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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

Melittinin Sisplatin Duyarh ve Direncli MDA-MB-231 Meme Kanseri Hiicrelerinde
Antikanser Etkileri ile BRMS1/CTR1 Gen Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

Esma SUMER

Kirsehir Ahi Evran Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Habibe Sema ARSLAN UNAL

Meme kanseri, 6zellikle ticlii negatif alt tipi ile yiiksek metastatik potansiyel ve kemoterapiye
direng gelistirme egilimi nedeniyle tedavisi glic maligniteler arasinda yer almaktadir.
Sisplatin gibi platin bazli kemoterapotik ajanlar etkin olmakla birlikte, zamanla gelisen
diren¢ mekanizmalar1 tedavi basarisin1 sinirlamaktadir. Bu nedenle, daha etkili ve daha az
toksik alternatif veya tamamlayic1 tedavi yaklasimlarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu
kapsamda, bal aris1 (Apis mellifera) zehrinin ana bileseni olan ve biyolojik olarak aktif bir
peptit yapisina sahip melittinin antikanser potansiyeli dikkat ¢ekmektedir. Bu c¢aligmada,
melittinin sisplatin duyarli ve sisplatin direngli MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlari
tizerindeki antikanser etkileri ile BRMSI ve CTRI gen ekspresyonu iizerindeki etkileri
arastirilmistir. BRMS1 geninin metastazi baskilayici rolii ve CTRI geninin sisplatin hiicre i¢i
tasinmasinda kritik bir diizenleyici olmasi nedeniyle bu genler hedef olarak secilmistir.
Hiicre canliligit XTT yontemi ile degerlendirilmis; hiicre gocii yara iyilestirme analizi ile,
invazyon kapasitesi ise invazyon analizi ile incelenmistir. Gen ekspresyon diizeyleri qRT-

PCR yontemi ile belirlenmistir. Elde edilen bulgular, melittinin her iki hiicre hattinda da doza
XV



bagli olarak belirgin sitotoksik etki olusturdugunu gostermistir. Ayrica melittin
uygulamasinin hem sisplatin duyarli hem de direngli hiicrelerde hiicre migrasyonunu ve
invazyon kapasitesini istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalttig1 belirlenmistir (p<0,05).
Bu bulgular, melittinin metastatik siire¢ler iizerinde baskilayici etkiye sahip oldugunu
gostermektedir. Gen ekspresyon analizleri degerlendirildiginde, melittin uygulamasinin
BRMS1 gen ekspresyonunu ozellikle sisplatin duyarlt hiicrelerde anlamli diizeyde artirdigt
(p<0,05), sisplatin direngli hiicrelerde ise doz ve uygulama kosullarina bagli olarak degisken
yanitlar olusturdugu (bazi gruplarda p>0,05) gozlenmistir. CTRI gen ekspresyonunda ise
melittin uygulamasinin 6zellikle sisplatin duyarli hiicrelerde yiiksek dozlarda belirgin ve
istatistiksel olarak anlamli artislara yol agtigi (p<0,05), buna karsin direngli hiicrelerde
ekspresyon yanitinin heterojen oldugu ve ¢ogu kosulda istatistiksel anlamliliga ulasmadigi
belirlenmigtir (p>0,05). Sonug¢ olarak, melittinin yalnizca sitotoksik etki gdstermekle
kalmayip ayni zamanda hiicre go¢ii ve invazyonu anlamli diizeyde baskilayarak
antimetastatik potansiyel sergiledigi ve BRMSI1/CTRI gen ekspresyonu ilizerinden molekiiler
diizeyde etkiler olusturabilecegi ortaya konulmustur. Bu durum, melittinin hiicre i¢i ilag
tasinim1 ve dolayistyla kemoterapi yaniti {izerinde diizenleyici bir rol oynayabilecegini
diistindiirmektedir. Bu bulgular, melittinin 6zellikle sisplatin direncinin asilmasina yonelik
gelistirilecek yeni tedavi stratejilerinde potansiyel bir yardimci ajan olarak

degerlendirilebilecegini gostermektedir.
Haziran 2026, 112 Sayfa.

Anahtar Kelimeler: BRMS1, CTR1, Melittin, Meme Kanseri, Sisplatin Direnci
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ABSTRACT

M.Sc. THESIS

Evaluation of the Anticancer Effects of Melittin and BRMS1/CTR1 Gene Expression
in Cisplatin-Sensitive and Cisplatin-Resistant MDA-MB-231 Breast Cancer Cells

Esma SUMER

Kirsehir Ahi Evran University
Institute of Health Sciences
Department of Medical Biology
Supervisor: Assistant Professor Habibe Sema ARSLAN UNAL

Breast cancer, particularly the triple-negative subtype, is among the malignancies that are
difficult to treat due to its high metastatic potential and tendency to develop resistance to
chemotherapy. Although platinum-based chemotherapeutic agents such as cisplatin are
effective, resistance mechanisms that develop over time limit treatment success. Therefore,
there is a need for more effective and less toxic alternative or complementary therapeutic
approaches. In this context, melittin, the main component of honeybee (Apis mellifera)
venom and a biologically active peptide, has attracted attention due to its anticancer potential.
In this study, the anticancer effects of melittin on cisplatin-sensitive and cisplatin-resistant
MDA-MB-231 breast cancer cell lines, as well as its effects on BRMSI and CTRI gene
expression, were investigated. These genes were selected because of the metastasis-
suppressing role of BRMS! and the critical regulatory function of C7TR/ in intracellular
cisplatin transport. Cell viability was evaluated using the XTT assay; cell migration was
assessed by the wound healing assay, and invasion capacity was analyzed by the invasion

assay. Gene expression levels were determined using the qRT-PCR method. The obtained

xvii



results showed that melittin exerted a pronounced dose-dependent cytotoxic effect in both
cell lines. In addition, melittin treatment significantly reduced cell migration and invasion
capacities in both cisplatin-sensitive and resistant cells (p<0.05). These findings indicate that
melittin has a suppressive effect on metastatic processes. When gene expression analyses
were evaluated, melittin treatment was observed to significantly increase BRMSI gene
expression, particularly in cisplatin-sensitive cells (p<0.05), whereas variable responses were
observed in cisplatin-resistant cells depending on dose and treatment conditions (in some
groups, p>0.05). In terms of CTRI gene expression, melittin treatment led to a marked and
statistically significant increase, especially at higher doses in cisplatin-sensitive cells
(p<0.05). In contrast, the expression response in resistant cells was heterogeneous, and in
most conditions did not reach statistical significance (p>0.05). In conclusion, melittin was
shown not only to exert cytotoxic effects but also to significantly suppress cell migration and
invasion, thereby demonstrating anti-metastatic potential, and to exert molecular-level
effects through BRMSI/CTRI gene expression. This suggests that melittin may play a
regulatory role in intracellular drug transport and, consequently, in the chemotherapeutic
response. These findings indicate that melittin may be considered a potential adjunct agent

in the development of new therapeutic strategies aimed at overcoming cisplatin resistance.
June 2026, 112 Pages.

Keywords: Breast Cancer, BRMSI, Cisplatin Resistance, CTR1, Melittin
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1. GIRIS

Kanser hem diinya genelinde hem de Tiirkiye'de gen¢ yas oOlimlerinin 6nde gelen
nedenlerinden biridir. Biyolojik temelleri heniiz tam olarak aydinlatilamamuis, ¢ok faktorlii
ve karmagik bir hastalik grubunu temsil etmektedir. Diinya Saglik Orgiitii, kanseri “anormal
hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde cogalarak viicudun hemen her organ veya dokusunda
baslayabilen, komsu dokular1 istila edebilen ve/veya uzak organlara yayilabilen bir

hastaliklar biitiinii”’ olarak tanimlamaktadir (1).

Kanserin temelinde ve gelisiminde hiicre DNA’sinda meydana gelen genetik mutasyonlar
yer almaktadir. Bu mutasyonlar hiicre biiylime ve kontrol mekanizmalarin1 bozar, boylece
hiicreler tiimdr ad1 verilen yapilar olusturur. Bu yapilar, ¢cogalma yeteneklerini kaybetmeden
cevre dokulara yayilabilir, hatta metastaz yoluyla uzak organlar1 da istila edebilir hale

gelebilirler (2,3).

Kanser i¢ ve dis etkenlere bagli multifaktdriyel bir hastaliktir. Yas, cinsiyet, kalitim, irk ve
bagisiklik i¢ etkenler olup degistirilememektedir. Dis etkenler ise degistirilebilir etkenler
olup sigara ve alkol kullanimi, cografi bolgeler, stres, radyasyona maruz kalma, beslenme
aliskanliklar, virtisler vb. sebepleri kapsamaktadir. Bu nedenle kanser, genetik ve ¢evresel

faktorlerin etkilesimi sonucu gelisen en yaygin 6liim nedenlerinden biridir (4).

Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansina (UKAA, International Agency for Research on
Cancer [IARC], 2022) gore, 2022 yilinda diinya genelinde yaklasik 20 milyon yeni kanser
vakas1 goriilmiis ve 9,7 milyon kisi kanser nedeniyle hayatini kaybetmistir. Tahminler,
yaklasik her bes bireyden birinin yasam1 boyunca kansere yakalandigini, her dokuz erkekten
birinin ve on iki kadindan birinin bu hastalik nedeniyle 6ldiigilinii gostermektedir. Ayn1 yil
icinde, kiiresel diizeyde akciger kanseri en sik teshis edilen kanser olup kiiresel olarak tiim
kanserlerin %12,4’linden sorumlu tutulmakta; bunu kadinlarda %11,6 oranityla meme kanseri

izlemektedir (5).



Tiirkiye'de kanser siklig1 erkeklerde kiiresel ortalamanin iizerinde, kadinlarda ise gorece
daha diislik seyretmektedir. Kadinlarda en sik goriilen kanser tlirli meme kanseridir ve tani
konulan her dort kadindan biri bu hastalikla kars1 karsiya kalmaktadir (6). Hastalik, cogu
zaman belirti vermeden ilerlediginden vakalar genellikle rutin tarama testleri sirasinda teshis

edilmektedir. Erken teshis, hastaligin seyri ve sagkalim oran1 agisindan kritik 6neme sahiptir

(7).

Meme kanserine iliskin en eski kayitlar M.O. 1500 yilina kadar uzanmakta olup, bu
hastaligin antik ¢aglardan beri var oldugu anlasilmaktadir (8). Giiniimiizde ise yiiksek gelirli

iilkelerde goriilme siklig1 diisiik gelirli iilkelere gére daha fazladir (9).

Uygulanan tedavi stratejileri; tiimdriin tipi, evresi, metastaz durumu ve hastanin genel saglik
durumu gibi birgok faktore bagl olarak degiskenlik gostermektedir. Cerrahi miidahale,
radyoterapi, hormon tedavisi ve kemoterapi en yaygin tedavi yontemleridir (10).
Kemoterapi, 6zellikle yayilma riski tagiyan hiicreleri hedef almak amaciyla siklikla tercih
edilmektedir. Sisplatin gibi platin bazli ajanlar, DNA iizerinde capraz baglar olusturarak
hiicrelerde apoptotik yanit: tetikler. Ancak, bu ajanin terapotik etkisine karsi gelisen direng
ve yiiksek diizeyde toksisite (0zellikle bobrek ve karaciger hasari) kullanimi sinirlayan

onemli dezavantajlardandir (4, 11).

Tedaviye diren¢ gelistiren meme kanseri hiicreleri, geleneksel kemoterapotik ajanlarin
etkinligini azaltmakta ve bu durum, daha az toksik yeni tedavi alternatiflerine olan ihtiyaci
artirmaktadir (12). Bu kapsamda, dogal kaynakli bilesiklerin potansiyel terapotik etkileri
dikkat ¢cekmektedir. Ozellikle ¢calismamizin odak noktasi olan ar1 zehri (Bee Venom-BV)
bilesenlerinden melittin, secici sitotoksik ozellikleri sayesinde ¢ok sayida ¢alismada umut

verici bir antikanser ajan olarak 6ne ¢ikmuistir.

Son yillarda, kemoterapotik ilaglarla dogal molekiillerin birlikte kullanimi yayginlagsmis ve
bu kombinasyonlarin sinerjik etkilerinin hem tedavi edici etkisini artirabilecegi hem de yan
etkileri azaltabilecegi gosterilmistir (13). Ornegin, Nusair ve ark. [14] calismasinda, ar1
zehrinin sik kullanilan bir kemoterapik ajan olan sorafenib ile kombinasyonunun potansiyel

antikanser etkisi arastirilmistir. BV'nin apoptotik ve otofajik mekanizmalarin indiiklenmesi



yoluyla Sorf'un HepG2 hiicreleri lizerindeki antikanser etkisini sinerjik olarak giliglendirdigi

rapor edilmistir.

2023 yilinda Yan ve ark. [15] yapmis oldugu kastrasyona direngli (testosteron seviyelerinin
diisiiriilmesine ragmen hastaligin ilerlemeye devam etmesi) prostat kanseri iizerinde
yapilmis ¢alisma ile melittinin, interlokin-17 (IL-17) sinyal yolu geni Lipokalin-2'yi (LCN2)
baskilanmasi yoluyla sisplatin duyarliligini artirdig1 goriilmiistiir. Benzer sekilde, Ertilav ve
ark. [16] glioblastoma hiicrelerinde melittinin sisplatinin apoptotik ve oksidan etkilerini
giiclendirdigini gostermistir. Bu baglamda, melittin ile kemoterapi ajanlarinin birlikte
kullanimi ilag direncini azaltma ve timdr progresyonunu engelleme agisindan onemli bir

arastirma konusu olmaktadir.

Bu bulgular 15181nda, bu tez ¢alismasinin amaci; dogal bir biyolojik ajan olan melittinin,
sisplatin duyarli ve sisplatin direngli meme kanseri hiicreleri (MDA-MB-231, MD Anderson-
Metastatik Meme- 231), iizerindeki molekiiler etkilerini arastirmaktir. Bu kapsamda,
melittinin BRMS! (Breast Cancer Metastasis Suppressor 1) ve CTRI (Copper Transporter 1)
genlerinin ekspresyon diizeyleri {iizerindeki etkileri degerlendirilerek, metastazin
baskilanmasi ve sisplatin aliminin diizenlenmesiyle iligkili olasi mekanizmalar ortaya
konulmustur. Calisma sonucunda, melittinin sisplatine direngli hiicrelerde tedaviye
duyarliligr artirip artirmadig1 da analiz edilerek, daha etkili ve daha az toksik yeni tedavi

stratejilerinin gelistirilmesine katki sunmas1 hedeflenmektedir.

BRMSI geni, 6zellikle metastatik siireci baskilayici etkisiyle bilinen bir tiimor baskilayici
gendir. Yapilan caligmalar, bu genin ekspresyonunun azaldigi durumlarda meme kanseri
hiicrelerinin daha yiiksek metastatik potansiyel sergiledigini gostermektedir. Dolayisiyla,
BRMSI’in ekspresyon diizeyleri, metastatik kapasite ve hastalifin kotii prognozuyla
yakindan iliskilidir (17).

CTRI ise sisplatin gibi platin bazli kemoterapdtik ajanlarin hiicre i¢ine taginmasinda gorev
alan anahtar bir tagiyici proteinlerden biridir. Bu genin ifade diizeyinin azalmasi, sisplatinin
hiicre icine girisini kisitlayarak kemoterapiye karsi direng gelisimine neden olabilmektedir.
Bu durum, o6zellikle sisplatine direncli meme kanseri hiicre hatlarinda tedaviyi zorlagtiran

kritik bir sorundur (18).



Bu iki genin ¢alismada secilme nedeni, birinin tiimdr metastazini baskilayan, digerinin ise
kemoterapoétik ilag alimini belirleyen temel mekanizmalarda gorev almasidir. Bu 6zellikler,
kanser tedavisinde hem tiimor yayilimimi 6nleme hem de kemoterapotik etkinligi artirma
acisindan onemli bir aragtirma alan1 sunmaktadir. Ayrica, BRMSI ve CTR1 genlerinin birlikte
degerlendirilmesi, kanser hiicrelerinin invaziv kapasiteleri ve ila¢ yanit1 arasinda molekiiler
diizeyde bir koprii kurarak; hedefe yonelik ve bireysellestirilmis tedavi stratejilerinin
gelistirilmesine katki saglayabilir. Boylece elde edilecek bulgularin, 6zellikle ti¢lii negatif
meme kanserinde dogal kaynakli ajanlarin kemoterapiyle birlikte kullanimina yonelik

deneysel kanitlarin giiglendirilmesine katki saglayabilecegi diistiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser ve Molekiiler Temelleri

Kanser, genetik materyalde ve bu materyalin ekspresyon diizeylerinde meydana gelen
degisikliklerle karakterize edilen karmasik bir hastalik grubudur. Bu degisikliklerin biiyiik

kismi, “mutasyon” olarak tanimlanan kalict genetik degisimlerle iligkilidir (19).

Insan viicudunda her saniye, bircok hiicrede genetik mutasyonlar meydana gelmektedir. Bu
mutasyonlarin  biliylik c¢ogunlugu, DNA tamir mekanizmalar1 tarafindan taninarak
diizeltilmektedir. Diizeltilemeyen mutasyonlar, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesini bozabilir.
Boylece hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde cogalmasina ve sonug olarak tiimorlerin gelisimine

neden olabilir (19).

Insan saghgna etkileri acisindan degerlendirildiginde, kanserler benign (iyi huylu) ve
malign (kotii huylu) olmak tizere iki gruba ayrilmaktadir. Benign tiimorler, normal dokulara
benzer yapida olan; biiyiime kabiliyeti diigiik, metastaz yapmayan ve tekrarlama riski diisiik
lezyonlardir. Malign tiimorler ise oldukga agresif Ozelliklere sahip, hizli ¢ogalan, uzak
noktalara metastaz yapabilen ve niiks etme egiliminde olan kotii huylu tiimdorlerdir ve tim

malign tiimorler kanser olarak nitelendirilmektedir. (2, 20).

Alvarez-Fernandez [21], hiicre dongiisiinii, hiicresel canliligin devam etmesi i¢in en 6nemli
olaylardan biri olan DNA replikasyonunun, replikasyon 6ncesi ve esnasina kadar hiicresel
bilesenlerin iki katina ¢ikarildigi, bunun sonucunda da hiicre bdliinmesinin gerceklestigi
stirecler zinciri olarak tanimlamistir (Sekil 2.1). Hiicreler temel olarak béliinme i¢in i¢ ya da
dis bir sinyal almadig siirece GO asamasinda sessiz (dinlenme fazi) olarak bekletilirler. Bu
asamada hiicre biyokimyasal olarak aktiftir. Sinyal alim1 gerceklestiginde hiicre hacimce
biiyiidiigii ve genetik materyalin kopyalanmasi i¢in gerekli materyallerin sentezlendigi G1

fazina gecer. DNA kopyalanmadan Once, hiicrede RNA ve protein sentezi artmakta ve



proteinlerin artmasi sonucu hiicresel hacim iki katina ¢ikmaktadir. Bu evre G1 evresi olarak

bilinmektedir. Burada DNA replikasyonundan 6nce hazirlik evresi s6z konusudur (21).
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Sekil 2.1: Hiicre dongiisii modeli (13).

Normal hiicrelerde DNA hasar1 oldugunda, hiicre siklusunu baskilayan bir protein tarafindan
genomik kararlilik saglanir, hiicre siklusu G1 'de inhibe edilir ve hiicreye tamir i¢in zaman
kazandirir. Hasar tamir edilemiyorsa hiicre apoptozise gider (22). DNA tamir genlerinde bir
mutasyon olustugunda hiicreler bir yandan boliinmeye devam ettigi i¢in timor baskilayict
fonksiyonlarinda kayip olurken diger yandan hiicreler onkojenik fonksiyon sergilemektedir

(23, 24).

Kanser olusumunun ilk asamasi1 mutasyonla ger¢eklesen ve baslangic asamasi olarak bilinen
inisiyasyon asamasidir. Bu agamay1 sirasiyla promosyon, progresyon, invazyon ve metastaz

takip etmektedir (Sekil 2.2) (25).
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Sekil 2.2: Kanser olusum asamalari; baslatma, promosyon, progresyon ve metastaz (25).

2.1.1. Kanserin Temel Ozellikleri

Kanserin gelisimi, normal hiicrelerin fizyolojik kontrol mekanizmalarindaki bozulmalarin
bir sonucu olarak ortaya ¢ikar. Bu siireg, belirli biyolojik yeteneklerin kazanilmasiyla
karakterizedir. Hanahan ve Weinberg [26] tarafindan tanimlanan bu yetenekler, “kanserin
temel Ozellikleri (hallmarks of cancer)” olarak adlandirilir. Bu kavram, tiimdr gelisiminin
ardindaki ortak mekanizmalar1 agiklamak icin evrensel bir ¢ergeve sunar. Sekil 2.3’te
kanserin bu temel 6zellikleri sematik olarak gosterilmektedir. Asagida bu 6zelliklerin her biri

kisaca agiklanmistir.
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degistirme kagma

hiicresel
oliimsiizligin
etkinlestirilmesi

hiicresel
oliime
direng

genetik kanserlesmeyi
kararsizlik ve destekleyen
mutasyonlar inflamasyon

yeni damar invazyon ve
olusumunun metastazin
tetiklenmesi aktivasyonu

Sekil 2.3: Kanserin 10 temel 6zelligi (26).
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Siirekli Proliferatif Sinyal Saglama: Kanser hiicreleri, biiylime faktorlerine bagimli
olmadan ¢ogalmaya devam eder. Bu, biiylime sinyallerinin agir1 iiretimi ya da sinyal
yollarindaki mutasyonlarla gergeklesir

Biiyltime Baskilayici Sinyallere Direng: Normalde hiicre dongiisiinii durduran genler
(6rnegin RB ve TP53), kanser hiicrelerinde etkisiz hale gelir ve bu da hiicrelerin
kontrolsiiz cogalmasina neden olur

Bagisiklik Sisteminden Kagis: Normalde bagisiklik sistemi tiimor hiicrelerini tantyip
yok eder. Ancak kanser hiicreleri, hayatta kalabilmek i¢in konagin bagisiklik
tepkisinden kacar

Sinirsiz Replikatif Potansiyel: Normal hiicreler sinirli sayida boliiniirken, kanser
hiicreleri telomeraz enzimi sayesinde bu sinir1 agar ve “Oliimsiizliikk” kazanir
Anjiyogenezi Indiikleme: Tiimérler, biiyiiyebilmek icin kendi kan damarlarimni
olusturarak besin ve oksijen ihtiyacini karsilar. Bu siirecte VEGF gibi faktorler
onemli rol oynar

Invazyon ve Metastaz: Metastaz, primer tiimorden koken alan hiicreler tarafindan
cevredeki konak dokuya lokal invazyon ile baslamaktadir. Tiimor hiicreleri dokulari
istila ederek kan veya lenf damarlarina girer ve bu damar yoluyla uzak organlara
yayilir. Bu 6zellik, kanserin 6liimciil olmasindaki temel nedenlerden biridir

Tiimdr Mikrogevresini Degistirme (Iinflamasyon ve Destekleyici Hiicreler): Kanser,
cevresindeki stromal hiicreleri, bagisiklik hiicrelerini ve damarlar1 manipiile ederek
kendine destekleyici bir mikrogevre olusturur

Genomik Dengesizlik ve Mutasyonlarin Birikimi: Kanser hiicreleri, DNA onarim
mekanizmalarinin bozulmasiyla daha fazla mutasyon biriktirir. Bu durum, evrimsel
olarak daha avantajl varyantlarin se¢ilmesine yol agar

Enerji Metabolizmasinda Yeniden Programlama: Kanser hiicreleri, Warburg etkisi
olarak bilinen sekilde, oksijen varliginda bile glikolizi tercih eder. Bu sayede yap1
taglarini sentezleyerek hizli biiylimeyi stirdiirtir

Programlanmis Hiicre Oliimiinden Kagis: Hiicre intihar1 olarak bilinen apoptoz,
“programlanmis hiicrenin temel hiicre kontrol siireci kuralsiz hale geldiginde

harekete gecen 6lim” olarak adlandirilmaktadir. Kanser hiicreleri DNA hasar1 ya da



stres durumlarinda bile apoptozdan kacabilir (Sekil 2.4). Bu 6zellik, onlarin hayatta

kalma ve tedaviye diren¢ kazanma yetenegini artirir (26, 27, 28).

Olim

- B sinyallerinin
azalan ifadesi
Pro-apoptotik proteinlerin
azalan ifadesi
Group 11 Group 111
Bid, Bim, Bax, Bak,

Group I Puma, Bok/Mid
Bel-2, Bel-xL, Noxa,Bad,

Mel-1, Bel-w, Bmf. Hrk, Bik
AI/BF-1,

BelB/Bel2L10 o

Bcl-2 Protein
Ailesindeki Protein

wm

P s
i J p e 9 ! , !‘ IAP'lerin Artan

ifadesi

Olim
reseptorierinin
azalan ifadesi

v - Anti-apoptotik
- proteinlerin artan
ifadesi

Aktif domaini

olmayan
Bozulmus reseptor
Reseptor

Sinyal Yolag:

‘ ‘\\) \ ‘)}

Azalan Apoptoz
Seviyesi ve Kanser

Kaspazlarin Azalan

p53'de Mutasyonlar ifadesi

Sekil 2.4: Apoptozis ve Kanser (29).

Kanser, genetik mutasyonlarin neden oldugu anormal ve kontrolsiiz hiicre biiyiimesi ile
karakterize edilen hastaliklar toplulugudur (30). Bu genetik hasar, hiicre ¢ogalmasini
destekleyen proto-onkogenlerde, hiicre ¢ogalmasini baskilayan tiimor baskilayici genlerde,
programlanmis hiicre 6liimiinii diizenleyen genlerde ve gen replikasyon hatalarini onaran
DNA tamir genlerinde meydana gelmektedir. Proto-onkogenler, normal hiicrelerde biiylime
ve farklilasmay1 diizenleyen genlerdir. Bir proto-onkogen, mutasyona ugradiginda
aktivasyon kazanirsa onkogen adin1 almaktadir. Tiimdr baskilayici genler (6rnegin 7P53 ve
RB) ise, hiicre biiylimesini regiile ederek tiimor gelisimini 6nleyen genlerdir. Bu genlerin
mutasyonlar sonucu heterozigot olma durumunu kaybetmesi; kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina,
anormal hiicre biiylimesine ve apoptozise sebebiyet vermektedir. DNA tamir genleri,
replikasyon sirasinda DNA polimerazin kusurlu bir baz ekledigi an hatali baza miidahale
edip diizeltmekten sorumludur. Bu genlerdeki mutasyonlar, mikrosatellit instabilitesi olarak
bilinen genomik kararsizlia neden olabilir. Tiimor gelisimine katki saglayan bir diger

mekanizma ise, telomeraz aktivitesinin artmastyla hiicrelerin bdliinme sinirinin ortadan



kalkmasi ve boylece tiimor hiicrelerinin “Oliimsiizlik” kazanmasidir (13). Bu tiir

degisikliklerin birikimiyle birlikte tiimor olusumu ve gelisimi kaginilmaz hale gelmektedir.

Tiimdr baskilayici veya onkogenlerdeki mutasyonlar ise bir fonksiyon kaybi veya kazanimi
seklinde ortaya c¢ikar ve bu anormal gen ekspresyonlar1 kanserin baglangici ve progresyonu
ile dogrudan iliskilidir. Mutasyonlar gibi yalnizca genetik degisiklikler degil, epigenetik
diizenlemelerin de gen ekspresyonunu etkileyerek genetik degisiklikleri tetikleyebilecegi ve

tiimdriin baglangici ile ilerlemesine katki saglayabilecegi one siiriilmiistiir (31).

‘Epigenetik’ terimi 1940'larin basinda geleneksel genetik mekanizmalarla tam olarak
aciklanamayan olaylari tanimlamak i¢in ortaya atilmistir (32). Epigenetik, DNA’nin orijinal
diziliminde herhangi bir degisiklik olmaksizin, kromatin aracili DNA sablon diizenlemesini
iceren bir dizi biyolojik siire¢ olarak tanimlanir. Bu siiregler arasinda DNA metilasyonu,
histon modifikasyonlar1 ve kromatin yeniden sekillenmesi yer alir. Ancak bu
mekanizmalarin anormallesmesi, gen fonksiyonunun bozulmasina veya susturulmasina yol

acarak tiimor olusumunu kolaylagtirabilir (33).

Sonug olarak, kanserin molekiiler temelleri yalnizca genetik mutasyonlarla sinirl degildir;
epigenetik diizenlemeler de gen ekspresyonunun degismesine neden olarak timor
gelisiminde kilit rol oynar. Dolayistyla, kanserin genetik ve epigenetik diizeyde anlasilmast,

hedefe yonelik tedavilerin gelistirilmesi agisindan kritik 6neme sahiptir (34).

2.1.2. Meme Kanseri: Epidemiyoloji ve Risk Faktorleri

Kanser, 21. ylizyillda 6nemli bir halk sagligi ve ekonomik sorun olup, diinya genelinde
Oliimlerin yaklagik her altisindan birinden (%16,8) ve bulasicit olmayan hastaliklara baglh

Oliimlerin yaklagik her doérdiinden birinden (%22,8) sorumludur.

GLOBOCAN (2022) verilerine gore, 2050 yilinda 35 milyondan fazla yeni kanser vakasi
ongoriilmektedir; bu rakam 2022 yilindaki 20 milyon tahmini vakaya gore %77'lik bir artisa
denk gelmektedir (5). Sekil 2.5 ve Sekil 2.6’da 2022 yilinda diinyada her iki cinsiyet i¢in

yeni kanser vakasi ve 6liim oranlar1 gosterilmistir.
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Meme
2201499 (41.7%)

Akciger
226 T {11.4%)
Diger Kanserler
BTG T (420%) Rodorehtam
1831 630 (Y0%)
Prostat
1454250 (7. 9%)
Yulah Mide
604 100 (3.1%) 1089 103 (5.6%)

Serviks Ubesl Kasaciges
004027 2% FOSETT TN

Toplam: 19 252789 vaka

Sekil 2.5: Her iki cinsiyet ve her yastan 2022'deki yeni vaka sayis1 (5).

Akciger
1796 144 (18%)

Diger Kanserler
3 557 464 (35.7%)
Kolorektum
935 173 (9.4%)
Prostat Karaciger
375304 (3.8%) 830 180 (8.3%)
Pankre, Mide
466 003 (4 7%) 768793 (7.7%)
Yutak Meme
544 076 (5.5%) 684 996 (6.9%)

Toplam: 9 958 133 6liim

Sekil 2.6: Her iki cinsiyet ve her yasta 2022'deki 6liim sayisi (5).

11



Diinya Saglik Orgiitiiniin 2022 yilmin sonunda yaymladig1 verilerde yaklasik 20 milyon
kisinin kanser hastasi oldugu ve 9,7 milyon kisi kanser nedeniyle yasamini yitirmistir. Kadin
bireylerde 2.296.840 kisiye meme kanseri teshisi konuldugu belirtilmistir. Tahminler,
yaklasik bes erkek veya kadindan birinin yasami boyunca kansere yakalandigini, buna
karsilik dokuz erkekten birinin ve on iki kadindan birinin bu hastalik nedeniyle 6ldiigiini
gostermektedir. Kiiresel diizeyde akciger kanseri en sik teshis edilen tiir olup (%12,4), bunu
meme kanseri (%11,6), kolorektal (%9,6), prostat (%7,3) ve mide kanseri (%4,9)
izlemektedir (1).

Tiirkiye’de kanser siklig1 erkeklerde kiiresel ortalamanin iizerinde, kadinlarda ise gorece
daha dusgiiktiir. T.C. Saglik Bakanlig1 (2020) verilerine gore, 2020 yilinda Tiirkiye niifusu
84.339.067 olup, yillik yeni kanser vaka sayist 233.834 ve kansere bagli 6liim sayist 126.335
olarak bildirilmistir. 2018 yilinda ise Tiirkiye niifusu 81.916.866, yeni vaka sayis1 210.537
ve kansere bagli yasam kaybi1 116.710 olarak rapor edilmistir (35). Bu verilere gore

Tiirkiye’nin kanser insidans1 Sekil 2.7’de gosterilmistir.

Nifus
Yeni kanser vakasi |233834 233 bin
Kansere bagli yasam kaybi [126335 126 bin
5 yillik sagkalan hasta sayisi |581636 581 bin

Sekil 2.7: 2020 y1l1 Tiirkiye kanser insidansi (35).

Ulkemizin niifusu artmaya devam etmekte ve buna paralel olarak yillik yeni tan1 alan kanser

hasta sayis1 da artmaktadir. 2020 y1l1 itibariyla en sik goriilen ilk bes kanser tiirii Sekil 2.7°de
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Ozetlenmistir. Verilere gore, erkeklerde en sik goriilen kanser tiirleri sirasiyla akciger, prostat

ve kolorektal kanserler iken; kadinlarda meme kanseri ilk sirada yer almaktadir (35).

2020'de her iki cinsiyet, her yastan yeni vaka sayis1

Akciger
41264 (17.6%)

Meme

24175 (10.3%)

Diger kanserler

114 078 (48.8%) Kolorektal

21191 (9.1%)
Prostat

19 444 (8.3%)

Tiroid
13682 (5.9%)

Toplam: 233 834

Sekil 2.8: 2020 yilinda tilkemizde en sik goriilen ilk 5 kanser tiirii (35).

Cinsiyete gore dagilim incelendiginde, tiim yas gruplarinda en sik goriilen kanser tiirlerinin

oranlar1 Sekil 2.9°de sunulmustur. Bu grafige gore, meme kanseri kadinlarda agik ara en sik

goriilen kanser tipidir (6).

Erkek Kadin
Trakea Brons Alciger 230 Meme P83
Prostat 128 Eolorektal 101
Kolorektal 11,2 Tireid § 1 87
Mesane g8 Trakea Brons Akciger 000000 6.0
Made 50 Uterus Korpusu 070000 6,0
Babrek 31 Over o 44
Non-Hodgkin lenfoma 31 Mide I 319
Pankreas 29 Uterus Servikst 0] 3.1
Beyin, sinir sistemi 28 Pankreas 1] 2.0

Larinks Noen-Hodgkm lenfoma [ 2.8

(]
M

Sekil 2.9: Tiim yas gruplarinda cinsiyete gore en sik goriilen kanserlerin ylizde dagilimlari (6).
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Tiirkiye’de yas dagilimina bakildiginda, meme kanseri tanisi alan kadinlarin %44,5’inin 50-

69 yas araliginda, %40,4’liniin ise 25-49 yas araliginda oldugu goriilmektedir (36).

Kanserlerin yaklagik %85°1 epitelyal hiicrelerden kdken alir ve bu tiir tiiméorler “karsinom”
olarak adlandirilir. Mezoderm kaynakli dokulardan (6rnegin kemik veya kas) koken alanlar
ise “sarkom”, meme bezi epitelinden koken alanlar ise “adenokarsinom” olarak

tanimlanmaktadir (2).

Meme kanseri hem kadinlarda hem de erkeklerde meme dokusundaki hiicresel diizensizlikler
sonucu gelisen malign bir tiimordiir. Birgok doku ve organ embriyogenez sirasinda sekillenir
ve bu yapr yasam boyunca biiylik 6l¢iide sabit kalir. Buna karsin meme bezi, ergenlik,
gebelik, laktasyon ve menopoz gibi fizyolojik donemlerde belirgin yapisal degisiklikler
geciren dinamik bir organdir. Bu nedenle meme, hormonal degisimlere duyarli bir yapiya
sahiptir. Kadinlarda meme kanseri riski, meme dokusunun hacminin fazla olmasi ve dstrojen
maruziyetinin yiiksekligi nedeniyle erkeklere gore cok daha yiiksektir. Ayrica, 50 yasindan
once meme kanseri dykiisii bulunan birinci derece akraba varligi da 6nemli bir risk faktorii

olarak bildirilmektedir (13).

Meme kanseri genellikle semptomsuz seyreder ve ¢cogu hasta hastaligini rutin taramalar
sirasinda 6grenir. Tani siirecinde fizik muayene, mamografi ve biyopsi temel yontemlerdir.
Erken tani, hastaligin seyri ve sagkalim oranlar1 agisindan kritik oneme sahiptir (7).

Memenin anatomik yapis1 Sekil 2.10°da gosterilmistir.
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Sekil 2.10: Memenin anatomik yapisi (37).

Memenin anatomik yapisi, gogiis duvari ilizerinde bulunan pektoralis major kasi ile
desteklenir ve yag, bag dokusu, epitel doku ve glandiiler yapilardan olusur. Her bir meme
yaklasik 15-20 lob igerir; bu loblar, siit iiretiminden sorumlu lobiillerden meydana gelir.
Lobiiller, duktus adi verilen siit kanallar1 araciligiyla meme basina agilir. Bu kanallar, siit
akigini saglayarak emzirme siirecinde iglev gorlir. Memenin bu yapisal 6zelliklerinin iyi
anlasilmasi, meme kanseri gibi hastaliklarin tani ve tedavi siireg¢lerinde onemli rol

oynamaktadir (38, 39).

2.1.3. Meme Kanseri Tiirleri ve Siniflandirmasi

Molekiiler ve klinik diizeyde farkliliklar gdsteren biyolojik alt tiplerin genis cesitliligi

nedeniyle, "meme kanseri" ad1 genis bir kanser tipi grubunu tanimlamak icin kullanilir (9).

Meme kanserinde tiimoriin bliylime hizi, yayilma kapasitesi ve metastatik potansiyeli,
hastaligin evresiyle yakindan iligkili oldugu i¢in anlamak c¢ok ©Onemlidir. Bu nedenle,
hastalardan alinan biyopsi ornekleri histopatolojik olarak incelenir ve bazi 6zel parametrelere

gore 0 (sifir) ile IV (dort) arasinda siiflandirilir (36).

Meme kanserinin evresini tiimdriin boyutu ve meme kanserinin bagka bir yere yayilip
yayilmamas1 belirler. Evre 0 (sifir) aslinda tam anlamiyla bir meme kanserini
tanimlamaz. Meme kanserinin 6nciisii olabilecek lezyonlar1 tanimlamaktadir. Evre 1'de
timdr boyutu 2 cm'den kiictiktiir ve tiimor baska bir bolgeye yayilmamistir. Evre 2°de timor

yayilim yapmamig ve boyutu 2 ile 5 cm arasindadir. Evre 1 ve 2’de kanser hiicrelerinin erken
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evre bir tiimdr olusturduklarim1 gostermektedir. Evre 3'te, tliimor boyutu 5 cm'den biiyiik
olabilir veya 5 cm'den kiigiik olup ayni zamanda koltuk alt1 lenf bezlerine (aksiller bezlere)
yiiksek derecede yapisik olabilir, gégiis kas1 duvarina tutunmus olabilir veya boyundaki lenf
diiglimlerine yayilmis olabilir. Evre 4'te tiimorler ileri evre meme kanseri olarak
adlandirilmaktadir ve meme kanserinin diger doku ve organlara biiyiik 6l¢iide yayildig

gbzlemlenir (36, 40).

Meme rekonstriiksiyonu gibi plastik cerrahi teknikleri erken teshiste kullanilmasina karsin;
Evre IV gibi ileri derecedeki meme kanserlerinde kemoterapi ve radyoterapi gibi yontemler
olmasina ragmen yaygin metastaz ve yiiksek niiks oranlar1 nedeniyle hastalarin prognozu
hala kotiidiir. Bu sebeple bu teknikler ¢cogu hastay1 iyilestirmek i¢in yetersiz kalmaktadir
(40).

Meme kanserinin histolojik tiirii, timoriin koken aldigi doku ve yayilim potansiyeli hakkinda

onemli bilgiler sunar.

e Siit bezi lobiillerinden koken alanlar” lobiiler karsinom”,

e Siit kanallarindan koken alanlar “duktal karsinom” adim alir.

Bu iki ana grup ayrica, kanserin siit kanali veya lobiil yapisi i¢inde sinirli kalip kalmamasina

gore ikiye ayrilir (Sekil 2.11):

e Bez veya kanal i¢inde sinirl ise “in situ (invaziv olmayan) karsinom”,

e (Cevre dokulara yayilmissa “invaziv (infiltratif) karsinom” olarak adlandirilir (36).
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Lobiiler invaziv Inflamatuar
lobiiler meme kanseri

karsinom

karsinom in
situ
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Non-invazif
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A /|

Duktal invaziv duktal
karsinom in-situ

karsinom
Sekil 2.11: Meme kanseri siniflandirmasi (41).

En yaygin meme kanseri tiirleri, duktal karsinoma in situ (DCIS) ve invaziv karsinomdur.

Duktal Karsinoma in Situ (DCIS)

DCIS, invaziv olmayan veya pre-invaziv bir meme kanseri tiiriidiir. Yeni tan1 alan meme
kanserlerinin yaklasik %20’sini olusturur. “Intraduktal karsinom” veya Evre 0 meme kanseri
olarak da bilinir. DCIS’te siit kanal1 hiicreleri kansere doniismiis ancak kanalin ¢evresindeki
meme dokusuna yayilmamistir. Meme dokusuna yayilma olmadigindan metastaz gozlenmez

(36, 41).
Invaziv Meme Kanseri

Cevre meme dokusuna yayilan kanserler, invaziv meme kanseri olarak adlandirilir ve tam
konulan meme kanserlerinin biiylik ¢ogunlugunu olusturur. Bu grup, farkli alt simiflara

ayrilir.
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Invaziv Duktal Karsinom (IDC):

En sik goriilen meme kanseri tiiriidiir. Tiim invaziv meme kanserlerinin yaklasik %70-80’ini
olusturur. Siit kanalindaki epitel hiicrelerden baslar ve kanal duvarini agarak ¢evre meme

dokusuna yayilir. Lenf sistemi ve kan yoluyla viicudun diger bolgelerine metastaz yapabilir.
Invaziv Lobiiler Karsinom (ILC):

Invaziv meme kanserlerinin yaklasik %10’unu olusturur. Siit iireten lobiillerden baslar. IDC
gibi metastaz yapabilir. IDC’den farkli olarak, bilateral (her iki memede birden) goriilme

olasilig1 daha yiiksektir (yaklasik her bes kadindan birinde (36).
Nadir Gériilen Invaziv Meme Kanserleri:

Bazi 0zel tip invaziv karsinomlar daha seyrek goriiliir. Bu gruba, miisindz (kolloid),
mediiller, papiller, tiibiiler ve kribriform karsinomlar 6rnek verilebilir; her biri, tim invaziv

meme kanserlerinin %5’inden azin1 olusturmaktadir (36, 42).
Uglii Negatif Meme Kanseri (Triple-Negative Breast Cancer, TNBC)

TNBC, diger invaziv meme kanseri alt tiplerine kiyasla daha agresif seyirli olup erken
metastaz yapma egilimi gosterir. TNBC’de Ostrojen reseptorii (ER), progesteron reseptorii
(PR) ve insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii 2 (HER2) ekspresyonu bulunmaz. Bu
nedenle hormon tedavisi ve HER2 hedefli tedavilere yanit vermez. Tiim meme kanserlerinin
yaklasik %10—-15’ini olusturur. Prognozu genellikle olumsuzdur, niiks orani yiiksektir ve

tedavi segenekleri sinirhidir (36).

2.1.4. MDA-MB Kanser Hiicre Hatti

MDA-MB-231 (MD Anderson- Metastatik Meme- 231), 1973 yilinda MD Anderson Kanser
Merkezi'nde, 51 yasindaki metastatik meme kanserli bir kadin hastanin plevral
efiizyonundan izole edilmistir. Bu hiicre hatti, {iclii negatif meme kanseri modellemesinde
yaygin olarak kullanilmakta olup, 6zellikle metastatik potansiyeli yiiksek ve invaziv fenotip

sergilemesi nedeniyle terapdtik arastirmalarda tercih edilmektedir (43, 44).
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MDA-MB-231 hiicreleri, yapiskan (adherent) 6zellik gdsteren epitelyal morfolojiye sahiptir
ve bu nedenle in vitro kiiltiir caligmalarinda kolaylikla ¢ogaltilabilir. Bu hiicre hatti, dstrojen
reseptorli (ER), progesteron reseptorii (PR) ve insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii 2
(HER2) ekspresyonu tagimadigi i¢in ti¢lii negatif fenotipi temsil etmektedir. Ayrica p53
tiimdr baskilayici geninin mutasyona ugramis formunu ifade etmekte olup, bu 6zelligiyle
tedaviye diren¢ ve metastatik kapasite aragtirmalarinda model sistem olarak yaygin sekilde
kullanilmaktadir (44). Bu c¢alismada, MDA-MB-231 hiicre hatti, {icli negatif meme
kanserinin in vitro model sistemi olarak kullanilmistir. Sekil 2.12°de ¢aligmamiz kapsaminda
elde edilen MDA-MB-231 hiicrelerinin 10X biiyilitme oraninda 151k mikroskobu goriintiisii

yer almaktadir.

Sekil 2.12: MDA-MB-231 hiicreleri mikroskop goriintiisii (10X, 151k mikroskobu).

2.1.5. Meme Kanseri Tedavisinde Kemoterapi ve Diren¢ Mekanizmalari

Meme kanserinde, diger kanser tiirlerinde oldugu gibi cerrahi, kemoterapi, radyoterapi,
endokrin ve hedefe yonelik tedavileri iceren kombine tedavi modaliteleri tedavinin temelini
olusturmaktadir. Bununla birlikte, esas olarak tlimor bolgelerine erisimdeki zorluk, hastaligin
heterojen yapist ve kullanilan ilaglarin toksisitesi nedeniyle bu yaklagimlar ¢ogu zaman

istenilen terapdtik basariyr saglayamamaktadir (45).

Meme kanseri hastalarinda metastaz gelisimi siklikla karsilasilan klinik bir durumdur.
Hastaligin erken evrelerinde dahi gorsel olarak tespit edilemeyecek kadar kiigiik, ancak

immiinohistokimyasal veya molekiiler yontemlerle saptanabilir diizeyde mikrometastazlarin
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varlig1 tespit edilmektedir. Bu durum goz onilinde bulunduruldugunda kanserli bolgeyi ve
olas1 metastatik odaklar1 hedef alarak viicuttaki kanser hiicrelerini zayiflatma ve yok etme

amaciyla bagvurulan primer tedavi yontemi kemoterapidir (46).

Kemoterapotik ilaglar, DNA hasarina yol agarak veya hiicre dongiisii ve replikasyon
siireclerini bozarak apoptozu indiikler. Ancak yapilan arastirmalar, kemoterapinin yalnizca
tedavi edici etkilerle sinirli kalmadigini; ayn1 zamanda saglikli hiicrelerde de belirgin
toksisiteye neden olarak doku ve organ fonksiyonlarini olumsuz etkiledigini ortaya
koymustur. Bununla birlikte, kemoterapi ajanlarinin immiin sistem tizerindeki baskilayici
etkileri, tiimor hiicrelerinin tedaviye kars1 direng gelistirmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir

(47).

Kemoterapi ajanlari, hiicre dongiisiinliin belirli evrelerine miidahale ederek kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasini engeller ve hiicre 6liimiinii indiikler. Farkli kemoterapdtik ilaglar,
DNA replikasyonunu bozma, mitozu durdurma veya hiicresel metabolizmay1 hedefleme gibi
cesitli mekanizmalar iizerinden antitiimor etki gosterir (48). Ilag direnci, kanserden
kaynaklanan dliimlerin yaklasik %90’1ndan sorumlu olan temel bir klinik sorundur. Ozellikle
coklu ilag direnci, kemoterapétik ajanlarin etkinligini azaltarak tedavi basarisizligina,

hastaligin niiksetmesine ve metastatik yayilimin artmasina yol agmaktadir (49).

Tedaviye direng gelistiren meme kanseri hiicreleri, geleneksel kemoterapotik ajanlarin
etkinligini 6nemli 6l¢iide azaltmakta, bu durum ise daha az toksik ve daha hedefe yonelik

yeni tedavi stratejilerine olan ihtiyaci artirmaktadir (12).

2.2. Sisplatin: Etki Mekanizmasi ve Diren¢ Problemi

Doksorubisin ve epirubisin gibi antrasiklin tlirevleri ile taksan grubu kemoterapotikler
(6rnegin paklitaksel ve dosetaksel), meme kanseri tedavisinde halen yaygin olarak kullanilan
standart kemoterapi ajanlaridir. Bununla birlikte kemoterapide etkinligi bilinen ilaglardan
biri de Diinya Saglik Orgiitii’niin temel ilag listesinde yer alan sisplatindir (4). Sisplatin (cis-
diaminodikloroplatinyum (II), klinikte en sik kullanilan platin bazli antikanser ajanlardan

biridir. Bu bilesik, meme, bas-boyun, over (yumurtalik) ve akciger kanserleri dahil olmak
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tizere gesitli solid tiimdrlerin tedavisinde tek basina ya da diger kemoterapdtik ajanlarla

kombinasyon halinde yaygin bigimde kullanilmaktadir (50).

Sisplatin, beyazimsi-sar1 kristal yapida, suda ¢oziinebilen inorganik bir bilesiktir. Molekiil
agirhigr 301,1 g/mol, yogunlugu 3,74 g/cm?® ve erime noktas1 270°C’dir. Molekiil, platin
atomuna cis konumunda baglanmis iki klor (Cl) ve iki amonyak (NHs) grubundan

olugmaktadir (4).

Sisplatinin kimyasal formiilii [PtCl2(NHs)2] olup molekiiler yapist Sekil 2.13’de

gosterilmigtir.

Sekil 2.13: Sisplatinin molekiiler yapis1 ([PtCl2(NHs)2]) (51).

Sisplatin, kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan platin bazli bir kemoterapétik ajandir.
Bu bilesik, ilk olarak 1844 yilinda M. Peyrone tarafindan sentezlenmis, kimyasal yapis1 ise
1893 yilinda Alfred Werner tarafindan tanimlanmistir. Ancak, sisplatinin biyolojik ve

terapotik etkileri ilk kez 1960’11 yillarda Barnett Rosenberg tarafindan ortaya konmustur (4).

Ilk defa 1970 yilinda Escherichia coli’nin biiyiime inhibitdrii olarak kesfedilmis, daha
sonraki yillarda anti kanser etkisi fark edilerek testis, over, serviks, bas ve boyun, akciger ve
lenfoma tedavisinde kullanilmaya baglanmistir. Testis kanserlerinde sisplatine genellikle iyi
yanit alinabilmesine karsilik diger solid tiimorlerde toksisite veya ilag direnci nedeniyle

terapotik etkinlik sinirli kalmaktadir (52).

ABD Gida ve ilag Dairesi (FDA), platin grubu igeren kemoterapétik ilaglarin klinik
kullanimim1 1978 yilinda onaylamistir. Sisplatin, kanser hiicrelerinin DNA’sina (piirin

bazlariyla) kovalent baglar olusturarak capraz baglanti meydana getirir ve bdylece DNA
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replikasyonunu ve transkripsiyonunu engeller (Sekil 2.13). Bu durum, ozellikle hizla
boliinen kanser hiicrelerinde DNA hasarmin birikmesine, dolayisiyla hiicre dongiisiiniin
durmasina ve apoptozun tetiklenmesine yol acar. Ancak sisplatinin hedef se¢ici olmamasi,

tedavi siirecinde ¢esitli sistemik toksisitelerin ortaya ¢ikmasina neden olur (4).

NH’\ﬁt \
/ NH,
NH, Tekli Adduct
1.3-d(GpCpG)
Zincir l¢i Capraz Bag &,
Adg ~

\NH3

NHJ>$‘ chw1 Igudc(gp?':; Bag
NH,
1.2-d(GpG)

Zincir I¢i Capraz Bag NH;

By -

Zincirler Aras:
Capraz Bag

Sekil 2.14: Sisplatin ile olusan DNA-adduct formlar1 (52).

Bulanti, kusma, ndrotoksisite ve nefrotoksisite sisplatine bagli en sik bildirilen yan etkiler
arasindadir. Bu toksisiteler igerisinde bobrek hasar ile karakterize nefrotoksisite hem en
yaygin hem de en ciddi yan etki olarak kabul edilmektedir (4). Sisplatin; germ hiicreli
tiimorler, sarkomlar, karsinomlar ve lenfomalar gibi ¢esitli kanser tiirlerine kars1 yliksek
etkinlige sahip bir kemoterapotik ajandir. Bununla birlikte, sisplatinin biyolojik birikimi
karaciger, bobrek, kalp, sinir sistemi ve lireme sistemi basta olmak {izere bir¢ok organda
toksik etkilere yol agmakta; hepatotoksisite, nefrotoksisite, kardiyotoksisite, norotoksisite ve

iireme sistemi toksisitesi gibi coklu organ hasarlarina neden olabilmektedir (53).

22



Sisplatin tedavisinin en ciddi dezavantaji, kanser hiicrelerine kars1 direncidir. Sisplatin
direnci kanser tiirlerine bagldir. Ornegin, testis kanseri, yumurtalik kanseri, bas ve boyun
kanseri ve kiiglik hiicreli akciger kanseri sisplatine karsi oldukca hassasken, kiigiik hiicreli
olmayan akciger kanseri ve kolorektal kanser sisplatine kars1 olduk¢a direnclidir. Sisplatin,
prostat kanseri, yumurtalik kanseri, bas-boyun kanseri, mesane ve akciger kanseri ve diger
baz1 kanserler gibi kati kanserlerin tedavisinde siiphesiz en ¢ok kullanilan antikanser
ilaglardan biridir. Sisplatinin testis kanserine karsi asir1 duyarliligi, bazi proteinlerin asiri
ekspresyonu ve zincirler arasi ¢apraz bag onarim yeteneginin diisiik olmasindan
kaynaklanmaktadir. DNA'ya zarar vererek, cesitli sinyal iletimlerini aktive ederek ve

ardindan apoptoza neden olarak apoptozu inhibe eden sitotoksik bir ilactir (54).

Sekil 2.15°te sisplatinin hiicresel diizeyde olusturdugu molekiiler etki mekanizmalar1 sematik
olarak gosterilmektedir (55). Sisplatin uygulamasi, hiicre icerisinde baslica oksidatif stres
olusumuna neden olmakta; reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artis1 ve glutatyon diizeylerinde
azalma ile karakterize bir redoks dengesizligi meydana getirmektedir. Bu durum, DNA
hasarmi tetikleyerek hiicresel yanit mekanizmalarini aktive etmektedir. Olugan DNA hasar1
sonucunda tiimor baskilayici protein p53 aktive olmakta ve bu aktivasyon; PTEN artisi, FLIP
ve Bcl-xL diizeylerinde azalma gibi apoptotik siirecleri destekleyen degisikliklere yol
acmaktadir. Bunun yani sira, DNA hasarina yanit olarak mismatch repair (MMR) sistemi ve
c-Abl sinyal yolaklar1 da aktive edilmekte; bu yolaklar {izerinden p73, JNK ve p38 MAPK
gibi stres yaniti proteinleri uyarilarak hiicre 6liim siireci giliglendirilmektedir. Ayrica,
mitokondriyal yolak iizerinden sitokrom c salinimi ger¢eklesmekte ve bunu takiben kaspaz-
9 ve kaspaz-3 aktivasyonu ile apoptotik hiicre Oliimii indiiklenmektedir. Tiim bu
mekanizmalar birlikte degerlendirildiginde, sisplatinin hiicrede ¢ok yonlii sinyal yolaklarini

etkileyerek apoptozu tetikledigi goriilmektedir (55).
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Sekil 2.15: Sisplatinin ¢esitli molekiiler etki mekanizmalar1 (55).

Kemoterapotik bir ajan olan sisplatine karsi tiimor hiicrelerinin gelistirdigi direngte ¢ok
sayida molekiiler mekanizma rol almakta ve bu direng farkli timor tiplerinde farkli 6zellikler
sergilemektedir. Kolon ve kiiciik hiicreli akciger kanseri gibi tiimorler sisplatine karsi
kendilerine 6zgiil veya yerlesik direng gosterirlerken, bas ve boyun, testis, over ve kiiciik
hiicreli akciger kanseri cogunlukla sisplatine duyarli oldugu bildirilmektedir. Ancak duyarl
timdrlerin ¢ogu tedavi baslangicindan sonra kazanilmig direng gelistirebilmektedirler.
Sisplatin direncinin gelismesine neden olabilecek faktorler; hiicrede ilag¢ birikiminin
azalmasi, siilfiir iceren bilesiklerin inaktivasyonu, sisplatin-DNA adduct formlarinin
onarimlarmin artmasi, apoptozda gorevli proteinlerin ekspresyonlarinda meydana gelen

degisiklikler olarak siralanabilmektedir.

Bakir transportunda gorevli membran proteinlerinin de hiicre igindeki sisplatin

konsantrasyonunu etkiledikleri g6zlenmektedir (52).
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Sisplatin tedavisine karsi diren¢ gelisimi, baslangicta giiclii klinik yanitlar alinmasina
ragmen, hastalarin 6nemli bir kisminda tedavi basarisizlifina ve artan mortalite oranlarina
yol agmaktadir. Direng¢ mekanizmalari, hiicre i¢i ila¢ birikiminin azalmasiyla iliskilidir ve

cesitli biyokimyasal siire¢leri icermektedir. Bunlar arasinda:

e ilacin hiicreye alimmin azalmasi veya disa akisinin artmasi,

e Hiicre i¢i detoksifikasyon ve ila¢ inaktivasyonunun artmast,

e DNA onarim mekanizmalarinin giiglenmesi veya DNA hasarina tolerans gelisimi,
e Tiimor mikrogevresindeki degisiklikler ve

e Bagisiklik sisteminin tiimdr hiicrelerini tanima kapasitesinin azalmasi yer almaktadir

(18).

2.3. BRMS1 ve CTR1 Geni

Meme kanserinin progresyonu ve metastazi c¢oklu genetik ve molekiiler yollarla
diizenlenmektedir. Bu siirecte, bazi genler tiimor baskilayict ya da ilag direnciyle iligkili
rolleri nedeniyle 6zellikle dikkat ¢cekmektedir. Bu baglamda, ¢calismamizda BRMSI (Breast
Cancer Metastasis Suppressor 1) ve CTRI (Copper Transporter 1) genlerinin ekspresyon

diizeyleri incelenmistir.

2.3.1. BRMS1 Geni

BRMS]I (Breast Cancer Metastasis Suppressor 1), metastaz siirecini baskilayici etkisi ile
tanimlanan 6nemli bir tiimdr baskilayici gendir. BRMS! geni, insan kromozomunun 11q13.1
bolgesinde yer almakta olup yaklagik 8.5 kb uzunlugunda ve 10 ekzon igeren bir yapiya
sahiptir (56). BRMSI geninin kromozomal lokalizasyonu S$ekil 2.16’da farkli insan
dokularindaki RNA ekspresyon profili ise Sekil 2.17°de gosterilmektedir (57). BRMS1 geni,
246 amino asit uzunlugunda ve yaklasik 28 kDa molekiiler agirliga sahip bir proteini

kodlamaktadir. BRMSI proteini, niikleer lokalizasyon sinyalleri (NLS) ve niikleer ihracat
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sinyalleri (NES) icermesi sayesinde c¢ekirdek ve sitoplazma arasinda tasinabilen bir

transkripsiyonel diizenleyici olarak gorev yapmaktadir (58).
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Sekil 2.16: BRMS! geninin kromozomal lokalizasyonu (57).
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Sekil 2.17: BRMS1 geninin farkli insan dokularindaki RNA ekspresyon profili (59).

Fonksiyonel olarak BRMS1, 6zellikle metastatik siire¢lerin diizenlenmesinde rol oynar. NF-
kB sinyal yolaklarin1 inhibe ederek invazyon, migrasyon ve anjiyogenez gibi metastazla
iligkili mekanizmalar1 baskilar. BRMS1 ekspresyonunun azalmasi durumunda meme kanseri
hiicrelerinin daha yliksek metastatik potansiyele sahip oldugu gosterilmistir. Bu nedenle
BRMSI ekspresyon diizeyleri, metastatik kapasite ve hastalifin prognozu ile yakindan
iligkilidir (17). Ayrica, 2000 yilinda yapilan ilk calismalarda BRMS! ’in primer timor
bliylimesi lizerinde belirgin bir etkisi olmaksizin metastazi inhibe ettigi ortaya konmustur

(60).

Molekiiler diizeyde BRMSI, mSin3:HDAC (histon deasetilaz) kompleksinin bir bileseni
olarak kromatin yeniden diizenlenmesini kontrol eder ve bu yolla metastazla iligkili birgok

genin ekspresyonunu baskilar (56). BRMS1 ’in azalmasi durumunda, hiicrelerin NF-xB ve
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FAK (Focal Adhesion Kinase) yolaklar1 lizerinden invazyon ve migrasyon kapasitesinin
arttig1 bildirilmistir (61). BRMSI, NF-kB sinyal yolunun p65 (RelA) alt birimi ile etkileserek
bu faktoriin DNA’ya baglanmasin1 engeller ve boylece IL-6, MMP-9 ve CXCR4 gibi
metastazla iligkili genlerin ekspresyonunu baskilar (62). Bunun yani sira miR-146a/b
ekspresyonunu artirarak EGFR ve IRAKI diizeylerini diisiirmekte ve hiicre gocii ile

invazyonunu sinirlamaktadir (63).

BRMSI ’in hiicre iskeleti organizasyonu, adezyon kompleksleri ve apoptoz siiregleri
tizerinde de etkili oldugu bilinmektedir. BRMS1 asir1 ekspresyonunun E-kaderin diizeylerini
artirdig1 ve fokal adezyon kinaz (FAK) aktivasyonunu azalttigi, buna bagli olarak hiicrelerin
substrata tutunma Ozelliklerini degistirerek metastatik yayilimi baskiladigi gosterilmistir
(64). Buna karsilik BRMSI kaybi, CXCR4/NF-xB aksinin aktivasyonu ile anjiyogenez ve
migrasyonun artmasina yol agmaktadir (65). Diisiik BRMS! ekspresyonunun meme, akciger,
over, prostat ve melanom gibi bir¢ok solid tiimorde artmis metastatik potansiyel ve kotii

prognoz ile iliskili oldugu bildirilmistir (66).

BRMS1 geninin epigenetik diizenlenmesine yonelik caligsmalar, promotor bolgesindeki
metilasyon degisikliklerinin gen ekspresyonu lizerinde belirleyici oldugunu gostermektedir.
Metge ve ark. [67] tarafindan yapilan ¢alismada, BRMS1 promotdr bdlgesinde yer alan CpG
adasinin hipermetile oldugu ve bu durumun gen ekspresyonunun azalmasi ile iliskili oldugu
belirlenmigtir. Ayn1 ¢alismada, primer tiimorlerin %45’inde ve lenf nodu metastazlarinin
%60’1nda promotor hipermetilasyonu saptanmistir. Bu bulgular, BRMS1’in epigenetik olarak

baskilanmasinin metastatik potansiyelin artmasina katkida bulunabilecegini gostermektedir.

Literatiirde yer alan hiicre hatt1 calismalar1 da bu bulgular1 desteklemektedir. Yang ve ark.
[68] tarafindan gerceklestirilen ¢caligmada, yiiksek metastatik potansiyele sahip MDA-MB-
231HM hiicrelerinde BRMS! ’in asir1 ekspresyonunun hiicre go¢iinii anlamli diizeyde inhibe
ettigi gosterilmistir. Bu sonuglar, BRMS1’in meme kanserinde metastaz baskilayici bir gen

olarak 6nemli bir diizenleyici rol oynadigini ortaya koymaktadir.
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2.3.2. CTRI Geni

CTRI geni, resmi adiyla SLC31A41 (Solute Carrier Family 31 Member 1), hiicre zarinda
bulunan yiiksek afiniteli bir bakir tasiyici proteini kodlayan bir gendir. “C7TRI” terimi hem
genin kendisini hem de bu gen tarafindan kodlanan proteini ifade etmek ig¢in
kullanilmaktadir. CTRI proteini, hiicre disi ortamdan sitoplazmaya bakir taginmasini

saglayarak hiicre i¢i bakir homeostazinin diizenlenmesinde temel bir rol oynamaktadir (69).

CTRI geni, insan kromozomunun 9q31.1 bolgesinde yer almaktadir. Genin kromozomal
lokalizasyonu Sekil 2.19°da farkli insan dokularindaki RNA ekspresyon profili ise Sekil
2.18’da gosterilmektedir (69, 70). Bu bolge, metal iyon taginimi ve hiicresel metabolik
diizenleme ile iliskili genleri icermesi agisindan fonksiyonel olarak 6nemli bir genomik lokus

olarak degerlendirilmektedir (71).
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Sekil 2.18: CTR1 geninin kromozomal lokalizasyonu (69).
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Sekil 2.19: CTR1 geninin farkli insan dokularindaki RNA ekspresyon profili (70).

CTRI geni yaklasik 0.04 Mb uzunlugunda olup, 190 amino asitten olusan ve yaklasik 21

kDa molekiiler agirliga sahip bir proteini kodlamaktadir. CTR/ proteini, hiicre membraninda
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yer alan ¢ok gegisli bir transmembran protein olup, bakir iyonlarinin hiicre igine taginmasini
saglayan 6zgiil ve yiiksek afiniteli bir tastyicidir. Yapisal olarak homotrimerik kompleksler
olusturabilen bu protein, bakir iyonlarini segici olarak baglayarak hiicre i¢ine aktarir ve

boylece hiicre i¢i metal iyon dengesinin korunmasina katk1 saglar (72).

Fonksiyonel olarak CTR1, bakirin hiicre i¢ine alimini diizenleyerek birgcok temel biyolojik
stirecte rol oynamaktadir. Bakir, enerji metabolizmasi, oksidatif stres yaniti ve enzimatik
reaksiyonlar i¢in gerekli bir eser element olmakla birlikte, hiicre i¢cinde asir1 birikimi toksik
etkilere yol agabilmektedir. Bu nedenle hiicreler, bakirin alimi ve hiicre i¢i dagilimini siki bir
sekilde kontrol eden diizenleyici mekanizmalar gelistirmistir. CTR/ bu siiregte merkezi bir

rol oynayan bir tastyict olup, bakir homeostazinin korunmasinda temel bilesenlerden biri

olarak kabul edilmektedir (71).

Bunun yani sira CTR/’in yalnizca fizyolojik bakir taginiminda degil, ayn1 zamanda platin
bazli kemoterapétik ajanlarin hiicre igine girisinde de rol oynadig1 gosterilmistir. Ozellikle
sisplatin gibi ajanlarin hiicre i¢ine aliminda CTR/ 'in 6nemli bir tasiyict oldugu ve bu nedenle
hiicre i¢i ilag¢ konsantrasyonunu dogrudan etkiledigi bildirilmektedir (52). CTRI ekspresyon
diizeyindeki azalma, sisplatinin hiicre i¢ine girisini kisitlayarak kemoterapiye karsi direng
gelisimine yol acabilmektedir. Bu durum, 6zellikle sisplatine direncli meme kanseri hiicre

hatlarinda tedavi etkinligini sinirlayan 6nemli bir mekanizma olarak degerlendirilmektedir

(18).

Molekiiler diizeyde CTRI ile sisplatin arasindaki etkilesim oldukca karmasik ve dinamik bir
yap1 gostermektedir. Akerfeldt ve ark. [ 73] tarafindan yapilan ¢alismada, sisplatinin kisa siire
igerisinde CTR’in hiicre i¢i dagilimini degistirdigi ve sitoplazmik serbest bakir havuzunda
artisa neden oldugu gosterilmistir. Bu bulgular, sisplatinin hiicre i¢i bakir homeostazi ile

yakindan iliskili mekanizmalar lizerinden etki gosterebilecegini diigiindiirmektedir.

CTR I’in sisplatin taginimindaki rolii ilk olarak deneysel modellerde ortaya konmustur. Ishida
ve ark. [74] ytiksek afiniteli bakir tagiyicisin1 kodlayan CTR!I geninin delesyonunun hiicre
i1 sisplatin birikimini azalttigin1 ve buna bagl olarak sisplatine kars1 direng gelisimine yol
actigin1 gostermistir. Ayrica bakirin CTR1 proteininin diizenlenmesini etkileyerek sisplatinin

hiicresel birikimini azalttig1 ve hiicrelerin hayatta kalma oranin1 artirdig: bildirilmistir. Maya
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ve memeli sistemlerinde yapilan ¢caligsmalar, CTR’in platin bilesiklerinin hiicre i¢ine alimina
aracilik eden baglica tasiyicilardan biri oldugunu gostermektedir. Sisplatinin CTR/’in hizh
degradasyonuna yol agarak hiicre i¢ine girisini azaltmasi, ila¢ direncinin gelisiminde 6nemli
bir mekanizma olarak degerlendirilmektedir. Buna karsilik, CTRI ekspresyonunun artmasi
hiicre i¢i platin birikimini artirmakta ve sisplatine duyarliligi artirmaktadir (75). Howell ve
ark. [76] tarafindan yapilan ¢alismalarda, platin bazl ilaglarin sitotoksik etkisinin biiyiik
Olcilide hiicre i¢ine alinan ilag miktarina bagli oldugu gdsterilmis ve platin ilaglara direng
kazanmus hiicrelerde ilag birikiminin belirgin sekilde azaldig: tespit edilmistir. Ozellikle over
kanseri hiicre hatlarinda CTR/ ekspresyon diizeyleri ile kazanilmis sisplatin direnci arasinda
giiclii bir iligki oldugu bildirilmistir. Ayrica CTRI’in genetik olarak devre dis1 birakilmasinin
hiicreleri sisplatine direngli hale getirdigi ve gen ekspresyonunun hem transkripsiyonel (Spl
araciligiyla) hem de post-translasyonel (proteozomal yikim) diizeyde diizenlendigi ifade

edilmistir.

Bu calismada sisplatine duyarli ve sisplatine direngli MDA-MB-231 hiicre hatlarinda,
BRMS1 ve CTRI genlerinin ekspresyon seviyeleri karsilastirmali olarak analiz edilmistir.
Boylece, sisplatine kars1 gelisen molekiiler adaptasyonlar ile bu genlerin rolleri arasindaki

olas1 baglant1 ortaya konulmaya ¢alisilmistir.

Bu iki genin secilmesinin temel nedeni, biri metastazi baskilarken digerinin ila¢ aliminda
belirleyici olmasidir. Bu durum, kanser tedavisinde hem tiimér yayilimin1 6nleme hem de
kemoterapotik etkinligi artirma agisindan kritik bir arastirma alani sunmaktadir. Ayrica,
BRMS1 ve CTRI’in birlikte degerlendirilmesi, kanser hiicrelerinin invaziv kapasiteleri ve
ilag yanitlar1 arasinda molekiiler bir koprii kurarak daha hedefe yonelik ve bireysellestirilmis

tedavi stratejilerinin gelistirilmesine katki saglayabilir.

2.4. Apiterapi ve Ar1 Zehri Bilesenleri

Cesitli kaynaklardan elde edilen dogal {iriinlerin, kanser gibi hastaliklarda etkili olabilecek
bircok fizyolojik yolagi uyarma potansiyeline sahip oldugu bilinmektedir. Antikanser
aktivite gosteren ve diisiik toksisiteye sahip biyoaktif metabolitler iceren dogal iiriinler,

kanser dahil bircok hastaligin tedavisinde umut verici ilag adaylar1 olarak
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degerlendirilmektedir. Kansere karsi antikanser ilaglart ile dogal bilesiklerin birlikte

kullanimai ilk kez 1990’11 yillarin basinda Di Bella tarafindan dnerilmistir (77).

Yiizyillardir farkli medeniyetler tarafindan insan sagligini korumak ve hastaliklar1 tedavi
etmek amaciyla Geleneksel ve Tamamlayict Tip (GETAT) uygulamalar1 kullanilmaktadir.
Giliniimiizde ise mevcut tedavi yontemlerinin yan etkileri, dogal tedavi yaklasimlarina olan
ilgiyi artirmistir. Bu dogal tedavi yontemlerinden biri de ar1 iirtinlerinin kullanildig1 apiterapi

uygulamalaridir (78).

Apiterapi, bal arisinin (4pis mellifera L.) tirettigi biyoaktif tirlinlerin kullanilmasiyla akut ve
kronik hastaliklarin tedavi edilmesi veya Onlenmesini amacglayan bir yontemdir (78).
Apiterapinin kokeni yaklasik 6000 yil oncesine, eski Misir tibbina kadar uzanmaktadir.
Hipokrat’in (MO 460-370) kellik tedavisinde bal ve ar1 zehrini (Bee Venom, BV) kullandig1
bilinmektedir (79).

Apiterapide en yaygin kullanilan {iriinler; bal, polen, ar1 ekmegi (perga), ar1 siitii, apilarnil,
propolis ve ar1 zehridir. Ar1 zehri, arilarin igneleri araciliiyla karin boslugunda bulunan zehir
bezlerinden salgilanmaktadir (Sekil 2.20). Ar1 bir canliy1 soktugunda ignesini geri ¢ekemez;

igne, zehir bezi ile deride kalir ve buna bagli olarak ar1 kisa siire i¢cinde 6liir (80).

Sekil 2.20: Ar1 ignesi/Ar1 Zehri.

Ar1 zehri tedavisi artrit, romatizma, sirt agrisi, kanserli tiimorler ve cilt hastaliklar1 gibi ¢esitli
rahatsizliklarin tedavisinde geleneksel bir tip yontemi olarak kullanilmistir. Ar1 zehri
geleneksel olarak agriyr hafifletmek ve kronik agrili hastaliklar1 tedavi etmek icgin
kullanilmistir. Ar1 zehrinin agr1 kesici etkilerinde, deri alt1 bolgesine uygulanan akupunktur

noktas1 uyarimi tedavisinin 6nemli olabilecegi diisiiniilmektedir (81).
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Arn zehri; melittin, apamin, fosfolipaz A2, histamin, dopamin ve norepinefrin gibi gesitli
biyoaktif bilesenlerden olusmaktadir (Sekil 2.21) (80). Bu bilesikler; antioksidan,
antibakteriyel ve antitlimor etkileri nedeniyle bir¢ok hastaligin tedavisinde arastirilmaktadir

(82).

®  Mellitin @ | Fosfolipaz A2 ' Apamin
®  MCD-Peptid ® | Hvaturonidaz Adolapin
@ Diger

Sekil 2.21: Ar1 zehrinin bilesenleri.

Bununla birlikte, onlarca yillik aragtirmalara ragmen ar1 zehri bilesenlerinin antikanser
etkilerinin molekiiler mekanizmalar1 ve hiicresel segiciligi tam olarak aydinlatilamamistir.
Arn zehrinin kanser hiicrelerine karst molekiiler etkilerinin ve 6zgiilliigiiniin anlasilmasi,
genis erigilebilirlige ve diisiik maliyete sahip bu dogal iiriinden yeni terapétik ajanlarin

gelistirilmesi acisindan biiyiik 6nem tagimaktadir (83).

Melittin, bal aris1 zehrinin ana aktif bileseni olup zehrin kuru agirliginin yaklasik %50’sini
olusturmaktadir. Melittin, 26 amino asitten olusan, pozitif yiiklii ve amfipatik bir peptittir.
Bu molekiil, hiicre zarindaki fosfolipit ¢ift tabaka ile etkilesime girerek yaklasik 4,4 nm

capinda transmembran gozenekler olusturur ve bu durum hiicre 6liimiine yol acar. Ayrica bu
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gozenekler, sitotoksik etkili kiiclik molekiillerin hiicre i¢ine girisini de kolaylastirmaktadir

(83).

Melittin, negatif yiiklii hiicre zarina baglandiktan sonra zar biitiinliigiinii bozarak iyonlarin
ve diger molekiillerin hiicre digina sizmasina neden olur. Bu siireg, hiicre lizisi ile sonuglanir
ve fosfolipit ¢ift tabakanin yapisal biitiinliigii ciddi sekilde zarar goriir. Ozellikle tiimor
hiicrelerinin zar yapisinin daha hassas olmasi, melittini kemoterapi agisindan potansiyel bir
aday haline getirmektedir. Ayrica melittinin lipozomal sistemler gibi tasiyici sistemlere
entegre edilmesi, hedefe yonelik tedavi stratejileri agisindan 6nemli avantajlar sunmaktadir

(84).

Son yillarda yapilan ¢alismalar, melittinin yalnizca sitotoksik etkilerle sinirli kalmadigini;
ayn1 zamanda antibakteriyel, antiinflamatuar ve antiviral ozelliklere de sahip oldugunu
gostermektedir. Bunun yani sira melittinin hiicre dongiisiinii durdurabildigi, apoptozu

tetikledigi ve cesitli malign hiicre hatlarinda proliferasyonu inhibe ettigi bildirilmistir (85).

Ar zehrinin ana bileseni olan melittinin bazi toksik etkileri (6zellikle eritrosit lizisi)
bilinmektedir. Ancak uygun dozlarda kullanildiginda bu molekiiliin terapétik etkilerinden

yararlanilabilecegi gosterilmistir (80).

Sonug olarak, ar1 zehri ve melittin, ¢esitli hastaliklarin tedavisinde potansiyel bir alternatif
ajan olarak one ¢cikmaktadir. Mevcut literatiir verileri, bu bilesiklerin 6zellikle bazi kanser

tiirleri tizerinde in vitro kosullarda segici sitotoksik etkilere sahip oldugunu gostermektedir.

Art zehri ve melittinin antikanser etki mekanizmalar1 asagidaki bagliklar altinda

Ozetlenebilir:

» Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi ve hiicre siklusunda duraksamaya neden olmast,
» Hiicre proliferasyonu ve tiimor biiyiimesinin inhibisyonu,
» Kaspaz aktivasyonu yoluyla apoptotik hiicre 6liimiiniin indiiklenmesi,
Matriks metaloproteinazlarin (MMP) diizenlenmesi ile invazyon ve metastaz
siireclerinin etkilenmesi,

» Apoptotik ve nekrotik hiicre 6liim mekanizmalarinin aktive edilmesi (86).
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Bu mekanizmalar, ar1 zehri ve melittinin hiicresel diizeyde ¢oklu sinyal yolaklarin1 hedef
aldigimi gostermektedir. Nitekim BV/melittin uygulamasi; tiimor baskilayici genlerin (p53,
PTEN) aktivasyonunu artirirken, antiapoptotik genler (Bcl-2) ve onkogenik yolaklar (NF-
kB, HIF-1a) iizerinde baskilayici etki gostermektedir. Ayrica Bax artis1 ile kaspaz-3 ve
kaspaz-7 aktivasyonu tetiklenmekte ve sonugta apoptotik hiicre 6liimii indiiklenmektedir.
Bununla birlikte Cyclin D diizeylerinin baskilanmasi hiicre dongiisiinde duraksamaya neden
olurken, Racl ve MMP-9 gibi metastaz ile iligkili molekiillerin inhibisyonu invazyon ve
metastatik kapasitenin azalmasina katki saglamaktadir. Ayn1 zamanda VEGF ve HIF-1a
yolaklarinin baskilanmasi ile anjiyogenez ve tlimoriin oksijen temini de sinirlandirilmaktadir

(83, 85).

Sekil 2.22°de, ar1 zehri ve melittinin kanser hiicreleri tizerindeki bu ¢ok yonlii etkileri sematik
olarak gosterilmektedir. Sekil, BV/melittinin hiicre dongiisii, apoptoz, metastaz ve
anjiyogenez gibi temel kanser siireclerini es zamanli olarak hedefleyerek antikanser etki

olusturdugunu ortaya koymaktadir (85).
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Sekil 2.22: Ari zehiri ve melittinin kansere karsi 6n goriilen etki mekanizmalar (85).
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2.5. Amac¢ ve Hipotezler

Meme kanseri, diinya genelinde kadinlarda en sik goriilen malign tiimorlerden biri olup,
yiiksek metastatik potansiyeli ve tedaviye karsi gelisen ilag direnci nedeniyle halen 6nemli
bir halk saglig1 sorunu olarak varligim siirdiirmektedir. Ozellikle {iclii negatif meme kanseri
(TNBC) alt tipi, Ostrojen reseptorii (ER), progesteron reseptorii (PR) ve HER2
ekspresyonunun bulunmamasi nedeniyle hedefe yonelik tedavi seceneklerinin sinirli olmasi
ve kemoterapdtik ajanlara karsi gelistirdigi direng nedeniyle klinik agidan 6nemli zorluklar
yaratmaktadir. Bu durum, TNBC’nin daha agresif seyretmesine ve prognozunun diger alt

tiplere kiyasla daha kotii olmasina neden olmaktadir.

DNA’ya capraz baglanarak apoptozu tetikleyen giiclii bir kemoterapotik ajan olan sisplatin,
TNBC tedavisinde yaygin olarak kullanilmasina karsin; sistemik toksisiteleri ve direng
gelisimi, tedavinin uzun vadeli etkinligini sinirlandirmaktadir. Sisplatine kars1 gelisen direng
mekanizmalart arasinda ilacin hiicre i¢ine aliminin azalmasi, DNA hasarinin etkin sekilde
onarilmasi ve apoptotik yolaklarin baskilanmasi yer almaktadir. Bu nedenle, sisplatinin dogal
antikanser ajanlarla kombinasyonu, tedavi yanitin1 artirmak ve diren¢ mekanizmalarini

asmak amaciyla umut vadeden bir strateji olarak degerlendirilmektedir.

Melittin, bal aris1 zehrinin biyolojik olarak aktif major peptidi olup; hiicre membran
gecirgenligini artirici, apoptozu tetikleyici ve antimetastatik etkileri ile literatiirde dikkat
¢cekmektedir. Melittinin 6zellikle timor hiicre zarina segici olarak etki edebilmesi ve ¢oklu
hiicresel sinyal yolaklarin1 hedef alabilmesi, onu kombinasyon tedavileri a¢isindan cazip bir
aday haline getirmektedir. Ancak, melittin ve sisplatinin kombinasyonunun TNBC model
hiicre hatlarinda ¢ok boyutlu (fenotipik ve genetik diizeyde) sistematik olarak

degerlendirildigi kapsamli ¢aligmalar sinirhidir.

Bu tez ¢alismasinda, daha Once sisplatin ile muamele edilerek sisplatine duyarli ve direngli
alt popiilasyonlar gelistirilmis MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlarinda, farkli dozlarda
uygulanan melittinin hem hiicresel davranis (proliferasyon, migrasyon ve invazyon) hem de
molekiiler diizeyde (gen ekspresyonu) olusturdugu etkiler kapsamli bir sekilde
arastirilacaktir. Bu kapsamda 6zellikle metastaz baskilayici rolii ile bilinen BRMS! ve hiicre

ici ila¢ aliminda kritik rol oynayan CTRI genlerinin ekspresyon diizeylerindeki degisimler
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incelenecek ve bu degisimlerin sisplatin duyarlilig: ile iliskisi degerlendirilecektir. Bu
calisma ile, melittinin yalnizca sitotoksik bir ajan olarak degil, ayn1 zamanda metastaz ve
ilag direnci ile iliskili molekiiler yolaklar1 modiile edebilen bir diizenleyici olarak potansiyel

rolii ortaya konulmasi hedeflenmektedir.

Calismanin temel hipotezi, melittinin BRMSI gen ekspresyonunu artirarak metastatik
stirecleri baskiladigr ve CTRI ekspresyonunu diizenleyerek sisplatinin hiicre ig¢ine alimini

artirmak suretiyle kemoterapiye duyarlilig: yiikselttigi yoniindedir.

Bu c¢alisma kapsaminda:

iki boyutlu (2B) ve ii¢ boyutlu (3B) hiicre kiiltiirii sistemlerinde MDA-MB-231

hiicrelerinin gelistirilmesi saglanacak,

e Melittin tedavisinin hiicre canlilig1 lizerindeki etkisi XTT sitotoksisite analizi ile

degerlendirilecek,
o Hiicresel hareketliligin belirlenmesi amaciyla yara iyilesme analizi uygulanacak,
e Hiicrelerin invazyon kapasitesi invazyon deneyi ile analiz edilecek,

o Tiim bu fenotipik degisimlere eslik eden genetik yanitlarin belirlenmesi amaciyla,
Ozellikle metastaz baskilayict BRMSI ve ilag alimi ile iliskili CTRI genlerinin
ekspresyon diizeyleri, gercek zamanli kantitatif RT-PCR (qRT-PCR) yoOntemiyle

degerlendirilecektir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Hiicre Hatt1

Bu ¢alismada kullanilan MDA-MB-231 hiicre hatt1, Kirsehir Ahi Evran Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Laboratuvari’ndan temin edilmistir. Calismada kullanilan hiicre

hattina ait temel 6zellikler Tablo 3.1°de sunulmustur.

Tablo 3.1: MDA-MB-231 hiicre hattina ait temel 6zellikler.

Ozellik Aciklama
Hiicre Hatti MDA-MB-231
Tedarikgi ATCC (American Type Culture Collection)

Katalog Numaras1 HTB-26

Organizma Homo sapiens (Insan)

Doku Meme (meme bezi epiteli)
Hastahk Adenokarsinom (meme kanseri)
Hiicre Tipi Adherent (yapisan hiicre hatt1)

Kiiltiir Ortamm RPMI-1640
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3.1.2. Kimyasal ve Reaktifler

Calismada hiicre kiiltiirii, sitotoksisite, hiicre gocii, invazyon ve gen ekspresyon analizlerinde

kullanilan baslica kimyasal, reaktif ve ticari kitler Tablo 3.2’de verilmistir.

Tablo 3.2: Calismada kullanilan kimyasal, reaktif ve kitler.

Kimyasal / Reaktif / Kit Firma

RPMI-1640 Medium Capricorn Scientific, Almanya
Fetal Bovin Serum (FBS) Capricorn Scientific, Almanya
Penisilin-Streptomisin Capricorn Scientific, Almanya
Gentamisin Capricorn Scientific, Almanya
Tripsin-EDTA (%0,25) Capricorn Scientific, Almanya
PBS (Phosphate Buffered Saline) Capricorn Scientific, Almanya
Dimetil siilfoksit (DMSO) Amresco®, ABD

Melittin (M2272, >85% HPLC) Sigma-Aldrich, ABD
Sisplatin Sigma-Aldrich, ABD

Giemsa boyasi Merck, Almanya

Metanol (%100) Merck, Almanya
Formaldehit (%37) Tekkim, Tiirkiye

RNA izolasyon Kkiti GeneAll, Kore

c¢DNA sentez Kiti WizScript, Kore

2X qPCR Master Mix (SYBR Green) Applied Biosystems, ABD
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3.1.3. Makine ve Techizat

Calismada kullanilan cihaz ve ekipmanlar Tablo 3.3’te verilmistir.

Tablo 3.3: Calismada kullanilan cihaz ve ekipmanlar.

Cihaz

CO: inkiibator
Laminar Akim Kabini
Inverted Mikroskop
Mikroskop Kamerasi
Stereo Mikroskop
Real-Time PCR Cihaz
Vorteks

Mini Santrifiij
Santrifiij

NanoDrop

ELISA Okuyucu

Jel Goriintiilleme Sistemi
Jel Yiikleme Sistemi
Buzdolabi (+4 °C)

Derin Dondurucu (-20 °C)

Model / Firma

Niive EC 160, Tirkiye

Niive MN 090, Tiirkiye

BAB, Tiirkiye

Leica, Almanya

Leica, Almanya

Applied Biosystems 7500 Fast, ABD
IKA®, ABD

Niive NF 024, Tiirkiye

Niive NF 400, Tirkiye
Mecasys Optizen NanoQ, Kore
BioTek ELX808, ABD
Bio-Rad, ABD

Thermo Scientific, ABD
Vestel, Tiirkiye

Vestel, Tiirkiye
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3.2. Metot

3.2.1. Hiicre Hatti ve Kiiltiir Kosullar:

Bu caligsmada, iiclii negatif meme kanseri hiicre hattt MDA-MB-231 (Amerikan Tip Kiiltiir
Koleksiyonu, ATCC® HTB-26™) ve bu hiicre hattindan tiiretilmis sisplatin direngli MDA -
MB-231/Sisplatin hiicre hatt1 in vitro model sistemi olarak kullanilmistir. Hiicreler, Kirsehir
Ahi Evran Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Laboratuvari’nda standart hiicre

kiiltiirli kosullarinda muhafaza edilmistir.

Hiicrelerin kiiltiirii icin RPMI-1640 besiyeri kullanilmistir. Besiyerine %10 Fetal Bovin
Serum (FBS), %1 Penisilin-Streptomisin ve %1 Gentamisin ilave edilmistir. Hiicreler, 37 °C
sicaklikta ve %5 COsz igeren nemlendirilmis inkiibatérde 75 cm?’lik hiicre kiiltiir flasklarinda

cogaltilmistir.

Hiicreler flask ylizeyinin yaklasik %80’ini kapladiginda, %0,25 Tripsin-EDTA ¢ozeltisi
kullanilarak pasajlanmistir. Pasajlama islemi sonrasinda hiicre canlilig1 ve yogunlugu Trypan
mavisi boyama yontemi ile belirlenmistir. Bu yontemde canli hiicreler boyay1 absorbe
etmezken, Ol hiicreler mavi renkte gézlemlenmektedir. Hiicre siispansiyonu 10:1 oraninda
Trypan mavisi ile karistirilmis ve Thoma lami iizerine alinarak mikroskop altinda hiicre

sayimi gergeklestirilmistir.

Tim hiicre kiiltiirti islemleri steril kosullarda, biyogiivenlik kabini igerisinde yiiriitilmiistiir.
Calismada kullanilan MDA-MB-231 hiicre hattina ait temsili mikroskobik goriintii Sekil

3.1°de sunulmustur.

Sekil 3.1: MDA-MB-231 hiicreleri mikroskop goriintiisii (10X, 151k mikroskobu).
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3.2.2. MDA-MB-231 Hiicre Hattina Sisplatin Direncinin Kazandirilmasi

MDA-MB-231 hiicre hattina sisplatin direnci, artan dozlarda kademeli ila¢ uygulamasi
yontemi ile kazandirilmisti. Bu amagcla hiicreler, belirli araliklarla giderek artan
konsantrasyonlarda sisplatine maruz birakilmistir. Bu siireg, hiicrelerin ilaca adaptasyon

saglamasina ve direng gelistirmesine olanak tanimis olup birkag¢ ay boyunca siirdiiriilmiistiir.

Direng gelistirme siirecinde kullanilan ara stok ¢ozeltileri, liretici firmanin belirttigi 1660
uM konsantrasyonundaki ana stok c¢ozeltisinden hazirlanmistir. Ara stok ¢dozeltileri,
hiicrelerin tolerans diizeyine bagli olarak uygun seyreltme oranlar1 kullanilarak RPMI-1640

kiiltiir ortamu ile elde edilmistir.

Kademeli doz artist uygulamalari sonucunda, yaklasik 333 puM konsantrasyona kadar
sisplatine direng gelistirmis hiicre hatti elde edilmis ve bu hiicreler sonraki deneysel
analizlerde kullanilmistir. Direng gelisimi, hiicrelerin morfolojik degisimleri ve

proliferasyon kapasitesi gdzlemlenerek takip edilmistir.

3.2.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicre kiiltiiriinde hiicreler belirli bir yogunluga ulastiklarinda flask yilizeyini kaplayarak
birbirleriyle temas ederler. Bu durum, literatiirde “kontakt inhibisyonu” olarak adlandirilan
ve hiicrelerin proliferasyon ile hareket kabiliyetlerinin azalmasina neden olan bir
mekanizmay: tetikler. Hiicrelerin iist liste biliylimesi altta kalan hiicrelerin 6liimiine yol
acabileceginden, kiiltiirlin saglikli bir sekilde siirdiiriilebilmesi i¢in hiicrelerin pasajlanmast

gerekmektedir.

Pasajlama islemi, hiicrelerin bulunduklar1 yiizeyden ayrilarak daha diisiik yogunlukta yeni
kiiltiir ortamlarina aktarilmas: siirecidir. Bu islem genellikle tripsinizasyon yontemi ile
gerceklestirilir. Hiicreler, yiizeye tutunmalarini saglayan ekstraseliiler matriks bilesenleri
araciligiyla flask tabanina baglanirlar ve tripsin-EDTA enzimi bu yapilar1 pargalayarak

hiicrelerin yiizeyden ayrilmasini saglar (87).

Islem 6ncesinde hiicreler mikroskop altinda incelenmis ve flask yiizeyinin yaklasik %80
oraninda doldugu (konfluent) gézlemlenmistir. Ardindan flask igerisindeki kiiltiir ortami1

uzaklagtirllmistir. Hiicrelerin temizlenmesi amaciyla flask igerisine steril PBS (Phosphate
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Buffered Saline) eklenmis ve o6lii hiicreler ile hiicresel artiklar uzaklastirilmigtir. PBS ile

yikama igleminin hiicrelere zarar vermeden yiizey temizligi sagladigi bilinmektedir (88).

PBS uzaklastirildiktan sonra hiicrelerin ylizeyden ayrilmasi amaciyla flask igerisine uygun
hacimde tripsin-EDTA c¢o6zeltisi ilave edilmis ve hiicreler 37°C’de kisa siire inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerin yiizeyden ayrildig1 gdzlemlenmistir.
Tripsin etkisinin durdurulmasi amaciyla hiicrelerin {izerine besiyeri eklenmis ve hiicre
stispansiyonu elde edilmistir. Elde edilen hiicre siispansiyonu uygun oranlarda yeni kiiltiir

flasklarina aktarilmis ve iizerine taze besiyeri eklenerek inkiibasyona birakilmistir.

3.2.4. Trypan Mavisi ile Hiicre Sayimi

Trypan mavisi ile hiicre sayimi, boyanin negatif yiiklii yapist nedeniyle saglam hiicre
zarindan gecememesi prensibine dayanmaktadir. Bu nedenle canli hiicreler boyay1
almazken, membrani hasar gérmiis Oli hiicreler boyayr absorbe ederek mavi renkte
goriinmektedir. Bu yontem, hiicre canliliginin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan bir

yontemdir (89).

Pasajlama sonrasi elde edilen hiicre siispansiyonundan belirli bir hacim alinarak trypan
mavisi ile 10:1 oraninda karistirilmistir. Bu dogrultuda 250 pL hiicre siispansiyonu {izerine
25 pL trypan mavisi eklenmistir. Boyanin 1s18a duyarli olmasi nedeniyle hazirlanan karigim

kisa siireligine altiminyum folyo ile sarilarak bekletilmistir.

Hazirlanan karisimdan yaklasik 10 pL alinarak Thoma lami (hemositometre) iizerine
yiiklenmistir. Yiikleme sonrasinda hiicreler mikroskop altinda incelenmis ve belirlenen
sayim bolgelerinde hiicre sayimi gerceklestirilmistir. Sayim sirasinda boyanmamis hiicreler

canli, mavi boyanan hiicreler ise 6lii olarak degerlendirilmistir.

Hiicre yogunlugu asagidaki formiil kullanilarak belirlenmistir (Denklem 3.1):

1 mL’deki Hiicre Say1s1 = Sayilan Hiicre Sayis1 x Seyreltme Faktorii x4 x 106 (3.1)
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3.2.5. Test Maddesinin Temini ve Hazirlanmasi

Calismada kullanilan dogal bilesik melittin, Sigma-Aldrich (ABD) firmasindan temin
edilmistir (lirtin kodu: M2272; Melittin from honey bee venom, >85% (HPLC)). Melittin, bal

ar1s1 zehrinin ana bileseni olup bu ¢alismada yiiksek saflikta toz formda kullanilmistir.

Deneysel uygulamalarda melittin, steril distile su igerisinde c¢oziilerek 1 mg/mL
konsantrasyonunda stok ¢oOzelti hazirlanmistir. Hazirlanan stok c¢ozelti, deneylerde
kullanilmadan 6nce RPMI-1640 kiiltiir ortami ile seyreltilerek istenilen konsantrasyonlara

getirilmistir.

Tiim ¢ozeltiler steril kosullarda hazirlanmis ve kullanilincaya kadar -20 °C’de, 151k almayan

kosullarda saklanmustur.

Deney gruplarinda melittin farkli konsantrasyonlarda uygulanmistir. Kiiltlir ortamindaki
¢oziicli (distile su) orant %0,1’in altinda tutulmus olup, bu oranin hiicre kiiltiirii kosullarinda

toksik etki olusturmadigi kabul edilmektedir.

3.2.6. Melittin Cozelti Hazirh@1 ve Doz Hesaplamalari

Calismada kullanilan melittin, steril distile su igerisinde ¢oziilerek 1756 puM stok
konsantrasyonunda hazirlanmistir. Hazirlanan stok ¢ozelti, kullanilincaya kadar -20 °C’de
151k almayan kosullarda saklanmis ve deneylerden hemen Once uygun oranlarda
seyreltilmistir. Melittin uygulamalarinda kullanilacak son konsantrasyonlar, 6n deneyler
sonucunda belirlenen ICso degerleri temel alinarak hesaplanmistir. Gerekli seyreltme

hesaplamalar1 asagidaki formiil kullanilarak yapilmistir (Denklem 3.2):
CixVi=Cz2x V3 (32)

Bu denklemde;

[1 Ci : Stok ¢ozeltinin konsantrasyonu (1756 uM)
1 V1 : Stok ¢ozeltiden alinacak hacim (pL)

[1 Cz: Hedeflenen son konsantrasyon (uM)

[1 Va2: Toplam hacim (4000 pL) olarak tanimlanmaktadir.
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Melittin uygulamalarinda kullanilan dozlara ait stok ve c¢alisma konsantrasyonlar1 Tablo
3.4’te sunulmustur. Tablo 3.4’te goriildiigii lizere, farkli hiicre hatlari i¢in belirlenen ICso ve
ICs0%x2 dozlarina karsilik gelen stok hacimleri hesaplanmistir. Melittin, hiicreler yaklagik
%80 konfluens diizeyine ulastifinda kiiltiir ortamina eklenmistir. Kontrol gruplarina
yalnizca kiiltiir ortami1 uygulanmis olup, tiim deneyler ii¢ teknik tekrar (n=3) olacak sekilde

gerceklestirilmistir.

Tablo 3.4: Melittin dozlarina ait stok ve ¢calisma konsantrasyonlari.

Hiicre Hatt1 Doz Tiirii | C: (uM) | Vi (uL) C:(uM) | V2
(L)
Duyarlt MDA-MB-231 ICso 1756 1,14 0,5 4000
Duyarli MDA-MB-231 1Cs0x2 1756 2,28 1 4000
Direngli MDA-MB-231 ICso 1756 5,7 2,5 4000
Direngli MDA-MB-231 ICs0%2 1756 11,4 5 4000

3.2.7. Sitotoksisite (XTT) Analizi

Melittinin hiicre canlilig1 iizerindeki etkisini belirlemek amaciyla XTT (2,3-bis(2-metoksi-
4-nitro-5-siilfofenil)-2H-tetrazolyum-5-karboksanilid) sitotoksisite testi uygulanmistir. XTT
testi, metabolik olarak aktif hiicrelerin tetrazolyum tuzlarini indirgeme kapasitesine dayanan

ve hiicre canliliginin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan kalorimetrik bir yontemdir

(90).

» Sisplatin duyarli MDA-MB-231 ve sisplatin direngli MDA-MB-231 hiicreleri, 96
kuyucuklu hiicre kiiltiir plakalarma her kuyucukta 5x10° hiicre olacak sekilde
ekilmigstir. Hiicreler yaklasik %80 konfluens diizeyine ulastifinda melittin ile
muamele edilmistir.

» Melittin konsantrasyonlari, en yiiksek doz 10 uM olacak sekilde hazirlanmis ve seri
diliisyon yontemi (1/2 ve 3/4 oranlarinda) kullanilarak farkli konsantrasyonlar elde
edilmistir. Hiicreler, melittin uygulamasinin ardindan %35 CO: igeren nemlendirilmis

atmosferde 37 °C’de 72 saat inkiibe edilmistir.

44



> Inkiibasyon siiresi sonunda kuyucuklara XTT reaktifi (Biological Industries, Kat.
No: 20-300-1000) eklenmis ve olusan renk degisimi mikroplaka okuyucu (Biotek
ELISA Reader) kullanilarak 450 nm dalga boyunda Ol¢iilmiistiir. Hiicre canliligi
yiizdeleri, elde edilen absorbans degerlerinin kontrol grubuna normalize edilmesiyle
hesaplanmistir. Elde edilen doz-yanit verileri kullanilarak ICso degerleri

belirlenmistir.

Melittinin sisplatin duyarli ve direngli MDA-MB-231 hiicre hatlar1 iizerindeki sitotoksik

etkisinin XTT yontemi ile degerlendirilmesine ait 6rnek goriintii Sekil 3.2°de sunulmaktadir.
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Sekil 3.2: Melittinin sisplatin duyarli ve direngli MDA-MB-231 hiicre hatlarinda sitotoksik
etkisinin XTT testi ile degerlendirilmesine ait goriintii.

¥

\

Deney diizeneginde ilk iki siitun melittin tekrarlarini, ikinci siitun hiicre kontrol grubunu,
liclincii siitun ise en yiiksek melittin konsantrasyonunu temsil etmektedir. Diger siitunlarda
ise en yliksek konsantrasyondan baglanarak seri diliisyonlar uygulanmistir. Turuncu renk
canli hiicreleri, sar1 renk ise hiicre Oliimiinii gdstermektedir. Hiicre oSliimii gergeklesen
kuyucuklarda XTT reaktifi ile herhangi bir renk degisimi gézlenmemistir (Sekil 3.2). XTT
testi sonuglar1 dogrultusunda toplam alt1 deney grubu olusturulmus olup, kontrol gruplarinda
herhangi bir test maddesi uygulanmamistir. Her bir deney grubu 24 saat ve 48 saatlik ki
farkli inkiibasyon siiresinde degerlendirilmistir. Tiim deneyler {i¢ teknik tekrar (n=3) olacak

sekilde gerceklestirilmistir.

Deney gruplarina ait detaylar Tablo 3.5’te sunulmustur.
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Tablo 3.5: XTT testi sonucu olusturulan deney gruplari.

Grup Hiicre Hatti Uygulama Doz Aciklama

No (uM)

Grupl MDA-MB-231 Kontrol 0 Duyarli hiicre hatt1 kontrol grubu

Grup2 MDA-MB-231 Melittin 0,89 Duyarli hiicre hatt1 ICso

Grup3 MDA-MB-231 Melittin 1,78 Duyarl: hiicre hatt1 ICsox2

Grup4 MDA-MB- Kontrol 0 Direngli hiicre hatt1 kontrol grubu
231/Sisplatin

Grup5 MDA-MB- Melittin 2,10 Direngli hiicre hatt1 ICso
231/Sisplatin

Grup6 ~ MDA-MB- Melittin 4,20 Direngli hiicre hatt1 ICsox2
231/Sisplatin

3.2.8. Hiicre Gocii (Wound Healing-Scratch) Analizi

Hiicrelerin migrasyon kapasitesini degerlendirmek amaciyla yara iyilestirme analizi
gerceklestirilmistir. Bu yontem, hiicre monolayerinde olusturulan yapay bir boslugun
zamanla hiicreler tarafindan doldurulma hizina dayanmakta olup hiicre gogiiniin

belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan bir yontemdir (91, 92).

Caligmada sisplatin duyarlit MDA-MB-231 ve sisplatin diren¢li MDA-MB-231 hiicre hatlar:
kullanilmistir. Hiicreler, 12 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakalarina her kuyucukta yaklasik 1,5—
2 x 107 hiicre olacak sekilde ekilmis ve %5 CO: igeren 37 °C inkiibatorde 24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicrelerin yaklasik %80 konfluens diizeyine ulastig

gozlemlenmistir.

Hiicre tabakasinda steril 10 uL pipet ucu kullanilarak tek hamlede ve dikey dogrultuda ¢izik
olusturularak yapay bir “yara” meydana getirilmistir. Yara olusturulmasinin ardindan

kuyucuklar PBS ile yikanarak serbest hiicreler ve hiicresel artiklar uzaklastirilmistir.

Daha sonra hiicreler {izerine taze besiyeri eklenmis ve deney gruplarina XTT sitotoksisite
analizi ile belirlenen ICso ve ICsox2 konsantrasyonlarma karsilik gelen melittin dozlar

uygulanmistir. Kontrol grubuna yalnizca besiyeri eklenmistir.
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Yara olusumunun hemen ardindan (0. saat) ve takiben 24. ve 48. saatlerde hiicre gogii
mikroskop altinda goriintiilenmistir. Elde edilen goriintiiler kullanilarak yara kapanma
oranlar1 belirlenmis ve hiicre migrasyonu degerlendirilmistir. Sisplatin duyarli ve sisplatin
direncli MDA-MB-231 hiicre hatlarinda gergeklestirilen hiicre gogii analizine ait temsili
goriintliler Sekil 3.3’te sunulmustur. Ayni1 hiicre hatlarinda ayrica invazyon analizi de
gerceklestirilmis olup, her iki deneye ait mikroskobik goriintiiler temsili olarak elde

edilmistir.

Sekil 3.3: Sisplatin duyarli ve direngli MDA-MB-231 hiicre hatlarinda
gerceklestirilen hiicre gdcii ve invazyon analizlerine ait temsili goriintiiler.

3.2.9. invazyon Analizi

Bu analizde hiicrelerin invaziv davranislari, morfolojik degisimleri ve yiizeyde yayilim
ozellikleri lizerinden degerlendirilmistir. Deneylerde sisplatin duyarli ve sisplatin direngli

MDA-MB-231 hiicre hatlar1 kullanilmistir.

Hiicreler pasajlandiktan sonra sayimlari yapilmis ve 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakalarina
her bir kuyucukta toplam hacim 1000 puL olacak sekilde uygun yogunlukta ekilmistir.
Hiicrelerin yilizeye tutunabilmesi amaciyla plakalar, %5 CO: iceren 37 °C inkiibatdrde 24
saat inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonunda hiicrelerin yaklasik %80 konfluens diizeyine
ulastig1 gézlemlenmistir. Bu ¢alismada invazyon analizi esas olarak 24 kuyucuklu plakalar
kullanilarak gerceklestirilmistir. Bununla birlikte, Sekil 3.3’te sunulan temsili goriintiiler,
deneysel siirecin gorsellestirilmesi amaciyla 12 kuyucuklu plakalar {izerinde gergeklestirilen

On uygulamalardan elde edilmistir.
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Inkiibasyon sonrasinda hiicreler, daha énce XTT sitotoksisite analizi ile belirlenen ICso ve
ICs0x2 konsantrasyonlarina karsilik gelen melittin dozlar1 ile muamele edilmistir. Kontrol
grubuna ise yalnizca kiiltiir ortami eklenmistir. Hiicreler ilag uygulamasinin ardindan tekrar
inkiibasyona birakilmis ve 24 ve 48 saat takip edilmistir. Belirlenen siireler sonunda
hiicrelerin ~ morfolojik  degerlendirilmesi  amaciyla ~ Giemsa boyama islemi
gerceklestirilmistir. Bu amagla Oncelikle kuyucuklardaki kiiltiir ortami dikkatlice
uzaklastirilmis, ardindan hiicreler lizerine 250 pL formaldehit eklenerek kisa stire fikse

edilmistir. Formaldehit uzaklastirildiktan sonra hiicreler PBS ile iki kez yikanmuistir.

Hiicre zarinin gegirgenligini artirmak amaciyla 500 pL metanol eklenmis ve hiicreler
yaklagik 20 dakika bu ¢ozelti ile muamele edilmistir. Daha sonra metanol uzaklastirilarak
hiicreler PBS ile tekrar yikanmistir. Boyama asamasinda her bir kuyucuga 250 pL Giemsa
boyasi eklenmis ve boyanin 1s18a duyarli olmasi nedeniyle plakalar aliiminyum folyo ile
kaplanarak yaklasik 20 dakika inkiibe edilmistir. Siire sonunda boya uzaklastirilmis ve
hiicreler PBS ile yikanmistir. Kuyucuk yiizeyinde kalan sivi kalintilari, hiicre tabakasina
temas edilmeden dikkatlice uzaklastirilmistir. Her zaman noktasi1 (24 ve 48 saat) igin ayr1
boyama islemi gergeklestirilmis ve hiicreler mikroskop altinda goriintiilenmistir. Elde edilen
goriintliler dogrultusunda hiicrelerin morfolojik degisimleri ve invaziv davranislari

degerlendirilmistir.

3.2.10. Kantitatif Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qQRT-PCR) ile Gen
Ekspresyon Analizi

3.2.10.1. Duyarh ve Direncli MDA-MB-231 Hiicre Hatlarinda RNA izolasyonu

RNA izolasyonu oOncesinde tiim materyaller RNaz kontaminasyonunu 6nlemek amaciyla
RNaz-free kosullarda hazirlanmigtir. Bu dogrultuda kullanilan tiim ¢o6zelti ve sarf

malzemelerin RNaz igermemesine dikkat edilmistir.

Toplam RNA izolasyonu, iiretici firmanin protokoliine uygun olarak RNAeasy™ Blood
RNA Isolation Kit (Spin Column) kullanilarak gergeklestirilmistir. Sisplatin duyarli ve
sisplatin direncli MDA-MB-231 hiicre hatlar1 pasajlandiktan sonra hiicreler toplanmis ve
lizis islemine tabi tutulmustur. Hiicre pelletleri iizerine lizis soliisyonu eklenerek
homojenizasyon saglanmis ve hiicrelerin pargalanmasi gerceklestirilmistir. Elde edilen lizata

esit hacimde baglama soliisyonu ilave edilerek RNA’nin kolona baglanmasi i¢in uygun

48



ortam olusturulmustur. Hazirlanan karigim spin kolona iki asamada yiiklenmis ve her
yiikleme sonrasi yaklasik 12.000xg’de 30 saniye santrifiij edilerek sivi faz uzaklastirilmistir.
RNA’nin membrana baglanmasinin ardindan kolona sirasiyla yikama soliisyonu I ve yikama
solisyonu II eklenmis ve her adimda santrifiij islemi uygulanarak safsizliklarin

uzaklastirilmasi saglanmigtir.

Yikama islemlerinin ardindan membran iizerinde kalan etanol kalintilarini1 uzaklastirmak
amaciyla yiiksek hizda ek bir santrifiij yapilmistir. Son agamada spin kolon temiz RNA
eliisyon tiiplerine aktarilmis ve kolon membraninin merkezine 30—50 puL eliisyon soliisyonu
eklenerek RNA eliie edilmistir. Kisa siireli inkiibasyonun ardindan yiiksek hizda santrifiij

uygulanarak saf RNA elde edilmistir.

Elde edilen RNA Orneklerinin konsantrasyonu ve safligt NanoDrop spektrofotometre
kullanilarak belirlenmis ve uygun kalite degerlerine sahip Ornekler cDNA sentezi

asamasinda kullanilmak {izere saklanmustir.

3.2.10.2. NanoDrop ile izole Edilen RNA’larin Olgiilmesi

izole edilen toplam RNA 6rneklerinin konsantrasyon ve safliklarmin belirlenmesi amaciyla
NanoDrop spektrofotometre kullanilmistir. Niikleik asitlerin optik yogunluklar1 260 nm ve
280 nm dalga boylarinda oOl¢iilmiis ve elde edilen absorbans degerleri oranlanarak
(A260/A280) RNA safligi degerlendirilmistir. Niikleik asitler 260 nm’de maksimum
absorbans gosterirken, proteinler 280 nm’de absorbans vermektedir. Bu nedenle A260/A280
orani, RNA 6rneklerinin protein kontaminasyonundan armmushgmi gostermektedir. Ideal

RNA saflik oraniin yaklasik 2.0 olmasi1 beklenmektedir.

Buna ek olarak, RNA Orneklerinin diger organik bilesikler ve tuz kontaminasyonlari
acisindan degerlendirilmesi i¢in A260/A230 orani da dikkate alinmistir. Bu oranin yaklasik

1.8-2.2 araliginda olmasi, 6rneklerin yiiksek saflikta oldugunu gostermektedir.

RNA konsantrasyonu asagidaki denklem kullanilarak hesaplanmistir (Denklem 3.3):
RNA Konsantrasyonu (ng/uL) = A260 x Seyreltme Faktorii x 40 (3.3)

Izole edilen sisplatin duyarli ve sisplatin direngli MDA-MB-231 hiicre hatlarina ait RNA

orneklerinden yaklasik 2 pL alinarak NanoDrop cihazina yiiklenmis ve cihaz tarafindan

49



verilen konsantrasyon ile saflik degerleri kaydedilmistir. Elde edilen sonuglara gére uygun

kaliteye sahip RNA 6rnekleri sonraki deneylerde kullanilmak tizere degerlendirilmistir.

3.2.10.3. ¢cDNA Sentezi ve Gen Ekspresyon Analizi

Izole edilen total RNA Orneklerinden komplementer DNA (cDNA) sentezi
gergeklestirilmistir. Tiim islemler RNaz kontaminasyonunu onlemek amaciyla RNaz-free
kosullarda yiriitilmistiir. cDNA sentezi, iiretici firmanin protokoliine uygun olarak
hazirlanmis ve Applied Biosystems SimpliAmp Thermal Cycler cihazi kullanilarak
gergeklestirilmistir.

Termal ¢evrim kosullari; 25 °C’de 10 dakika, 37 °C’de 120 dakika ve 85 °C’de 5 dakika
olacak sekilde ayarlanmis, reaksiyon sonunda 6rnekler 4 °C’de bekletilmistir. Elde edilen
cDNA oOrnekleri gen ekspresyon analizlerinde kullanilmak {izere -20 °C’de muhafaza

edilmistir.

Gen ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi amaciyla kantitatif ters transkriptaz polimeraz
zincir reaksiyonu (qRT-PCR) yontemi uygulanmistir. Bu kapsamda BRMSI ve CTRI
genlerine ait ekspresyon diizeyleri analiz edilmistir. Reaksiyonlar, Applied Biosystems 7500
Fast Real-Time PCR sistemi kullanilarak, 96 kuyucuklu aliiminyum bloklarda ve SYBR

Green ile gerceklestirilmistir.

BRMS1 geni i¢in 128 bp, CTRI geni i¢in ise 94 bp uzunlugunda amplifikasyon firiinleri
hedeflenmistir. qRT-PCR reaksiyon karigimi toplam 20 pL olacak sekilde hazirlanmis olup;
2 uL cDNA, 1 pL ileri primer, 1 pL geri primer, 10 pL 2X master mix ve 6 uL niikleaz-free

su icermektedir.

Calismada kullanilan primer dizileri Tablo 3.6’da verilmistir:
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Tablo 3.6: BRMSI ve CTRI genlerine ait primerler.

BRMS1 primerleri
lleri: 5>-AGCCATCAAAAAGGCTAGGGC-3’
Geri: 5>~ AGGAAGACGAGAATCCTGGGT-3’

CTRI primerleri
lleri: 5>-GCCCCCTTACTCTGTTGTCC-3
Geri: 5’-TCTACTGCATCAGGAGGGCT-3’

Elde edilen amplifikasyon verileri kullanilarak gen ekspresyon diizeyleri 2-24C (Livak) yontemi ile analiz edilmistir.
3.2.11. Istatistiksel Analiz

Tiim deneyler en az ii¢ bagimsiz tekrar halinde gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler
ortalama + standart sapma (SD) olarak ifade edilmistir. Gruplar arasi1 karsilastirmalarda
parametrik veriler icin tek yonlii varyans analizi (One-way ANOVA), parametrik olmayan
veriler igin ise Mann—Whitney U testi kullanilmustir. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0,05
olarak kabul edilmistir. Gen ekspresyon analizlerinde elde edilen veriler, 2-*2Ct (Livak)
yontemi kullanilarak hesaplanmigtir. Tiim istatistiksel analizler GraphPad Prism 9.0

(GraphPad Software, ABD) yazilim1 kullanilarak gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR

Bu caligmada melittinin, li¢lii negatif meme kanseri hiicre hatti olan MDA-MB-231’in

sisplatin duyarli ve sisplatin direngli alt tipleri {izerindeki etkileri incelenmistir.

Melittinin hiicre canlilig1 lizerindeki etkisini belirlemek amaciyla XTT sitotoksisite analizi
gergeklestirilmis ve her iki hiicre hatt1 i¢in yar1 maksimal inhibitér konsantrasyonlar (ICso)
hesaplanmistir. Elde edilen verilere gore melittinin ICso degeri, MDA-MB-231 sisplatin
duyarli hiicre hattinda 0,89 pM, sisplatin direngli hiicre hattinda ise 2,1 uM olarak

belirlenmistir.

Belirlenen ICso ve ICs0x2 konsantrasyonlari1 kullanilarak hiicre migrasyonu ve invazyonu
tizerine etkiler degerlendirilmistir. Bu kapsamda yara iyilestirme analizi ile hiicre go¢
kapasitesi incelenmis, invazyon analizi ile hiicrelerin morfolojik ve yayilim o6zellikleri
degerlendirilmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda, melittin uygulanan gruplarda hem
sisplatin duyarlt hem de sisplatin direngli hiicre hatlarinda hiicre migrasyonu ve invazyonuna

iliskin degisimler gbzlemlenmistir.

4.1. Sitotoksisite Sonuglari

Melittinin MDA-MB-231 sisplatin duyarli ve sisplatin direngli hiicre hatlar1 tizerindeki
sitotoksik etkisi XTT analizi ile incelenmistir. Bu amagla hiicreler farkli konsantrasyonlarda
melittin ile muamele edilmis ve hiicre canliligi, olgiilen absorbans degerlerinin kontrol

grubuna oranlanmasiyla belirlenmistir.

Caligmanin sonuclarma bakildiginda, melittin uygulamasinin her iki hiicre hattinda da
konsantrasyon arttikca hiicre canliliginda azalmaya yol ac¢tig1 goriilmiistiir. Hesaplanan ICso
degerleri, sisplatin duyarli MDA-MB-231 hiicre hatt1 i¢in 0,89 uM, sisplatin direngli MDA-
MB-231/Sisplatin hiicre hatti i¢in ise 2,1 uM olarak bulunmustur. Direngli hiicre hattinda bu
degerin daha yiiksek oldugu dikkat ¢cekmektedir.
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XTT analizine ait bulgular Sekil 4.1°de verilmistir. Sekil incelendiginde, melittin
konsantrasyonunun artmasina paralel olarak hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlaml

bir azalma oldugu goriilmektedir (p <0,01).

2.5 4 p = 0.01

2.0

1.5 A

IC50 (pM)

1.0

0.0 -

Sekil 4.1: Melittinin MDA-MB-231 sisplatin duyarli ve direngli hiicre hatlarinda hiicre canlilig
iizerine etkisinin XTT analizi ile degerlendirilmesi (72 saat). ICso degerleri sirasiyla 0,89 uM ve 2,1
UM olarak hesaplanmustir (p <0,01).

4.2. Hiicre Gocii Bulgular

Melittinin MDA-MB-231 sisplatin duyarli ve sisplatin diren¢li hiicre hatlarinda hiicre
migrasyonu iizerindeki etkisi yara iyilestirme analizi ile degerlendirilmistir. Bu amagla hiicre
tabakasinda olusturulan yapay yara alaninin zaman igerisindeki kapanma durumu incelenmis

ve farkli deney gruplari arasinda karsilastirmalar yapilmistir.

Calismada her iki hiicre hatt1 i¢in kontrol, ICso ve ICsox2 olmak lizere toplam alt1 deney
grubu degerlendirilmistir. Bu dogrultuda deney gruplari; duyarli kontrol, duyarli ICso,
duyarli ICsox2, direngli kontrol, direngli ICso ve direncgli ICs0x2 olarak olusturulmustur.
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MDA-MB-231 sisplatin duyarli kontrol grubunda, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siiresi
boyunca yara alaninin hiicre gocii ile belirgin sekilde daraldig: ve biiyiik oranda kapandigi

gozlenmistir. Bu gruba ait temsili mikroskop goriintiileri Sekil 4.2°de sunulmustur.

Sekil 4.2: MDA-MB-231 sisplatin duyarl: hiicre hatt1 kontrol grubuna ait (melittin
uygulanmamis) yara iyilestirme analizinin sonuglari (A. Kontrol 24. saat; B. Kontrol 48. saat;
10x mikroskop goriintiisii).

Melittin uygulanmis MDA-MB-231 duyarl1 hiicre hattinda ise yara alaninin kapanma hizinin
kontrol grubuna kiyasla daha diisiik oldugu gézlenmistir. Melittinin ICso konsantrasyonunda
uygulanmasi1 sonrasinda hiicre gociinlin belirgin sekilde azaldigir goriilmiistiir. Melittin

uygulanmig duyarli hiicre hattina ait temsili goriintiiler Sekil 4.3’te verilmistir.
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Sekil 4.33: MDA-MB-231 sisplatin duyarl: hiicre hattinda melittin uygulanmis gruba ait yara
iyilestirme analizinin sonuglar1 (ICso: 0,89 uM) (A. 24. saat; B. 48. saat; 10X mikroskop
goriintiisii).

Melittin uygulanan duyarl hiicre gruplarinda ise yara kapanma siirecinin kontrol grubuna
kiyasla daha yavas ilerledigi goriilmiistiir. Ozellikle ICs0x2 dozunun uygulandig1 grupta yara
alaninin kapanmasinin daha sinirli oldugu dikkat ¢ekmistir (Sekil 4.4.).

Sekil 4.4: MDA-MB-231 sisplatin duyarl hiicre hattinda melittin uygulanmis gruba ait
yara iyilestirme analizinin sonuglart (ICsox2: 1,78 uM) (A. 24. saat; B. 48. saat; 10X
mikroskop goriintlisii).
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Sisplatin direngli MDA-MB-231 hiicre hattina ait kontrol grubunda da benzer sekilde
zamanla yara alaninin hiicre migrasyonu ile kapandig1 gozlenmistir. Direncli hiicre hattinin

kontrol grubuna ait mikroskop goriintiileri Sekil 4.5’te gdsterilmektedir.

Sekil 4.5: MDA-MB-231 sisplatin direngli hiicre hatti kontrol grubuna ait (melittin
uygulanmamig) yara iyilestirme analizinin sonuglari (A. 24. saat; B. 48. saat; 10X mikroskop
goriintiisii).

Melittin  uygulanmig sisplatin  direngli  MDA-MB-231 hiicre hattinda ise hiicre
migrasyonunun belirgin sekilde azaldig1 ve yara alaninin kontrol grubuna gore daha yavas
kapandig1 gozlenmistir. Melittinin ICso (2.1 pM) ve ICs0x2(4,2 uM) konsantrasyonlarinda
uygulanmasi hiicre go¢iinii inhibe etmistir. Melittin uygulanmis direngli hiicre hattina ait

temsili mikroskop goriintiileri Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°de verilmistir.
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Sekil 4.6: MDA-MB-231 sisplatin direngli hiicre hattinda melittin uygulanmis gruba ait yara
iyilestirme analizinin sonuglar1 (ICso: 2,1 uM) (A. 24. saat; B. 48. saat; 10X mikroskop
goriintiisi).

Sekil 4.7: MDA-MB-231 sisplatin direngli hiicre hattinda melittin uygulanmis gruba ait yara
iyilestirme analizinin sonuglari (ICs0%2: 4,2 uM) (A. 24. saat; B. 48. saat; 10X mikroskop
gOrilintiisii).

Sekil 4.8’de, melittinin sisplatin duyarli ve sisplatin direngli MDA-MB-231 hiicrelerinde
migrasyonu baskiladigi goriilmektedir. Hiicre gocii analizinde, her iki hiicre grubunda da
melittin uygulamasi yara kapanma oraninda azalmaya neden olmustur. Sisplatin duyarl
hiicrelerde kontrol grubuna kiyasla ICso Ve ICso x2 dozlarinda 24. saatte anlamli azalma

saptanmistir (sirastyla p=0,021 ve p=0,013). Ayni sekilde 48. saatte de kontrol grubuna gore
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ICso Ve ICso x2 gruplarinda anlamli azalma belirlenmistir (sirasiyla p=0,006 ve p=0,008).
Sisplatin direngli hiicrelerde de kontrol grubuna goére hem 24. saatte (p=0,041 ve p=0,028)
hem de 48. saatte (p=0,036 ve p=0,012) anlaml1 azalma saptanmistir. Bu sonuglar, melittinin

her iki hiicre grubunda da hiicre gociinii inhibe ettigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.8: Melittinin sisplatin duyarli ve sisplatin direngli MDA-MB-231 hiicrelerinde migrasyon
grafigi (*p<0,05). (MDA-MB-231: duyarli; MDA-MB-231/Kontrol: duyarli kontrol; MDA-MB-
231/R/Kontrol: direngli kontrol; MDA-MB-231/R: direngli).

4.3. invazyon Analizi Sonuclar

Melittinin MDA-MB-231 sisplatin duyarli ve sisplatin direncli hiicre hatlarinda invazyon ile
iliskili morfolojik degisimler {izerindeki etkisi Giemsa boyama yontemi ile
degerlendirilmistir. Bu kapsamda hiicrelerin ylizeyde yayilim ozellikleri ve hiicre

yogunluklar: farkli deney gruplar arasinda karsilastirtlmistir.

Calismada her iki hiicre hatt1 i¢in kontrol, ICso ve ICs0x2 olmak {izere toplam alt1 deney
grubu incelenmistir. Bu dogrultuda deney gruplart; duyarli kontrol, duyarli ICso, duyarh

ICs0%2, direngli kontrol, direngli ICso ve direncgli ICsoX2 olarak olusturulmustur.
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MDA-MB-231 sisplatin duyarli hiicre hattina ait kontrol grubunda elde edilen Giemsa
boyama goriintiilerinde, hiicrelerin ylizeyde homojen dagildigi ve yiiksek yogunlukta
bulundugu goézlenmistir. 48 saatlik zaman noktasinda karsilastirildiginda hiicre
yogunlugunun korundugu ve hiicrelerin yayilim oOzelliklerinde belirgin bir degisiklik

olmadigr izlenmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9: MDA-MB-231 sisplatin duyarl: hiicre hatt1 kontrol grubuna ait invazyon
analizinin sonuglar1 (48. Saat 10X mikroskop goriintiisii).

MDA-MB-231 sisplatin duyarlt hiicre hattinda ICso dozunda (0,89 pM) melittin uygulanan
gruplara ait goriintiiler incelendiginde, kontrol grubuna kiyasla hiicre yogunlugunda azalma
oldugu goriilmiistiir. 48 saatlik zaman noktasinda hiicreler aras1 bosluklarin arttig1 ve hiicre

yayiliminin azaldigi dikkat ¢ekmistir (Sekil 4.9 ve Sekil 4.10).

Sekil 4.10: MDA-MB-231 sisplatin duyarl hiicre hattinda melittin uygulanmis gruplara ait
invazyon analizinin sonuglar1 (ICso: 0,89 uM (A); ICs0x2: 1,78 uM (B); 48. saat; 10X mikroskop
goriintiisii).
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MDA-MB-231 sisplatin direngli hiicre hattinda ICso dozunda (2,1 uM) melittin uygulanan
gruplara ait goriintiiler incelendiginde, kontrol grubuna kiyasla hiicre yogunlugunda azalma
oldugu goriilmiistiir. 48 saatlik zaman noktasinda hiicreler arasi bosluklarin arttig1 ve hiicre

yayiliminin azaldigr dikkat ¢cekmistir (Sekil 4.11 ve Sekil 4.12).
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Sekil 4.11: MDA-MB-231 sisplatin direngli hiicre hatt1
kontrol grubuna ait invazyon analizinin sonuglar1 (48.
saat; 10X mikroskop goriintiisii).

ekil 4.12: - - sisplatin direngli hucre hattinda melittin u anmis
Sekil 4.12: MDA-MB-231 sisplatin direngli hiicre hattind littin uygul
gruplara ait invazyon analizinin sonuglar1 (ICso: 2,1 pM (A); ICs0%2: 4,2 uM
(B); 48. saat; 10X mikroskop goriintiisii).
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Sisplatin direngli ve Sisplatin duyarli gruplarin ayni1 48 saatlik noktalardaki durumu
kiyaslandiginda sisplatin duyarli hiicrelerdeki yogunlugun sisplatin direngli hiicrelere

kiyasla yogunlugun ¢ok daha azalmis oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.13: Melittinin sisplatin duyarl ve sisplatin direncli MDA-MB-231 hiicrelerinde invazyon
analizi grafigi (*p<0,05).

Sekil 4.13.’te gosterilen boyama analizi sonuglarina goére, MDA-MB-231 hiicrelerinde
uygulanan farkli dozlarin hiicre canlihigi iizerinde istatistiksel olarak anlamli etkiler
olusturdugu belirlenmistir. Kontrol grubuna kiyasla ICso dozunda hiicre canlilifinda anlaml
bir azalma gozlenmistir (p=0,010). ICso x2 dozunda ise bu azalmanin daha belirgin oldugu

ve ileri diizeyde anlamlilik gosterdigi saptanmistir (p=0,001).

48 saatlik direncli hiicre grubunda elde edilen bulgular da benzer bir egilim gdstermektedir.
Kontrol grubuna gore ICso dozunda hiicre canliliginda anlamli bir diisiis gozlenmis
(p=0,008), ICso x2 dozunda ise bu etkinin daha da arttig1 ve yiiksek diizeyde anlamli oldugu
belirlenmistir (p=0,002).

Tiim veriler birlikte degerlendirildiginde, uygulanan ajanin hiicre canliligin1 doz bagiml
olarak azaltt1g1 ve bu etkinin hem duyarli hem de direngli MDA-MB-231 hiicre gruplarinda
stirdiigii ortaya konmustur.
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4.4. BRMS1 ve CTR1 Gen Ekspresyon Bulgular:

Bu c¢alismada sisplatin duyarli ve sisplatin diren¢li MDA-MB-231 hiicre hatlarinda BRMS1
ve CTRI genlerinin ekspresyon diizeyleri real-time PCR yontemi ile belirlenmistir. Elde

edilen veriler, relatif gen ekspresyon analizinde Livak yontemi (2744t

metodu) kullanilarak
degerlendirilmistir. Bu yontemde hedef genlerin Ct degerleri housekeeping gen (B-aktin) ile
normalize edilmis (ACt) ve kontrol grubuna gore Karsilastirilarak 22Ct degerleri

hesaplanmistir. Sonuclar kat degisimi olarak ifade edilmistir (93).

4.4.1. BRMS1 Ekspresyon Bulgular

BRMS1 genine ait ekspresyon sonuglari Tablo 4.1’de sunulmug; BRMS1 genine ait qRT-PCR
amplifikasyon egrileri, o6rneklerin dongii sayisina bagli floresans degisimini gosterecek

sekilde Sekil 4.14’te, referans gen olan Beta-aktin e ait egriler ise Sekil 4.15’te sunulmustur.

24 saatlik uygulama siiresine ait veriler incelendiginde, sisplatin duyarli hiicrelerde 1Cso
dozunda (0,89 uM) 2,91 kat, ICs0x2 dozunda (1,78 puM) ise 1,85 kat ekspresyon artisi
belirlenmistir. Ayn1 zaman noktasinda sisplatin direncli hiicrelerde ICso dozunda (2,1 pM)
2,63 kat artis gozlenirken, ICsox2 dozunda (4,2 uM) 0,83 kat degisim saptanmistir. Kontrol
gruplarinda ise duyarl hiicrelerde 1,86 kat, direncli hiicrelerde 0,31 kat ekspresyon diizeyi
elde edilmistir (Tablo 4.1).

48 saatlik uygulamada, sisplatin duyarl: hiicrelerde 1Cso dozunda (0,89 uM) 3,13 kat, ICsox2
dozunda (1,78 uM) 1,39 kat degisim belirlenmistir. Sisplatin direngli hiicrelerde ise 1Cso
dozunda (2,1 puM) 1,43 kat, 1Cs0x2 dozunda (4,2 uM) 1,80 kat ekspresyon diizeyi
Olciilmiistiir. Kontrol gruplarinda duyarli hiicrelerde 1,98 kat, direngli hiicrelerde ise 0,89 kat
degerleri elde edilmistir (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1: Sisplatin duyarl ve direngli MDA-MB-231 hiicre hatlarinda BRMS1 genine ait relatif
ekspresyon sonuglari.

Hiicre Hatti Zaman Uygulama Kat Degisimi (““Ct)
Duyarli 24 saat Kontrol 1,86
Direngli 24 saat Kontrol 0,31
Duyarli 24 saat ICso 2,91
Direngli 24 saat ICso 2,63
Duyarli 24 saat 1Cs0x2 1,85
Direngli 24 saat ICsox2 0,83
Duyarli 48 saat Kontrol 1,98
Direncli 48 saat Kontrol 0,89
Duyarli 48 saat 1Cso 3,13
Direngli 48 saat ICso 1,43
Duyarli 48 saat 1Cs0x2 1,39
Direngli 48 saat ICsox2 1,80

Duyarli: Sisplatin duyarli; Direngli: Sisplatin direngli MDA-MB-231 hiicre hatt1.

Veriler birlikte degerlendirildiginde, sisplatin duyarli hiicrelerde ICso dozunda her iki zaman
noktasinda da daha yiiksek ekspresyon degerleri elde edildigi goriilmektedir. ICsox2 dozunda
ise ekspresyon diizeylerinin ICso dozuna kiyasla daha diisiik oldugu dikkat ¢cekmektedir.
Sisplatin direngli hiicrelerde ise ekspresyon diizeylerinin genel olarak daha dar bir aralikta

degistigi ve ozellikle kontrol grubunda daha diistik degerlerin elde edildigi gézlenmektedir.
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BRMSI genine ait qRT-PCR amplifikasyon egrileri ile referans gen (f-aktin) egrileri
strastyla Sekil 4.14 ve Sekil 4.15°te sunulmustur.

Amplification Plot (ARN vs. Cycle)
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Sekil 4.14: BRMS! gen ekspresyonuna ait qRT-PCR amplifikasyon egrileri

Amplification Plot (ARN vs. Cycle)

ACTB

100000 B D
10000 - //

1000 ///

o.001

00,0001

o.00001

0,000001
= = a a 1o = 1= 15 13 =a = 2a =1 =a =0 ==

Cvycle

Sekil 4.15: Beta-aktin referans genine ait qRT-PCR amplifikasyon egrileri.
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Sekil 4.16 ve Sekil 4.17 incelendiginde, BRMS|I gen ekspresyonunun zaman ve uygulanan
dozlara bagl olarak degiskenlik gosterdigi ve sisplatin duyarli ile direngli hiicreler arasinda

farklilik bulundugu goriilmektedir.

BRMS-1 Gen Ekspresyonu (24 saat)
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Sekil 4.16: BRMS1 gen ekspresyonunun 24 saat sonunda sisplatin duyarli ve direngli MDA-MB-
231 hiicrelerinde karsilastirilmasi.
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BRMS-1 Gen Ekspresyonu (48 saat)
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Sekil 4.17: BRMS1 gen ekspresyonunun 48 saat sonunda sisplatin duyarli ve direngli MDA-MB-
231 hiicrelerinde karsilastirilmasi.

Bu sonuglar dogrultusunda BRMS1 genine ait ekspresyon degisimleri zamana ve doza bagl
olarak ortaya konulmus olup, CTR/ gen ekspresyonuna iliskin bulgular bir sonraki boliimde

verilmistir.

4.4.2. CTRI Ekspresyon Bulgular:

CTR1 genine ait ekspresyon sonuglar1 Tablo 4.2’de sunulmus; CTR! genine ait qRT-PCR
amplifikasyon egrileri, o6rneklerin dongii sayisina bagl floresans degisimini gosterecek

sekilde Sekil 4.18’de sunulmustur.

24 saatlik uygulamada sisplatin duyarli hiicrelerde ICso dozunda (0,89 uM) 2,73 kat, ICsox2
dozunda (1,78 uM) 3,01 kat artis belirlenmistir. Direngli hiicrelerde ise ICso dozunda (2,1
uM) 0,90 kat, ICsox2 dozunda (4,2 uM) 1,41 kat degisim saptanmistir. Kontrol gruplarinda
duyarl hiicrelerde 2,18 kat, direncli hiicrelerde ise 0,63 kat ekspresyon diizeyi ol¢iilmiistiir
(Tablo 4.2).
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48 saatlik uygulamada duyarli hiicrelerde ICso dozunda (0,89 uM) 1,46 kat, ICsox2 dozunda
(1,78 uM) 3,05 kat degisim belirlenmistir. Direncli hiicrelerde ise ICso dozunda (2,1 uM)
2,23 kat, ICso%2 dozunda (4,2 uM) 1,57 kat ekspresyon diizeyi saptanmistir. Kontrol
gruplarinda duyarh hiicrelerde 0,89 kat, direngli hiicrelerde ise 0,82 kat degerleri elde
edilmistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2: Sisplatin duyarh ve direngli MDA-MB-231 hiicre hatlarinda CTR1 genine ait relatif
ekspresyon sonuglari.

Hiicre Hatti Zaman Uygulama Kat Degisimi (*Ct)
Duyarh 24 saat Kontrol 2,18
Direngli 24 saat Kontrol 0,63
Duyarli 24 saat 1Cso 2,73
Direngli 24 saat 1Cso 0,90
Duyarli 24 saat 1Cs0x2 3,01
Direngli 24 saat I1Cs0%x2 1,41
Duyarl 48 saat Kontrol 0,89
Direngli 48 saat Kontrol 0,82
Duyarh 48 saat 1Cso 1,46
Direngli 48 saat ICso 2,23
Duyarl 48 saat 1Cs0x2 3,05
Direngli 48 saat ICsox2 1,57

Duyarli: Sisplatin duyarli; Direngli: Sisplatin direngli MDA-MB-231 hiicre hatt.

Veriler birlikte degerlendirildiginde, CTRI gen ekspresyonunun 6zellikle ICsox2 dozunda
daha yiiksek degerler aldigi ve bu artisin her iki zaman noktasinda da devam ettigi
goriilmektedir. ICso dozunda ise ekspresyon artisinin daha sinirli oldugu gézlenmektedir.
Sisplatin direngli hiicrelerde ise ekspresyon diizeylerinin daha dar bir aralikta degistigi ve

bazi kosullarda kontrol degerlerine yakin seyrettigi dikkat ¢ekmektedir.
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CTRI genine ait qRT-PCR amplifikasyon egrileri Sekil 4.18’de sunulmustur.

CTR-1 Gen Ekspresyonu (24 saat)
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Sekil 4.19: CTR1 gen ekspresyonunun 24 saat sonunda sisplatin duyarli ve direngli
MDA-MB-231 hiicrelerinde karsilastirilmasi.

Sekil 4.19 ve Sekil 4.20 incelendiginde, CTRI gen ekspresyonunun doz ve zamana baglh

olarak degistigi ve hiicre tipine gore farklilik gosterdigi goriilmektedir.
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CTR-1 Gen Ekspresyonu (48 saat)
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Sekil 4.20: CTR1 gen ekspresyonunun 48 saat sonunda sisplatin duyarli ve direngli
MDA-MB-231 hiicrelerinde karsilastirilmasi.

Elde edilen bulgular birlikte degerlendirildiginde, BRMSI ve CTRI gen ekspresyon
diizeylerinin sisplatin duyarli ve direngli MDA-MB-231 hiicre hatlar1 arasinda farklilik
gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.16, Sekil 4.17, Sekil 4.19 ve Sekil 4.20).

BRMS1 gen ekspresyonu degerlendirildiginde, melittin uygulamasinin sisplatin duyarl
MDA-MB-231 hiicrelerinde hem ICso hem de 1Csox2 dozlarinda kontrol grubuna kiyasla
artis egilimi gosterdigi ve bu artigin 6zellikle ICso dozunda daha belirgin oldugu saptanmistir
(p<0,05). Buna karsilik, sisplatin direncli hiicrelerde BRMS! ekspresyonunun doz bagiml
olarak degiskenlik gosterdigi; ICso dozunda artis egilimi gozlenirken, ICso%2 dozunda
ekspresyon diizeyinde azalma meydana geldigi ve bu degisimlerin bazi kosullarda

istatistiksel olarak anlamli olmadig1 belirlenmistir (p>0,05).

CTRI gen ekspresyonu incelendiginde ise, melittin uygulamasinin sisplatin duyarh
hiicrelerde 6zellikle ICs0x2 dozunda belirgin artiglara yol actig1 ve bu artiglarin genel olarak
istatistiksel agidan anlamli oldugu saptanmistir (p<0,05). Buna karsin, sisplatin direngli

hiicrelerde CTR 1 ekspresyonunun daha heterojen bir dagilim sergiledigi; bazi uygulamalarda
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artis gézlenmesine ragmen bu degisimlerin ¢cogunlukla istatistiksel anlamliliga ulagmadigi

goriilmistiir (p>0,05).

Ayrica, qRT-PCR analizlerinde elde edilen amplifikasyon {iriinlerinin 6zgulligiini
degerlendirmek amaciyla gerceklestirilen erime egrisi (melt curve) analizleri Sekil 4.21 ve
Sekil 4.22°de sunulmustur. Elde edilen egrilerde o6rneklerin biiyliik ¢ogunlugunda benzer
erime sicakliklarinda tek baskin pik goézlenmis olup, bu durum amplifikasyonun

Ozgilliglini desteklemektedir.

Erime Egrisi Analizi

Derivative Reporter (-Rn)
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Sekil 4.21: qRT-PCR analizine ait tiirev (derivative) erime egrisi grafigi.
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Sekil 4.22: qRT-PCR analizine ait normalize edilmis erime egrisi grafigi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Diinyada ve ozellikle gelismis {lilkelerde yasanan tiim oliimler igerisinde kanserin payi
oldukca biiyiiktiir ve bu pay giderek artmaktadir. Kanser vakalarinin sayisi arttikga yeni
teshis ve tedavi yontemlerine duyulan ihtiya¢ bitkisel tip, akupunktur ve apiterapi gibi
alternatif tedavi yontemlerinin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Gelistirilen yeni tedavilerin
klasik tedaviler ile uyumlarimin test edilmesi, yan etkilerinin belirlenmesi ve

olusturabilecekleri istenmeyen etkilerden kag¢inilmasi son derece 6nemlidir (13).

Meme kanseri, tiim diinyada kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tiirii olup tiim kanser
Oliimleri arasinda ikinci sirada yer almaktadir. Meme kanseri tedavisinde cerrahi girisim ve
radyoterapinin yani sira kemoterapi de Onemli yer tutmaktadir. Son yillarda modern
kemoterapi semalar1 gelistirilmesine ragmen tatmin edici bir basari elde edilememistir (13).
Bu dogrultuda hazirlanan tez calismasinda ar1 zehri bilesiklerinden melittinin, sisplatin
duyarli ve sisplatin direngli meme kanseri hiicrelerinde (MDA-MB-231) BRMSI ve CTRI
genlerinin  ekspresyon diizeyleri tizerindeki etkileri degerlendirilerek, metastazin

baskilanmasi ve sisplatin aliminin diizenlenmesi ile iliskisi arastirilmistir.

Arn zehri ve aktif bileseni melittinin bilinen terapotik 6zellikleri, onlar1 kendi baglarina
potansiyel anti-kanser ajanlar1 veya kanser kemoterapisi i¢in adjuvanlar olarak uygun
adaylar haline getirmektedir. Son ¢alismalar, melittinin antibakteriyel, antiinflamatuar ve
antiviral aktivitelerine ek olarak, farkli malign hiicrelerde apoptoz baslatma ve biiylime
inhibisyonu dahil olmak {iizere farkli kanser karsit1 6zelliklere sahip oldugunu bildirmistir
(85). Melittinin tiim bu antikanser Ozelliklerin disinda hiicre zarmi daha kirilgan hale
getirerek direncli kanser hiicrelerinin sisplatine olan duyarliligini artirdigina dair ¢aligmalar

da mevcuttur (15).

Bu ¢aligmada, melittinin ii¢lii negatif meme kanseri modeli olarak yaygin sekilde kullanilan
MDA-MB-231 hiicre hattinin sisplatin duyarli ve sisplatin direngli alt tipleri tizerindeki
etkileri degerlendirilmistir. Bu dogrultuda, melittinin hiicre canliligi, hiicre go¢ii ve invazyon

ile iligkili davraniglar ile BRMSI ve CTRI gen ekspresyon diizeyleri lizerindeki etkileri
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analiz edilmistir. Calismanin temel amaci, melittinin yalnizca sitotoksik etkilerini ortaya
koymakla sinirlt kalmayip, ayn1 zamanda sisplatin direnci ve metastatik potansiyel ile iliskili

molekiiler siirecler iizerindeki olas1 diizenleyici roliinii degerlendirmektir.

Bu kapsamda BRMSI ve CTRI genlerinin se¢ilmesi, kanser progresyonunun iki kritik
biyolojik basamagini temsil etmeleri agisindan Onem tasimaktadir. BRMSI, metastaz
baskilayic1 bir tiimor baskilayici gen olup, 6zellikle NF-xB sinyal yolaklarin1 modiile ederek
hiicre gocii, invazyon ve anjiyogenez gibi metastazla iligkili siirecleri baskilamaktadir (61).
Buna karsilik CTR1, hiicre membraninda bulunan yiiksek afiniteli bir tasiyici protein olup
fizyolojik olarak bakir tasiniminda gorev almakta ve ayni zamanda sisplatin gibi platin bazli
kemoterapétik ajanlarin hiicre igine aliminda 6nemli rol oynamaktadir. CTR/ ekspresyon
diizeyindeki azalma, hiicre i¢i sisplatin birikimini sinirlayarak kemoterapiye karsi direng

gelisimine katkida bulunabilmektedir (18,74).

Bu nedenle, s6z konusu iki genin birlikte incelenmesi hem metastatik kapasitenin hem de
kemoterapotik ajanlara verilen hiicresel yanitin ayni deneysel model icerisinde
degerlendirilmesine olanak saglamaktadir. Bu baglamda BRMS!/ ’in analizi, metastaz
baskilanmasi ile iligkili molekiiler degisimlerin izlenmesine olanak tanirken; CTRI’in
degerlendirilmesi ise sisplatin hiicre alimi ve buna bagli ilag yanitindaki olas1 degisimlerin
yorumlanmasina katki saglamaktadir (94, 74, 18). Elde edilen bulgular, melittinin hem
sisplatin duyarli hem de direngli hiicre hatlarinda hiicre canliligini azalttigin1 ve hiicre
gocli/metastaz ile iligkili davranislar1 baskiladigini gosteren dnceki calismalarla uyumlu
olup, ¢alismamizda ayrica BRMSI ve CTRI gen ekspresyon diizeylerinde doza ve zamana

bagl degisiklikler gézlenmistir (17, 83, 95).

Caligmanin 6nemli bulgularindan biri, melittinin her iki hiicre hattinda da doz bagiml
sitotoksik etki gdstermesidir. XTT analizi sonucunda melittinin ICso degeri sisplatin duyarlt
hiicrelerde 0,89 uM iken sisplatin direngli hiicrelerde ise 2,1 uM olarak belirlenmis; hiicre
canliligindaki azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu gosterilmistir (Sekil 4.1,
p<0,01). Bu bulgu, melittinin her iki hiicre tipinde de etkili oldugunu, ancak sisplatin direncli
hiicrelerde benzer sitotoksik etkinin elde edilebilmesi i¢in daha yiiksek konsantrasyonlara

ihtiya¢ duyuldugunu diistindiirmektedir.

Elde edilen sonuglar, melittinin agresif meme kanseri alt tiplerinde belirgin sitotoksik etki

olusturdugunu bildiren énceki ¢alismalarla uyumludur. Ozellikle Ciara Duffy ve ark. [83]
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bal aris1 zehri ve melittinin tiglii negatif ve HER2-pozitif meme kanseri hiicrelerinde hizli ve
secici hiicre 6limi olusturdugunu gostermistir. Benzer sekilde, Salimian ve ark. [95]
melittinin kanser hiicrelerine karsi toksisitesini incelemek amaciyla MTT testi uygulamis ve
melittine maruz kalan hiicrelerde 6nemli derecede hiicre 6liimii gergeklestigini gérmiislerdir.
Yara deneyi yaptiklarinda ise ¢alismamizla uyumlu olarak melittin seviyelerindeki artisla
birlikte hiicre go¢ hiz1 azaldigr goriilmistiir. Bununla birlikte, melittinin yalnizca membran
bozucu etkilerle sinirli kalmayip; mitokondriyal yolaklar iizerinden apoptozu indiikledigi,
hiicre proliferasyonunu baskiladigi ve PI3K/Akt ile MAPK gibi hiicresel sinyal yolaklarini

modiile ederek antikanser etki gosterdigi cesitli calismalarda rapor edilmistir (85).

Ote yandan, calismamizda sisplatin direngli hiicrelerde daha yiiksek ICso degerinin elde
edilmesi, direngli ii¢lii negatif meme kanseri hiicrelerinin artmig hiicresel adaptasyon
kapasitesi, metabolik yeniden programlanma ve stres toleransi ile karakterize oldugunu
bildiren giincel literatiir ile uyumludur (96, 97). Bu durum, direngli hiicrelerin yalnizca
klasik kemoterapdtik ajanlara degil, ayn1 zamanda membran-aktif peptitlere karsi da goreceli

bir tolerans gelistirebilecegini diisiindiirmektedir.

Direngli hiicre hattinin melittine kars1 goreli olarak daha az duyarli bulunmasi, ¢aligmamiz
acisindan Onemli bir bulgudur. Bu durum yalnizca daha yiiksek doz gereksinimi ile
aciklanmayip, kemoterapi direncine eslik eden adaptif hiicresel degisimlerle de iliskili
olabilir. Nitekim sisplatine direngli MDA-MB-231 hiicrelerinde metabolik yeniden
programlanma, antioksidan savunma mekanizmalarinda degisim, apoptozla iliskili
yolaklarda yeniden diizenlenme ve bazi sinyal iletim aglarinda farklilasma tanimlanmaistir;
bu degisimler direngli fenotipin hiicresel strese kars1 daha dayanikli hale gelmesine katkida
bulunabilir (98-100). Bu nedenle, melittinin temel etkisi hiicre zar1 biitiinliigli ve hiicre
Oliimii sinyalleri lizerinden gelisse bile, sisplatine direngli hiicre hattinin bu etkilere daha
sinirlt yanit vermesi beklenen bir durum olarak degerlendirilebilir. Bununla birlikte, direncli
hiicrelerde etkinin tamamen ortadan kalkmamis olmasi da dikkate degerdir; ¢iinkii bu bulgu,
melittinin yalnizca klasik kemoterapiye duyarli hiicrelerde degil, direngli fenotipte de
biyolojik aktivitesini en azindan kismen koruyabildigini diisiindiirmektedir. Melittinin hiicre
Olimii olusturma kapasitesinin agresif meme kanseri alt tiplerinde de siirdiigiinii gésteren

veriler bu yorumu desteklemektedir (83).
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Hiicre gdcii bulgulari, melittinin antimetastatik potansiyeli agisindan ¢alismamizin 6nemli
sonuglarindan birini olugturmaktadir. Yara iyilestirme analizi sonucunda, melittin uygulanan
gruplarda yara kapanmasiin kontrol gruplarina kiyasla daha yavas gerceklestigi ve bu
etkinin Ozellikle yiiksek dozlarda daha belirgin hale geldigi gozlenmistir. Tez kapsaminda
elde edilen bulgular ve temsili mikroskop goriintiileri hem sisplatin duyarli hem de direngli

MDA-MB-231 hiicrelerinde hiicre gd¢iiniin baskilandigini géstermektedir.

Bu sonuglar, melittinin MDA-MB-231 hiicrelerinde migrasyonu baskiladigini1 bildiren
calismalarla uyumludur. Ozellikle, EGF ile uyarilmis MDA-MB-231 hiicrelerinde melittinin
migrasyonu anlamli sekilde azalttigini ve bu etkinin SDF-1a/CXCR4 ile Racl iliskili sinyal
yolaklarinin baskilanmasiyla iligkili olabilecegini gdstermistir. Ayrica bu calismada
melittinin metastazla iliskili gen ekspresyonunu modiile ederek antimetastatik etki

gosterebildigi de rapor edilmistir (17).

Bu sonuglarin yorumlanmasinda dikkat edilmesi gereken dnemli bir nokta, gozlenen gog
baskilanmasmin yalnizca genel sitotoksisiteye bagli olmayabilecegidir. Melittin, hiicre
zarina etki eden bir peptit olmasinin yani sira, hiicre adezyonu, hiicre iskeleti organizasyonu
ve hiicresel sinyal iletim yollarin1 da etkileyebilen ¢ok yonlii bir molekiil olarak
tanimlanmaktadir. Bununla birlikte, mevcut ¢alismada yara iyilestirme analizinin ICso ve
izeri dozlarda gergeklestirilmis olmast nedeniyle, gozlenen etkinin kismen azalmis hiicre

canliligindan kaynaklanabilecegi de goz onilinde bulundurulmalidir.

Literatiirde, meme kanseri hiicrelerinde migrasyon ve invazyonun PI3K/Akt, NF-kB ve
CXCR4 gibi sinyal yolaklar ile yakindan iligkili oldugu ve bu yolaklarin baskilanmasinin
hiicresel motiliteyi azalttigi gosterilmistir (101, 102). Bu baglamda, melittinin bu sinyal
aglarin1 hedefleyerek yalnizca proliferasyonu degil, ayn1 zamanda tiimor hiicrelerinin

hareket ve yayilim kapasitesini de sinirlayabilecegi diisiiniilmektedir.

Invazyon ile iliskili bulgular da genel olarak hiicre gogii verilerini destekler niteliktedir.
Giemsa boyama temelli degerlendirmede, melittin uygulanan gruplarda hiicre yogunlugunun
azaldigi, hiicreler arasi bosluklarin arttigi ve ylizeyde yayillimin daha smirli oldugu
gozlenmistir. Ozellikle 1Csox2 dozunda bu degisimlerin daha belirgin hale gelmesi,
melittinin hiicresel yayilim ve invazyon ile iligskili davraniglar1 baskilayabilecegini
diistindiirmektedir. Ayrica tez kapsaminda yapilan nicel boyama analizinde kontrol ve

melittin gruplar1 arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0,05) gosterilmistir.
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Literatlirde ayrica, meme kanseri hiicrelerinde invazyonun MMP-2 ve MMP-9 gibi matriks
metalloproteinazlar ile yakindan iligkili oldugu ve bu proteinlerin baskilanmasinin invaziv
kapasiteyi azalttig1 iyi bilinmektedir (103, 104). Melittinin de bu tiir yolaklar1 modiile ederek

invazyonu dolayli olarak baskilayabilecegi diisiiniilmektedir.

Bununla birlikte, bu morfolojik bulgularin hiicre canlilifi, go¢ ve gen ekspresyon verileri ile
degerlendirilmesi, melittinin yalnizca sitotoksik bir ajan olmadigini, ayni zamanda
metastatik fenotip ile iligkili hiicresel siirecleri de baskilayabilen ¢ok yonlii bir biyolojik

etkiye sahip olabilecegini gostermektedir.

Bu nokta, BRMSI geninin c¢alismaya dahil edilmesini de anlamli kilmaktadir. Metastaz
baskilayici bir gen olan BRMS! geninin ekspresyonundaki degisimlerin degerlendirilmesi,
fenotipik olarak gbzlenen go¢ baskilanmasinin  molekiiler diizeyde desteklenip

desteklenmediginin ortaya konulmasina katki saglamaktadir.

Caligmamizin en dikkat ¢ekici molekiiler bulgularindan biri BRMSI gen ekspresyonundaki
degisimdir. BRMS1, meme kanserinde metastaz baskilayici rolii iyi tanimlanmis genlerden
biri olup, diisiik ekspresyonunun koétii prognoz, artmis migrasyon ve invazyon ile iliskili
oldugu gosterilmistir. BRMSI’in 6zellikle NF-xB aracili sinyal yolaklarin1 baskilayarak
metastazla iligkili genlerin ekspresyonunu diizenledigi ve hiicresel motiliteyi sinirladigi
bilinmektedir (61). Yang ve ark. [68] yapmis oldugu ¢alismanin da benzer sonuglara ulastigi
goriilmektedir. Calismada yiiksek metastatik potansiyele sahip MDA-MB-231HM
hiicrelerinde BRMS!I’in asir1 ekspresyonunun hiicre go¢iinli anlamli diizeyde inhibe ettigi
bulunmustur. Bu sonuglar, BRMSI’in meme kanserinde metastaz baskilayici bir gen olarak

onemli bir diizenleyici rol oynadigini ortaya koymaktadir.

Calismamizda BRMS! ekspresyonunun 6zellikle sisplatin duyarl hiicrelerde 1Cso dozunda
belirgin sekilde artti1 (24 saatte 2,91 kat; 48 saatte 3,13 kat) saptanmistir. Sisplatin direngli
hiicrelerde de artis egilimi gézlenmis olmakla birlikte, bu degisimin daha siirli ve degisken
oldugu goriilmiistiir. Bu bulgular, melittinin metastaz baskilayic1 gen programi iizerinde
diizenleyici bir etki olusturabilecegini diisiindiirmektedir. Nitekim melittin ve ar1 zehri
uygulamasinin meme kanseri hiicrelerinde BRMS! ekspresyonunu artirabildigi yakin tarihli
bir caligmada da gosterilmistir (17). Elde edilen BRMS! bulgulari, ¢alismamizda fenotipik

olarak goézlenen go¢ ve invazyon ile iligkili baskilanmanin yalmizca morfolojik diizeyde
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degil, ayn1 zamanda metastazla iligkili gen ekspresyonu diizeyinde de karsilik buldugunu

gostermektedir.

BRMS] sonuglarinda dikkat ¢eken bir diger nokta, ekspresyon artisinin en belirgin sekilde
ICso dozunda goriilmesi, ICsox2 dozunda ise ayni1 diizeyde devam etmemesidir. Bu durum,
yiiksek dozda olusan yogun hiicresel stresin bazi genlerin transkripsiyonel yanitini
baskilayabilmesi ile iligkili olabilir. Orta diizey stres kosullarinda adaptif gen yanitlarinin
daha diizenli sekilde ortaya ¢ikabildigi, buna karsin yiiksek sitotoksik basing altinda hiicresel
homeostazin bozulmasiyla birlikte transkripsiyonel diizenin daha diizensiz hale gelebildigi

bilinmektedir (99).

Ayrica BRMS1 biyolojisinin yalnizca mRNA diizeyi ile sinirli olmadigi; kromatin yeniden
diizenlenmesi, protein stabilitesi ve post-translasyonel mekanizmalarla da kontrol edildigi
gosterilmistir (61). Bu nedenle calismamizda ICso ve ICsox2 dozlari arasinda gozlenen
farklilik, yalnizca doz artisi ile agiklanabilecek lineer bir yanit1 degil, hiicre i¢i diizenleyici

aglarin dinamik yapisini yansitan daha kompleks bir biyolojik siireci isaret etmektedir.

CTR1 sonuglari, calismanin sisplatin direnci agisindan en énemli molekiiler boyutlarindan
birini olusturmaktadir. CTR1, fizyolojik olarak bakir tasiniminda gorev alan yiiksek afiniteli
bir tagtyici olup, ayn1 zamanda sisplatin gibi platin bazli kemoterapdtik ajanlarin hiicre igine
aliminda rol oynadig1 gdsterilmistir (74). Bununla birlikte, CTRI’in sisplatin alimindaki rolii
onemli olmakla birlikte, hiicre i¢i birikimin yalnizca bu tasiyiciya bagli olmadigt ve ¢ok

sayida hiicresel mekanizmanin siirece katki sagladig1 da bilinmektedir (99).

Calismamizda CTR1 ekspresyonunun 6zellikle ICsox2 dozunda daha belirgin artig gosterdigi
saptanmigtir. Duyarl hiicrelerde 24 saatte ICsox2 dozunda 3,01 kat, 48 saatte ise 3,05 kat
artis elde edilmistir. Direngli hiicrelerde ise 24 saatte daha sinirli bir yanit gozlenirken, 48
saatte ekspresyon artisinin belirginlestigi goriilmiistiir. Bu bulgular, melittinin sisplatin

taginimu ile iliskili molekiiler siirecleri etkileyebilecegini diistindiirmektedir.

Literatiirde CTR1 ekspresyonunun ve 0zellikle hiicre zarindaki lokalizasyonunun sisplatin
birikimi ve hiicresel duyarlilik ile iligkili oldugu gosterilmistir (18, 74). Bununla birlikte,
CTRI biyolojisinin yalnizca total ekspresyon diizeyi ile agiklanamayacagi; protein
lokalizasyonu, endositoz, bakir homeostazi ve hiicresel stres yanitlar: gibi ¢ok sayida faktor

tarafindan diizenlendigi bilinmektedir (99).
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Bu nedenle c¢alismamizda melittin sonrasi gozlenen CTRI ekspresyon artigi, Ozellikle
direngli TNBC modelinde, sisplatin alimina elverisli bir molekiiler yeniden diizenlenmeyi
isaret edebilir. Ancak bu bulgunun dogrudan artmis ilag alimi veya duyarlihik ile
sonuglandigini sdyleyebilmek i¢in protein diizeyi, membran lokalizasyonu ve fonksiyonel

ilac birikimi analizleri ile desteklenmesi gerekmektedir.

Ote yandan CTRI’in bakir homeostazindaki temel rolii gbz oniine alindiginda, bu genin
ekspresyonundaki degisikliklerin yalnizca ilag¢ tasinimi ile degil, hiicresel stres yaniti1 ve
metabolik adaptasyon stiregleri ile de iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu durum, elde
edilen bulgularin tek yonlii bir mekanizma yerine, ¢ok katmanli bir hiicresel yanitin parcasi

olarak degerlendirilmesini gerektirmektedir.

Literatiirde CTRI geninin kanser ve ¢esitli kemoterapdtik ajanlarla etkilesimine dair genis
bir veri birikimi bulunmasina karsin, melittinin C7TR/ ekspresyonu {iizerindeki etkisini
inceleyen bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu ¢aligmada melittin uygulamasi sonrast CTR/
ekspresyonundaki degisimlerin ortaya konulmasi, ¢aligmamizin bu agidan literatiire 6zgiin
katki sundugunu gostermektedir. Ayrica, gozlenen CTRI ekspresyon artiginin antikanser
etkinin artisi ile iliskili olmasi, CTRI’in roliine yonelik yeni arastirma yaklasimlarina zemin

hazirlayabilir.

Calismamizin BRMS1 ve CTRI sonuglarimin birlikte degerlendirilmesi, melittinin yalnizca
proliferasyonu azaltan bir peptid olmanin 6tesinde, metastaz baskilanmasi ve ilaca yanitla
iliskili genleri de etkileyebilecegini diisiindiirmektedir. Ozellikle duyarli hiicrelerde BRMS!
artiginin daha belirgin olmasi, bu hiicrelerde metastatik davranisi baskilayan programlarin
daha giiclii aktive olabildigini; CTR/ artisinin ise platin taginimi agisindan daha elverigli bir
fenotipe isaret edebilecegini diisiindiirmektedir. Direngli hiicrelerde ise hem BRMSI hem
CTRI yanitlarmin daha degisken ve bazen daha sinirli olmasi, direngli fenotipin
transkripsiyonel plastisitesini yansitiyor olabilir. Bu agidan bakildiginda, BRMSI ve CTR1
genlerinin birlikte degerlendirilmesi ¢alismanin giiclii yonlerinden birini olusturmaktadir;
clinkii biri metastatik davranisin, digeri ise kemoterapi yanitinin molekiiler gdstergesi olarak

melittinin etkilerini daha biitiinciil bicimde yorumlamaya imkan vermektedir.

Bu tablo son 10 yilda yayimlanan c¢aligmalarin ¢izdigi genel cerceveyle uyumludur:
kemorezistan tiimor hiicreleri ayn1 ajanlara karsi yanit verebilir, ancak bu yanit cogu zaman

daha ytiksek doz, daha uzun siire veya ek diizenleyici mekanizmalar gerektirmektedir.
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Sivri ve ark. [17] melittinin anti-metastatik etkilerini degerlendirmek amaciyla meme kanseri
hiicrelerinde MTT ve yara iyilesme analizleri ger¢eklestirmis ve BRMSI’in de dahil oldugu
baz1 genlerin ekspresyon diizeylerini incelemistir. Calismada, melittinin segici
sitotoksisitesinin sisplatine kiyasla daha yiiksek oldugu saptanmistir. Bulgularimizla uyumlu
olarak, melittin tedavisi sonrasinda hiicre go¢iinde azalma ve BRMS1 ekspresyonunda artig
gozlenmistir. Bu sonuglar, melittinin yalnizca sitotoksik etki gostermekle kalmayip, ayni
zamanda gen ekspresyonunu modiile ederek kemoterapi yanitini etkileyebilecegini ortaya

koymaktadir.

2025 yilinda yayimlanan bir calismada, meme kanseri hiicre hatlarinda BRMS1’in homologu
olan BRMSI L (Breast Cancer Metastasis Suppressor 1-Like)’in daha fazla ekspresyonunun
neoadjuvan kemoterapiye daha iyi yanit ve daha olumlu prognoz ile iligkili oldugu
bulunmustur. Kemoterapiye direngli hiicrelerde BRMSI L seviyesinin diisik oldugu
goriilmiistiir. BRMS! L’nin hiicrelere disaridan verilmesi (ektopik ifade), kemoterapi
ilaglarina olan direnci kirmis ve ilaglarin kanser hiicrelerini 6ldiirme giiclinii artirmas.
Mekanistik olarak BRMSI L’nin, 6zellikle ATGS5 ekspresyonunu baskilayarak otofajiyi
inhibe ettigi ve bu sayede hiicrelerin kemoterapiye duyarliligini artirdigi gosterilmistir. Hem
in vitro hem de in vivo bulgular, BRMSI! L asir1 ekspresyonunun timor biiylimesini
baskiladigin1 ve kemoterapdtik ajanlarin etkinligini artirdi@ini ortaya koymaktadir. Bu
calisma, BRMSI L geninin meme kanserinde sadece metastazi engellemekle kalmadigi aynm
zamanda ATG5 bagimh otofajiyi baskilayarak kemoterapi duyarliligini artirdigini ilk kez
ortaya koymustur (105).

Melittin, membran bozulmasi ve apoptoz indiiksiyonu yoluyla giiclii antikanser aktivite
sergiler, ancak klinik uygulamas: hemolitik toksisite ve zayif farmakokinetik nedeniyle
sinirlt olmaktadir (106). Bu nedenle literatiirdeki gilincel egilim de melittinin tek basina
serbest formundan ¢ok, tasiyict sistemlerle verilmesinin etkinlik ve seciciligi artirabilecegi

yoniindedir.

Bu c¢alismanin bazi smirliliklart bulunmaktadir. Oncelikle, ¢alisma biitiiniiyle in vitro
kosullarda ve tek bir meme kanseri hiicre hattinin duyarli/direngli alt tipleri {izerinde
yiiriitiilmiistlir; bu nedenle bulgularin klinik veya in vivo ortama dogrudan genellenmesi
miimkiin degildir. ikinci olarak, tez bashg sinerjistik etkiye isaret etse de mevcut deney seti

daha ¢ok melittinin tek basina etkilerini ve sisplatin duyarli/direncli arka planlardaki farkl
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yanitlar1 gostermektedir; klasik kombinasyon indeksi, izobologram veya dogrudan
melittin+sisplatin es uygulama analizleri yapilmadig i¢in bigimsel sinerji yorumu sinirlidir.
Ucgiincii olarak, BRMSI ve CTRI igin yalnizca mRNA diizeyleri incelenmis; protein diizeyi,
fonksiyonel tagiyici aktivitesi veya hiicre i¢i sisplatin birikimi 6l¢lilmemistir. Bu durum
ozellikle CTRI igin onemlidir; ¢linkii gen ekspresyonundaki artisin fonksiyonel olarak
gercekten artmig ilag alimina karsilik gelip gelmedigi bu caligma kapsaminda dogrudan
gosterilememistir. Son olarak, yara iyilestirme ve invazyon bulgularinin daha giiglii hale
gelmesi igin tiim gruplarda tam nicel goriintii analizi ve standartlastirilmis alan/hiicre sayimi
verileriyle desteklenmesi yararli olacaktir. Bu sinirliliklar, ¢aligmanin degerini azaltmaktan

cok, gelecekte yapilacak deneylerin yoniinii belirlemektedir.

Bu ¢alismada, melittinin ticlii negatif meme kanseri modeli olan MDA-MB-231 hiicre
hattinin sisplatin duyarl ve sisplatin direncli alt tipleri lizerindeki etkileri ¢ok yonlii olarak
degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular, melittinin yalnizca sitotoksik bir ajan olmadigin,
ayn1 zamanda metastatik davranis ve kemoterapi yaniti ile iligkili molekiiler mekanizmalar

tizerinde de diizenleyici etkiler olusturabilecegini gostermektedir.

Calismanin temel bulgularindan biri, melittinin her iki hiicre hattinda da doz bagimli olarak
hiicre canliligini azaltmasidir. Bununla birlikte, sisplatin direngli hiicrelerde daha yiiksek
ICso degerlerinin elde edilmesi, bu hiicrelerin daha dayanikli bir fenotipe sahip oldugunu ve
melittine kars1 goreli olarak daha diisiik duyarlilik gosterdigini ortaya koymaktadir. Buna
ragmen, melittinin direngli hiicrelerde de etkisini tamamen kaybetmemesi, bu molekiiliin
kemorezistan hiicrelerde dahi biyolojik aktivitesini siirdiirebildigini gostermesi agisindan

Onemlidir.

Hiicre gogli ve invazyon analizleri, melittinin antimetastatik potansiyelini destekleyen
onemli bulgular sunmustur. Yara iyilestirme ve morfolojik degerlendirmeler, melittinin
hiicre hareketliligini baskiladigin1 ve bu etkinin doz artis1 ile belirginlestigini ortaya
koymustur. Bu durum, melittinin yalnizca hiicre sayisin1 azaltan bir ajan olmadigini, aym
zamanda hiicresel motiliteyi diizenleyen biyolojik siiregler iizerinde de etkili oldugunu

diistindiirmektedir.

Molekiiler diizeyde elde edilen veriler, ¢alismanin 6zgiin katkisini olusturmaktadir. BRMS1
gen ekspresyonundaki artig, melittinin metastaz baskilayic1 gen programlarini aktive

edebilecegini gostermektedir. Buna karsilik CTRI ekspresyonundaki degisimler, melittinin
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platin bazli kemoterapdtik ajanlarin hiicre i¢ine alimini etkileyebilecek molekiiler siireglerle
iligkili olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu iki genin birlikte degerlendirilmesi, melittinin
etkilerinin hem metastaz hem de kemoterapi yanit1 ekseninde biitiinciil olarak

yorumlanmasina olanak saglamistir.

Elde edilen tiim bulgular birlikte degerlendirildiginde, melittinin tiglii negatif meme kanseri
hiicrelerinde hem sitotoksik hem de antimetastatik 6zellikler gosterdigi ve sisplatin direnci
ile iligkili molekiiler mekanizmalar iizerinde etkili olabilecegi sonucuna varilmistir. Bu
yoniiyle melittin, mevcut kemoterapi yaklasimlarini destekleyebilecek potansiyel bir

biyolojik ajan olarak one ¢ikmaktadir.

Bu calisma in vitro kosullarda gerceklestirilmis olup, elde edilen bulgularin daha ileri
diizeyde dogrulanmasi i¢in ek caligsmalara ihtiya¢c bulunmaktadir. Bu kapsamda asagidaki

Oneriler sunulabilir;

e Melittinin  etkilerinin  protein  diizeyinde dogrulanmas1 (Western  blot,
immiinofloresan vb.)

e CTRI i¢in fonksiyonel sisplatin alim analizlerinin yapilmasi

e Melittin ve sisplatinin kombinasyon tedavisi olarak degerlendirilmesi (sinerji analizi)

e Bulgularin in vivo tiimdr modellerinde dogrulanmasi

e Melittinin nanotasiyict sistemlerle uygulanarak seciciliginin artirilmasi

e Apoptoz, oksidatif stres ve sinyal yolaklarma (NF-kB, PI3K/AKT vb.) yonelik

mekanistik ¢calismalarin genisletilmesi

Sonug olarak, bu ¢alisma melittinin hem metastaz hem de kemoterapi direnci ile iligkili
stiregleri hedefleyebilen cok yonlii bir molekiil oldugunu ortaya koymakta ve gelecekte

gelistirilecek kombinasyon tedavileri i¢in bilimsel bir temel sunmaktadir.
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