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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

Annona muricata BITKI EKSTRAKTININ MEME KANSERI HUCRE
HATTINDA VE Drosophila melanogaster MODEL ORGANIZMA
UZERINDEKI ETKISININ MOLEKULER DUZEYDE
ARASTIRILMASI

Fatma Kiibra ATA

Kirsehir Ahi Evran Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Genetik ve Biyomiihendislik Anabilim Dah

I. Damisman: Do¢.Dr. Fahriye ERCAN
I1. Damisman: Do¢.Dr. Serap Yal¢cin AZARKAN

Meme kanseri de dahil olmak lizere kanser, diinya genelinde 6nemli bir saglik sorunu
haline gelmistir. Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapi ve radyoterapi yontemlerinde
biiylik ilerlemeler olsa da, kisitlamalar1 ve belirgin yan etkileri nedeniyle ¢ogu kanser
hastas1, modern tibbi tedavi kapsami1 diginda kalan alternatif tip metodlarin1 denemektedir.
Alternatif tip kapsaminda yer alan, diinyada tropikal bolgelerde yaygin olarak bulunan

Annona muricata bitkisi, kansere kars1 etkili olan bilesikler icermektedir.

Bu calisma, iilkemizde tar¢in elmasi olarak bilinen Annona muricata bitkisinin, antikanser
biyolojik aktivitesini aragtirmak amaciyla yapilmistir. Toksisite analizi sonucunda LDso
degeri; iki boyutlu MCF-7 hiicrelerinde 290 pg.mf!, iki boyutlu MDA-MB-231
hiicrelerinde 330 pg.m{!, ii¢ boyutlu MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinde 0.005 g.m¢!
ve Drosophila melanogaster model organizmasinda 0.118 g.m{! olarak belirlenmistir.
Uygulama yapildiktan sonra MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicre hatlarinda, Bcl-2, Bad,
AKTI1 ve H-prune genlerinin ifade seviyeleri; Drosophila melanogaster’da; Pn, Bufty,

CGissso ve Aktl genlerinin ifade seviyeleri, ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu
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ile belirlenmistir. Gen ifade analizinde; H-prune ve AKT1 genlerin ifadelerinde azalma,
Drosophila melanogaster CGiss3o proapoptotik genin ifadesinde artis oldugu gézlenmistir.
Calismanin son asamasinda, Annona muricata bitki ekstraktinda bulunan isoquercetin,
roseoside, coreximine, anonaine ve arianacin asetojenlerin insan Bcl-2, Bad ve AKT1
proteinleri ile olan baglanma enerji seviyeleri molekiiler kenetlenme yontemi ile
hesaplanmistir. On klinik ila¢ olarak kullanilan abemaciclibe kiyasla isoquercetin
molekiilin Bcl-2, Bad ve AKTI1 proteinleri ile yiiksek ilgiye sahip oldugu
gdzlemlenmistir. In vivo, in vitro ve biyoinformatik analizler sonucunda Annona muricata
bitki ekstraktinin meme kanserine karsi etkili oldugu ve potansiyel bir ila¢ olabilecegi

gorilmiistir.
Kasim 2020, 106 sayfa

Anahtar Kelimeler: Annona muricata, 2B-3B Hiicre Kiiltiirii, Drosophila melanogaster,

Meme Kanseri, Molekiiler Kenetlenme
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ABSTRACT

MASTER THESIS

MOLECULAR INVESTIGATION OF THE EFFECT OF Annona
muricata PLANT EXTRACT ON THE BREAST CANCER CELL LINE
AND Drosophila melanogaster MODEL ORGANISM

Fatma Kiibra ATA

Kirsehir Ahi Evran University
Science and Engineering Institute

Genetics and Bioengineering Department

I. Advisor: Assoc.Dr. Fahriye ERCAN
I1. Advisor: Assoc.Dr. Serap Yal¢in AZARKAN

Cancer, including breast cancer, has become a major health problem worldwide. Although
there are great advances in chemotherapy and radiotherapy methods used in cancer
treatment, most cancer patients use alternative medicine methods which are out of the
scope of modern medical treatment due to their limitations and obvious side effects. Within
the scope of alternative medicine, Annona muricata, that is widely available in tropical

regions around the world, contains compounds that are effective against cancer.

This study was carried out to investigate the anticancer biological activity of Annona
muricata plant known as the cinnamon apple in our country. As a result of toxicity
analysis, ICso value; in two-dimensional MCF-7 cells was 290 pg.m{!, in two-dimensional
MDA-MB-231 cells was 330 pg.m{!, in three-dimensional MCF-7 and MDA-MB-231
cells were 0.005 g.m{!, and in Drosophila melanogaster model organism was determined
as 0.118 g.m{!. After application, in the MDA-MB-231 and MCF-7 cell lines, expression
levels of Bcl-2, Bad, AKT1, and H-prune genes; in Drosophila melanogaster; expression
levels of Pn, Buffy, CGiss3o and Aktl genes were determined by reverse transcription

polymerase chain reaction. In gene expression analysis was observed that the expression of
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H-prune and AKT1 genes decreased and Drosophila melanogaster CGiss3o proapoptotic
gene expression increased. In the last stage of the study; isoquercetin, roseoside,
coreximine, anonaine, and arianacin acetogenins which are present in Annona muricata,
the binding energy level with human Bcl-2, Bad and AKT1 proteins was calculated by
molecular docking method. Compared with abemaciclib, which is used as a preclinical
drug, has been observed that the isoquercetin molecule has high affinity with Bcl-2, Bad
and AKT1 proteins.

As a result of the analysis in vivo, in vitro and bioinformatics; Annona muricata plant
extract has been observed to be effective against breast cancer and likely to be a potential

drug.
November 2020, 106 pages

Keywords: Annona muricata, 2D-3D Cell Culture, Drosophila melanogaster, Breast

Cancer, Molecular Docking
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1. GIRiS

Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapi ilaglari, saglikli hiicreler iizerinde toksik etki
gostermekte ve ¢ok sayida yan etkileye neden olmaktadir. Bu etki gbz oniline alindiginda
artik kanser tedavisi i¢in doganin bize sundugu sifali bitkilerden faydalanmamiz gerekir.
Kanser hiicreleri Tlzerine sitotoksik etkisi son birka¢ yilda kesfedilen, kanserin
metabolizmasinda 6nemli bir etkiye sahip olan graviola yani bilimsel ad1 Annona muricata,
kanser tedavisi i¢in umut verici bir ¢oziim niteligindedir. Son bes yil icerisinde yapilan
calismalar 4. muricata‘nin; meme, kolon, prostat, karaciger ve akciger gibi bir¢ok kanser

tipinde habis hiicrelerini 61diirdiigiinii gostermistir. (Soheil ve dig., 2015a)

1.1. Amag
Calismamizin {i¢ ana amaci1 bulunmaktadir:

- A. muricata bitki ekstraktinin, iki boyutlu (2B) ve ii¢ boyutlu (3B) gelistirilen meme
kanseri hiicrelerinde etkisinin, molekiiler diizeyde incelenmesi. (in vitro)

- A. muricata bitki ekstraktinin, ergin ve larval donemdeki Drosophila melanogaster
model organizmasinda etkisinin, molekiiler diizeyde incelenmesi. (in vivo)

- A. muricata bitki ekstraktinin molekiiler kenetlenme programi ile muhtemel ila¢ olma

potansiyelinin incelenmesi. (biyoinformatik)

Biyoinformatik

in vitro

o
DD

| ES—

Sekil 1.1: Tez Calismasinin Ana Basamaklari



1.2. Kanser Biyolojisi

Merkezi Cenevre’de bulunan Birlesmis Milletler Diinya Saglik Orgiitii tarafindan yapilan
bir rapora gore: “’Diinya da her y1l 14 milyondan fazla insana kanser teshisi konuluyor. Bu

[

rakamin 2030 yilina kadar 21 milyona ¢ikmasi bekleniyor.” Bu orgiitlin istatistiki
verilerine gore diinyada kanser nedeniyle hayatin1 kaybedenlerin sayist son 15 yil
icerisinde % 27.5’lik bir artis gostererek, 8.8 milyon oldugu bildirilmistir. (Birlesmis

Milletler Diinya Saghk Orgiitii, 2018)

Kanser, genellikle hiicrelerin biiyiimesi ve ¢ogalmasini kontrol eden mekanizmalarin
hatalarindan kaynaklanir. Normal gelisme ve yetiskinlik donemi boyunca karmagsik genetik
kontrol sistemleri biliylime sinyallerini, biiyiimeyi engelleyici sinyalleri ve Oliim
sinyallerine yanit olarak hiicre olusumu ve 6liimii arasindaki dengeyi diizenler. Bu normal
biiylime oranlarini kontrol altinda tutan mekanizmalarda meydana gelen bozukluklar, asirt
hiicre boliinmesine neden olur ve kanser olusur. Birgok kanser olgusuna neden olan
hiicresel diizenlemenin kayb1 genellikle tiimor olusturucu kimyasallar, hormonlar ve bazen

viriislerin etkisi ile birlikte yiiriiyen genetik bozulmalarin sonucudur.

M Cevresel Nedenler

M Kalitsal Gegis

M Rastgele Mutasyonlar

Sekil 1.2: Kanserin Nedenleri

Kanserlesme iki genis gen grubundaki mutasyonlarla iligkilidir: proto-onkogenler ve
tiimor baskilayici (ing. suppressor) genler. Proto-onkogenler normalde hiicre biiylimesini
tesvik eder; bu genler mutasyonlarla onkogenlere doniiserek biiylimenin tesvik
edilmesinde genin asir1 aktif olmasma neden olurlar. Timoér baskilayici genler ise
normalde bilyilimeyi sinirlar. Eger bunlar mutasyon ile inaktive olurlarsa, bunu olagan dist
hiicre boltinmesi takip eder. Kanser, genellikle yasam boyu ¢evremizde karsilastigimiz bazi
kimyasallar, mordtesi radyasyon gibi karsinojenlere maruz kalma sonucunda olusan

mutasyonlardan da kaynaklanabilmektedir.



Normal hayvan hiicreleri embriyonik donemde koken aldiklar1 dokulara gore
siniflandirilirlar. Tiimorlerin siniflandirilmasi da benzer sekilde yapilir. Koétii huylu (ing.
malignant) timorler endodermde (bagirsak epiteli) ya da ektodermde (deri ve sinir epiteli)
oldugu gibi eger epitel dokudan koken aliyorsa karsinomalar, eger mezodermden (kas, kan
ve bag doku onciilleri gibi) kaynaklaniyorsa sarkomalar olarak siniflandirilirlar.
Karsinomalar bilinen en yaygin kotli huylu tiimor tipleridir. Sarkomalarin 6zel bir siifi
olan losemiler kanda bireysel hiicreler olarak ¢ogalirken, diger tiimorlerin ¢ogu sert kitleler
seklinde biiytirler. Kotli huylu sarkomanin bir diger tipi olan /enfomalar lenfositlerin ve
plazma hiicrelerinin olusturdugu kati1 timérlerdir. Glioblastomalar ise, beyindeki ana hiicre

tipi olan glia hiicrelerinin tiimorleridir.

Tiimorler 6zellikle yash bireylerde siklikla ortaya c¢ikar fakat ¢ogu bolgesel ve kiiciik
boyutlu olduklarindan konakgi i¢in kii¢lik risk olustururlar. Bu tip tiimorler iyi huylu (ing.

benign) tiimor olarak adlandirilir. Buna bir 6rnek iyi huylu deri tiimorii olan sigillerdir.

Koti huylu bir timoér veya kanser hiicresi genellikle normal hiicrelerden daha hizli biiyiir
ve boliiniirler ve genellikle normal bir 6liim seyri gostermezler. Kotii huylu hiicrelerin kilit
bir 6zelligi, yakin dokular istild edebilme yetenekleri olup, hiicreler ¢ogalmaya devam
ettikge yayilir ve yeni tiimorlere kaynak olustururlar. Rahim ya da gogiis tiimorlerinde
oldugu gibi baz1 kotii huylu tiimorler en azindan bir siire kapsiille ¢evrili olarak
sinirlandirilirlar ve belli bir bolgede kalirlar. Bu tiimor hiicreleri zaman gegtikge dokulari

istila eder ve metastaza ugrarlar. (Lodish ve dig., 2011)

Simdiye kadar 100’e yakin kanser tiirii oldugu bildirilmis ve her biri bozulmus hiicre tipine

gore siiflandirilmistir. (Tiirkiye Kanserle Savas Vakfi, 2018)

Tablo 1.1: En Sik Goriilen Kanser Cesitleri

Akciger Kanseri Meme Kanseri Noroendokrin Kanseri Prostat Kanseri
Beyin Kanseri Mesane Kanseri Kemik Kanseri Safra Yolu Kanseri
Bobrek Kanseri Ust Yutak Kanseri Yemek Borusu Kanseri Yumurtalik Kanseri

Karaciger Kanseri Cild Kanseri Pankreas Kanseri Testis Kanseri

Kolon Kanseri Mide Kanseri Rahim Kanseri Tiroid Kanseri




1.3. Meme Kanseri

Birgok kanser tiirli bilinmesine karsin akciger kanserinden sonra ikinci olarak en sik dliime
sebep olan ve Diinya Saglik Siralamasi’na gore (World Health Rankings, 2018)
tilkemizde kadinlarda 13.84 oraninda oldugu saptanan meme kanseri, kotli seyreden bir
kanser tiirtidiir. Genellikle meme kanseri, siit iireten lobullarin hiicrelerinde veya memenin
yagli ve lifli bag dokularini igeren stromal dokularda goriilebilir. Meme kanserinin % 801
invaziv duktal karsinomdur ve kanser siit kanallarinda ortaya ¢ikar, % 20°si invaziv lobiiler
karsinomdur ve kanser siit bezlerinde gelisir. Goglis kanserleri vakalarinin % 5-10‘unun,
gogiis kanseri ile ilgili oldugu tespit edilen BRCA1 ve BRCA2 genlerinde meydana gelen
bir mutasyon sonucu oldugu raporlanmistir. Bu mutasyonlu genin kalitim yoluyla ¢ocuga
aktarilma olasiligr % 50°dir. Bu yiizden BRCA geninde meydana gelen bir mutasyon bir
sonraki nesle aktarilmayabilir. Kalittmin yan sira beslenme sekli, sosyo-ekonomik durum,

dogumlar, asir1 kilo ve diger faktérlerde meme kanserine neden olabilmektedir.

21.ylizyilin baglarina kadar hastada meme tiimorii oldugunun bilinmesi yeterli bir kanitt1 ve
meme kanser hastalarinin tiimiine tek tip tedavi uygulanmaktaydi. Zamanla ayni tip kanser
tanis1 alan hastalarin farkli prognoz gosterdiginin gozlemlenmesi ve patologlarin farkli
morfolojik varyantlar tanimlamasi, meme kanseri siniflamasinin tartigilir olmasina neden
olmustur. Perou ve arkadaslar1 2000 yilinda dsterojen reseptor tasiyan hiicreleri baz
alarak meme kanserini molekiiler alt tiplerine ayirdilar. (Perou ve dig., 2000) Hala
gecerliligini koruyan bu siniflamada meme kanserini; hormon reseptor ekspresyonu
(pozitif veya negatif) ve epiteliyal selliiler origin (luminal veya basal) olarak 2 temel grup

ve luminal A, luminal B, ti¢lii negatif ve HER2 olan 4 alt gruba ayirmislardir.

Tablo 1.2: Meme Kanseri Molekiiler Alt Tiplerinin Siiflandirilmasi

Luminal A ER veya PR (+) ve HER2 (-) Ki67 <% 14
Luminal B ER veya PR (+) ve HER2 (-) Ki67 > % 14
Bazal Benzeri, Uclii (Triple) Negatif ER/PR/HER?2 (-)
HER?2 ER/PR (-) ve HER2 (+)
Normal Meme Benzeri Eptelyal Olmayan Hiicre Gen Ekspresyonu (+)

ER: Osterojen Reseptor PR: Progesteron Reseptdr HER2: Human Epidermal Growth Factor Reseptdr 2 Ki67: Tiimér Igerisindeki
Antikor Miktar1



Bir¢ok insan meme kanseri hiicre hatt1 vardir ve her bir meme kanseri hiicre hatt1 kendine
0zgii besiyeri (ing. medium) ortaminda cogalir. [Tablo 1.3:]’de yer almayan Hs578T,
HCC-38, ZR-751 gibi daha bircok meme kanseri hiicre hatti mevcuttur. (ATCC, 2018)

Tablo 1.3: Meme Kanseri Hiicre Hatlar1

Hiicre Hatt1 (Soyu) Birincil Tiimoér Alt Tipi ER PR HER2
BT-474 Invaziv Duktal Karsinom Luminal + + +
MCF-7 Invaziv Duktal Karsinom Luminal + + -
SKBR-3 Invaziv Duktal Karsinom Luminal - - +

MDA-MB-231 invaziv Duktal Karsinom Bazal B - - -
T47D Invaziv Duktal Karsinom Luminal + + -

ER: Osterojen Reseptor PR: Progesteron Reseptér HER2: Human Epidermal Growth Factor Reseptor 2

MCF-7 (ing. Michigan Cancer Foundation 7) hiicre soyu 1970 yilinda, Kafkas bolgesinde
yasayan 69 yasinda meme kanseri bir kadinin meme dokusundan izole edilen epitel hiicre
hattidir. Hastadan alinan ilk dokunun iyi huylu oldugu, daha sonra alinan MCF-7 hiicre
soyuna yol acacak olan dokudan alinan bir plevral eflizyonda bir malign adenokarsinom
oldugu ortaya ¢ikti. Meme kanseri olan hasta, radyoterapi ve hormonterapi ile tedavi edildi.

(Fagan ve dig., 2017) (Venugopal ve dig., 2017)

MCF-7 Hiicre Hatti:

- Osterojen reseptdr pozitif (ER') ve progesteron reseptor pozitif (PRY) 6zellik gdsterir.

- Bu hiicrelerin biiylimesi in vitro olarak TNFa ve anti-Osterojen ile inhibe edilebilir.

- MCF-7 hiicrelerinin yayilmas: kolaydir fakat genelde yavas biiyliyen bir popiilasyon
egilimindedir. Bu hiicreler adherent Ozellik gostererek tabana matriks bilesenleri

yardimiyla yapisir.

MDA-MB-231 hiicre soyu; 1973 yilinda meme kanseri hastalarindan alinan plevral
eflizyonlarda 3 yeni epitelyal tiimor hatti izole edildi. Bu hiicre hatlari; ortalama kromozom
sayist 43 olan MDA-MB-134, ortalama kromozom sayist 49 olan MDA-MB-175 ve
ortalama kromozom sayis1 65-69 olan MDA-MB-231¢dir. (Cailleau ve dig., 1974)



MDA-MB-231 Hiicre Hatti:

- Osterojen reseptor negatif (ER") ve progesteron reseptor negatif (PR") 6zellik gosterdigi
icin agresif, invaziv ve kotl diferansiye iiclii negatif meme kanseri hiicre hattidir.

- Ug boyutlu kiiltiiriinde, hiicre dizisi endotelyal morfolojiyi gosterir ve y1ldiz seklindeki
cikintilara sahip olan invaziv fenotipiyle ayirt edilebilir. (Harrell ve dig., 2014)

1.4. Meme Kanseri Tedavi Yontemleri

Meme kanserini diger kanser tiirlerinden ayiran en énemli fark, teshisinin hasta tarafindan
kolay yapilabilir olmasidir. Diger bir¢ok kanserde oldugu gibi meme kanserinde de erken
teshis ¢ok 6nemlidir. Erken teshis edilen meme kanserinin tedavi edilmesi hem kolay hem
de basar1 sans1 ¢ok yliksektir. Fakat erken teshis yapilmadig: takdirde lenf ve kan yoluyla
diger organlara ¢ok hizli bir sekilde metastaz yapabilir, bu yiizdendir ki diinyada akciger

kanserinden sonra en sik dliime sebep olan ikinci kanser tiirtidiir.

Cerrahi, hormonal tedavi, hedefe yonelik tedavi, radyoterapi ve kemoterapi gibi bircok
meme kanseri tedavi yontemleri vardir. Bu tedaviler bir¢ok avantaj ve dezavantajlara

sahiptir.
1.4.1. Cerrahi Tedavi

Meme kanseri hastalarinda ilk yapilan tedavi yontemidir. Bu tedavideki amag, tiimoriin
geride kalmayacak sekilde ¢ikarilmasi ve yayilim gostermeden miidahéle edilmesidir. Bu
tedavi yonteminde kullanilan ti¢ ameliyat tiirti vardir. Meme uglar1 dahil tim memenin
alinip koltuk alt1 lenf bezlerinin alinmadig1 mastektomi cerrahisi, sadece memedeki kitle ve
etrafindaki dokularin alindig1 lumpektomi cerrahisi ve memenin dortte birinin alindigt
kadronektomi cerrahisidir. 2002 yilinda Fisher ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢aligma
sonucunda lumpektomi ile tedavi edilen hastalar ile mastektomi ile tedavi edilen hastalar

arasinda anlamli bir fark bulunmadig1 gézlemlenmistir. (Fisher ve dig., 2002)

1.4.2. Hormonal Tedavi

Bu tedavinin amaci hormon reseptor pozitif meme kanserlerini, dsterojen hormon etkisini
bloke ederek ve miktarin1 azaltarak kanserin gelismesini engellemektir. Meme kanseri
hastalarmin sagkalimini artirdigir gozlenen hormonal tedavide en ¢ok kullanilan ilag olan

Tamoksifen, steroid olmayan bir dsterojen antagonistidir. (Gradishar ve dig., 2000)



Uzun siire Tamoksifen kullanim1 kadinlarda endometriyum kanseri (rahim i¢ zar1 kanseri)
olusturma riski tasidig1 gézlenmistir. Bu etkiyi azaltmak adina menopoz 6ncesi kadinlarda

kombinasyon kemoterapisi ile birlestirmislerdir. (Elifel ve dig., 2001)

1.4.3. Hedefe Yonelik Tedavi

Hedefe yonelik tedavi yontemi, kanser hiicre biiylimesini ve bdliinmesini bireye ve tlimore
0zgli formda tedavi etmeyi planlayan bir yontemdir. Bu tedavide genellikle Avastin,
Herceptin, Iressa ve Tykerb gibi ilaglar kullanilir. Bu ilaglarin kanser hiicreleri tizerinde
belirli etkileri vardir. 2004 yilinda Ross ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alismada
kemoterapi ile kombine edilmis Trastuzumab‘in (ticari adi Herceptin) epidermal biiyiime
faktor reseptorii ve onkojenin bir iiyesi olan HER2/neu’nun pozitif meme kanseri

tedavisinde basarili oldugunu gézlemlemisglerdir. (Ross ve dig., 2004)

1.4.4. Radyoterapi

Bu tedavi yontemi tiimor hiicrelerini kiigiiltmek ve kanser hiicrelerini 6ldiirmek i¢in yliksek
enerjili X 1sinlar1 veya gama 1sinlar1 kullanilarak tedavi edilmesidir. Radyoterapi veya
diger adiyla radyasyon tedavisi ¢ogunlukla lumpektomi sonras1t memenin kalan dokusunu
korumak amaciyla yapilir. Genellikle saglikli hiicrelerin DNA’s1 iizerinde etkili olan ve
hiicre boliinmesini olumsuz yonde etkileyen bir tedavi olmasi, radyoterapinin en biiyiik

dezavantajidir. (Baba ve Catoi, 2007)

1.4.5. Kemoterapi

Kemoterapi, hizli bir sekilde ¢ogalan meme kanserini ortadan kaldirmak i¢in bir¢cok giiclii
ilaclarin kullanildig1 tedavi yontemidir. Meme kanseri hastalarinda kemoterapi yontemi
genellikle cerrahi tedavi yontemi ile birlikte kullanilsada, cerrahi bir se¢enek olmadigi
zaman birincil tedavi yontemi olarak kemoterapi kullanilir. Meme kanserini tedavi etmek
icin ¢esitli kemoterapi ilaglar1 gelistirilmistir. Bunlar: Tamoksifen, Paklitaksel, Docetaxel,
Doksorubisin, Siklofosfamid, Methotrexate, 5-Florourasil, Vinblastine, Gemsitabin ve

Epirubicin’dir.

Bu ilaclardaki tedavi etkinligini artirmak icin; sadece kemoterapi uygulanabilir, adjuvan
kemoterapi, cerrahi, radyasyon tedavisi gibi kombinasyon halinde kemoterapi

uygulanabilir veya neoadjuvan kemoterapi uygulanabilir. (De Vita ve Chu, 2008)



1.4.6. Meme Kanseri Tedavi Yontemlerinin Dezavantajlan

Cerrahi yontemde meme dokusunun alinmasi hasta lizerinde psikolojik bir tramvaya yol
acabilir. Hormonal tedavi yonteminde Tamoksifen gibi kuvvetli ilaglarin kullanimi
kadinlarda endometriyum kanseri olusturma riskini artirabilir. Radyasyon tedavi
yonteminde yiiksek enerjili X 1smlarinin ve gama isinlariin kullanilmasi hedef bolge
icerisindeki kanser hiicrelerini yok ederken cevre dokularda bulunan saglikli hiicreler
tizerinde olumsuz etkilere yol acabilir. Kemoterapi yonteminde giiclii ilaglarin kullanilmasi
bulanti, kusma, sa¢ dokiilmesi, halsizlik, enfeksiyon ve kanama gibi ¢ok sayida yan

etkileye sebep olabilir.

Kanser hastalari i¢in cerrahi, hormonal tedavi, kemoterapi ve radyoterapi gibi cesitli tedavi
stratejileri mevcuttur, fakat bazi hastalarda bu yaklasimlar tarafindan tedavi edilebilecegi,
diger hastalarda bu tedavi yontemlerinin eksik yanit vermesi biiyiik bir sorun teskil eder.
Ozellikle kanserli hiicrelerin, kemoterapotik ilaclarin etkinligini simirlayan karmasik
kanser diren¢ mekanizmalarma sahip olmasi antikanser ilaglarina direngli olmasina
sebep olmaktadir. Antikanser ilaglarina direngli olmak genellikle bir ATP (Adenozin
Trifosfat) Binding Kaseti (ABK) tasiyicilarina ait olan ATP’ye bagh effluks pompalarinin
ifadesinden kaynaklanir. Kanser hiicrelerinde bu pompalarin asir1 ekspresyonu ile ilag
disar1 akisinin artmasina bagl olarak direng¢ olusur ve bu da hiicre i¢i ila¢ konsantrasyon
oraninin azalmasina sebep olur. (Gottesman ve dig., 2002) ilag direncini indiikleyen diger
hiicresel faktorler ise; detoksifikasyon aktivasyonu, influx pompanin azalmasi ve

apoptozisin baskilanmasi seklindedir. [Sekil 1.3:]

Detoksifikasyon Aktivasyonu '

‘ ATP Bagl Efflux ~ Pompamin Artmias | Influx Pompanin Azalmasi

Apoptozisin Baslilanmas _[

Sekil 1.3: Ila¢ Direncini Indiikleyen Hiicresel Faktdrler



1.5. Metastaz ve invazivite

Kanser hiicreleri hiicre dis1 matriks ve kaide (zemin) zar1 ile karmasik bir iligki
icerisindedir. Kanser hiicresi bir aktin hiicre iskeleti olan ve ‘’invadapodium®’ olarak
adlandirilan hiicre ¢ikintisin1 kullanarak matrikse girebilir. Hiicreler kaide zarma girip
metastaz yapmak i¢cin plazminojen aktivator olarak adlandirilan bir protein salgilayarak
kaide zarimi pargalar ve metastaza ve invazyona sebep olur. Invazyon ve metastaz iyi huylu
timori kot huylu tiimorden ayiran, kanser hastalari i¢in en tehlikeli ve en 6liimciil bir
asamadir. Bir timor eger invaziv 6zellik kazanirsa hizli bir sekilde viicuda yayilabilir. Bu
durum kanser hastalarinda cerrahi tedavi yontemini bloke edebilir ve antikanser ilag

etkinligini sinirlayabilir.
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Sekil 1.4: Metastaza Yol Agan Kanser Siirecinin Modeli (Djamgoz ve dig., 2014)

Meme kanserinin metastatik duruma gegisi;

- Karsinoma in situ denile Evre 0 fazinda anormal hiicrelerin varligini isaret eder.

- Meme kanserinin baslangi¢ fazi olan Evre I fazinda tlimoériin 2 cm’den fazla genis
olmadig1 ve diger organlara yayilmadigi evredir.

- Evre II fazinda tiimor 2 cm’den biiyiik 5 cm’den kiiglik ve koltuk alt1 lenf bezlerine
yayilmis durumdadir.

- Evre III fazinda tiimér komsu dokulara yayilmis durumdadir.

- Evre IV fazi metastatik kanser durumu da denilen, artik kanserin viicudun tiim

bolgelerine sigramis oldugu durumdur.



1.6. Meme Kanserinde Metastaz

Bir grup bilim insani, meme kanseri hastalarinda metastaza neden olan, koti huylu
hiicrelerin ¢ogalmasinda baglica rolii oldugu ve asir1 ekprese edildigi diisiiniillen H-prune
(prune exopolyphosphatase) genini kesfettiler. (Diger adi: Dresl7, HTCD37)
Aragtirmacilar bu genin; Rhesus maymunu, kdpek, sican, tavuk, Zebrafish, Saccharomyces
cerevisia ve Drosophila melanogaster gibi birgok model organizma canlilarinda mevcut
oldugunu tespit ettiler. 8 ekzon ve 7 introndan olusan yaklasik 1.4 kb (kilobaz)
uzunlugundaki bu gen D. melanogaster canlisinda 1q21.3 (kromozom bandina baglantili
1g21) bolgesinde yer alir. Ayrica bu gen bdlgesinin mide, tiroid, kalp, testis, yumurtalik
gibi doku ve organlarda asir1 eksprese oldugu da gozlenmistir. (D’ Angelo ve dig., 2004)

62 kDa (kiloDalton) agirliginda olan h-prune proteini, DHH (Asparajin-Histidin-Histidin)
stiper enzim ailesine aittir ve 4 motife (I-IV) ve iki domaini gosteren iki ayr1 alt familyaya
ayrilir. Turuncu toplar potansiyel kofaktdr iyonlarmi (Mg*?) ve motif III’e baglanma
bolgesini gostermektedir. Gri oklar ise aspartik asitleri (D) gostermektedir. Dort adet DHH
motifin aspartik asidi vardir. [Sekil 1.5:]

Motif 3 (DHR)

Motif 2 (I

h .p ru n e Maotif 1 (DXD)
Sekil 1.5: H-prune Proteinin Ug Boyutlu Yapisi (D’Angelo ve dig., 2004)

Bu gen bolgesinin kesfiyle simdi bilim insanlari h-prune gen bdlgesinin ifadesini
baskilayacak yeni umut verici bir ilacin pesindeler. Bizde tez ¢alismamizda A. muricata
bitki ekstraktinin, hem insan hem de D. melanogaster h-prune gen bolgesi lizerindeki

etkisini aragtirmay1 hedefledik.
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1.7. Annona muricata

Yaygin olarak soursop, graviola, guanabana, pence ve sirsak olarak da bilinen Annona
muricata, yaklagik 130 cins ve 2300 tiir iceren Annonaceae familyasinin bir {yesidir.

(Mishra ve dig., 2013) (Leboeuf ve dig., 1980)

Alem: Plantae ro-mmmme » Ali Spuf: Mangoliidae
1 1
Y : Y
Ali Alem: Trechecbonta : Talom: Mangoliales
v l v
Biliim: Mangoliophyta : Aile: Annonaceae
1 [ 1
v : v
Ali Biliim: Spermatophyvte : Cins: Annona
v : v
Smif: Mangoliopsida - --------- ; Tiir: 4. muricata

Sekil 1.6: A. muricata’nin Siniflandirilmasi (De Souza ve dig., 2009)

A. muricata, Gliney ve Kuzey Amerika, Hindistan, Malezya ve Nijerya dahil olmak {izere
diinyada tropikal ve subtropikal bolgelerinde yaygin olarak bulunan bir bitki tiirtidiir.
(Adewole ve Caxton, 2006) Bu bitki; 5-8 metre yiikseklige ulasan, genis, parlak, koyu
yesil yapraklari olan agik, yuvarlak bir kanopiye sahip karasal bir agactir. Agacin
yenilebilir meyveleri biiyiik, kalp seklinde ve yesil renklidir ve ¢ap1 15 il 20 cm arasinda

degismektedir. (De Souza ve dig., 2009)

Sekil 1.7: A. muricata agaci (A) yapragi (B) cicegi (C) ve tohumu (D) (De Souza ve dig., 2009)
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1.7.1. A. muricata‘nin Kimyasal Bilesenleri

A. muricata bitkisinin tohum, yaprak, kok ve meyvesi tlizerindeki genis c¢aptaki

fitokimyasal degerlendirmeler sonucunda; alkaloidler (Leboeuf ve dig., 1980) (Yang ve

dig., 2015) megastigmanlar (Matsushige ve dig., 2012), flavonol triglikozidler (Nawwar

ve dig., 2012), fenolikler (Jiménez ve dig., 2014) dahil cesitli fitobilesenleri,

siklopeptidler ve ugucu yaglar (Pélissier ve dig., 1994) (Kossouoh ve dig., 2007) gibi

birgok bilesiklerin varlig1 tespit edilmistir.

Ayrica A. muricata dahil olmak {izere Annona tiirlerinin genel olarak zengin bir asetojenik

bilesik kaynagi oldugu da gézlemlenmistir. (Rupprecht ve dig., 1990)

Tablo 1.4: Kanserle liskili 4. muricata’dan Izole Edilen Kimyasal Bilesikler

Bolgesi ig:erigi Sinifi Biyolojik Aktivitesi Kaynak
N Akciger A549, Meme MCF-7, (Wu ve
Yapragi Annomuricin A AGE N
Kolon HT-29 kanser hiicreleri dig., 1995)
y Akciger A549, Meme MCF-7, (Wu ve
Yapragi Annomuricin B AGE N
Kolon HT-29 kanser hiicreleri dig., 1995)
. Akciger A549, Meme MCF-7, (Wu ve
Yapragi Annomuricin C AGE N
Kolon HT-29 kanser hiicreleri dig., 1995)
N Akciger A549, Meme MCF-7, (Kim ve
Yapragi Annomuricin E AGE N
Kolon HT-29 kanser hiicreleri dig., 1998)
. . Akciger A549, Meme MCF-7, (Wu ve
Yapragi Muricatocin C AGE »
Kolon HT-29 kanser hiicreleri dig., 1995)
Akciger A549, Meme MCF-7, (Rieser ve
Tohumu Muricatacin AGE N
Kolon HT-29 kanser hiicreleri dig., 1991)
Akciger A549, Meme MCF-7, .
(Rieser ve
Tohumu cis-Annonacin AGE
dig., 1996)

Kolon HT-29 kanser hiicreleri
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Tablo 1.4 (devam): Kanserle iliskili 4. muricata’dan izole Edilen Kimyasal Bilesikler

Akciger A549, Meme MCF-7,

(Rieser ve
Tohumu cis-Annonacin 10 AGE N
Kolon HT-29 kanser hiicreleri dig., 1996)
Akciger A549, Meme MCF-7, .
(Rieser ve
Tohumu  cis-Goniothalamicin AGE N
Kolon HT-29 kanser hiicreleri dig., 1996)
Akciger A549, Meme MCF-7, (Rieser ve
Tohumu Arianacin AGE N
Kolon HT-29 kanser hiicreleri dig., 1996)
Akciger A549, Meme MCF-7, .
(Rieser ve
Tohumu Javoricin AGE »
Kolon HT-29 kanser hiicreleri dig., 1996)
) (Rieser ve
Tohumu Isoannonacin AGE Antikanser
dig., 1993)
Insan hepatoma hiicrelerine karsi (Chang ve
Tohumu Muricin A, B, C, D AGE
toksisite Wu, 2001)
Insan hepatoma hiicrelerine karsi (Chang ve
Tohumu  Muricin E, F, G, H, 1 AGE o
toksisite Wu, 2001)
] ) Farkli kanser hiicrelerine karsi (Zeng ve
Yapragi  Murihexocin A, B, C AGE .
toksisite dig., 1995)
) . Prostat PC-3 kanser hiicrelerine kars1 ~ (Sun ve dig.,
Meyvesi Muricin J, K, L AGE

toksisite 2014)

AGE: Annonaceous Acetogenin

[Tablo 1.4:]‘de yer almayan anonaine, nornuciferine, asimilobine, isoquercetin,
coreximine, coclaurine, reticuline, sabadelin, muricatocin A, muricatocin B, muricatocin C,
epomusenin A, epomusenin B, epomurinin A, epomurinin B, dihydrokaempferol hexoside,
5-caffeoylquinic asit, annopentocin A, annopentocin B, annopentocin C, xylopine, gallic
asit, annonamine, annoionol A, annoionol B, annoionol C, cohibin A, cohibin B, solamin,
cis-corossolone, epicatechine, kaempferol 3-O-rutinoside, kaempferol 3-O-robinobioside,
reticulatacin, muricatetrocin A, epomuricenin A, epomuricenin B, epoxymurin A,
epoxymurin B, blumenol C, turpinionoside A, roseoside ve vomifoliol gibi 200’den fazla

annonaceous asetojenin bileseni tespit edilmistir. (Soheil ve dig., 2015a)

13



OH

AN H
e z/\[;y/k(%h (cw/\n/\[i{ (Hzc)u)\:EO)I/K/\/b(Cth/\lﬂEé

OH

annomuricin A annomuricin B

\(Hm ~oy!
! (CHZ)" (H20)11
OH OH

annomuricin E muricatocin A

OH OH
\ : !-:'o L OH o \ 2 H o 4oH 0
(HLh1

(Hﬁ)“w
e}
OH OH OH l ‘O OH OH OH l

Me Me
muricatocin B muricatocin C

OH

(CHz)y4 \d/k
(CHo), CW(CH:JH

muricatacin arianacin

\

0
0
0 - o
7 (CH)s (CW(CHQ)H/ Me (CHz)s (CW(CHZ)ﬁ/
Me

cis-annonacin cis-annonacin-10-one

o] o~
me—__ WCH
(CHX (CH3)3

cis-goniothalamicin

0

o
OH OH
? M O on we, 21 7 OH
/k WO, e /\CH 0 T %
© (CHz)s <CW(CH2>1/ (CHp),  (CH2k (N

isoannonacin javoricin

Sekil 1.8: A. muricata‘dan izole Edilen Bilesiklerin Iki Boyutlu Yapilar: (Soheil ve dig., 2015a)
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1.7.2. Annonaceous Asetojenin

Annonaceous asetojeninler poliketid yolundaki (ing. polyketide pathway) uzun zincirli yag
asitlerinden tiiretilen bir Css/C37 (C: Karbon) sekonder metabolit smifidir. Bu yapi
genellikle, C2’de bir metile baglanmis a, B doymamuis y laktonu olusturan, bir 2-propanol

linitesinin yag asitlerinin birlesimi ile karakterizedir. (Soheil ve dig., 2015a)

Sekil 1.9: AsetojeninYapist (Marta ve dig., 2008)

1.7.3. A. muricata’nin Biyolojik Aktiviteleri

A. muricata bitkisi protein, kalsiyum, fruktoz, yag asidi, A ve B vitaminleri ve benzeri
bircok bilesik agisindan zengindir ve bu durum bitkiye miikemmel sifali 6zellikler
katmaktadir. Antiartritik aktiviteden antikanser aktiviteye kadar bir¢ok faydasinin olmasi,

bu bitkiye olan ilgiyi artirmistir.
1.7.3.1. Antiartritik Aktivite

2010 yilinda Chan ve arkadaslarinin 4. muricata yapraklarinin farkli dozlarda (3, 10, 30 ve
100 mg/kg) etanolik ekstrakt tizerinde yaptig1 in vivo bir ¢aligma:

Sicanlarda iki hafta uygulama sonucunda &demin (6dem: eklemlerde meydana gelen
iltihabik durum) doza bagimli bir sekilde azaltilmasini saglamistir. Daha yliksek dozlarda
ise ekstral lokal dokuda TNFa ve ILIP ekspresyonunu 6nemli dlgiide baskilamis ve bu
bitkinin ~ proinflamatuar  sitokinlerin ~ baskilanmasina  katkida ~ bulundugunu

gbzlemlemislerdir. (Chan ve dig., 2010)

1.7.3.2. Antikonviilzan Aktivite

1997 yilinda N’Gouemo ve arkadaslar1 4. muricata yapraklarinin farkli dozlarda (100 ve
300 mg/kg) etanolik ekstrakt lizerinde yaptig1 in vivo bir ¢aligma:

Farelerde konvulsif nobetlerin (konvulsif: gegici norolojik islev bozuklugu) insidansini ve

mortalite oranini 6nemli 6l¢iide azalttigini gézlemlemislerdir. (N°’Gouemo ve dig., 1997)
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1.7.3.3. Antidiyabetik ve Hipolipidemik Aktivite

2009 yilinda Adeyemi ve arkadaslar1 4. muricata yapraginin 100 mg/kg dozda etanolik

ekstrakt lizerinde yaptigi in vivo bir ¢aligma:

Wistar sicanlarin kan glukoz konsantrasyonunun 21.64 mmol/L’den 4.22 mmol/L’ye
diistligiinii, serum total kolestrol ve lipoprotein kolestroliinde énemli bir diisiis meydana

geldigini gozlemlemislerdir. (Adeyemi ve dig., 2009)
1.7.3.4. Anti-inflamatuar Aktivite

2010 yilinda Roslida ve arkadaslart 4. muricata yapraklarinin farkli dozlarda (10, 30, 100
ve 300 mg/kg) etanolik ekstrakt iizerinde yaptig1 in vivo bir ¢aligma:

Sican pencelerinde karrageenan kaynakli 6demi, % 79 oraninda azalttigim1 ve anti
inflamatuar aktivite sergiledigini ve bu inflamatuar etkinin 16kosit migrasyonu ve eksiida

voliimiindeki azalmalar ile birlikte oldugunu gozlemlemislerdir. (Roslida ve dig., 2010)

1.7.3.5. Antioksidan Aktivite

2001 ve 1997 yillinda Padma ve arkadaslart A. muricata kok kabugunun 200 mg/kg

dozundaki etanolik ekstrakt iizerinde yaptig1 in vivo bir ¢aligma:

Sican karacigerin, lipid peroksidasyonunda bir azalma oldugunu ve adaptojenik potansiyel
ozellik gosterdigini gdzlemlemislerdir. (Padma ve dig., 1997) (Padma ve dig., 2001)
1.7.3.6. Antihipertansif Aktivite

2012 yilinda Nwokocha ve arkadaslar1 4. muricata yapragin farkli dozlarda (9 - 48 mg/kg)

etanolik ekstrakt lizerinde yaptig1 in vivo bir ¢aligma:

Sprague Dawley siganlarinda kalp hizlarinmi etkilemeksizin, doza bagli bir sekilde kan
basincini 6nemli dl¢iide azalttigin1 gézlemlemislerdir. (Nwokocha ve dig., 2012)
1.7.3.7. Antiparazitik Aktivite

2013 yilinda Ferreira ve arkadaslar1 4. muricata sulu yaprak ekstrakt: tizerinde yaptig1 in

vivo bir ¢aligma:

Bir gastrointestinal parazit olan Haemonchus contortus larvalarinda % 89.08 ve % 84.91
oraninda toksisite gosterdigi ve timit verici bir antelmintik aktiviteye sahip oldugunu

gozlemlemislerdir. (Ferreira ve dig., 2013)

16



1.7.3.8. Insektisid Aktivite

A. muricata bitkisi; Trichoplusia larvalarinda (Ribeiro ve dig., 2014) Sitophilus zeamais
canlisinda (Llanos ve dig., 2008) Aedes albopictus ve Culex quinquefasciatus larvalarinda
(Raveloson ve dig., 2014) Anastrepha ludens larvalarinda (Gonzalez ve dig., 2012) ve
mubhtelif birgok bocek tiiriinde denenmis, timit vadeden bocek o6ldiiriicii aktivite sergiledigi

gbzlemlenmistir.

1.7.3.9. Yara lyilestirme Aktivite

2015 yilinda Soheil ve arkadaslar1 A. muricata yapragimin farkli dozlarda (%5 ve %10 v/v)

etil asetat ekstresi tizerinde yaptig1 in vivo bir ¢aligma:

Sicanlarda 15 giin boyunca, Hsp70’in yukar1 regiilasyonu ile belirgin yara iyilesme
potansiyelini gésterdigini gézlemlemislerdir. (Soheil ve dig., 2015b)

1.7.3.10. Antikanser Aktivite

Son zamanlarda 4. muricata bitkisi lizerinde yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalar; A549
akciger kanser hiicresi, HT-29 ve HCT-116 kolon kanser hiicreleri, BPH1 prostat kanser
hiicresi, K562 miyelojendz losemik ve MCF-7 ve MDA-MB-231 metastatik meme kanseri
hiicrelerinde A. muricata’nin 6nemli antikanser ve antitiimor aktivitelere sahip oldugunu,

kanser adjuvan terapisi olarak asetojeninlerin kullanilabilecegini tespit ettiler.

Tablo 1.5: A. muricata Bitkisi Uzerinde Yapilan Antikanser Calismalar

Bitki Muamelesi Calismanin Konusu Etki Mekanizmasi Kaynak
) Mitokondriyal apoptoz,
) . A549 Akciger kanser (Soheil ve dig.,
Yaprak + Etil Asetat Ozii G fazinda hiicre
hiicresi 2014)

dongiisii tutuklamasi

. Prostat biiyiikliigiinde (Asare ve dig.,
Yaprak + Su Ozii Sigan prostati
azalma 2015)
. K562 Kronik miyeloid (Ezirim ve dig.,
Yaprak + Etanolik Ozii Apoptoz indiiksiyonu
16semi hiicreleri 2013)

DMH: 1,2-dimetilhydrazine DMBA: Dimethyl-2,3-benzphenanthrene ACF: Aberrant Crypt Foci
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Tablo 1.5 (devam): 4. muricata Bitkisi Uzerinde Yapilan Antikanser Calismalar

Yaprak + Etil Asetat Ozii

Yaprak + Etanolik Ozii

Yaprak + Etanolik Ozii

Yaprak + Etanolik Ozii

Suda Haglanmis Yaprak

Yaprak + Etil Asetati

Yaprak + Etil Asetat

Yaprak + Su Ozii

Yaprak + Etanolik Ozii

Yapraktan izole Edilen
Endofitik Mantar + Etil
Asetat

Yaprak + Etanolik Ozii

HT-29 ve HCT-116

Kolon kanser hiicreleri

Farenin meme dokusu

DMBA ve kroton yagi ile
indiiklenen farelerin deri

papillomagenezi

DMH kaynakli kolon

kanseri

Metastatik meme kanseri

Azoksimetan kaynakli

kolon kanseri

HT-29 Kolon kanseri

MCF-7 ve MDA-MB-231

Meme kanseri hiicre hatt1

HepG2 Karaciger kanser

hiicresi

MCF-7 Meme kanseri

hiicre hatt1

In vitro fibroblast
hiicreleri ve Ehrlich

timor hiicreleri

Mitokondriyal apoptoz,
Migrasyon ve invazyon

baskilanmasi

DMBA kaynakli DNA

hasarmin 6nlenmesi
Timor baglama ve
ilerlemesinin

baskilanmasi

ACF olusumunun

azaltilmasi

Hastaligin stabilizasyonu

ACF olusumunun

azaltilmasi

Apoptoz indiiksiyonu

Apoptoz indiiksiyonu,
Timor boyut ve

agirliginda azalma

Endoplazmik retikulum
stres yoluyla apoptozis

indiiksiyonu

Antikanser kaynag1

T3T hiicrelerinde

sitotoksisite artis1

(Soheil ve dig.,
2014)

(Minari ve Okeke,
2014)

(Hamizah ve dig.,

2012)

(Eggadi ve dig.,
2014)

(Hansra ve dig.,

2014)

(Soheil ve dig.,
2015c¢)

(Soheil ve dig.,
2015c¢)

(Najmuddin ve

dig., 2016)

(Liu ve dig., 2016)

(Minarni ve dig.,

2017)

(Torres ve dig.,

2018)
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NCBI/PubMed veri tabaninda 2020 verilerine gore A. muricata’nin kanser lizerinde

etkisini inceleyen 61 ¢alisma bulunmaktadir. (NCBI PubMed, 2020)
A. muricata lizerinde yapilan tiim ¢alismalar gosteriyor ki:

- Kanser hiicrelerinin sitotoksisitesini uyardigi,
- Kanser hiicre metabolizmasini engelledigi,
- Kanser hiicre apoptozunu indiikledigi,

- Kanser hiicrelerinin tiimdr biiytimesini ve metastazini inhibe ettigi gézlenmistir.

MNon-stem (cancer) cell metabalism

rebic glycolysis k. 4 Silibini Y — glycolysis
HGLUTs/HK- : 1 H?gﬂG{sUTsmK-l[
lactate formation ! > | lactate formation 1 TCA cycle
LDH-A activity 3 1 LDH-A activity + AMPK
‘P | PPP 1 mitochondrial
lesterol 3 e 1 cholestero! dehydrogenases
sphatidylcholine | phosphatidylchaline
AKUERK ; 1 MTORIAKVERK

Sekil 1.10: 4. muricata’nin Kanser Hiicresine Etkisi (Francesca ve dig., 2015)

A. muricata; hepatoprotektif ve bilirubin diisiliriicii aktivite, antiplazmodyal aktivite,
gastroprotektif aktivite ve molluscicidal aktivite gibi daha bir¢cok biyolojik aktiviteye
sahiptir. (Soheil ve dig., 2015a)

1.7.4. A. muricata’nin Molekiiler Etki Mekanizmasi ve Toksisitesi

1999 yilinda Lancet Journal’da yayinlanan bir ¢alisma, tropik meyvelerin tiikketimi ile
atipik Parkinsonizm insidansi arasinda olast bir iligkinin oldugunu ve asetojenin
tilketiminin norodejeneratif bozukluklardan sorumlu c¢evresel bir norotoksine sebep

olabilecegini ileri siirdii. (Caparros ve dig., 1999) (Bonneau ve dig., 2012)

A. muricata kanser hiicrelerinde hiicresel biiyliime, migrasyon, apoptoz ve anjiyogenez
stiresini ilerletebilecek sinyal iletim yolagi olan mTOR/AKT/ERK yolaginda diislise sebep

oldugu gozlenmistir. (Francesca ve dig., 2015)
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1.7.4.1. Apoptoz Mekanizmast

Okaryotik ve prokaryotik organizmalar dogarlar, belli bir siire icinde yasarlar ve dliirler.
Yagsamin bu sekilde siirdiiriilmesi organizmay1 olusturan hiicrelerin sayisal dengesi i¢in ¢ok
onemlidir. Organizmada yeni hiicreler meydana gelirken, varolan hiicrelerin bir kismi
hiicre oliimii ile ortadan kaldirilmakta, boylelikle organizma igerisinde homeostazi yani
denge saglanmaktadir. Hiicre Oliimiiniin {i¢ ¢esidi vardir. Bunlar; Apoptoz, Nekroz ve
Otofajik hiicre dliimiidiir. ilk kez 1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan kullanilan
apoptozis terimi; hiicrelerin kendi kendilerini yok ettikleri, genlerle diizenlenen, programli,
organizmada homeostaziyi koruyan bir hiicre Olim tipidir. (Kerr ve dig., 1972)
Programlanmis hiicre 6limii veya fizyolojik hiicre olimii de denilen apoptozis
mekanizmasinin diizenlenmesinde; kalsiyum, seramid, Bcl-2 ailesi gibi molekiiller, p53,
kaspazlar, sitokrom-c gibi proteinler ve mitokondriyonlar rol oynar. Bcl-2 ailesi;
proapoptotik tiyeler (Bad, Bax, Bid, BclXs, Bak, Bim, Puma ve Noxa) ve antiapoptotik
tiyeler (Bcl-2, Bel-xL ve Mcl-1) olarak iki kisma ayrilir.

@ Ligand

Apoptozom

Sekil 1.11: Intrensek ve Ekstrensek Apoptoz Mekanizmasi (Loreto ve dig., 2014)

Apoptozise gidemeyen ve genetik olarak degismis hiicreler ise kanser gelisimine neden
olur. Oyleki kanser hiicrelerinin saglikli hiicrelerden farki; apoptozisten kagmasi,
kontrolsiiz bir sekilde boliinerek dokuyu istild etmesidir. (Adrain ve Martin, 2001)
Apoptotik yolakta 4. muricata’nin molekiiler etkisi; Bax genini yukar1 ekprese ederken,

Bcl-2 genini agagi1 ekprese ettigi gdzlenmistir. (Priya ve Ranjit, 2016)
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1.7.5. A. muricata’nin Diinyada Etnomedikal Kullanim

Toplam diinya niifusunun % 80’inden fazlasi, temel saglik ihtiyaclarini karsilamak igin
geleneksel ilaclara bagimlidir. Bir ilacin gelismesi ve piyasaya siiriilmesi firmalarin milyon
dolarlik biitceleri ile miimkiindiir ve maalesef basta kendi iilkemiz olmak iizere bir¢ok tilke
bu ilaglar temin etmek icin biiyiik ekonomik sorunlar ile kars1 karsiya kalabiliyor. Bunun
icin alternatif tedavi yontemlerin gelistirilmesi ve sifali bitkilerin ekimi ve korunmast
gerekmektedir. Diinya genelinde A. muricata bitkisi ¢esitli amaclar i¢in kullanilmaya
baslandi, iilkemizde de bu bitki kullaniminin yayginlastirilmasi i¢in bitki iizerinde tedayl

caligsmalar yapilmalidir.

Tablo 1.6: A. muricata’nin Etnomedikal Kullanimi (Soheil ve dig., 2015a)

Kanser, Depresyon, Mantar Enfeksiyonlari, Hipertansiyon,
Amerika Birlesik Devletleri S
Bagirsak Parazitleri, Tiimorler.

Apse, Bronsit, Gogiis Problemleri, Oksiiriik, Diyabet, Ishal,
Dizanteri, Odem, Ates, Bagirsak Kolik, Bagirsak Parazitleri,

Brezilya . et .
Karaciger Sorunlari, Nevralji, Sinirlilik, Agri, Romatizma,
Spazmlar.
Meksika Ishal, Dizanteri, Ates, Gogiiste Soguk Alginlig1.
Artrit, Astim, Safra Yetmezligi, Dogum, Kanser, Dizanteri,
Diger Ulkeler Ates, Kalp Problemleri, Bobrek Problemleri, Karaciger

Bozukluklari, Sitma, Sagkiran ve Mide Problemleri.

1.7.6. Ticari Olarak Satilan 4. muricata Uriinleri

i Graviola

Sekil 1.12: A. muricata Uriinleri (Yaprak, Meyve Ozii, Kapsiil ve Cay)
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1.8. iki Boyutlu ve U¢ Boyutlu Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirti, canli hiicrelerin ait olduklar1 organizma disinda yani laboratuvar ortaminda
(in vitro) kiiltiire edilmesi islemidir. Kiiltiire alinmis hiicrelerin normal islevlerini ve
canliliklarini siirdiirebilmeleri icin sicaklik, pH, iyonik giic ve esansiyel besinlerin girisi
tam bir organizmadaki sartlara miimkiin oldugunca yakin olmas1 gerekir. Kiiltiirler
sicakligin, atmosferin ve nemin kontrol altinda tutuldugu inkiibatorlerde saklanir. Hiicre
kiiltiir laboratuvarinda en sik karsilasilan bakteri ve fungal kontaminasyon riskini azaltmak
icin genellikle kiiltiir ortamina Gentamisin, Penisilin ve Streptomisin gibi antibiyotikler
eklenir. Bir kiiltiir ortaminin temel bilesenleri; inorganik tuzlar, karbonhidratlar,
aminoasitler, vitaminler, yag asitleri, lipidler, proteinler, peptidler ve serumdur. Serum
olarak hiicre kiiltiir ortaminda hiicrelerin ¢ogalmasi i¢in kullanilan, hormon, enzim ve
bliylime faktorleri iceren Fetal Bovin Serum (FBS) kullanilir. Aminoasit olarak temel bir
aminoasit olan L-Glutamin; NAD, NADPH ve niikleotidler i¢in azot saglar ve

metabolizma i¢in ikincil bir enerji kaynagidir.

Hiicre kiltlirii ilk kez Harisson tarafindan 1907 yilinda, kurbaga sinir hiicrelerinin
incelemesinde kullanilmigtir. (Harrison ve dig., 1907) Harisson’dan sonra hiicre kiiltiirii

fare, maymun, insan gibi bir¢ok farkli organizma iizerinde denenmis ve caligilmistir.

Iki boyutlu (2B) kiiltiir sistemi hiicre kiiltiir calismalarinda pek ¢ok arastirmaci tarafindan
kullanilan bir sistem olmak ile birlikte in vivo ortamu iyi bir sekilde yansitamamaktadir. iki
boyutlu sistemlerde hiicrenin tutundugu yiizeye bagl olarak tepkileri, salgilanan maddeler
ve eksprese ettigi genler farklilik gostermektedir. Bununla birlikte kontrol edilebilir,

tekrarlanabilir ve ekonomik olmasi iki boyutlu kiiltiir sisteminin avantajlari1 arasindadir.

Iki Boyutlu Hiicre Kiiltiiriiniin Dezavantaijlari:

1. Kimyasal maddelerin davranislar iizerine olan karmasik etkileri incelenemez ve bu
ylizden manipiilasyon hatalar1 gozlenir.

2. Hiicreleri uzun siire dondurmak, biyokimyasal ve genetik degisikliklere sebep olabilir.
Ayrica normal dokulardan elde edilen hiicre soylar1 yavas yavas c¢ogalma
potansiyellerini kaybederler.

3. In vivo kosullarinda sahip olduklari ekstraselliiler matriks (ing. ECM) etkilesimlerinin
ve bazal lamina bilesenlerinin yoksunlugu, tamamlanmamus farklilasmaya sebep olarak

tam morfolojilerini sergileyemezler.
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iki boyutlu hiicrelerin rutin bakiminda ortammn pH durumu ve hiicrelerin durumuna gére;

beslenmeli, boliinmeli (pasajlanmali) ve sonraki ¢caligmalarin devami i¢in dondurulmalidir.

Son 20 yilda iki boyutlu kiiltiir sistemine kiyasla artan {i¢ boyutlu (3B) kiiltiir sistemi, iki
boyutlu kiiltiir sistemine gore in vivo sisteme daha yakin olabilmektedir. Ug boyutlu kiiltiir
sistemlerinde, salgilanan hiicre ylizey reseptorleri, ¢ogalma 6zellikleri, hiicre yogunlugu ve
metabolik fonksiyonlar iki boyutlu kiiltiir sistemleri ile karsilastirildiginda farkliliklar
gostermektedir. Yapilan bir ¢alismada, insan yumurtalik kanser hiicrelerinin ii¢ boyutlu
kiiltiirde Taksole kars1 gosterdikleri dayaniklilik iki boyutlu kiiltiire goére daha fazla oldugu
tespit edilmistir. (Demiray ve dig., 2011)

Ug boyutlu hiicrelerde kiire (ing. sphereoid) yapisinin olusma hizi, kiire yapisinin

biiyiikliigii ve canliligin iyi korunmasi gibi faktorler géz oniline alinarak en uygun yontem

secilir. [Sekil 1.13:]
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(B)
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Sekil 1.13: Ug Boyutlu Hiicre Kiiltiir Metodlar1 (Passamai ve dig., 2016)

(A) Asili Damla Kiiltiirii (B) Yapismayan Yiizeyde Tek Hiicre Kiiltiiri (C) Mikrokaliplama Teknik (D) Donen Flask Kiiltiir (E) Donerek
Calisan Hiicre Kiiltiirii (F) Primaria Kaplar1 Uzerinde Hepatosit Toplama (G) Gozenekli 3Boyutlu iskeleler (H) PNIPAA Bazli Hiicre
Tabakalarmm Kullanimi (I) Santrifiijleme Pelet Kiiltiir (J) Elektrik, Manyetik veya Akustik Kuvvet Hiicresi Agregasyon Artisi (K, L)

Timor Sferoidlerinin ve Polarize Epitelyal Kistlerin Monoklonal Biiyiimesi
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1.8.1. Asihh Damla Metodu (ing. Hanging Drop Metod)

Diger birgok {i¢ boyutlu kiiltiir sistemlerine kiyasla maliyeti diisiik ve herhangi bir 6zel
ekipman gerektirmeyen asili damla metodunda, hiicre-hiicre veya hiicre-ekstraselliiler
matriks (ing. ECM) etkilesimi iizerindeki etkileri ortaya ¢ikarir ve ¢ok kii¢iik miktarlarda
herhangi bir biyolojik maddenin eklenmesini kapsayacak sekilde uyarlanabilir. Yontem
ayrica hiicreler arasindaki iligkileri belirlerken hiicre-hiicre veya hiicre-ECM
etkilesimlerinin roliinii agikliga kavusturmak igin iki ve/veya daha fazla farkli hiicre
popiilasyonunu birlikte kiiltiirlemek i¢inde kullanilabilir. Ko-kiiltiir (ing. co-culture) de
denilen iki ve/veya daha fazla farkli hiicre popiilasyonlarinin hiicreleri arasindaki mekansal

iligkileri  belirterek, hiicrelerin diger hiicrelere karst roliinii aydinlatmak igin

kullanilabilmektedir.
Kapak
ﬁ Ecﬂiﬂjhﬂcri'_—‘mllf*ﬂl—_,—
Hanging Drop Flate ||

Sirah tchumlanmis coklu hiicre tipleri

=~/ AL AL SET

Hame il . B ®
: \ 4
IF 3raF IR ARAEaE

Asih Damla Hiicre Toplam Kiire Yapis1 Coklu hiicre tipi sferoidlerin asma telmigiyle fiizyonu

Sekil 1.14: Asili Damla Metodu (Asghar ve dig., 2013)

1998 ve 2017 yillar1 arasinda yapilan ii¢ boyutlu hiicre kiiltiiri NCBI/PubMed caligmalari
asagidaki grafikte gosterildigi gibidir. 1998 yilinda 13 calisma yapilmisken, 2017 yilinda

1319 caligma yapilmistir. [Sekil 1.15:]
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Sekil 1.15: Ug Boyutlu Hiicre Kiiltiir Calismas1
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1.9. Drosophila melanogaster Model Organizmasi

Meyve sinegi veya sirke sinegi olarak da bilinen Drosophila melanogaster, Diptera
takimma ait bir bocek tiiriidiir. ik kez 1909 yilinda Thomas Hunt Morgan tarafindan
genetik calismalarda kullanilan bu model organizma, dokular ve genler arasindaki ayrintili
etkilesimleri inceleme olanagr sunmaktadir. Laboratuvar ortaminda yaklagik 25 °C
sicaklikta ve % 60 nem oraninda yasamakta, degisen sicaklik kosullarinda ise yasam
dongiisiiniin siiresinde degisiklik meydana gelmektedir. Bir D. melanogaster canlisi, yasam
dongiisiinde tam metamorfoz gecirir ve yasamini 4 asamada tamamlar. Bu evreler;

embriyo, larva, pupa ve yetiskin evreleridir. (William ve dig., 2011)
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Sekil 1.16: D. melanogaster Yagsam Dongiisti (Yazicl, 2017)

Laboratuvar ortaminda bakiminin ve yetistirilmesinin kolay olmasi, ¢cok fazla dél verebilen
bir tlir olmasi, kisa yasam dongiisiine sahip olmasi, herhangi bir etik kaygi icermemesi ve

genom diziliminin tamamlanmis olmasi bu canlinin en biiyiik avantajlar arasindadir.

D. melanogaster canlisinin tiim genomu dizilenmis olup yaklasik 13.600 gen oldugu tespit
edilmistir. (Rand, 2010) 2001 yilinda agiklanan Insan Genom Projesi ile, genetik
sifremizin ¢Oziilmesi kanser, alzheimer, parkinson gibi genetik temeli olan bazi
hastaliklarin tedavi edilebilecegini gozler dniine sermistir. Basta kanser olmak iizere birgok
hastaligin genetik temeline bakildiginda, % 75-77 civarinda insan ile D. melanogaster’in

benzer oldugu gozlenmistir. (Bernards ve Hariharan, 2001)
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1.10. Biyoinformatik Programlar

Molekiiler biyoloji, tibbi biyoloji, genetik ve biyokimya laboratuvarlarinda yapilan
calismalar sonucunda pek ¢ok sayida genomik bilgi elde edilmis, elde edilen bilgilerin bir
araya getirilip kullanilir hale getirilmesi i¢in bilim insanlar1 yeni ve multidisipliner bir
bilim dal1 olan biyoinformatik bilimine ihtiya¢ duymustur. Biyoinformatik bilimi, biyolojik
bilgilerin saklanmasi i¢in veritabanlarinin olusturulmasi ve biyolojik olaylarin molekiiler

diizeyde aciklanmasina yardimci olmaktadir. (Polat ve Karahan, 2009)
Biyoinformatikte en sik kullanilan veritabanlart:

- Niikleotid Dizilim Veritabanlar1 (Ensembl ve NCBI)

- Protein Veritabanlar1 (UniProt, InterPro ve PDB)

- Veri Madenciligi (BioMart)

- Dizi Hizalama ve Karsilastirma (Clustal ve Blast)

1.10.1. Protein Veri Bankasi (ing. Protein Data Bank, PDB)

1971 yilinda kurulan Avrupa tabanli protein veri bankas1 ve Amerika tabanli protein veri
bankasi; protein, RNA ve DNA gibi biyolojik molekiillerin {i¢ boyutlu yapilarint /. pdb]
dosya format1 bigiminde gosteren veritabanidir. Bu veritabaninda yer alan bilgiler X 1511
kristalografisi veya niikleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi yontemleriyle
saglanmaktadir. Resmi internet sitesinde Haziran 2020 verilerine goére 163141

makromolekiil yapiya ulagilmistir. (PDB, 2020)

RCSBPDB  Deposit - Seach~ Viswslize - Anghze - Download - Leam ~  More - -
, e =]
PROTEIN DATA BANK ™ ueation Advan
AT 5 RhE @ores gilljmue g S l'l!ﬂﬂ
P f
A Structural View of Biclogy October Molecule of the Month

This resource is powered by the Protein Data Bank archive-information about the
3D shapes of proteins, nuclei acids. and complex assemblies that helps
students and researchers understand sll aspects of biomedicine and agriculturs

”~ -
* Deposit from pratein synthesis to health and disesss

‘As @ member of the wwPDB, the RCSB PDB curates and annotates PDE data.
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Q 2kl The RCSB PDB builds upen the data by creating tools and rescurces for

rescarch and education in melesular biolegy, structurs biology. computations
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TEAM
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Sekil 1.17: Protein Data Bank Internet Sayfasi
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1.10.2. PubChem Programi

2004 yilinda kurulan, Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Saglik Dairesi’ne bagli kimyasal

molekiillerin veri bankasidir.

PubChem

@ BioAssay @ DD Compound (@

Substance @

Limits

“ G0 Advanced

Try the PubChem Search Beta

Mew PubChem presents at the American Chemical Society Mational Meeting in Boston
(August 19-23, 2018). Read more...

Mew PubChem BioAssay Tools, a legacy collection of bioactivity analysis services, will be
retired on Nov. 1, 2018. Read more...

Sekil 1.18: PubChem Internet Sayfasi

1.10.3. Molekiiler Kenetlenme (ing. Molecular Docking) Program

20. ylizy1l ortalarinda bilim insanlari, yeni ilag etken maddesi bilesiklere ulasabilmek igin
kimyasal bilesiklerin molekiiler yapilari ile biyolojik etkileri tanimlama adina bilgisayar
destekli ila¢ tasarim programlar1 gelistirdiler. Burada temel amag belirlenen molekiiliin
(yani ligandin) hedef bolgeye (yani proteine) baglanip baglanmadiginin tespit edilmesi ve
molekiiliin muhtemel bir ila¢ olma potansiyelini arastirmayi amaclamaktadir. Molekiiler
docking yontemi iic boyutlu yapist belli olan, reseptdr-ligand baglanma enerjilerini
belirleyebilmekte ve reseptoriin  baglanma  bolgesinde ligandin  pozisyonunu

canlandirabilmektedir. Docking hesaplama islemi ii¢ ana basamakta gerceklesmektedir:

- Bir hedef protein ve ligandin {i¢ boyutlu yapisinin belirlenmesi.
- Hedef protein-ligand baglanma enerjilerinin skorlanmasi.
- Baglanma enerji skorlarinin siiflandirilmasi ve aminoasit baglanma bdlgelerinin

goriintiilenmesidir.

Bu amagcla kullanilan AutoDock programi protein-ligand baglanma enerji diizeyleri
hakkinda bize bilgi verirken, VMD programu protein-ligand goriintiisii ve hangi aminoasit

bolgelerinden baglandig1 hakkinda bizi bilgilendirir. (Forli ve dig., 2016)
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Sekil 1.19: AutoDock 1.5.6. Programi
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VMD is a molecular visualization program for displaying, ani and analyzing large bi systems using 3-D graphics and built-in scripting. VMD supports computers running MacOS X,
Research Unix, or Windows, is distributed free of charge, and includes source code.
(more details...)
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Sekil 1.20: Visual Molecular Dynamics (VMD) Programi

1.10.4. Image J Program

Java temelli olarak iiretilmis bir program olan image J programi; JPEG, BMP, GIF ve TIF
gibi bircok formatta resimleri diizenlemeye yarayan programdir. Bu programi kullanarak
resimlerin boyutlari, renkleri ve parlakligi degistirilebilir. 1970 yilinda Wayne Rasband’in
ilk goriintiileme programi olan Image, 1987 yilinda II. Mac’in kullanima sunulmasi ile

birlikte NIH Image olarak kullanilmaya baslandi. (https://imagej.nih.gov/)

Tez calismasinda, mikroskop goriintiilerin renklendirilmesi ve ii¢ boyutlu hiicre alanlarin

belirlenmesinde image J programi kullanilmugtir. (image J 1.52a, Java 1.8.0_112 (64Bit))

28



2. KAYNAK ARASTIRMASI

““Annona muricata bitkisinin meme kanseri hiicre hattinda ve Drosophila melanogaster
model organizmasindaki molekiiler etkisinin incelenmesi’’ adli tez calismasinda 100’e
yakin kaynak arastirmast yapilmistir. Bu kaynaklarin 5 tanesi, tez c¢alismasinin

sekillenmesinde kilit rol oynamistir.

“’Molecular Docking Studies of Bioactive Compounds from Annona muricata Linn as

Potential Inhibitors for Bel-2, Bel-W and Mcl-1 Antiapoptotic Proteins®’

2018 yilinda Apoptosis dergisinde yayinlanan bir ¢alismada, 4. muricata’da bulunan 10
fitokimyasal madde (bullatakin, annokatalin, annomuricin A, annomuricin B, annonacin
anonain, coreximin, annonacinone, murisolin ve sinpharin) ligand olarak se¢ilmis, Bcl-2,
Bcel-W  ve Mcl-1 reseptorleri ile olan bag enerjileri AutoDock 4.2 yazilimi
kullanilarak docking hesaplama yapilmistir. On klinik ilag olarak kullanilan obatoksine
kiyasla, 6zellikle Bcl-2 ve Mcl-1’e kars1 4. muricata’nin yiiksek afiniteye sahip oldugu
gbzlenmistir. (Mohamad ve dig., 2018)

“’Annona muricata Leaf Extract Triggered Intrinsic Apoptotic Pathway to Attenuate

Cancerous Features of Triple Negative Breast Cancer MDA-MB-231 Cells*’

2018 yilinda yapilan bir ¢alismada, A. muricata yaprak 6ziiniin li¢lii negatif meme kanseri
hiicre hatti olan MDA-MB-231 hiicreleri iizerinde ve kontrol grubu olarak MCF-7
hiicreleri tlizerindeki apoptotik mekanizmalar1 aydinlatilmistir. Calismada 4. muricata’da
bulunan aktif bilesenlerin mitokondriyal apoptozu ve hiicre proliferasyonunu bastirdigi ve

hiicre motilitesini azalttig1 tespit edilmistir. (Kim ve dig., 2018)
“’Prune cAMP Phosphodiesterase Binds nm23-H1 and Promotes Cancer Metastasis‘’

2004 yilinda Cancer Cell‘de yayinlanan bir ¢aligmada, 59 metastatik meme kanseri
hastasinin 22’sinde (% 37) asir1 eksprese olan bir gen tespit ettiler. Bu gen bdlgesi
bakterilerdeki DNA onarim proteini olan Rec] niikleaz gibi birgok fosfoesterazi igeren
DHH siiper ailesine ait h-prune geniydi. Bu genin tespit edilmesinde model organizma
olarak Drosophila melanogaster canlisim kullandilar. Caligmanin sonucunda h-prune geni
metastatik meme kanseri hastalarinda yukar1 ekprese (ing. upregulated) olurken, nm-23

geni asag1 ekprese (ing. downregulated) oldugu gozlenmistir. (D’Angelo ve dig., 2004)
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“’ Annona muricata: A Review of Its Traditional Uses, Isolated Acetogenins and Biological

Activities®’

2015 yilinda Soheil ve arkadaglarinin hazirlamis oldugu derlemede, 4. muricata bitkisinin
geleneksel kullanimindan, yapisindaki izole asetojenlerden ve bu bitkinin biyolojik

aktivitelerinden bahsedilmistir. (Soheil ve dig., 2015a)

’Acetogenins from Annona muricata as Potential Inhibitors of Antiapoptotic Proteins: A

Molecular Modeling Study*’

2016 yilinda bir grup bilim adami, 4. muricata’dan elde edilen asetojeninlerin molekiiler
modelleme ¢aligmast olan molekiiler docking hesaplamast yapmistir. Calismada
antiapoptotik protein olarak Bcl-XI ve Bel-2 reseptorleri kullanilmig, hedef molekiil olarak
ise annomuricin A, annoheksosin, muricatocin A, annomuricin D ve muricatetrocin A/B
gibi ligandlar kullanmilmistir. Caligmanin sonucunda annomuricin A, annoheksosin,
muricatocin A, annomuricin D ve muricatetrocin A/B gibi asetojenlerin, Bel-2 ve Mcl-1 ile
karsilastirildiginda Bel-X1 ile giliglii baglanma etkilesimleri sergiledigi gozlenmistir.
(Priya ve Ranjit, 2016)

Tablo 2.1: Tez ile iliskili Oldugu Diisiiniilen Makale Sayis1 (NCBI PubMed, 2020)

Konu Makale Sayisi
A. muricata 247
A. muricata and cancer 61
A. muricata and molecular docking 5
D. melanogaster and cancer 3678
D. melanogaster and molecular docking 138
A. muricata and D. melanogaster 0

A. muricata and D. melanogaster and cancer and

molecular docking

A. muricata bitkisinin meme kanseri hiicre hattinda ve D. melanogaster model
organizmasinda molekiiler etkisinin incelenmesine ait bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu

yiizden tez calismamiz literatiire 6zgiin bir deger katacaktir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Hiicre Hatlanr

MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatt1 Kirsehir Ahi Evran Universitesi Kanser ve Kok

Hiicre laboratuvarinda temin edilen bir tiir meme kanseri hiicre dizisidir.
3.1.2. Kimyasal ve Reaktifler

Tablo 3.1: Calismada Kullanilan Kimyasal ve Reaktifler

Kullanim Amaci Kimyasal ve Reaktif Uriin Firma Ad1
RPMI-1640 Medium Biological Industries, Israil
Fetal Bovin Serum (FBS) Biological Industries, Israil
Hiicrelerin Rutin Gentamisin Biological Industries, Israil
Bakupy Tripsin-EDTA Biological Industries, Israil
Phosphate Buffered Saline (PBS) Biological Industries, Israil
Dimetil Siilfoksit (DMSO) Amresco®, ABD
Matrigel BD Biosciences, ABD
Hiicre invazyon Analizi Giemsa Cozeltisi Merck, Almanya
Metanol (% 100), Formaldehit (% 37) Tekkim, Tiirkiye
Memeli Hiicresi RNA Izolasyon Kiti GeneAll®, Kore
XTT Analiz Kiti Biological Industries, Israil
Ticari Kitler
c¢DNA Sentez Kiti GeneAll®, Kore
Meyve Sinegi RNA izolasyon Kiti Zymo Research, ABD
Meyve Sinegi Agar Oxoid"™, Ingiltere
Bakim Yeast Ekstrakt Himedia, Hindistan
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3.1.3. Makine ve Techizat

Tablo 3.2: Calismada Kullanilan Makine ve Techizat

Kullanim Amaci

Makine ve Techizat

Uriin Firma Ad

Hiicresel Calisma

Molekiiler Caliyma

Meyve Sinegi Calismasi

Malzeme Depolanmasi

Diger Cihazlar

CO; Inkiibatér
Laminar Akimli Kabin
Inverted Mikroskop
Mikroskop Kamerasi
Stereo Mikroskop
PCR Cihazi
Vorteks
Mini Santrifiij Cihaz1
Santriftij Cihazi
Nanodrop Cihaz1
ELISA Okuyucusu
Jel Yiikleme Cihazi
Jel Goriintiileme Cihazi
Sinek Ila¢ Deneme Sistemi
Hassas Terazi
Isiticili Manyetik Karistiric
Buzdolabi (+4 °C)
Buzdolab1 (-20 °C)
Derin Dondurucu (-80 °C)
Masa Ustii Bilgisayar
Diziistii Bilgisayar

Diziistii Bilgisayar

Niive EC 160, Tiirkiye
Niive MN 090, Tiirkiye
BAB, Tiirkiye
Leica, Almanya

Leica, Almanya

Thermo Hybaid, ABD
IKA® Vortex, ABD
Niive NF 024, Tirkiye
Niive NF 400, Tiirkiye
Mecasys Obtizen NanoQ, Kore
BIOTEK ELXS808, ABD
Thermo Scientific, ABD
BIO-RAD, ABD
Marangozda yapildi.
KERN, Almanya
IKA®C - MAG HS 7, ABD
Vestel, Tiirkiye
Vestel, Tiirkiye
ARCTIKO, Danimarka
Hewlett Packard (Hp), ABD
Hewlett Packard (Hp), ABD

Lenova core i5, Hong Kong
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3.2. Metod

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

3.2.1.1. MCF-7 ve MDA-MB-231 Hiicre Hattimin Iki Boyutlu Gelistirilmesi

MCF-7 ve MDA-MB-231 kanser hiicre hatt1 % 10 (v/v) Fetal Bovin Serum ve % 1 (v/v)
Gentamisin antibiyotigi eklenmis % 88 (v/v) RPMI-1640 [Ek 1] besiyerinde 37 °C’de % 5
karbondioksit inkiibatdriinde ve 75 cm?®’lik flasklarda iiretilmistir. Flask igerisine 12 mL
taze medium ilave edilmistir. [Sekil 3.1:] Flask yilizeyinin % 80’1 hiicreler tarafindan
kaplandikga, hiicreler tripsin-EDTA kullanilarak pasajlanmistir.

o
EIRer + fcoviral
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Sekil 3.1: MDA-MB-231 ve MCF-7 Hiicrelerin Iki Boyutlu Gelistirilmesi
3.2.1.2.  Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler flask tabaninda sikisitk bir duruma gelince besi ortamindan yeterince
faydalanamaz ve kontakt inhibisyon adi verilen mekanizma ile ¢ogalmalari durur. Bu
durumda hiicrelerin pasajlanmasi gerekir. Hiicre pasaji, hiicrelerin yiizey alanindan substrat
ile ayrilmasi ve yeni kiiltiir sisesine aktarilmasi anlamina gelir. Hiicreler kiiltiir sisesinin
ylizey alanmi biiyiilk Olgiide kapladiklarinda, laminer akis kabininin igerisinde

tripsinizasyon yoluyla kaldirilir.

Bu islem g6z oniine alinarak, dncelikle hiicreler mikroskop altinda incelenmistir ve % 80
flask tabanini kapladigi (ing. konfluent) gozlenmistir. Flask igerisindeki 12 mL hiicre
mediumu ¢ekilip, 5 mL Fosfat Tamponlu Salin (ing. PBS) ile yikanmigtir. Hiicrelerin
iizerine 2 mL tripsin-EDTA ilave edilip hiicreler flask tabanindan ayrilana kadar 37 °C’de
5 dakika inkiibe edilmistir. Flask tabanindan kalkmis olan hiicreler mikroskopta
gbzlenmistir. Tripsinin hiicreler iizerindeki toksik etkisini inhibe etmek i¢in 4 mL hiicre

mediumu ilave edilip gerekli sayida hiicre yeni bir kiiltiir sisesine aktarilmistir.
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3.2.1.3.  Tripan Mavisi ile Hiicre Sayimi

Tripan mavisi boyasinin aktivitesi, kromoforun negatif yiiklii oldugu ve membran hasar
gormedigi siirece hiicre ile etkilesime girmedigi duruma baglidir. (Freshney, 1987) Bu
nedenle 6lii hiicreler maviye boyanir ve 6lii olmayan hiicreler tripan boyasi ile boyanmaz.
Tripsin-EDTA ile kaldirilan hiicre soliisyonu tripan mavisi soliisyonu ile 10:1 oram
kullanilarak karistirilir. Bu oran baz alinarak 250 pL hiicre soliisyonu, 25 pL tripan mavisi

soliisyonu ile karigtirilip hemositometri (thoma lami) tizerinde hiicreler sayillmistir.
Denklem 3.1: Tripan Mavisi ile Hiicre Sayimu

ImL ‘deki Hiicre Sayisi = Karelerdeki Hiicre Sayist x Seyreltme Faktorii x 4 x 10°

3.2.1.4. MCF-7 ve MDA-MB-231 Hiicre Hattimin U¢ Boyutlu Gelistirilmesi

Hiicre hatlart ii¢ boyutlu asili damla yontemi kullanilarak kiiresel (ing. spheroid) olarak
cogaltilmistir. Hiicre siispansiyonu hazirlandiktan sonra [Sekil 3.2:]’de gosterildigi gibi
pipet yardimiyla 10 pL (= 10.000 hiicre) hiicre siispansiyonu petrinin {ist tabanina
birakilmistir. Nem kontroliinii saglamak i¢in petrinin alt tabanina 5 mL PBS eklenmistir.

Ardindan hiicreler 37 °C’de % 5 karbondioksitli inkiibatorde tiretilmistir. (Foty, 2011)

-~
-
~
-~
~

Sekil 3.2: MDA-MB-231 ve MCF-7 Hiicrelerin Ug Boyutlu Gelistirilmesi

Hiicre hatlarinin asili damla yonteminde kiiresel olarak etkin bir sekilde biiyiime saglamasi
icin her giin kuyucuklara 5 pL taze besiyeri dikkatlice eklenmigtir. MCF-7 hiicre hatt1 ii¢
giin, MDA-MB-231 hiicre hatt1 bir gilinlin sonunda kiiresel sekil alip 200-300 mikron
boyutuna ulasmustir. (Image J, 2018) Hiicrelerin morfolojik karakterizasyonu mikroskop

yardimiyla 5 giin boyunca kontrollii olarak incelenip fotograflanmistir.
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3.2.2. Hiicre Motilitesini ve Hiicre Istilasim Tespit Etmek

3.2.2.1. MCF-7ve MDA-MB-231 Hiicre Hatti Motilite Testi

Metastatik kabiliyeti belirlemek icin hiicre gé¢ analizi yapilmistir. (Kim ve dig., 2018) i1k
olarak, 6’1 kuyucuklu bir plaka icerisinde her kuyucuga yaklasik 2x10° hiicre ilave
edilmistir. Bir giiniin sonunda, hiicrelerin % 80 flask tabanini kapladigi gdzlenmistir. 10 uL
pipet ucu (beyaz renkte) yardimiyla, tek tabaka halinde hizli bir sekilde dikey bir yara
olusturulmustur. Igerisi taze medium ile aspire edildikten sonra 0., 6., 12. ve 24. saat

araliklarinda inverted mikroskop altinda dikey olarak ¢izilen yaranin fotografi ¢ekilmistir.

3.2.2.2. MCF-7 ve MDA-MB-231 Hiicre Hatt: Istila Analizi

Invazyon yeteneginin belirlenmesi metastatik fenotip igin ¢ok énemli bir konudur. MCF-7
ve MDA-MB-231 hiicrelerinin invazyon kabileyetini belirleyebilmek i¢in matrigel ile
boyden oda hiicresi invazyon analizi yapilmistir. Matrigel; Engelbreth Holm Swarm (EHS)
fare sarkoma hiicreleri tarafindan salgilanan, entaktin, kolojen ve laminin gibi yapisal

proteinlerden olusan bir protein karisimidir. (Tezcan, 2013)

I1k olarak, 24 kuyucuklu plakalara invazyon matrigeler [Ek 2] yerlestirilip her bir matrigel
bolmesi icerisine 200 uL medium (serumsuz) ve yaklasik 2x10° hiicre ilave edilmistir.
Matrigel bulunmayan alt bolme kuyucuklara 750 pL medium (serumlu) ilave edilip
matrigeller alt bolme kuyucuklara yerlestirilmistir. 37 °C’de % 5 COz inkiibator igerisinde
24 saat bekletilmistir. Matrigeller medium igerisinden c¢ikartilip matrigel igerisindeki
medium aspire edilmistir. Her bir matrigel 2 defa PBS ile yikanmustir. Hiicreleri sabitlemek
icin 2 mL formaldehit (% 3.7 PBS’de) ilave edilmistir ve 2 dakika kadar oda sicakliginda
bekletilmistir. Formaldehit uzaklastirilip 2 defa PBS ile yikanmistir. Hiicre gegirgenliginin
saglanmast i¢in 2 mL metanol (% 100) ilave edilip 20 dakika kadar oda sicakliginda
bekletilmistir. Metanol uzaklastirilip 2 defa PBS ile yikanmistir. Hiicrelerin goriiniirliigii ve
boyanmasi i¢in 1 mL giemsa boyasi ilave edilip plaka alimiinyum folyo ile kapatilmistir ve
15 dakika kadar oda sicakliginda bekletilmistir. Giemsa boyas1 uzaklastirilip 2 defa PBS
ile yikanmigtir. Matrigel i¢i, hassas bir sekilde tibbi pamuk ile temizlendikten sonra,
inverted mikroskop altinda hiicrelerin fotografi ¢ekilmistir. Ikinci invazyon analizinde; 6’l1
kuyucuk plakalara 200.000 hiicre ekimi yapilip 24 saat bekletilmistir. Hiicreler 2 mL
formaldehit (% 3.7 PBS’de) ile sabitlendikten sonra 1 mL giemsa boyasi ile boyanmistir ve
6’11 kuyucuk plakanin fotografi ¢ekilmistir. (Kim ve dig., 2018)
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3.2.3. Annona muricata Bitki Ekstraktinin Hazirlanmasi

Ticari olarak temin edilmis Annona muricata kapsiilleri (Best Naturals®, USA) % 100 saf
A. muricata yapragindan olusmaktadir. 4. muricata kapsiilii hassas terazide, belirlenen doz
miktarinca tartilmistir ve % 0.1 DMSO igerisinde c¢oziilmiistiir. [Ek 2] Bir orbital
calkalayict kullanilarak 1 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra santrifiij edilerek siipernatant

filtrelenmistir. (Mohamad ve dig., 2015)

3.2.4. MCF-7 ve MDA-MB-231 Hiicre Hatt1 Sitotoksisite Analizi

Iki boyutlu ve ii¢ boyutlu hiicre kiiltiiriinde biiyiitilen MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre
hattinda, 4. muricata’nin hiicreler tizerindeki sitotoksik etkisini ve hiicrelere uygulanacak

A. muricata bitki ekstrakt dozunu belirlemek icin sitotoksisite analizi yapilmistir.

A. muricata 6zIU iki boyutlu olarak gelistirilen MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin
sitotoksisitesi, Cell Proliferation XTT (2,3-Bis(2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenil)2H-
tetrazolyum) temelli sitotoksisite analiz kiti kullanilarak yapilmistir. Kuyucuk basma 8x103
hiicre gelecek sekilde hiicreler 96 kuyucuklu plakalara ekilmistir. Plakanin bir kolonu besi
yeri kontrolii olarak ayrilip buraya hiicre ekilmemistir. Ekimden bir siire sonra ilgili bitki
0zii seri diliisyonlar halinde kuyucuklara verilmistir ve 72 saat sonra formazan boyast
eklenmis XTT kimyasali (Her 96 kuyucuklu plaka i¢in 1 sise XTT Reagent A ve 100 uL
XTT Reagent B) her bir kuyucuga eklenerek 5 saat inkiibatorde bekletilmistir ve 450
absorbans araliginda ELISA okuyucusu kullanilarak optik yogunluklar hesaplanmustir.
Bitki 6zii verilmemis kuyularda % 100 biiyiime varsayilmistir ve farkli miktarda bitki 6zii
iceren kuyulardaki biiylime buna oranlanarak tespit edilmistir. Sonunda her bir bitki 6zii
konsantrasyonuna denk gelen biiyiime orani saptanip bitki 6zl direngliliginin Sl¢iisii olan

ICso degeri hesaplanmustir.

Ug¢ boyutlu gelistirilen MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerin sitotoksisite analizini
belirlemek i¢in; kiire seklindeki hiicrelerin morfolojileri mikroskop altinda kontrol
edilmistir ve belirlenen konsantrasyon araliklarinda bitki ekstrakti hiicrelerin iizerine
eklenmistir. Goriintiiler Image J v.1.8.0 programu ile islenip morfolojik degisim tablosu
olusturulmustur. Kontrol grubuna gore % 50 degisim orani, ii¢ boyutlu hiicreler i¢in uygun

doz (ICso) olarak belirlenmistir. [Ek 4]

Belirlenen doz miktari, iki boyutlu ve ii¢ boyutlu MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerine

uygulanmistir ve belirli saat araliklarinda hiicreler fotograflanmstir.
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3.2.5. Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (ing. RT-PCR)

3.2.5.1. MCF-7 ve MDA-MB-231 Hiicre Hatti RNA Izolasyonu

RNaz inaktivasyonu i¢in tiim materyaller, dietil karbonat (DEPC) ile islenmis damitilmis
su ile muamele edilmistir. [Ek 2] Ureticinin protokoliine gére toplam RNA izolasyonu i¢in
GeneAll®Hybrid-R™ RNA izolasyon kiti kullamlmistir. Yaklagik 1x10°ila 5x10%arasinda
degisen iki boyutlu ve ii¢c boyutlu MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicrelerinin iizerine 1 mL
RiboEx™ ilave edilip 5 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Hiicreler liziz oldugunda
tizerine 200 pL kloroform eklenip 12.000 g’de 15 dakika santrifiij edilmistir. (+4 °C)
Kolonun iist fazindaki 500uL seffaf siipernatant temiz bir ependorfa alinmistir ve 500 L
RBI Tampon ilave edilmistir. Pipetaj yapildiktan sonra karisim spin kolona (yesil)
aktarilmistir ve 10.000 g’de 30 saniye santrifiij edilmistir. Santrifiij tlip yenisi ile
degistirilmistir. Spin kolon iizerine 500 uL SWI Tampon ilave edilip 10.000 g’de 30 saniye
santrifiij edilmistir. Santrifiij tiip yenisi ile degistirilmistir. Spin kolon iizerine 500 pL
RNW Tampon ilave edilip 10.000 g’de 30 saniye santrifiij edilmistir. igerisinde herhangi
bir tampon kalmamasi i¢in 10.000 g’de 1 dakika bos santrifiij yapilmistir. 1,5 mL
etiketlenmis ependorflara spin kolonlar aktarilmistir. Son olarak 50 uL DNaz ve RNaz

icermeyen distile su ilave edilip 10.000 g’de 1 dakika santrifiij yapilmstir.
Izole edilen RNA’nin safligi ve konsantrasyon durumu NanoDrop ve agaroz jelde
belirlendikten sonra cDNA sentezi ile deneye devam edilmistir.

3.2.5.2.  NanoDrop ile Izole Edilen RNA’larin Olgiilmesi
Optik yogunlukta, izole edilmis toplam DNA ve RNA orneklerin konsantrasyonunun ve
safliginin belirlenmesi i¢in 260 nm ve 280 nm’de verdigi absorbans degerleri oranlanir.
(A260/A2s80) 260 nm’de DNA ve RNA maksimum absorbans degeri (veya dalga boyu)

gosterecektir. Ideal DNA saflik oram yaklasik 1.8 ve ideal RNA saflik orami ise yaklasik

2.0 olmalidir. Toplam RNA safliginin nicellestirilmesi i¢in kullanilan denklem:
Denklem 3.2: Toplam RNA Safliginin Nicellestirilmesi
[RNA] = A0 x Seyreltme Faktorii x RNA'nin Ortalama Ekstinksiyon Katsayist (40.0)

RNA saflig1 ve konsantrasyon degeri NanoDrop cihazi kullanilarak 6lciilmiistiir. Izole
edilen iki boyutlu ve ii¢ boyutlu MCF-7 ve MDA-MB-231 RNA 6rneklerinden 2 pL kadar

alinip cihaza yiiklenmistir. Cihazin verdigi konsantrasyon ve saflik degerleri gozlenmistir.
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3.2.5.3.  RNA Orneklerinin Agaroz Jel Uzerinde Goriintiilenmesi

RNA Orneklerinin kalitesi i¢cin DNA ve protein kontaminasyonun olup olmadigini
gbzlemlemek dnemlidir. Izole edilen RNA igerisinde DNA ve protein kontaminasyonunu
ogrenmek i¢in agaroz jel elektroforezi yapilmistir. En iyi sonuglara sahip olmak i¢in % 1
agaroz jel hazirlanmigtir. (Tezcan, 2013) Bu oran baz alinarak 0.5 gram agar hassas
terazide tartilmistir. Icerisine 50 mL 1XTAE Tamponu [Ek 2] ilave edilip 3 dakika kadar
mikrodalga firinda ¢ozdiiriilmiistiir. Erimis agaroz jel karigimi 2 dakika sogumaya birakilip
2 uL Etidyum Bromiir (EtBr) ¢ozeltisi ilave edilmistir. EtBr kanserojen bir 6zellige sahip
oldugu i¢in bu asamada dikkat edilir. Agaroz jel ¢ozeltisi elektroforez aparatina dokiiliip
dikkatlice tarak yerlestirilmistir. Bu asamada herhangi bir kabarcigin olugmamast
onemlidir. Jel katilagdiktan sonra tarak cikarimistir. 3uL RNA 0Ornegi ve 1 pL RNA
ylkleme boyas1 kanistirtlip kuyucuklara yiliklenmistir. Yiikleme islemi tamamlandiktan
sonra RNA oOrnekleri 150 Volt ayarinda 30 dakika yiriitiilmiistiir. UV 15181 altinda jel

goriintiileme cihazinda RNA 6rnekleri fotograflanmistir.

3.2.5.4. c¢DNA Sentezi ve Ekspresyon Analizi

Izole edilen tek zincirli mRNA’nin, ¢ift zincirli komplementer DNA’ya yani cDNA’ya
cevrilmesi gerekmektedir. Bunun igin cDNA sentezi yapilir. Ureticinin protokoliine gore
toplam cDNA sentezi i¢in GeneAll® HyperScript™ cDNA sentez kiti kullanilmigtir. Biitiin
cDNA sentezi siireci boyunca kullanilan malzemeler DEPC’li ve otoklavhidir. [Ek 2]

10 pg ve 500 ng arasinda total RNA i¢in gerekli hacimler kit protokolii ¢ercevesinde
hesaplanmistir. Bu hesapla her bir 6rnek i¢in; 1 pl. ANTP ve 1 pL Oligo DT primer
karisimi hazirlanmigtir. Belirlenen RNA hacimleri iizerine bu karisim ilave edilmistir ve
lizerine niikleaz free water (DNA ve RNA i¢ermeyen su) ilave edilmistir. PCR cihazinda 5
dakika 65 °C’de inkiibe edilip ardindan 1 dakika buz blok {izerinde bekletilmistir. Boylece
cDNA ilk zincir sentezi ger¢eklesmistir.

cDNA ikinci zincir sentezi i¢in ayr1 bir ependorf igerisinde; 2 pL. RTaz Reaksiyon
Tamponu (10x), 2 uL DTT (0.1 M), 1 pL HyperScript™ Reverse Transkriptaz ve 1 uL
ZymAll™ RNaz inhibitor karisimi hazirlanmistir. Bu karigim ¢cDNA ilk zincir sentezinde
elde edilen karisim ile birlestirilmistir. PCR cihazinda; 55 °C’de 60 dakika, 85 °C’de 5
dakika inkiibe edilmistir. [Tablo 3.3:] Nihal inkiibasyondan sonra cDNA firiinleri

ekspresyon analizi i¢in -20°C’de muhafaza edilmistir.
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Tablo 3.3: Amplifikasyon Kosullar

Pre-inkiibasyon 65 °C, 5 dk

Baglanma (ing. Annealing) 55 °C, 60 dk

Uzama (ing. Extension) 85°C, 5dk
Dongii Sayisi (ing. Cycle number) 40

Elde edilen cDNA’larin gen ifade diizeyini (ing. ekspression analysis) belirlemek i¢in
hizmet alimi kapsaminda revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyon (RT-PCR)
diizenegi kurulmustur. (Atlas Biyoteknoloji, Ankara) Revers transkriptaz polimeraz
zincir reaksiyonu yardimiyla mRNA ekspresyonunun kantitasyonu; kompetetif polimeraz
zincir reaksiyonu ve real-time polimeraz zincir reaksiyonuolarak iki ana basamakta
gerceklesmistir. Revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyon muhtemel basamaklari
[Sekil 3.3:] diizeneginde gosterilmistir.

Arastirma Ornekleri Veri Analizi

/ Total RNA > cDNA \

== 1 SYBR Green = “m $1 - e
? + gPCR MasterMix \' : 1=
= 5@

= " = i n =
& 13 -] -3 Ll &

Real-Time PCR

Sekil 3.3: Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyon Basamaklar1 (Qiagen Protocol, 2020)
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3.2.6. A. muricata Bitki Ekstraktinin in vivo Ortamda Uygulanmasi

Carolina Biyolojik Tedarik Sirketi'nden (ing. Carolina® Biological Supply, USA) temin
edilen yaklagik 50 adet Oregon-R soyu yabanil tip (ing. wild type) Drosophila

melanogaster ergin bireyler 25 °C sicaklik ve % 60 nem ortaminda yetistirilmistir.

3.2.6.1.  D. melanogaster Besiyeri Hazirlama ve Aktarma

Model organizma olarak kullanilan, daha ¢ok sirke sine§i veya meyve sinegi olarak da

bilinen D. melanogaster i¢in kiiltiir ortam1 hazirlanmistir. (Yazici, 2017)

600 mL distile su (dH20) manyetik 1siticili blok iizerinde kaynatilmistir. Kaynayan su
icerisine hassas terazide tartilmis 3.5 gram agar ve 2 gram yeast ekstrakt (maya 6ziitii)
eklenmistir. Topaklanma olmamast i¢in sik sik karigtirllmistir ve karigimin {izerine 50
gram misir unu ve 50 gram toz seker eklenmistir. Homojen kivama dikkat ederek yaklagik
15 dakika kaynatilmigtir. Kaynama islemi tamamlandiktan sonra besiyeri, cam siselere pay
edilip, 15 dakika sogumaya birakilmistir. Besiyeri ortaminin kiiflenmemesi i¢in 3.5 mL
propiyonik asit (veya sirke) eklenmistir. Eterizasyon teknigi kullanilarak sinekler
bayiltilmistir ve mikroskop altinda belirlenen disi ve erkek sinekler besiyeri ortamina

aktarilmistir. [EK 3] Besiyeri kabinin {izerine steril, hava alan bir kapak kapatilmistir.

Disi ERKEK

f

Disi bireyin abdomeni agik ve yumurta
ile dolu oldugundan genis bir yapiya
sahiptir.

Erkek bireyin abdomeni koyu renklidir
ve yuvarlak bir yapiya sahiptir.
500 ym TS00 pm

Sekil 3.4: D. melanogaster Disi ve Erkek Tayini

Bir ay igerisinde ¢ogalan yaklasik 100 adet kontrol D. melanogaster model organizmasi
stereo mikroskop altinda genel dis morfolojisi (boyu, genel yapisi, rengi, basin durumu)
incelenmistir. 60 adet kontrol D. melanogaster’a (larva ve ergin) A. muricata bitki
ekstraktt doz denemesi yapilmistir. [Ek 3] 40 adet kontrol D. melanogaster’a (larva) ise

RNA izolasyonu yapilarak deneye devam edilmistir.

40



3.2.6.2.  A. muricata Bitki Ekstraktini D. melanogaster’a Uygulama

A. muricata bitki ekstrakti yabanil tip D. melanogaster 111. instar larvalarina uygulanmistir.
(Nichols, 2012) Mikroskop altinda belirlenen 10 disi ve 10 erkek sinek taze besiyerine
aktarilmigtir. 25 °C sicaklik ve % 60 nem ortaminda 24 saat sinekler inkiibe edilmistir.
Sineklerin yumurta birakmasi1 gergeklestikten sonra ergin sinekler taze besiyerinden
uzaklastirilmistir. Taze besiyerinde bulunan yumurtalar III. instar larvalari olusturana kadar
bekletilmistir. (72 h) 100 mL % 20 sukroz ¢ozeltisi instar larvalari lizerine eklenmisgtir.
Ucu kesilmis serolojik pipet yardimiyla larvalar toplanmistir ve bir 6rgii sepet icerisine
aktarilmistir. Orgii sepet icerisindeki larvalar 2 defa distile su (dH20) ile yikanmuistir.
Yikanan larvalar % 5 sukroz ve 0.01 g/mL ila 1 g/mL arasinda degisen A. muricata bitki
ekstrakti iceren beherler igerisine aktarilmistir ve 12 saat bekletilmistir. Beher igerisindeki

larvalar toplanmistir ve RNA izolasyonu yapilarak deneye devam edilmistir.

10 Disi ve 10 Erkek Sinek

% 20 Sukroz Cozeltisi

|
v

Sekil 3.5: D. melanogaster larvalarina A. muricata Bitki Ekstrakti Uygulamasi

Larvalardaki uygulamaya ek olarak 0.5 g/mL ila 2 g/mL arasinda degisen A. muricata bitki
ekstrakti, [Sekil Ek 3.2:] diizeneginde ortam kosullar1 ayni olacak sekilde ayni zaman

diliminde, D. melanogaster erginlerin mamasina homojen kivamda zerk edilmistir ve

belirli saat araliklarinda ergin sineklerin durumu takip edilmistir.
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3.2.6.3.  D. melanogaster RNA Izolasyonu

D. melanogaster model organizmasinda A. muricata bitki ekstrakti doz miktar
belirlendikten sonra, ilag muamelesi gormiis 40 adet D. melanogaster 111. instar larvasi
steril bir aparat yardimiyla toplanmistir ve dietil karbonat ile muamele edilmis [Ek 2]
ependorflara aktarilmistir. Aynmi sekilde herhangi bir ilag muamelesi géormemis 40 adet
kontrol D. melanogaster 1ll. instar larvasi steril aparat yardimiyla toplanmistir ve
ependorflara aktarilmistir. Ureticinin protokoliine gére toplam RNA izolasyonu i¢in Zymo

Quick-RNA™ jzolasyon kiti kullanilmistir.

D. melanogaster’da yer alan dis yapi1 homojenizator (Pestle Mixer Motor, Argos)
kullanilarak par¢alanmstir. Ornegi pargalamak igin, 500 uL. RNA Liziz Buffer (< 50 mg
doku) eklenip, 10.000 g’de 30 saniye santrifiij edilmistir. Seffaf hale gelmis silipernatant
kisim alinip, Spin Away™Filtre (Sar1) tiip igerisine aktarilmistir ve 10.000 g’de 30 saniye
santrifiij edilmistir. Santrifiij tiip yenisi ile degistirilmeden tizerine 500 pL etanol (% 95)
ilave edilmistir ve iyice karistirllmistir. Karigim bir toplama tiip i¢inde Zymo Spin IIICG
(Yesil) kolonuna aktarilmistir ve 10.000 g’de 30 saniye santrifiij edilmistir. Santrifiij tiip
yenisi ile degistirilmistir. Spin kolon tiizerine 400 uL RNA Wash Buffer (Yikama
Tamponu) eklenmistir ve 10.000 g’de 30 saniye santrifiij edilmistir. Santrifiij tiip yenisi ile
degistirilmistir. Spin kolon iizerine her bir 6rnek i¢in 5 uL DNaz I ve 75 uL DNA
Digestion Buffer (Sindirim Tamponu) karigimi hazirlanip, kolona aktarilmistir. 15 dakika
kadar oda sicakliginda inkiibe edilip, 10.000 g’de 30 saniye santriflij edilmistir. Santrifiij
tiip yenisi ile degistirilmistir. Spin kolon lizerine 400 uLL RNA Preb Buffer (Hazirlik
Tamponu) eklenmistir ve 10.000 g’de 30 saniye santrifiij edilmistir. Santrifiij tlip yenisi ile
degistirilmistir. Spin kolon {izerine 700 uL. RNA Wash Buffer (Yikama Tamponu)
eklenmistir ve 10.000 g’de 30 saniye santrifiij edilmistir. Santrifiij tiip yenisi ile
degistirilmistir. Tekrar spin kolon iizerine 400 uL. RNA Wash Buffer eklenmistir ve 10.000
g’de 2 dakika santrifiij edilmistir. Spin kolon dikkatli bir sekilde DNaz ve RNaz icermeyen
bir tlipe aktarilmistir. Son olarak kolondan RNA’y1 ayirmak i¢in 50 pL RNaz ve DNaz
icermeyen distile su ilave edilip 10.000 g‘de 30 saniye santrifiij edilmistir.

Izole edilen RNA’nin safligi ve konsantrasyon durumu NanoDrop ve agaroz jelde
belirlendikten sonra cDNA sentezi ile deneye devam edilmistir. NanoDrop ve agaroz jelde
belirleme [3.2.5.2.] ve [3.2.5.3.] nolu metod baz alinarak yapilmistir. cDNA sentezi ise
3.2.5.4.] nolu metod baz alinarak yapilmistir.
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3.2.6.4.  D. melanogaster ve Homo sapiens Ortolog Genlerin Tespiti

Bir organizmada bulunan genler baska bir organizmada bulunan genlere yapisal ve islevsel
olarak ¢ok benzer olabilir, bu tiir genlere ortolog genler denir. Ik kez 1970 yilinda Walter
M. Fitch tarafindan ortaya atilan bu terim giiniimiiz filogenetik yaklasimlarda siklikla
kullanilan bir olgudur. (Walter, 1970) Drosophila melanogaster ve Homo sapiens ortolog
genlerin tespitinde: Giris tiirii: H.sapiens ve Cikis tlirli: D. melanogaster tercih edilmistir.
Oncelikle meme kanseri ile ilgili calisilacak Bcl-2, Bad, H-prune ve AKTI genler
belirlenmistir. (Qiagen.com) Bu genlerin D. melanogaster canlisindaki Bufty, CGissso, Pn

ve Aktl ortolog genleri tespit edilmistir. (Flybase.org)

Protein Alignment: BCL2 and Buffy

Sequence 1: NP_000624.2 Gene: BCL2 HGNCID: 990 Length: 239 Species: Homo sapiens
Sequence 2: NP_523702.1 Gene: Buffy FLYBASEID: FBgn0040491 Length: 299 Species: Drosophila melanogaster

Alignment Length: 153 Identity: 39/154 (25%)
[ similarity: 64/154 (42%) ]| Gaps: 25/154 (16%)

Human 79 GRAAGPALSPVPEVVHLTLRQAGDDFSRRYRRDFAEMSSOLALTPFTARGRFAT ——————— v 133
Jzezeeazaalalal.: ellieeletaletaazzalzeaal ) |
Fiy 125 GSTSHMGIVADVFPAVQV———-L RMHPRIYHNGVARQICRNP-——GGEFHTPDAVSLLLGEV 182

194

Human 195 WDAFVELYGPSMRPLFDFSWLSL

Jocoooaooa 18occllcccc
Fiy 244 WSGINTHVLPTTHSLNPLE

Protein Alignment: PRUNE1 and pn

Sequence 1: NP_067045.1 Gene: PRUNEL HGNCID: 13420 Length: 453 Species: Homo sapiens
Sequence 2: NP_476684.1 Gene: pn FLYBASEID: FBgn0003116 Length: 405 Species: Drosophila melanogaster

Alignment Length: 367 Identity: 125/368 (34%)
Similarity: 193/368 (52%) Gaps: 45/368 (12%)

Human 16 RPLHVVLGHEACDLDSTVSALALAFY I ARTTEARFVEVEVLNIERSELPLRGDIVFFLOEVHIFE 20
ToPl=0= 00z - ne=-n1t-- A L RS e Teeeenlealad
Fiy 35 RXLHLVMGHESCDLDSAVSAVILAFVYAQ REREHNYVPILNIPRRDYPLKTEVGHLEFVKCGIZE 98
Human 81 SILIFRDEIDLHEALYQAGQLTLILVDHHILSKSDIALEEAVAREVLDHRPIEP-———-KHCPP-CH 139

S E1 R R P -razlIlnn: Seleanlal=00000=0- Teul- I
Fiy 99 FVLLFRDDIPREVVQ———DVHVILVDHHEV—————. SPLAPNVIETILDHRPLEDSSPSFRQLETLCQ 155

Human 140 VSVEL-VGSCATLVIERILOGRPEILDRQT—RARALLHGTITLDCVAMDLEIGRATPRDSKYVERL 201
iezia LIDENDDT-=0-1 BT Y E RN R P e R A |
Fiy 156 LDIDASVGSCATLVAQRYL———RAEDNQPRSTSVAQLLHATIVLDTINFAPARRRYGPRDERMVORTL. 217

Human 202 EA-LFPDLPFRNDIFDSLORARFDVSGLITEQMLRRDORTIYROGVAVAISATYMDLERFLORSN 265
leweaazlaazllalaalzalzl-ll ITllelezseeanans l.: S
Fiy 218 ESELNRRDAQRSSLEDELVAARADNI SKLTLTEVLARDMEVLOTDROVVPLAGMPILVRDEVERSG 282

Human LILADLHAFCOAHSY DVLVANT IFFNTHNEFV-—ROLATFCPHVALD———— ICEVLERSHSPP 323
z H H H - - HIS (S [
Fiy SLSGOGOFVORVOOALMESHDFR 341
Human 324 LELTPASSTHPNLERYLOG—————] HTOVSRARELL] QE2T. 359

Iz1-1 | I | Talazllazllzzzall
Fiy 342 LELRP--—HEVDIRFMGGCFLROHNVOATRRHILPIVEREL 379

Sekil 3.6: D. melanogaster ve H. sapiens Ortolog Genler
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Protein Alignment: BAD and CG15530

Sequence 1: NP_004313.1 Gene: BAD HGNCID: 936 Length: 168 Species: Homo sapiens
Sequence 2: NP_651777.1 Gene: CG15530 FLYBASEID: FBgn0039752 Length: 494 Species: Drosophila melanogaster

Alignment Length: 158 Identity: 37/159 (23%)
Similarity: ©4/159 (40%) Gaps: 28/159 (18%)

Human 11 EQEDSSSEERGLGPSPAGDGPSGSGEHARQEPGLLWDASH———D0Z0PTSS——5SHAGGAGAVETR 70
HH O 1 O I O I1-1=-1- l-:-1 HA ! silleslealal

Fly 161 O HOZSODTDREHARERPN - WRSVESDIEREQPSTSERAHAGSSGGGESR 223

Human 71 5———- RASSYPRGTEZDDEGHGEE ———————-] PSPFRGRSRSEPPHNLWARQRYGRELRRMSDEFV 122

HI SN [ P | [ I [ [, | [ 1-1-..
Fly 224 BRMSHVVRIPTITSEMVDIRRLSHNVIRDOLFRL.FNITSGESRRTAREAGGANNFRRLHETITSGELT 288

Human 123 DSFRXGLERPESAGTAT ————— OMROS 144
8] 8c800cclcol:8 1:=:=1
Fly 289 ZS--RRIPRITSNITZSAWLPRGEMEES 314

Protein Alignment: AKT1 and Akt1

Sequence 1: XP_016876564.1 Gene: AKT1 HGNCID: 391 Length: 530 Species: Homo sapiens
Sequence 2: NP_732113.3 Gene: Aktl FLYBASEID: FBgn0010379 Length: 611 Species: Drosophila melanogaster

Alignment Length: 438 Identity: 268/439 (61%)
[ similarity: 334/439 (76%)| Gaps: 30/439 (7%)

Human 6 IVKEGHLEKRGEY IKTWRPRYFLLENDGIFIGYKERPQDVDQREAP----LNNFSVAQCQLMKTE 66
SEEEEERannnrs it ba iz tasllaazilzazl wleeeal Tilshaallslees
Fly 107 VWHEGHLMKRGEE IKNWRORYEVLHSDGRIMGYRSKP--ADSASTPSDFLLNNEIVRGCQIMIVD 169

Human 67 RPRPNIFIIRCLOWITVIERTIFRVETPEEREEWITAIQTVADGLKKQEEEEMDFRSGSPSINSGA 131
A N RN RN S N N I D S e | lliaias
Fly 170 RPKPFIFIIRGLOWIIVIERIFAVESELERQOWIEAIRNVSSRLIDVGEVAM---—- TPSEQTDM 223

Human 132 EEMEV-SLARPK---———-----———————HRVIMNEFEYLKXLLGKGTEFGKVILVKEXATGRYYAM 178
a(3 hlsaa kel bal0RRERIRRN azbbllasalls
Fly 280 ‘ED\’D@!}WIJ\EDELSEOWCHSSGVMEHFE’I&NLGHGTFGE!VILCELEE&TJ\.ECI.YRI 254

Human 179 KILKKEVIVAKDEVAHTLTENRVLONSREPFLTALKYSFQTHDRLCFVMEYANGGELFFHLSRER 243
RN NN R N R RN RN PSRN NN NN N
Fly 295 KILKKEVIIQKDEVAHTILTESRVLKSTMEPFLISLKYSFOTNDRLCFVMQYVNGGELEWHLSEER 359

Human 244 VFSEDRARFYGAEIVSALDYLESEKNVVYRDLKLENIMLDKDGEIKITDFGLCKEGIKDGATMKT 308
E N NN N N N N N RN N NN NN NN RN e
Fly 360 TFTEDRTRFYGRAETTSALGYLESQ-GITYRDLKILENLLLDKDGETKVADFGLCKEDITYGRTTHT 423

Human 309 FCGIPEYLAPEVLEDNDYGRAVDWWGLGVVMYEMMCGRLPFYNODAEKLFELIIMEETRFPRTLG 373
RN RN N RN N N NN RN NN RN N A N RN
Fly 424 FCGIPEYLAPEVLDINDYGOAVDWWGIGVVMYEMICGRLPFYNRDADVLETLILVEEVKFPENIT 488

Human 374 PERKSLLSGLLEKKDPRORLGEGSEDAKE TMORRFFAGIVWOEVYEKKV 421
FRRNEE R RN R RN N RIS I I ey I O S Ry | B
Fly 459 DERKNLLAGLLAKDPEKRLGEGKNIVEETQARPFFASTHRIDIVLEET 536

Sekil 3.6 (devam): D. melanogaster ve H. sapiens Ortolog Genler
3.2.7. Hesaplamalar ve Istatistiksel Analiz

Analizler sonucunda D. melanogaster ve H. sapiens i¢in H-prune, Bcl-2, Bad ve Aktl geni
ortalama Cp degerleri alinmistir. Ortalama kontrol gen Cp degerine oranlanip goreceli gen
ifade diizeyi hesaplanmistir. A. muricata ile tedavi edilmis hiicrelerdeki genin, kontrol gene
gore Ct degerinden; ayn1 genin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hattindaki kontrol gene
gore Ct (224 degerinin ¢ikarilmasiyla AACt degeri elde edilmistir. Gen ifade
diizeyindeki degisimler AACt degeri ile belirlenmistir. (Livak ve Schmittgen, 2001) Gen

ifade diizeylerinin nicellestirilmesi i¢in kullanilan denklem:
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Denklem 3.3: Gen ifade Diizeylerinin Nicellestirilmesi
Kat Degisikligi (ing. Fold Change) = 2"44¢
AACt = (CT Hedef- Cng Konlrol) Tedavi edilmis — (CT Hedef- Cr I¢ Kontrol) Tedavi edilmemig

Iki tekrar ile elde edilen sonucglar SPSS 22.0 yazilimi (SPSS Inc., ABD) ile
degerlendirilmistir ve p degeri 0.05’ten kiigiik veya ona esit degerleristatistiksel olarak

“’anlamli®’ kabul edilmistir. (p < 0.05, p: Significance)

3.2.8. Molekiiler Kenetlenme (ing. Molecular Docking) Yontemi

Molekiiler Kenetlenme yontemi i¢in uygun programlarin deneme siirlimleri diziisti

bilgisayara (Lenova core i5(64Bit)) indirilmistir. Yontem 3 ayr1 kalemde gerceklesmistir.

3.2.8.1. Ligandin Hazirlanmas

A. muricata bitkisinde bulunan isoquercetin, roseoside, coreximine, anonaine ve arianacin
asetojeninlerin ve kontrol grubu olarak segilen abemaciclib (verzenio) molekiiliin ii¢
boyutlu yapisi PubChem veri bankasindan elde edilmistir ve PubChem kodlar1 (CID)
kaydedilmistir. (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov)

3.2.8.2.  Proteinin Hazirlanmasi

Insan Bcl-2, Bad ve AKTI1 genlerin ii¢ boyutlu yapisi protein veri bankasindan elde
edilmistir. [.pdb] dosya formatinda {i¢ boyutlu yap1 indirilmistir ve protein veri bankasi

kodlar1 (PID) kaydedilmistir. (https://www.rcsb.org)

3.2.8.3.  Docking Hesaplanmasi ve Etkilesimin Belirlenmesi

AutoDock Tools 1.5.6. programimn Windows siirlimii Lenovo diziistii bilgisayara
indirilmistir. (http://mgltools.scripps.edu/downloads) Protein veri bankasindan elde
edilen reseptdér ve PubChem veri bankasindan elde edilen ligand, [.pdb] dosya formatinda
yerel diske (C:) kaydedilmistir. Reseptor ve ligandin saf hale gelmesi i¢in AutoDock
programinda bu yapilar diizenlenmistir ve [.pdbgt] formatinda kaydedilmistir. Girid Box
sekmesinde Spacing (angstrom) ve X-Y-Z koordinatlar1 belirlenmistir. Belirlenen
koordinatlar Config dosyasimna kaydedilmistir ve cmd programina komut verilmistir.
Programin bize verdigi bag enerji skorlar1 gozlenmistir. [.pdbgt] formatinda kaydedilen

reseptor ve ligand VMD programinda gorsellestirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1.  iki Boyutlu MCF-7 ve MDA-MB-231 Meme Kanseri Hiicre Hatti

Yaklagik 500.000 kontrol MCF-7 meme kanseri hiicre hatti, 3 giin boyunca 20x mikroskop
lensi altinda incelenmistir. Kontrol MCF-7 hiicreleri 72. saatte % 80 flask tabanini

kapladig1 anda, Tripsin-EDTA ile kaldirilip RNA izolasyonu yapilmistir.

Sekil 4.1: Iki Boyutlu Gelistirilen Kontrol MCF-7 Hiicre Hatt1

A: MCF-7 Kontrol 24.saat B: MCF-7 Kontrol 48.saat C: MCF-7 Kontrol 72.saat

MCEF-7 hiicreleri 72. saatte % 80 flask tabanimi kapladig: anda, XTT analizinde belirlenen
0.00348 g/mL A. muricata bitki ekstraktindan 1 mL kadar alinip ve hiicrelerin iizerine
eklenmistir. 24. ve 48. saat araliklarinda hiicreler 20x mikroskop lensi altinda incelenmistir

ve 6. saat araliginda RNA izolasyonu yapilmustir.

Sekil 4.2: 0.00348 g/mL A. muricata verilmis iki Boyutlu MCF-7 Hiicre Hatt1

A: MCF-7 - 0.00348 g/mL A. muricata 0. saat B: MCF-7 - 0.00348 g/mL 4. muricata 24. saat

C: MCF-7 - 0.00348 g/mL A. muricata 48. saat
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Yaklasik 500.000 kontrol MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatti, 4 giin boyunca 20x
mikroskop lensi altinda incelenmistir. Kontrol MDA-MB-231 hiicreleri 96. saatte % 80
flask tabanini kapladig1 anda, Tripsin-EDTA ile kaldirilip RNA izolasyonu yapilmistir.

Sekil 4.3: Iki Boyutlu Gelistirilen Kontrol MDA-MB-231 Hiicre Hatt1

A: MDA-MB-231 Kontrol 24. saat B: MDA-MB-231 Kontrol 48. saat C: MDA-MB-231 Kontrol 96. saat

MDA-MB-231 hiicreleri 96. saatte % 80 flask tabanim1 kapladigi anda, XTT analizinde
belirlenen 0.00396 g/mL A. muricata bitki ekstraktindan 1 mL kadar alinip ve hiicrelerin
lizerine eklenmistir. 24. ve 48. saat araliklarinda hiicreler 20x mikroskop lensi altinda

incelenmistir ve 6. saat araliginda RNA izolasyonu yapilmustir.

Sekil 4.4: 0.00396 g/mL A. muricata verilmis iki Boyutlu MDA-MB-231 Hiicre Hatt1

A: MDA-MB-231 - 0.00396 g/mL A. muricata 0. saat B: MDA-MB-231 - 0.00396 g/mL A. muricata 24.saat
C: MDA-MB-231 - 0.00396 g/mL A. muricata 48. saat
Annona muricata bitki ekstrakti iki boyutlu gelistirilen MCF-7 ve MDA-MB-231

meme kanseri hiicre hattinin morfolojisinde (ing. morphologic) ve sayisinda gozle

goriiliir bir degisime neden olmustur. [Sekil 4.2:] [Sekil 4.4:]
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4.2. Uc Boyutlu MCF-7 ve MDA-MB-231 Meme Kanseri Hiicre Hatti

Yaklasik 10.000 kontrol MCF-7 kanser hiicre hatti, 3 giin boyunca 10x mikroskop lensi
altinda incelenmistir. MCF-7 hiicreleri 72. saatte ii¢ boyutlu kiimelenmis yap1 olusmaya

basladiginda RNA izolasyonu yapilarak deneye devam edilmistir.

Sekil 4.5: Uc Boyutlu Gelistirilen Kontrol MCF-7 Hiicre Hatt1

A: MCF-7 Kontrol 24. saat B: MCF-7 Kontrol 48. saat C: MCF-7 Kontrol 72. saat

MCEF-7 kanser hiicreleri 72. saatte ti¢ boyutlu yap1 olusturdugu anda, [Ek 4]’de belirlenen
0.005 g/mL A. muricata bitki ekstraktindan 10 pL kadar alinmistir ve hiicrelerin iizerine
eklenmigtir. 0., 24. ve 48. saat araliklarinda hiicreler 10x mikroskop lensi altinda
incelenmistir. Ug boyutlu kiimelenmis yapi 24. saatte parcalanmaya basladiginda RNA

izolasyonu yapilarak deneye devam edilmistir.

Sekil 4.6: 0.005 g/mL A. muricata verilmis Ug Boyutlu MCF-7 Hiicre Hatt1

A: MCF-7 - 0.005 g/mL A. muricata 0. saat B: MCF-7 - 0.005 g/mL A. muricata 24. saat

C: MCF-7 - 0.005 g/mL A4. muricata 48. saat
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Yaklasik 10.000 kontrol MDA-MB-231 kanser hiicre hatti, 3 giin boyunca 10x mikroskop
lensi altinda incelenmistir. MDA-MB-231 hiicreleri 24. saatte {i¢ boyutlu kiimelenmis yap1
olugmaya bagladiginda RNA izolasyonu yapilarak deneye devam edilmistir.

Sekil 4.7: Ug Boyutlu Gelistirilen Kontrol MDA-MB-231 Hiicre Hattt

A: MDA-MB-231 Kontrol 0. saat B: MDA-MB-231 Kontrol 12. saat C: MDA-MB-231 Kontrol 24. saat

MDA-MB-231 kanser hiicreleri 24. saatte iic boyutlu yap1 olusturdugu anda, [Ek 4]’de
belirlenen 0.005 g/mL A. muricata bitki ekstraktindan 10 pL kadar alinmistir ve hiicrelerin
lizerine eklenmistir. 0., 24. ve 48. saat araliklarinda hiicreler 10x mikroskop lensi altinda
incelenmistir. U¢ boyutlu kiimelenmis yap: 24. saatte parcalanmaya basladiginda RNA

izolasyonu yapilarak deneye devam edilmistir.

: £
kk &
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Sekil 4.8: 0.005 g/mL A. muricata verilmis Ug Boyutlu MDA-MB-231 Hiicre Hatt1

A: MDA-MB-231- 0.005 g/mL A. muricata 0. saat B: MDA-MB-231- 0.005 g/mL 4. muricata 24. saat
C: MDA-MB-231 - 0.005 g/mL 4. muricata 48. saat
Annona muricata bitki ekstrakti, iic boyutlu gelistirilen MDA-MB-231 ve MCF-7

meme Kkanseri hiicrelerinin Kkiiresel (ing. spheroid) yapisinda gozle goriiliir bir

degisime neden olmustur. [Sekil 4.6:] [Sekil 4.8:]
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4.3.

MCF-7 ve MDA-MB-231 Hiicre Hatt1 Motilite Analizi

Yaklasik 200.000 kontrol MDA-MB-231 kanser hiicre hatti, 24 saat sonra % 80 oraninda

6’11 kuyucuk plaka tabanini kapladig1 gézlenmistir ve yara a¢ilmistir. Yaranin agildigi an 0.

saat olarak belirlenmistir. Daha sonra 6. ve 12. saat araliklarinda 10x mikroskop lensi

altinda ayn1 bolgedeki yara fotograflanmistir. Kontrol MDA-MB-231 kanser hiicre hatti

12. saatte, % 96 oraninda yarayi kapattig1 gozlenmistir. [EK 5]
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Sekil 4.9: Kontrol MDA-MB-231 Motilite Analizi

A: MDA-MB-231 Kontrol 0. saat B: MDA-MB-231 Kontrol 6. saat C: MDA-MB-231 Kontrol 12. saat

Yaklagik 200.000 kontrol MDA-MB-231 kanser hiicre hatti, 24 saat sonra % 80 oraninda

6’11 kuyucuk plaka tabanini kapladigi gozlenmistir ve yara acilmistir. XTT analizinde

belirlenen 0.00396 g/mL A. muricata bitki ekstraktindan 1 mL alinip hiicrelerin {izerine

eklenmistir. Daha sonra 6. ve 12. saat araliklarinda 10x mikroskop lensi altinda aymi

bolgedeki yara fotograflanmistir. 4. muricata bitki ekstrakti verilmis MDA-MB-231

kanser hiicre hatt1 12.saatte, % 21 oraninda yaray1 kapattig1 gézlenmistir. [Ek 5]
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Sekil 4.10: 0.00396 g/mL A. muricata verilmis MDA-MB-231 Motilite Analizi

A: MDA-MB-231 - 0.00396 g/mL A. muricata 0. saat B: MDA-MB-231 - 0.00396 g/mL A. muricata 6. saat

C: MDA-MB-231 - 0.00396 g/mL A. muricata 12. saat
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Yaklasik 200.000 kontrol MCF-7 kanser hiicre hatti, 24 saat sonra % 80 oraninda 6’11
kuyucuk plaka tabaninm1 kapladig1r gézlenmistir ve yara agilmistir. Yaranin agildigi an 0.
saat olarak belirlenmistir. 12. ve 24. saat araliklarinda 10x mikroskop lensi altinda ayni
bolgedeki yara fotograflanmistir. Kontrol MCF-7 kanser hiicre hatt1 24.saatte, yaray1 % 93
oraninda kapattig1 gozlenmistir. [Ek 5]

Sekil 4.11: Kontrol MCF-7 Motilite Analizi

A: MCF-7 Kontrol 0.saat B: MCF-7 Kontrol 12. saat C: MCF-7 Kontrol 24. saat

Yaklasik 200.000 kontrol MCF-7 kanser hiicre hatti, 24 saat sonra % 80 oraninda 6’l1
kuyucuk plaka tabanini kapladigi gozlenmistir ve yara agilmigtir. XTT analizinde
belirlenen 0.00348 g/mL A. muricata bitki ekstraktindan 1 mL alinip hiicrelerin iizerine
eklenmistir. Daha sonra sirasiyla 0., 12. ve 24. saat araliklarinda 10x mikroskop lensi
altinda ayn1 bolgedeki yara fotograflanmistir. 4. muricata bitki ekstrakti verilmis MCF-7
kanser hiicre hatt1 24. saatte, yaray1 % 23 oraninda kapattig1 gozlenmistir. [Ek 5]

Sekil 4.12: 0.00348 g/mL A. muricata verilmis MCF-7 Motilite Analizi

A: MCF-7 - 0.00348 g/mL A. muricata 0. saat B: MCF-7 - 0.00348 g/mL 4. muricata 12. saat
C: MCF-7 - 0.00348 g/mL A. muricata 24. saat
Annona muricata bitki ekstrakti, MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinin

anjiyogenez ve metastaz siirecinde onemli bir basamak olan migrasyon-motilite

ozelligini anlamh bir sekilde baskilamistir. [Sekil 4.10:] [Sekil 4.12:]
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4.4. MCF-7 ve MDA-MB-231 Hiicre Hatt1 istila Analizi

MCEF-T7 hiicre hatt1 % 80 oraninda matrigel bolmelerin tabanini kapladiginda 0.00348 g/mL
A. muricata bitki ekstrakti verilmistir ve boyama islemi yapilmistir. Boyama isleminden

hemen sonra 10x mikroskop lensi altinda hiicreler fotograflanmstir.

Sekil 4.13: MCF-7 Hiicre Hatt1 Invazyon Analizi

A: MCEF-7 - Kontrol 24. saat B: MCF-7 - 0.00348 g/mL A .muricata 24. saat

MDA-MB-231 hiicre hatti % 80 oraninda matrigel bdélmelerin tabanin1 kapladiginda
0.00396 g/mL A. muricata bitki ekstrakti verilmistir ve boyama islemi yapilmistir.

Boyama isleminden hemen sonra 10x mikroskop lensi altinda hiicreler fotograflanmustir.

Sekil 4.14: MDA-MB-231 Hiicre Hatt1 invazyon Analizi

A: MDA-MB-231 - Kontrol 24. saat B: MDA-MB-231 - 0.00396 g/mL A. muricata 24. saat

Sekil 4.15: A. muricata verilmis MCF-7 ve MDA-MB-231 Hiicre Hatti
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4.5. MCF-7 ve MDA-MB-231 Hiicre Hatt1 Sitotoksisite Analizi

MCF-7 kanser hiicre hatti, 24 saat sonra % 80 oraninda 96’1 kuyucuk plaka tabanini
kapladig1 gozlenmistir ve 4. muricata bitki ekstrakti seri diliisyonlar halinde verilmistir. 72

saat sonra 450 absorbans araliginda ELISA okuyucusunda okutulmustur.

Iki boyutlu MCF-7 hiicreler igin ICso degeri; 290 pg/mL A. muricata bitki ektrakt oldugu
belirlenmistir. (290 pg/mL x 12 = 3480 pg/mL = 0.00348 g/mL)

Sekil 4.16: MCF-7 Kanser Hiicre Hatt1 Sitotoksisite Analizi

MCF-7 Hiicreleri Uzerinde A. muricata Sitotoksisitesi

90 -
80 -
70 -
60 - V'S
50 -
40 -
30 -
20 - 2
10 -

y = -14,98In(x) - 74,761
R? = 0,9453

% Hiicre Cogalmasi

0 0.0002 0.0004 0.0006 0.0008 0.001 0.0012

Konsantrasyon (g/mL)

Sekil 4.17: MCF-7 Kanser Hiicreleri Uzerinde A. muricata Sitotoksisitesi
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MDA-MB-231 kanser hiicre hatti, 24 saat sonra % 80 oraninda 96’l1 kuyucuk plaka
tabanini1 kapladig1 goézlenmistir ve A. muricata bitki ekstrakti seri dillisyonlar halinde

verilmigstir. 72 saat sonra 450 absorbans araliginda ELISA okuyucusunda okutulmustur.

Iki boyutlu MDA-MB-231 hiicreler i¢in ICso degeri; 330 pg/mL A. muricata bitki ektrakt:

oldugu belirlenmistir. (330 pg/mL x 12 = 3960 pug/mL = 0.00396 g/mL)

Sekil 4.18: MDA-MB-231 Kanser Hiicre Hatt1 Sitotoksisite Analizi

MDA-MB-231 Hiicreleri Uzerinde A. muricata Sitotoksisitesi

160 -

140 - X y =-25,09In(x) - 143,05
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100 1D
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¢ ry

% Hiicre Cogalmasi

0 0.0001  0.0002  0.0003 0.0004 0.0005 0.0006 0.0007 0.0008

Konsantrasyon (g/mL)

Sekil 4.19: MDA-MB-231 Kanser Hiicreleri Uzerinde A. muricata Sitotoksisitesi
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4.6. MCF-7 ve MDA-MB-231 Hiicre Hatti RNA izolasyonu

< 18S
< 28S

Sekil 4.20: MDA-MB-231 ve MCF-7 Hiicre Hatt1 Agaroz Jel Goriintiisii

(A: ti¢ boyutlu kontrol B: ii¢ boyutlu tedavi edilmis C: iki boyutlu kontrol D: iki boyutlu tedavi edilmis)

MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanseri hiicrelerinden izole edilen RNA’larin saflik ve
konsantrasyon durumu NanoDrop cihazi ile belirlenmistir. RNA’larin A2e0280 orani 2.0-2.2

degerleri arasinda oldugu gézlenmistir. [Tablo 4.1:]

Tablo 4.1: Meme Kanseri Hiicre Hatt1t RNA Konsantrasyon Olgiim Sonuglari

Hiicre Hatti RNA Konsantrasyonu (ng/pL) A260/280 Aseo

(2B) MDA-MB-231 / Kontrol 775.0 2.01 0.150
(2B) MDA-MB-231 / A. muricata 850.0 2.02 0.024
(3B) MDA-MB-231 / Kontrol 185.0 2.05 0.010
(3B) MDA-MB-231 / A. muricata 330.0 2.10 0.028
(2B) MCF-7 / Kontrol 1000.0 2.09 0.007

(2B) MCF-7 / A. muricata 710.0 2.03 0.019
(3B) MCF-7 / Kontrol 700.0 2.04 0.006

(3B) MCF-7 / A. muricata 200.0 2.15 0.012

A: Absorbans 2B: Tki Boyutlu 3B: Ug Boyutlu RNA: Riboniikleik Asit
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4.7.  MCF-7 ve MDA-MB-231 Hiicre Hatti Ekspresyon Analizi

1 m Kontrol
3 0.9 - Tedavi edilmis (2B)
Q0 i
g 08 Tedavi edilmis (3B)
S 07
= i
I 06
S 05 -
£ 04
2
go 0.3 -
s 02 *
X 01 - % .

0 : : : 7~

Bcl-2 Bad AKT1 H-prune

Sekil 4.21: MDA-MB-231 ICso Uygulamas1 Sonucu Genlerdeki ifade Degisimi

A. muricata bitki ekstrakti iki boyutlu gelistirilen MDA-MB-231 hiicrelerin H-prune ve
AKT1 gen ifade seviyesini azaltmistir. Bu bitki ekstrakti; Bad gen ifade seviyesini ii¢
boyutlu MDA-MB-231 hiicrelerinde azaltirken, iki boyutlu MDA-MB-231 hiicrelerinde

anlamli bir degisim gostermemistir.

10 - m Kontrol
3 9 1 Tedavi edilmis (2B)
5 87 Tedavi edilmis (3B)
S 7
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S 6 - *
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= 4
R
=
1 e
3P AN oW N

Bcl-2 Bad AKTI H-prune
Sekil 4.22: MCF-7 ICso Uygulamas1 Sonucu Genlerdeki Ifade Degisimi

A. muricata bitki ekstrakti iki boyutlu gelistirilen MCF-7 hiicrelerin H-prune gen ifade
seviyesini azaltirken, Bad gen ifade seviyesini artirmistir. Bununla beraber, bu bitki
ekstrakti i¢ boyutlu gelistirilen MCF-7 hiicrelerin H-prune gen ifade seviyesini artirirken,

Bad gen ifade seviyesini azaltmistir.
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4.8. D. melanogaster RNA izolasyonu

A B

< 188
< 28S

Sekil 4.23: D. melanogaster Agaroz Jel Gorlintiisii
(A: kontrol B: bitki ekstrakti uygulanmus)

Tablo 4.2: D. melanogaster RNA Konsantrasyon Ol¢iim Sonuglari

Hiicre Hatti RNA Konsantrasyonu (ng/pL)  A2x60280 Aseo
D. melanogaster /| Kontrol 985.0 2.03 0.600
D. melanogaster | A. muricata 950.0 2.15 0.041

A: Absorbans RNA: Riboniikleik Asit

4.9. D. melanogaster Model Organizma Ekspresyon Analizi
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¥ = Kontrol
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Sekil 4.24: D. melanogaster LDsy Uygulamas1 Sonucu Genlerdeki ifade Degisimi
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4.10. Molekiiler Kenetlenme Sonugclari

PubChem veri bankasindan isoquercetin asetojenin hakkinda elde edilen sonuglar asagida

verilmistir. (PubChem ID Kodu: 5280804)

o Molekiil Formiilii: C21H20012
o Molekiil Agirligt: 464.379 g/mol

Sekil 4.25: Isoquercetin Iki Boyutlu Yapi

PubChem veri bankasindan roseoside asetojenin hakkinda elde edilen sonuclar asagida

verilmistir. (PubChem ID Kodu: 9930064)

o Molekiil Formiilii: C19H300s
o Molekil Agirligi: 386.441 g/mol

Sekil 4.26: Roseoside 1ki Boyutlu Yap1
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PubChem veri bankasindan coreximine asetojenin hakkinda elde edilen sonuglar asagida

verilmistir. (PubChem ID Kodu: 601259)

o Molekiil Formiilii: C19H21NO4
o Molekiil Agirligr: 327.38 g/mol
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Sekil 4.27: Coreximine Iki Boyutlu Yapi

PubChem veri bankasindan anonaine asetojenin hakkinda elde edilen sonuglar asagida

verilmistir. (PubChem ID Kodu: 160597)

o Molekiil Formiilii: C17H15sNO2
o Molekiil Agirligi: 265.312 g/mol

Sekil 4.28: Anonaine ki Boyutlu Yap:

PubChem veri bankasindan arianacin asetojenin hakkinda elde edilen sonuglar asagida

verilmistir. (PubChem ID Kodu: 10698768)

0o Molekiil Formiilii: C35sHe4O7
o Molekiil Agirligi: 596.89 g/mol
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Protein Veri Bankasi’ndan Bcl-2 proteini hakkinda elde edilen sonuglar asagida verilmistir.

(PDB ID Kodu: 1G5M)

o Smiflandirma: Apoptoz

o Organizma: Homo sapiens

Sekil 4.29: Bcl-2 Ug Boyutlu Yapi

Protein Veri Bankasi’ndan Bad proteini hakkinda elde edilen sonuglar asagida verilmistir.

(PDB ID Kodu: 1G5J)

o Smiflandirma: Apoptoz

o Organizma: Homo sapiens

Sekil 4.30: Bad Ug Boyutlu Yap1

Protein Veri Bankasi’'ndan AKT1 proteini hakkinda elde edilen sonuglar asagida
verilmigtir. (PDB ID Kodu: 1GV1)

o Smiflandirma: Transferaz Inhibitorii

o Organizma: Homo sapiens

Sekil 4.31: AKT1 Ug Boyutlu Yap1
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Sekil 4.32: Isoquercetin ve Bcl-2 Molekiiler Docking Etkilesimi
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Sekil 4.33: Roseoside ve Bcl-2 Molekiiler Docking Etkilesimi
HIS
THR A:186
A7
HIS GLN ASN
A:190 A:182

ALA

A:197
Interactions
|:| wvan der Waals :| Carbon Hydrogen Bond
- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Sigma

Sekil 4.34: Coreximine ve Bcl-2 Molekiiler Docking Etkilesimi
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Sekil 4.36: Anonaine ve AKT1 Molekiiler Docking Etkilesimi
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Sekil 4.37: Roseoside ve AKT1 Molekiiler Docking Etkilesimi
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LEU
B:312

I:I wvan der Waals I:I Conventional Hydrogen Bond

- Unfavorable Bump

Sekil 4.38: Isoquercetin ve Bad Molekiiler Docking Etkilesimi

PHE
B:319

- Unfaverable Bump

Sekil 4.40: Coreximine ve Bad Molekiiler Docking Etkilesimi
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Tablo 4.3: Protein-Ligand Molekiiler Docking Sonuglari

Baglanma Enerjisi

Protein Ligand Etkilesime Girdigi Rezidiiller (aminoasitler)
(kkal/mol)
Isoquercetin -8.8 Aspio, Gluys, Glugg
Roseoside -8.5 Hiss, Asny;
Bcl-2 Coreximine -7.9 Asns,, Tyro, Trpios, Glys, Glyios
Anonaine -7.6 Trpios, Thry, Hisige, Asni
Arianacin -7.3 -
Isoquercetin -10.0 Glysi1, Aspaza, Leuags, Gluior, Pheisr, Aspagz, Gluazs, Thrsio
Anonaine -8.8 Gluyg1, Pheiei, Lysi79, Aspaga, Thrigs
AKTI1 Roseoside -84 Glusai, Leussy, Argoas, Tyrsso, Argaae
Coreximine -8.0 Lysa76, Metagi, Alai77, Thraor, Valies
Arianacin -7.3 -
Isoquercetin -7.2 Leusia, Tyrsos
Roseoside -6.3 Leusiz, Alases, Tyrsos
Bad Arianacin -6.2 -
Anonaine -5.9 Trpses, Glnsee
Coreximine -5.7 Tyrses, Leusiz,Phesyo

Ala: Alanin, Arg: Arjinin, Asn: Asparajin, Asp: Aspartat, Gln: Glutamin, Glu: Glutamat, Gly: Glisin, His: Histidin, Leu: Losin,

Lys: Lizin, Met: Metiyonin, Phe: Fenilalanin, Thr: Treonin, Trp: Triptofan, Tyr: Tirozin, Val: Valin

Isoquercetin (ligandi), roseoside (ligandi), coreximine (ligandi), anonaine (ligandi) ve

arianacin (ligandi) asetojeninlerin Bcl-2, AKT1 ve Bad proteini ile etkilesime girdigi

rezidiiller ve bag enerji seviyeleri tabloda gosterilmistir. [Tablo 4.3:] Kontrol grubu olarak

2017 yilinda FDA (ing. Food and Drug Admisnistration) tarafindan onaylanan ve meme

kanseri hastalarinda kullanilan abemaciclib (PubChem ID Kodu: 46220502) molekiilii

tercih edilmistir. Bu molekiiliin Bcl-2 proteini ile yapmis oldugu baglanma enerjisi -8.0

kkal/mol, AKT1 proteini ile baglanma enerjisi -9.4 kkal/mol ve Bad proteini ile baglanma

enerjisi -6.9 kkal/mol oldugu gézlenmistir. (https://www.fda.gov/)
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5. SONUC VE ONERILER

Kanser gerek Tiirkiye gerek diinyada kalp ve damar hastaliklarinin ardindan en 6liimeiil
hastaliklar grubunda yer almaktadir. Diinya Saghik Orgiitii verilerine goére, kanserde
Oliimlere en sik neden olan bes kanserden biri meme kanseridir ve bu kanser tiirii
tilkemizde en sik goriilen on kanser tiiriinden biridir. Meme kanseri tedavisinde kemoterapi
ve radyoterapi gibi cesitli tedavi stratejileri mevcuttur fakat bazi hastalarda bu tedavi
yontemlerinin eksik yanit vermesi biiyiik bir sorun teskil eder. Bu amagla doganin bizlere
sundugu sifali bitkiler ¢oziim niteligindedir. Tropikal ve subtropikal bolgelerde yaygin
olarak bulunan A. muricata bitkisi meme, kolon, karaciger ve akciger gibi bir¢ok kanser

tipinde calisilmis ve kanser hiicrelerini 6ldiirdiigii gézlenmistir. (Soheil ve dig., 2015a)

Tez calismasinda; in vitro, in vivo ve biyoinformatik teknikler kullanarak 4. muricata bitki
ekstraktinin antikanser biyolojik aktivitesi incelenmistir. /n vitro analizde iki boyutlu ve ii¢
boyutlu gelistirdigimiz MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda ICso
degerleri hesaplanmistir ve belirlenen dozda Bcl-2, Bad, AKT1 ve H-prune gen ifade
seviyeleri incelenmistir. Gen analizinde, iki boyutlu hiicrelerin H-prune ve AKT1 gen ifade
seviyelerinde azalma oldugu gozlenmistir. H-prune geninin meme kanseri metastazinda
kilit rol iistlenmesi ve 4. muricata bitki ekstrakti ile baskilanmasi bizlere bu bitkinin meme
kanseri tedavisinde kullanilabilecegini gostermistir. Ayrica li¢ boyutlu hiicrelerin kiiresel
yapist artan 4. muricata miktar1 ile beraber degismeye baslamistir. Bununla beraber ii¢
boyutlu hiicreler iki boyutlu hiicrelere kiyasla daha kompakt ve siki bir bag yapist
olusturdugu icin belirledigimiz doz gen diizeyinde anlamli bir degisim gostermemistir ve

iki boyutlu hiicrelere kiyasla daha direncli oldugu gozlenmistir.

Tez caligmamiza benzer baska bir c¢alismada; ii¢ boyutlu insan yumurtalik kanser
hiicrelerinin taksole kars1 gosterdikleri dayamikliligin iki boyutlu yumurtalik kanser
hiicrelerine gore daha fazla oldugu gozlenmistir. (Demiray ve dig., 2011) Bu ¢alismaya ek
olarak c¢oklu ila¢ direncinin degerlendirilmesi i¢in ii¢ boyutlu insan meme kanseri hiicre
kiiltiirii gelistiren bir grup bilim insani; li¢ boyutlu hiicrelerin iki boyutlu hiicreler ile
kiyaslandiginda farkli c¢ogalma, agregat olusumu ve direng¢ metabolizmasina sahip
oldugunu gozlemlemislerdir. (Ding ve dig., 2018) Yapmis oldugumuz bu c¢alismada ii¢
boyutlu hiicrelerde belirlenen doz miktar1 gen ifade analizinde tam olarak tespit edilmesede

in vivo sisteme daha yakin oldugu ve tedavi amagli referans olabilecegini gostermistir.
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Kanser ilaclar1 etkinlik ve giivenlik nedenlerinden otiirii klinik ve preklinik testlerde
siklikla basarisiz olmaktadir. ilk basta {imit verici goriinen ancak basarisiz olan bu tiir
vakalarda D. melanogaster model organizmas: ilag taramasi icin potansiyel bir modeldir.
(Bernards ve Hariharan, 2001) Bircok hastaligin genetik temeline bakildiginda insan ile
% 75 oraninda benzerlik gosteren D. melanogaster organizmasinda, 0.01 g/mL, 0.05 g/mL,
0.1 g/mL, 0.5 g/mL ve 1 g/mL olmak iizere bes farkli dozda A. muricata bitki ekstrakti
uygulanip 6liim oranlar1 belirlenmistir. Buna gore yapilan probit analizi sonucu LDso
degeri 0.118 g/mL olarak hesaplanmistir. Tez ¢alismasinin in vivo basamagini olusturan bu
asamada erginlerde 6ldiirlicii bir doz belirlenememistir. Bununla beraber D. melanogaster
larvalarinda % 50 oldiiriicii bir doz belirlenmistir ve erginlerin larvalara kiyasla daha
direngli oldugu gozlenmistir. Belirlenen dozda Buffy, CGisszo, Aktl ve Pn gen ifade
seviyeleri incelenmistir. Gen analizinde, CGiss3o proapoptotik gen ifadesinde artis oldugu
gbzlenmistir. Insan proapoptotik gen olan Bad ile % 40 benzerlik gosteren CGiss3o

proapoptotik gen ifadesindeki bu artis in vivo ¢aligmalara 151k tutacaktir.

Calismanin son asamasinda, 4. muricata bitki ekstraktinda bulunan isoquercetin,
roseoside, coreximine, anonaine ve arianacin molekiillerin insan Bcl-2, Bad ve AKT1
proteinleri ile olan baglanma enerji seviyeleri molekiiler kenetlenme yontemi ile
hesaplanmistir. Kontrol olarak kullanilan abemaciclibe kiyasla isoquercetin molekiiliin

Bcl-2, Bad ve AKT1 proteinleri ile yiiksek ilgiye sahip oldugu gozlemlenmistir.

Yapmis oldugumuz in vivo, in vitro ve biyoinformatik analizler sonucunda, 4. muricata
bitki ekstraktinin meme kanserine karsi etkili oldugu ve potansiyel bir ilag olabilecegi
goriilmiistiir. Ozellikle 4. muricata bitki ekstraktinda bulunan isoquercetin molekiiliin
apoptotik ve proapoptotik proteinlere karsi1 yliksek baglanma enerji sergilemesi bu yapinin

antikanser ilag¢ olma ihtimalini gbzler Oniine sermistir.
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EK1

HUCRE BESIYERI

Tablo Ek 1.1: RPMI-1640 Medium Formiilasyonu (mg/L) (Biological Industries, Isreal)

Kalsiyum Nitrat
Potasyum Kloriir (KCI)
Magnezyum Siilfat
Sodyum Kloriir (NaCI)
Sodyum Fosfat
Glikoz
Glutatyon Azaltild
Fenol Kirmiz1
L-Arginin Hidrokloriir
L-Losin
L-Metionin
L-Prolin
L-Triptofan
L-Valin
D-Ca Pantotenat
Folik Asit
Niacinamide
Piridoksin HCI

Tiamin HCI

100.00

400.00

48.84

6000.00

800.00

2000.00

1.00

5.30

241.00

50.00

15.00

20.00

5.00

20.00

0.25

1.00

1.00

1.00

1.00

L-Asparagin-H20
L-Aspartik Asit
L-Sistin Dihidrokloriir
L-Glutamik Asit
L-Glutamin
Glisin
L-Histidin Hidrokloriir
L-Hidroksiprolin
L-Izoldsin
L-Lizin Hidrokloriir
L-Fenilalanin

L-Serin

L-Tirozin Disodyum Tuzu

Biyotin
Kolin Kloriir
I-Inositol
P-Aminobenzoik Asit
B2 Vitamini

B12 Vitamini

50.00

20.00

65.20

20.00

300.00

10.00

20.96

20.00

50.00

40.00

15.00

30.00

28.83

0.20

3.00

1.00

0.20

0.005
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EK 2

TAMPONLAR ve SOLUSYONLAR

DEPC; 1 mL DEPC f{izerine 1 litre dH20 ilave edilmistir ve iyice karistirllmistir. Gece

boyunca inkiibe edilmistir ve sonra otoklavlama yapilmistir.

IXTAE Tamponu; 1 mL 10x sivi TAE igerisine 99 mL dH20 ilave edilmistir ve

karistirilmistir. Hazirlanan tampon +4 °C’de muhafaza edilmistir.

Invazyon Matrigel; 50 uL BD Biosciences matrigel, 500 pL serumsuz medium igerisinde

seyreltilmistir ve her bir insert igine 100 uL. aktarilmistir. 37 °C’de 5 saat inkiibe edilmistir.
% 0.1 DMSO; 1 uLL. DMSO, 1000 pL serumlu medium igerisinde ¢oziilmiistiir.

A. muricata; 0.001 gram, 0.003 gram, 0.005 gram, 0.01 gram, 0.03 gram, 0.05 gram, 0.1
gram, 0.2 gram, 0.5 gram ve 1 gram olacak sekilde hassas terazide tartilmigtir ve 10 farkl

doz hazirlanmistir.
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EK3

D. melanogaster YETISTIRME ve iLAC DOZ MIKTARIN BELIRLENMESI

D. melanogaster Deneylerinde Kullanilan Aktarma Yontemleri

a) Eterizasyon Teknigi: Laboratuvar ortaminda efer kullanilarak yapilan bayiltma
islemidir. Temel prensip sinekleri bir siire (1-2 dk) kadar eter gazina maruz
birakmaktir. Bu siirenin 1-2 dakikadan fazla olmasi sineklerin 6lmesine neden olabilir.

b) Sinekleri Bayilltmadan Aktarma: Sinekler 1518a dogru yoOnelme egiliminden
faydalanarak aktarmaktir.

¢) Soguk Ortamda Sinekleri Aktarma: D. melanogaster -20 °C’de 5-10 dakika kadar
bekletildiginde uyusma ve hareketsizlesme egilimi gostermektedir. Bu siire sonunda

hareketsizlesen sinekler alinir ve kiiltiir degisimi yapilabilir.

D. melanogaster’da Esey Ayrimi

D. melanogaster model organizmasinda esey ayrimi yapabilmemiz ig¢in; stereo
mikroskoptan faydalanilir. Disi sineklerin viicudu ve kanatlar1 daha biiyiik, erkeklerin daha

kiigiiktiir ve erkeklerin karinlari seritsiz siyah renktedir.

Sekil Ek 3.1: D. melanogaster Model Organizmasinda Esey Ayrimi (Yazicy, 2017)
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D. melanogaster Model Organizmasinda ila¢c Doz Miktarin Belirlenmesi

Sekil Ek 3.2: Ergin Sirke Sineginde 4. muricata Bitki Ozii Doz Denemesi

A. muricata bitki ekstrakti [Sekil Ek 3.2:] diizeneginde, ortam kosullar1 ayni olacak

sekilde ayn1 zaman diliminde, ergin sinegin mamasina homojen kivamda zerk edilmistir ve

belirli saat araliklarinda ergin sineklerin durumu takip edilmistir.

Tablo Ek 3.1: Ergin Sirke Sineginde 4. muricata Bitki Ekstraktt Doz Denemesi

Q /? o) Yapilan islem Saat Aralign  Oliim Oram
10 Mamasiz Ortam 0-24 % 100
10 Mama + % 0.1 DMSO 0-72 %0
10 Mama + 0.5 g/mL A. muricata 0-24 %0
10 Mama + 0.5 g/mL 4. muricata 24-48 %0
10 Mama + 0.5 g/mL 4. muricata 48-72 %0
10 Mama + 1 g/mL 4. muricata 0-24 %0
10 Mama + 1 g/mL 4. muricata 24-48 %0
10 Mama + 1 g/mL 4. muricata 48-72 %0
10 Mama + 2 g/mL A. muricata 0-24 %0
10 Mama + 2 g/mL A. muricata 24-48 % 0
10 Mama + 2 g/mL 4. muricata 48-72 %0

N: Birey Sayis1 9: Disi &'z Erkek
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Tablo Ek 3.2: Larval Sirke Sineginde A. muricata Bitki Ekstraktt Doz Denemesi

Birey Sayis1 (N) Yapilan islem Saat Arah@ Oliim Oram

15 Mamasiz Ortam 0-12 % 100
15 Mama + % 0.1 DMSO 0-12 %0

15 Mama + 0.01 g/mL 4. muricata 0-12 % 20
15 Mama + 0.05 g/mL 4. muricata 0-12 % 40
15 Mama + 0.1 g/mL 4. muricata 0-12 % 52
15 Mama + 0.5 g/mL 4. muricata 0-12 % 94
15 Mama + 1 g/mL A. muricata 0-12 % 100

A. muricata bitki ekstrakti ergin ve larva evrelerinde olan D. melanogaster model
organizmasinda denenmistir ve III. instar larva evresinde olan D. melanogaster i¢in LDso

degeri hesaplanmistir. [Tablo Ek 3.3:] Bununla beraber, ergin D. melanogaster igin

oldiiriicti bir 4. muricata dozu bulunamamustir.

Probit Analizi Sonucu (IBM®SPSS Statistics 22)

Yaygin olarak toksikoloji ve farmakoloji gibi alanlarda organizmalarin kimyasal rolatif
toksisitesini belirlemek i¢in kullanilan probit analizi sonucunda, D. melanogaster igin

LDso degeri, 0.118 g/mL A. muricata bitki ekstrakti oldugu belirlenmistir.

Tablo Ek 3.3: Sirke Sinegi Larvalarina Kars1 A. muricata Bitki Ekstraktinin LDso Degeri

Zaman (12 h)  Birey Sayis1 (N) LDso, mg.ml! DF c? P

D. melanogaster

Larva 15 118.270 A 0,625 0.769°

a: Bireysel vakalara dayanan istatistikler, toplu durumlara dayanan istatistiklerden farklidir. b: Anlamlilik diizeyi 150’den biiyiik

oldugundan, giiven limitlerinin hesaplanmasinda heterojenite faktorii kullanilmaz. P: Anlamhilik (ing. Significance) ¢: Chi-Square
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EK 4

UC BOYUTLU HUCRELERDE ILAC DOZ MIiKTARIN BELIRLENMESI

Uc boyutlu gelistirilen MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreler igin ICso degerin

belirlenmesinde A. muricata bitki ekstrakti (filtreli-filtresiz) doz denemesi yapilmistir.
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Sekil Ek 4.1: U¢ Boyutlu Hiicrelerde ilag Doz Miktarin Belirlenmesi

Anlam ifade eden 0.001 g/mL, 0.003 g/mL ve 0.005 g/mL A. muricata bitki ekstrakti

verilmis ii¢ boyutlu hiicreler fotograflanmistir ve image J programinda hiicreler islenmistir.

Tablo Ek 4.1: A. muricata verilmis ti¢ boyutlu MDA-MB-231 Kanser Hiicresi

Filtresiz A. muricata 0.h 24.h 48.h Bozulma Yiizdesi
0.001 g/m¢e % 10
0.003 g/m¢e % 20
0.005 g/m¢e % 30
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Tablo Ek 4.1 (devam): A. muricata verilmis ii¢ boyutlu MDA-MB-231 Kanser Hiicresi

Filtreli A. muricata 0.h 24.h 48.h Bozulma Yiizdesi

0.001 g/m¢ % 5

0.003 g/m? % 20

0.005 g/m? % 50

0.1 g/m¢ % 70

Tablo Ek 4.2: A. muricata verilmis {i¢ boyutlu MCF-7 Kanser Hiicresi
Filtreli A. muricata 0.h 24.h 48.h Bozulma Yiizdesi

0.003 g/m¢ % 10
0.005 g/m¢e % 50

0.01 g/m¢ % 70
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EK S

MiGRASYON ALAN OLCUMU

Migrasyon analizinde; Image J v.1.8.0. programinda migre olan hiicrelerin alan hesabi ve
pixel 6l¢iimii yapilmistir. Kontrol MDA-MB-231 meme kanseri hiicresi % 96 oraninda
yaray1 kapatirken ayni saat araliginda 4. muricata ile tedavi edilmis MDA-MB-231 meme

kanseri hiicresi % 21 oraninda yaray1 kapatmistir.

Bununla beraber yarayr kapatma yiizdesi MDA-MB-231 hiicrelerine kiyasla daha yavas
olan kontrol MCF-7 meme kanseri hiicresi % 93 oraninda yaray: kapatirken, ayni saat
araliginda 4. muricata ile tedavi edilmis MCF-7 meme kanseri hiicresi % 23 oraninda

yaray1 kapatmustir.

¢ Results & Results
MDA-MB-231 Kontrol _ MCF-7 Konirol
larea [Mean  |[Min [Max | larea  |Mean  |Min [max

—

1 20841 13221 2 212 92890 180233 D 233

2 31006 34121 2 167 £ 23300 38332 0 247
3 1680 32473 12 14 3 3384 18225 & 244
& Results 4 Results

MDA-MB-231 A. muricata verilmis MCF-7 A. muricara verilmis

|area |Mean  |Min |Max Area  |Mean |I'u1ir'| |Ma}:

——

52794 56120 O 217
J9615 56892 2 247
37800 23.756 2 244

—_

25208 1e0.087 O 285
52452 39485 0O 253
48875 14792 5 2584

g
ra

]
]

Sekil Ek 5.1: MCF-7 ve MDA-MB-231 Migrasyon Alan Olgiimii
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EK 6

GAZ KROMATOGRAFISI - KUTLE SPEKTROMETRESI (GC-MS) ANALIZI

Kirsehir Ahi Evran Universitesi Merkezi Arastirma ve Uygulama Laboratuvari’nda yapilan
GC-MS analizi sonucunda; ticari olarak temin edilen 4. muricata kapsiillerinde bulunan

yapilar [Tablo Ek 6.1:]°de gosterilmistir. Bu yapilarin biiyiik bir kismi1 4. muricata

bitkisinde de oldugu gézlenmistir.

Tablo Ek 6.1: GC-MS Analizi Sonucunda A. muricata Bulunan Yapilar

Bilesik Ad1 iki Boyutlu Yapi Molekiiler Formiil Alan (%)
Benzenemethanol, 2-(2-aminopropoxy)-3- . CpH1-NO, 0.03
methyl-
N Yo
Benzeneethanamine, 2,5-dimethoxy-a,4- ST Ci2HisNO> 0.02
dimethyl- |

Cathine CoH13NO 0.03
1,8-Cineole/Eucalyptol % CioH130 0.13
1-Terpineol/p-Menth-3-en-1-ol ? CroH1O 0.13
. . A
1,3,6-Octatriene, 3,7-dimethyl-, (E)-/p- /\K{VY Cull 0.03
Ocimene 102216 :
3-Carene(Terpenes) \W CioHie 0.05

3-Octanone/Ethyl amyl ketone W CsHi60 0.11

Tetrahydro-4H-pyran-4-ol ﬁj CsHi002 0.08




Tablo Ek 6.1 (devam): GC-MS Analizi Sonucunda 4. muricata Bulunan Yapilar

1-Ethylpentyl acetate/acetate; Acetic acid

1,4,7,10,13,16-Hexaoxacyclooctadecane

L-Cystine

Linalool

Linalyl acetate/Bergamol/Linalool acetate

Neryl acetate/3,7-Dimethyl-acetate(2E)-2,6-
Octadien-1-ol

Lavandulyl Acetate

3-Cyclohexen-1-ol, 4-methyl-1-(1-

methylethyl)/Terpinen 4-ol

[1,1-Bicyclopropyl]-2-octanoic acid, 2"-hexyl-,

methyl ester

Cyclohexyl-15-crown-5

a-Terpineol

12-Crown-4

.

0//\}\/\/ CoH 50,
Jd!
S/ CiHuO
o) 12H2406
J
[ CesH12N204S:
D\\T/w”ﬁ

/
Wy C1oH150

Ci2H200,

Ci2H2002

Ci2H2002

C21H3302

-
e

g a0
s

C14H260s
Ny
$ CioH150
O/_\O
( j CsH1604

g

0.08

0.02

0.02

2.87

1.26

0.21

0.21

0.13

0.08

0.01

0.12

0.03
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Tablo Ek 6.1 (devam): GC-MS Analizi Sonucunda 4. muricata Bulunan Yapilar

£

15-Crown-5 10 0) CioH200s 0.03
Hexaethylene glycol 1o A e Ci2H2607 0.03
Pentaethylene glycol KA Ol Ci0H2204 0.06

—
1,4,7,10,13-pentaoxacyclop entadecane / )—J\\J ) C20H33010 0.05

9-Octadecenoic Acid (Z) —Df\\x\—/_/-/—f Ci9H3602 21.22

9-Octadecenoic Acid (Z)-, Ethyl CaoH330, 15.51
Ester/Ethyl Oleate

Cyclohexyl-15-crown-5 \T g Ci4H260s 0.03
\/O\J
Ethyl linoleate/Linoleic acid ethyl ester C20H3602 45.31
~-° "
\
Ethanol, 2-(9,12-octadecadienyloxy) o~ C20H3302 4531

[1,1'-Bicyclopropyl]-2-octanoic acid, 2'- C,H3:0, 1.92
hexyl-, methyl ester Q

Tetradecahydro-1,4,7,10,13- (0 \LO/Q C14H260s 1.92

benzopentaoxacyclopentadecin &o \//0
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