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U87G KANSER HUCRESINDE KUDRET NARI (Momordica charantia)
OZUTUNUN Sparc ve Src-1 PROTEIN EKSPRESYON SEVIYELERI UZERINE
ETKISININ INCELENMESI

OZET

Glioblastoma multiforme cerrahi rezeksiyon, radyasyon tedavisi ve yiiksek doz
kemoterapi gibi yaklasimlarla sinirli bir basar1 elde edilmis olsa da 6limciil beyin
tiimorleri arasinda yerini halen korumaktadir.

Son zamanlardaki aragtirmalar, geleneksel tipta 6zellikle basta diyabet olmak
tizere birgok hastaligin tedavisinde popiiler olarak kullanilan, ekvatoral bir bitki olan
Momordica charantia (MC) iizerine yogunlasmistir. Tiirk halkinin ‘Kudret Nar1’ olarak
adlandirdigi  MC, farmakolojik aktiviteleri ve beslenme Ozellikleriyle bilinen
Cucurbitaceae familyasina ait bir bitkidir. Bu bitki ile yapilan bazi ¢aligmalar, MC’nin
yapisindaki hipoglisemik etki gosteren, anti-tiimor ve anti-viral ajanlar olarak hareket
eden protein ve metabolitlerin varligini dogrulamaktadir. Bunun yanisira yapilan bir¢ok
calismada MC’nin normal hiicreler lizerinde ¢ok az sitotoksik etki gosterdigi ya da
hicbir sitotoksik etkiye sahip olmadig1 gosterilmistir.

Bu calismada, MC o6ziitiiniin U87G hiicre hattinda sitotoksisite, hiicre canlilig
ve migrasyon lizerine etkilerinin in vitro olarak incelenmesi amaglanmigtir. MTT analizi
sonucu U87G hiicrelerinde MC 6ziitliniin 1Csp degeri 700 pg/ml olarak belirlenmistir
(***p<0.001). Sagkalim analizinde &ziitiin 24, 48, 72 ve 96. saatlerde sirasiyla %16,6,
%42,6 %79,3 ve % 91,6 oranlarinda artan bir Oldiiriicii etkiye sahip oldugu
gozlemlenmistir. Yara iyilesmesi deneyi sonucuna gore ise kontrol grubu ile
karsilastirildiginda  kontrol grubundaki yara genisliginin 24. saatte kapandigi
gozlemlenirken; 6ziit uygulanan grupta 24. ve 48. saatlerde zamana bagli olarak yara
genisliginin arttig1 ve hiicre canliliginda azalma oldugu gozlemlenmistir. Western Blot
analizi, glioblastoma hiicrelerinin 24 saat boyunca MC 6ziitii ile tedavisinin Sparc ve
Src-1 protein ekspresyon seviyelerini inhibe ettigini gostermistir. Bu sonuglar
gostermistir ki, MC 0ziitli U87G hiicre hatt1 iizerinde sitotoksik bir etkiye ve onemli

derecede anti-proliferatif ve anti-invaziv 6zellige sahiptir.

Anahtar kelimeler: Momordica charantia; glioblastoma; migrasyon; sparc; src-1



INVESTIGATION OF THE EFFECT OF Momordica charantia EXTRACT ON
Sparc AND Src-1 PROTEIN EXPRESSION IN U87G CANCER CELL

ABSTRACT

Glioblastoma multiforme still maintains its place among the deadly brain
tumors, even though approaches such as surgical resection, radiation therapy and high-
dose chemotherapy have had limited success.

Recent research has focused on Momordica charantia (MC), an equatorial plant
that has been used in traditional medicine for the treatment of many diseases,
particularly diabetes. MC, which is called ‘Kudret Nar1’ by Turkish people, is a plant
belonging to Cucurbitaceae family which is known for its pharmacological activities
and nutritional properties. Some studies with this plant confirm the presence of proteins
and metabolites that act as anti-tumor and anti-viral agents with hypoglycemic effects in
the structure of MC. In addition, many studies have shown that MC has little or no
cytotoxic effect on normal cells.

In this study, it was aimed to investigate the effects of MC extract on
cytotoxicity, cell viability and migration in U87G cell line in vitro. As a result of MTT
analysis, 1Csp value of MC extract was determined as 700 pg / ml in U87G cells
(***p<0.001). Survival analysis showed that the extract had an increasing lethal effect
at 24, 48, 72 and 96 hours at 16.6%, 42.6%, 79.3% and 91.6%, respectively (*p
<0.001). According to the wound-healing analysis,the wound closed at 24h in the
control group and the wound gradually increased depending on time in the extract
treated group (***p <0.001). Western blot analysis showed that treatment of
glioblastoma cells with MC extract for 24 hours inhibited Sparc and Src-1 protein
expression levels. According to the results, MC extract has a cytotoxic and a significant
anti-proliferative and anti-invasive effect on U87G cell line.

Key words: Momordica charantia; glioblastoma; migration, sparc, src-1
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1.GIRIS

Merkezi sinir sistemi (MSS) tiimorleri, nadir goriilmelerine ragmen onemli bir
morbitide ve mortalite nedenidir (Ohgaki, 2009). Tiim beyin tiimdrleri arasinda,
glioblastoma multiforme (GBM) yetiskinlerde en sik goriilen (Gleeson vd., 2019),
Diinya Saglk Orgiitii'ne (WHO) gore IV. derece astrositom sinifina ait, prognozu en
kotli olan primer beyin timoriidir (Tamimi ve Juweid, 2017). Tiimoériin ortalama
sagkalim siiresi 12-18 aydir (Neamati ve Asemi, 2019). GBM tedavisi, timoriin
gorlintiilenmesini, norolojik hasara neden olmadan cerrahi rezeksiyonunu ve rezeksiyon
sonrast yaklasik 6 hafta boyunca radyoterapi ile es zamanli kemoterapi alinimini igerir
(Belousov vd., 2019). Cerrahi rezeksiyon, radyasyon tedavisi ve yiikksek doz kemoterapi
gibi yaklasimlarla sinirli bir basar1 elde edilmis olsa da GBM, 6liimciil beyin tiimdrleri
arasinda yerini halen korumaktadir (Sampson vd., 2019).

Giliniimlizde bitkiler ve bitkilerden tiiretilen bilesikler kanser tedavisinde
kullanilmaktadir ve bitki tiirevli bilesikler, klinik olarak faydali birgok kanser onleyici
ajanin 6nemli bir kaynagi olmustur (Cragg ve Newman, 2005). Yeni tekniklerin ortaya
cikmasiyla birlikte dogal bilesiklerle ilgili engeller azaltilmaktadir ve bu dogal
bilesenlerin ila¢ endiistrisinde kullanimina ilgi de giderek artmaktadir. Bununla birlikte,
bitkisel bilesikler ila¢ olarak diislintildiigiinde, gilivenlik ve yan etkiler agisindan
herhangi bir sorunlarinin bulunmadigina inanilmaktadir. Yapilan testlere dayanarak
anti-kanser 6zellik tagiyan bitkilerin kanser hiicrelerine kars1 sitotoksik etkilere neden
oldugu kanitlanmistir (Khan vd., 2020).

Gergeklestirilen bu ¢alismada cesitli kanser tiirlerinde terapotik etki gosterdigi
kanitlanmis Momordica charantia (MC) Oziitiiniin, karakteristik olarak son derece
invaziv, radyo-kemoterapiye direngli ve anjiyogenik Ozellik gosteren GBM
hiicrelerinde, ¢oklu kanser gelisimi ve ilerlemesinde etkin bir yere sahip Src-1
proteininin ekspresyonu ve ayrica son zamanlarda yapilan caligmalarla anjiyogenez
mekanizmasinda hem pro-anjiyogenik hem de anti-anjiyogenik etkisi bakimindan kritik
bir rol istlenen Sparc proteininin ekspresyonu iizerindeki etkisinin in vitro olarak

incelenmesi amaglanmustir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Beyin Tiimorleri

Beyin tiimorii terimi, beyindeki hiicrelerden ya da beyne metastaz yapan
sistemik tlimorlerden kaynaklanan farkli hiicrelerin olusturdugu tiimor tiplerini ifade
etmektedir (Ohgaki, 2009). Primer beyin tiimérleri, beyin parankimi ve g¢evresindeki
yapilardan kaynaklanan heterojen bir tiimor grubudur (De Robles vd., 2015). Sekonder
beyin tiimorleri ise erigkinlerde malign tiimoriin viicudun herhangi bir yerinden -en sik
akciger, cilt, bobrek, meme veya kolon- yayilmasiyla olusmaktadir (Salomon vd.,
2018).

MSS tiimorleri nadir goriilmektedir fakat kanser i¢cin dnemli bir morbidite ve
mortalite nedenidir. Bu tiimorler 6zellikle ¢ocuklarda kansere bagl 6liimlerin %30 unu
olustururken; geng eriskinlerde %20’sini olusturmaktadir (Ohgaki, 2009). Globocan
2018 verilerine gore; beyin tiimorleri insidansi erkeklerde ve kadinlarda yiiz binde
sirastyla 3.9 ve 3.1 iken; mortalite yiiz binde 3.2 ve 2.3 oranindadir. Yine bu verilere
gore Tiirkiye’de beyin tiimorleri insidansi erkeklerde ve kadinlarda yiiz binde sirasiyla
7.7 ve 5.6 iken; mortalite yiiz binde 6.8 ve 4.4 tiir.

MSS tiimoérleri zihinsel degisikliklere ve ndrolojik eksikliklere neden
olabilmektedir ve sosyal yiikii diger tiimorlere oranla olduk¢a daha fazladir (Lee vd.,
2010). Sinir sistemi tiimorleri, onlar1 viicudun herhangi bir yerindeki neoplastik

stireglerden ayiran benzersiz 6zelliklere sahiptir.

D
%

Morfolojik olarak belirgin premalign veya karsinomlarinki ile karsilastirilabilir

in situ agsamalar1 yoktur.

« Distik dereceli lezyonlar nedeniyle bile beynin diger bolgelerine yayilim
gostererek klinik olarak kotii prognoza neden olabilirler.

« Neoplazmanin  anatomik bolgesi, lokal etkiler nedeniyle histolojik
simiflandirmadan bagimsiz olarak sonucu etkileyebilir (6rnegin, iyi huylu bir
menenjiyoma, medullanin sikistirilmasindan dolayr kardiyorespiratuar durmaya
neden olabilir).

« En yiiksek derecede kotii huylu alt tipleri bile MSS disina nadiren yayilim

gosterir (Kumar vd., 2017).



2.2. Beyin Tiimoérlerinin Simiflandirilmasi

MSS tiimdrlerinin  siniflandirilmast 2007 yilinda WHO tarafindan tiimdriin
histolojik ~ Ozelliklerine,  hiicre  tipine,  hiicrelerde = noroglial  fibrillerin
varligina/yokluguna, biiyiimenin makroskopik ozelliklerine ve hiicresel atipi derecesine
gore yapiliyorken; 2016 yilinda histoloji ve molekiiler patolojiyi birlestirmeye dayali bir
simiflandirma sistemi gelistirilmistir. Bu smiflandirma 4 evreden olugmaktadir; (1)
Entegre tani; sadece biitiin evreler igin mevcut bilgi yeterli ise uygulanabilmektedir. (2)
Histolojik tan1 (6rnegin, astrositoma, oligodendroglioma vs.). (3) WHO derecelendirme
ve (4) Molekiiler bilgi (6rnegin, IDH-mut, 1p/19g-codel) (Banan ve Hartmann, 2017).

WHO, beyin tiimorlerinin derecelendirilmesini de yine tiimérlerin histopatolojik
ozelliklerini dikkate alarak degerlendirmistir. Bu derecelendirme sistemi c¢esitli

histopatolojik dzelliklere sahip beyin tiimorlerinin malignansi 6l¢iitiidiir (TND, 2008).

> Derece 1: Diisiik proliferasyon potansiyeline sahip timorlerdir ve cerrahi olarak
bulunduklar1 bolgeden ¢ikarilabilirler. Cerrahi islemin ardindan tedavi sansi olan

tiimdr grubudur.

> Derece 2: Genel olarak infiltratif (yayilma) ozellik gosterirler. Dusiik
proliferasyon potansiyeline sahip olmalarina ragmen; siklikla tekrar eden
timorlerdir. Bu grup igerisindeki bazi tiimdrler, yiiksek dereceli tiimorlere

donme egilimi de gosterebilmektedir.

> Derece 3: Histolojik olarak malignansi 6zellik gosteren tiimorlerdir. Derece 3
timore sahip hastalar genellikle adjuvan radyo- ve/veya kemoterapi alarak

tedavi edilmektedir.

> Derece 4: Sitolojik olarak malign, mitotik olarak olduk¢a aktif ve nekroz egilimi
gosteren tlimor grubudur. Bu tip tiimorlerde hizli bir hastalik gelisimi s6z

konusudur ve klinik olarak 6liimciil bir seyir gosterirler (TND, 2008).



Cizelge 2.1. Sccilen MSS tiimorlerinin WHO'ya gore 2016 yili derecelendirilmesi

(Louis vd, 2016°dan degistirilerek alinmistir.)

Difiiz Astrositik ve
Tiimorler

Oligodendroglial

Diger Gliomalar

Difiiz astrositom, IDH-mutant
Anaplastik astrositom, IDH-mutant
Glioblastoma, IDH-wild tip

Glioblastoma, IDH-mutant
Difiiz midline glioma, H3 K27M-mutant

Oligodendroglioma,IDH-mutant ve 1p/19q-
codel

Anaplastik  oligodendroglioma,|DH-mutant
1p/19g-codel

Diger Astrositik Tiimorler

Pilositik astrositom

Subependimal dev hiicreli astrositom
Pleomorfik ksantoastrositom
Anaplastik pleomorfik ksantoastrositom
Ependimal Tiimérler
Subependimoma

Miksopapiller

Ependimoma

Ependimoma, RELA-fiizyon pozitif
Anaplastik Ependimoma

Embriyonal Tiimorler

Medulloblastoma (tiim alt tipleri)

Cok katmanli embriyonal tiimér, C19MC-
degistirilmis

Medullo epitelioma

CNS embriyonal tiimér, NOS

Atipikal teratoid/raptoid timor

Raptoid 6zellikle CNS embriyonal tiimor
Mezenkimal, Meningoepitelyal Olmayan
Tiimorler

Solid fibroz tiimor, hemanjioperisitoma
Hemanjioblastoma

Sellar Bolge Tiimérleri

Kraniofarengiom

Graniiler hiicreli timor

I

|

I
/111
Il

/117111
I

Anjiosentrik glioma
Astroblastoma
Noronal ve
Tiimorler
Desmoplastik ndroepitelyal timor
Gangliositoma

Miks Noronal-Glial

Ganglioglioma
Anaplastik ganglioglioma

Serebellum displastik gangliositoma
Desmoplastik infantil astrositom ve
gangliositoma

Papiller gliondronal tiimor

Santral nérositoma

Ekstraventrikiiler ndrositoma
Serebellar lipondrositoma

Pineal Bolge Tiimorleri

Pineositoma

Intermediyer farklilik gsteren pineal
Pineoblastoma

Pineal bdlge papiller timorii
Kranial ve Paraspinal
Tiimorleri

Scwannom

Sinir

Norofibroma

Perinoroma
Malignant
tiimorleri
Menenjiomalar
Menenjioma
Atipikal menenjioma

periferal  sinir  kalift

Anaplastik (malignant) menenjioma
Koroid Pleksus Tiimorleri

Koroid pleksus papillomu

Atipik koroid pleksus papilloma
Koroid pleksus karsinomu

|
1/
v
/11

|
H/innv




2.2.1. Glioblastoma Multiforme (GBM)

GBM, astrositik soy agacinin en agresif difiize gliomasidir ve WHO
smiflandirilmasina dayanan derece IV glioma olarak kabul edilmektedir (Tamimi ve
Juweid, 2017). Eriskinlerde MSS’nin en sik goriilen ve en yiiksek 6liim oranina sahip
primer beyin tiimorlerinden biridir (Gleeson vd., 2019; Tomar vd., 2019). Tim
gliomalarin %56.6’sm1 (Tamimi ve Juweid, 2017) ve tiim primer beyin tiimdorlerinin
%16’s1m1 olusturmaktadir (Binabaj vd., 2018; Zhao vd., 2016).

Diger tiim gliomalar %2.2
Oligoastrositik tiimdrler %2.6
Pilositik astrositomlar %65.1

Oligodendrogliomalar %5.3 Glioblastoma

Anaplastik astrositomlar %6.7 %56.6
Ependimal tiim&rler %6.7

Glioma malignant, NOS %7.4

Difiiz astrositomlar %7.4

Sekil 2.1. Primer Beyin ve Diger MSS Gliomalarinin Dagilimi (Ostrom vd., 2018’den
degistirilerek alinmistir)

GBM noroglial kok hiicre veya projenitdor kok hiicrelerden kaynaklandigi
diistiniilen intrinsik bir beyin timoridir (Weller vd., 2019; Abdelmaksoud, 2016).
Gilintimiizde GBM, histolojik agidan benzer olup farkli genetik yollardan geliserek farkli
yaglarda hastalar1 etkileyen; prognoz ve tedaviye yanit konusunda farkli davranislar
sergileyen primer ve sekonder tiplerden olugsmaktadir (Delgado-Lo pezl ve Corrales-
Garci’a, 2016). Primer GBM, hastalarin %90’indan sorumludur ve de novo olarak
ortaya ¢ikmaktadir (Li vd., 2016). En sik 60 yasin tizerindeki hastalarda gozlenir ve kisa
bir klinik 6ykii ile karakterizedir (Jawhari vd., 2016). Sekonder GBM ise diisiik dereceli
veya anaplastik astrositomlardan gelisir ve hastalarin %10’ undan sorumludur. Bu tip
GBM, 45 yas hastalarinda daha yaygin goriilmektedir (Corsi vd., 2019). Daha uzun bir
klinik 6ykii ve ile karakterizedir ve primer GBM'den daha iyi bir prognoza sahiptir

(Jawhari vd., 2016).



2.2.2. GBM insidansi

GBM insidanst olduk¢a degiskendir (Tamimi ve Juweid, 2017) ve 100.000
kiside 10 kisiden azdir (Taylor vd., 2019). GBM hastalarinda 1 yillik sagkalim orani
%37,2 ve 5 yillik sagkalim oran1 %5.1°dir (Tykocki ve Eltayeb, 2018). Insidans: yasla
birlikte siirekli artis gostermektedir (Weller vd., 2019; Abdelmaksoud, 2016) ve
erkeklerde kadinlara oranla %40 daha sik goriilmektedir (Delgado-Lo pezl1 ve Corrales-
Garct’a, 2016). Ortalama yasam siiresi 14 aydir (Lu vd., 2018). Kiiresel olarak her yil
100.000’den fazla hasta bu tiir beyin kanseri nedeniyle 6lmektedir (Marta vd., 2019).

2.2.3. GBM Olusumunda Rol Oynayan Faktorler

GBM histolojik 6zelliklerine ek olarak, ¢esitli genetik ve epigenetik degisiklikler
ile karakterize bir hastaliktir ve bu nedenle ‘multiforme’ kanserin ¢ok yonlii
Ozelliklerine atifta bulunmaktadir (Marta vd., 2019). Primer ve sekonder

glioblastomalarin alt tipleri morfolojik olarak ayrilmayip benzerdir fakat farkli genetik
degisikliklere sahiptir (Jawhari vd., 2016).

EGFR: Insan epidermal biiyiime faktorii reseptdrii (EGFR) geni, bir transmembran
tirozin kinaz reseptoriinii kodlar (Soomro vd., 2017). Hiicre boliinmesi, migrasyon,
adezyon, farklilasma ve apoptoz gibi 6nemli olaylarda merkezi bir rol oynayan EGFR
geninin amplifikasyonu, primer GBM hastalarinin %57.4'linde, sekonder GBM
hastalarmin ise %8'inde goriilmektedir. Buna ek olarak, nokta mutasyonlari veya
delesyonlar1 da GBM’de siklikla gériilmektedir (An vd., 2018).

EGER: Fibroblast biiyiime faktorii reseptorii (FGFR), hiicre ¢ogalmasi, sagkalim ve
hiicre iskeleti regiilasyonu dahil olmak tizere bir¢ok biyolojik fonksiyonu kontrol eden
membrana bagli bir reseptdr tirozin kinazdir. FGFR sinyali MSS’nin embriyonel
gelisimi sirasinda, yetigkin ndronlar ve astrositler i¢in bir sagkalim mekanizmasi olarak
onemlidir. GBM hastalarinin %3'inde FGFR ve TACC (transforme asidik sarmal-bobin

iceren proteinler) genleri arasinda flizyon gériilmektedir (Li vd., 2016).

IDH: Izositrat dehidrojenaz (IDH) geni, sitrik asit dongiisiinde izositrat1 o-ketoglutata
(0-KG) doniistiiren izositrat dehidrojenazi kodlar (Park ve Turcan, 2019). GBM'nin
%12'sinde IDH1 kodon 132'de ve mitokondriyal IDH2 kodon 172’de nokta
mutasyonlart tanimlanmistir (Li vd., 2016). IDH1/IDH2'deki mutasyonlar glial bir

timoriin dogrulanmasinda, derece II gliomalar ile pilositik astrositomlar arasindaki



ayriminda gergek tani degerine sahiptir. Primer GBM'nin sadece % 5'inde ve sekonder
GBM'in % 80'inde IDH1 mutasyonu goriiliir (Agnihotri vd., 2012).

PTEN: Fosfotaz ve tensin homologu (PTEN), protein tirozin fosfataz gen ailesine ait
bir tiimdr baskilayict gendir. PIP3'i PIP,’ye defosforile ederek PI3K/AKT sinyalini
negatif olarak diizenler ve boylece hiicre ¢ogalmasi engellenir (Carrasco-Garcia vd.,
2014). EGFR veya PTEN mutasyonu, PISK/AKT/mTOR sinyal yolaginin stirekli
aktivasyonuna neden olarak tiimor olusumu ve kanser tedavisi direncine katkida
bulunmaktadir (Li vd., 2016). PTEN mutasyonlar1 primer GBM'nin %25’inde ve
sekonder GBM’nin %4 ’iinde goriilmektedir (Jawhari vd., 2016).

BRAF: RAF kinaz ailesinin bir iiyesi olan BRAF, ¢cogalmay1 tesvik eden MAPK/ERK
sinyal yolaginda gorev alir. Aktive edici BRAF mutasyonlari, 6zellikle BRAFV600E,
cesitli timor tiplerinde bulunur ve onkogen olarak islev goriir (Rhun vd., 2019; Schreck
vd., 2019). BRAF gen degisiklikleri yetiskinlerde kotii prognoz ile iliskilidir ve
BRAFV600E mutasyonlart GBM'nin %50'sinden fazlasinda goriilmiistir (Behling ve
Schittenhelm , 2019).

NFE1: GBM hastalarmin %18'inde Norofibromatoz Tip 1 (NF1) geninde mutasyon veya
delesyon goriilmektedir (An vd., 2018). NF1 genindeki mutasyon ve delesyonlar
sonucunda Stat3 proteini mTORCI1 ve Ras ile iliskili C3 botulinum toksin substrat 1
(Racl) proteinleri tarafindan diizenlenir ve Siklin D1'in ekspresyon seviyesinde artis
gozlemlenir. Bu artis asir1 hiicre ¢ogalmasi ve tiimoér olusumu ile sonucglanmaktadir

(Soomro vd., 2017).

MET: Hepatosit biiylime faktorii reseptorii (HGFR), epitelyal ve endotelyal hiicrelerin
yiizeyinde eksprese edilen bir tirozin kinaz reseptoriidir ve MET proto-onkogeni
tarafindan kodlanir. HGF, vaskiiler endotelyal hiicreler iizerinde MET'nin aktivasyonu
ile anjiyogenezi diizenleyerek hiicre ¢ogalmasini, migrasyonunu, sagkalimi ve hiicre
dist matris degradasyonunu destekler. MET, GBM kok hiicrelerinde (GSC'ler) 6nemli
bir sinyal yolagidir. Yiiksek MET ekspresyonuna sahip primer GBM hiicreleri daha
fazla sayida GSC igerir ve daha yiiksek timor olusumu gosterir. GSC’lerin kendi
kendini yenileme 6zelliginden sorumlu olan HGF ve GSC’lerin fonksiyonel bir markeri
olan MET, GSC'lerin yaklasik %40'ida mevcuttur (Cruickshanks vd., 2017).



RB/CDKN2A/p16'"™* :Retinoblastoma (RB) geni, E2F'ye bagli hipofosforile bir

durumda (aktif) olup, mitoz i¢in dnemli genlerin transkripsiyonunu onleyerek G1/S
hiicre dongiisii  kontrol noktasindan ilerlemeyi engeller (Crespo vd., 2015).
CDKN2A/2B, RB yolunun hiicre dongiisii diizenleyicisi olan bir tiimor baskilayici
gendir (Park vd., 2017) ve hem CDKN2A-p14”"F hem de CDKN2A-p16™"*? iiretir.
p16™K®  CDK4'ti negatif olarak diizenlediginden ve pl14°"F MDM2'yi inhibe
ettiginden, her iki genin ayni1 anda inaktivasyonu hem RB hem de P53 sinyal yolagini
diizensizlestirir (Crespo vd., 2015). Glioblastomalarin yaklasik %80'inde RB sinyal
yolaginda genetik degisiklikler goriillmektedir (Venkatesan vd., 2016).

P53/MDM2/MDM4/CDKN2A-p14”"": P53, DNA hasari, genotoksisite, onkogen

aktivasyonu, anormal biiylime sinyalleri ve hipoksiye yanit olarak aktive edilen énemli
bir tiimor baskilayici gendir (Zhang vd., 2018). MDM2 proto-onkogeni ise P53’iin
negatif diizenlenmesinde gorev alir (Ahmed vd., 2018). MDM2'nin asir1 ekspresyonu
ve/lveya CDKN2A-p14“"Fnin ekspresyon kayb: nedeniyle P53 aktivitesinin
engellenmesi, GBM'de kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi ve tiimdr olusumuna yol agar. Insan
gliomalarinda, P53 mutasyonlari missense mutasyonlaridir (Crespo. vd., 2015) ve
primer GBM’de %35’ten az goriilirken; sekonder GBM’de %90°dan fazla
goriilmektedir (Venkatesan vd., 2016).

TERTp mutasyonlari: Telomeraz ters transkriptaz (TERT) geni, kromozomlarin 3'

ucuna heksamer tekrarlar1 ekleyerek telomeraz aktivitesinin artmasina neden olur
(Ranjit vd., 2015). TERT promotdr mutasyonlart IDH-wild tip glioblastomalarin en
yaygin molekiiler isaretidir (Rhun vd., 2019) ve %80-96'sindan fazlasinda meydana
gelir (Karsy vd., 2017), ancak derece Il ve 111 astrositomlarda %38.5’lik bir oranla daha
az bulunur (Li vd., 2016).

LOH: Heterozigosite kaybi (LOH), germ hattinda bir genin veya kromozomal
segmentin “cift vurus” mutasyonu olarak tanimlanir (Karsy, 2014). Primer GBM’ler,
EGFR amplifikasyonu ile baglantili olarak siklikla kromozom 10 kayb1 gosterir Ki bu
durum GBM'nin agresif 6zelliklerine katkida bulunur. Kromozom 13q (tipik olarak RB
lokusu dahil), kromozom 19q (ortak bir silinen bdlge 19q13.3) ve kromozom 22q
(TIMP-3 varsayilan tiimor baskilayict gen dahil 22q12.3'te) sekonder GBM’de primer
GBM’ye kiyasla daha sik saptanmistir (Crespo vd., 2015).



2.3. Src-1 (ASV1; THC6; c-SRC; p60-Src)

Src ailesi kinazlar (SFK), sitozol icerisinde yer alan ve fizyolojik sartlar altinda
hiicre i¢i ara sinyal iletim proteinleri olarak islev goren yiiksek derecede korunmus
halde bulunan bir grup homolog reseptér olmayan tirozin kinaz ailesidir (De Groot ve
Milano, 2009; Ahluwalia vd., 2010). SFK’lar; (1) Miristile edilebilen ve plazma
membrani ile etkilesimi uyarabilen Src homolojisi (SH) alani ad1 verilen benzersiz N-
terminal bolgesi (2) Hem molekiil i¢i hem de molekiiller arasi etkilesimlere aracilik
etmek i¢in prolin bakimindan zengin dizilere baglanabilen bir SH3 alani (3) Src’nin
kendisi veya diger proteinler iizerinde fosforile tirozin kalintilarin1 baglayabilen bir SH2
alan1 (4) Katalitik kinaz alan1 olan SH1 ve (5) C-terminal bolgesinden olugsmaktadir
(Cirotti vd., 2020). SFK ailesi iiyelerinden sekizi olan Src, Fyn, Yes, Lyn, Lck, Hck,
Blk ve Fgr insanlarda eksprese edilir ve Src, Fyn ve Yes ozellikle beyin dokusu,
osteoklastlar ve trombositlerde yiiksek diizeylerde bulunur (Wadhawan vd., 2011).
SFK’lar adenozin trifostatin (ATP) terminal fosfat grubunu, protein substratlari
tizerinde mevcut olan spesifik tirozin kalintilarina transferini katalize ederek hiicre igi
biyokimyasal yolaklarda niikleer faktorleri aktive ederler veya hiicre iskeletini yeniden
yapilandirmaya neden olurlar (Guarino, 2009). Bu kinazlar 6zellikle kanser siirecinde
olmak tizere bir¢ok patolojik durumda asir1 eksprese edilmektedir (Musumeci vd.,
2017) ve kanser olusumunda dnemli bir rol oynamaktadir (Patel vd., 2016).

SFK’lar arasinda Src-1, hiicre ¢ogalmasi, adezyonu, migrasyonu, invazyonu ve
anjiyogenezi kontrol eden yolaklarda gorev alan en iyi karakterize edilmis izoformdur
(Patel vd., 2016; Musumeci vd., 2017). 1970’lerde kesfedilen bu gen (Zhang ve Yu,
2012), normal memeli hiicrelerinde tanimlanan ilk proto-onkogendir (Cirotti vd., 2020).
Src-1’in temel islevi, dis sinyalleri hiicre igine iletmektir. Bu gorevi esas olarak reseptor
tirozin kinazlar (RTK) ve integrinler {izerinden gergeklestirir (Guarino, 2009; Liu vd.,
2014). Normal hiicre homeostazinin korunmasi, hiicre ¢ogalmasi ve sagkalimi, hiicre
iskeletinin diizenlenmesi, hiicre seklinin kontrolii, normal hiicreler arasi temaslarin
korunmasi, hiicre-matriks yapisma dinamigi, hareketlilik ve hiicre gocii gibi ¢esitli
fizyolojik fonksiyonlara katilsa da (Guarino , 2009), RTK ve integrinler iizerinden
timor mikrogevresinin  diizenlenmesinde rol oynayarak tiimor baglangic1 ve
bliylimesinden ziyade neoplastik fenotip, timdér invazyonu ve ilerlemesine neden

olmaktadir (Zhang ve Yu, 2012; Guarino , 2009). Bu baglamda, Src-1’in molekiiler
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ortaklart ve potansiyel substratlari ile birlikte hiicre alt1 lokalizasyonu Src-1
fonksiyonunun diizenlenmesinde 6nemli bir mekanizmadir (Guarino, 2009).

Src-1 ¢oklu kanser gelisimi ve ilerlemesi ile iliskilidir. Meme kanseri, kiigiik
hiicreli akciger kanseri, I6semi ve kolon kanseri gibi tiimorlerde yiiksek diizeyde aktif
olarak tanimlanmigtir (De Groot ve Milano, 2009). Son zamanlarda, Src-1 yiiksek
derecede hiicre ¢ogalmasi, anjiyogenez, nekroz ve invazivlik ile karakterize GBM
hiicrelerinde asir1 eksprese edilmektedir (Musumeci vd., 2017). Literatiir bilgilerine
gore, kendiliginden v-Src eksprese eden transgenik fareler, molekiiler biyolojisi insan
formuna ¢ok yakin olan glioblastoma tiimorleri gelistirmistir (De Groot ve Milano,
2009). Src-1’in inhibisyonu ise GBM hiicrelerinin biiylimesini, canliligini ve
migrasyonunu hem in vivo hem de in vitro modellerde azaltmistir. Bu bulgu Src-1’in
glioblastoma gelisimi ve ilerlemesindeki merkezi roliine isaret etmektedir (Musumeci
vd., 2017). Src-1’in aktivasyonunda tirozin kinaz biiylime faktorii reseptorleri (6rnegin,
EGFR, HER2, HGFR, PDGFR, VEGFR gibi), hiicre i¢i proteinler (6rnegin fokal
adezyon kinaz (Fak), p130, E-kaderin, Ras homolog aile iiyesi (RhoA) gibi) ve
integrinler gibi ¢esitli faktorler yer alir (Torrisi vd., 2020). Src-1 ve bu proteinler
arasindaki etkilesim, Src-1 i¢indeki molekiil i¢i inhibitor etkilesimlerini bozarak

aktivasyonuna neden olur (Ahluwalia vd., 2010).

Sekil 2.2: Src-1 proteinin sinyalizasyonu (Parkin vd., 2019’dan degistirilerek
alinmistir.)



11

Src-1 aktivetesinin inhibe edilmesinin hiicre ¢ogalmasini engelleyici roliiniin
meme kanseri, prostat kanseri ve GBM hiicrelerinde olmasi Src-1’in timor hiicresi
proliferasyonunun uyarilmasinda onemli bir role sahip oldugunu gostermektedir
(Ahluwalia vd., 2010). Biiytime faktorleri ile etkilesimi sonucu Src-1, RTK sinyallerini
entegre ederek diizenler (Zhang ve Yu, 2012). Bu sayede sagkalim sinyallerini
RAS/MAPK, PI3K, AKT ve STAT3 gibi downstream yolakta gorev alan molekiiler
ortaklarina dogrudan iletir. Sonug olarak bu sinyal iletimi yoluyla hayatta kalmay1 ve
timor hiicrelerinin biiyiimesi uyarir (Cirotti vd., 2020).

Src-1, hiicre cagalmasini diizenlemedeki roliine ek olarak, hiicre adezyonu,
migrasyonu ve invazyonunu da etkiler. Src-1 aracili hiicresel adezyonda azalma, fokal
adezyon yeniden bilesenlerinin dagilimi, integrin sinyalizasyonunun degistirilmis
diizenlemesi ve hiicre dis1 matriks (ECM) proteinlerinin birikiminin azaltilmasi dahil
olmak tizere birgok mekanizmadan kaynaklanmaktadir (Cirotti vd., 2020). Bu baglamda
FAK ile Src-1’in etkilesimi p130, integrin ve paxillin ile anahtar komplekslerin
olusumuna yol acarak PI3K’y1 aktive eder. Src-1 ekspresyonu, fokal adezyonlarin ve
stres liflerinin bozulmasina yol acarak ECM’de adezyon kaybia neden olur. Bu durum
hiicre migrasyonu ve invazyonunun merkezinde dnemli bir siirectir. Tim&r migrasyonu,
klinikte GBM’nin olumsuz prognozu i¢in énem arz etmektedir. Kotii prognozlu bir
glioblastoma histolojik olarak endotelyal hiicre ¢ogalmasi ile karakterize edilir. Endotel
hiicrelerinde VEGF nin yol agtig1 sinyallesme Src-1 aracili FAK aktivasyonuna baglidir
ve bu da, Src-1’in endotel hiicre migrasyonu ve invazyonunun diizenlenmesi yoluyla
anjiyogenezde dnemli bir rol oynadigini diisiindiirmektedir (De Groot ve Milano, 2009).
Ayrica hipoksi durumu da tiimor mikrogevresinde anjiyogenezin uyarilmasina neden
olan SRC/STAT3/VEGF yolagmi uyararak invaziv bilyiime ve malign ilerlemeyi
destekleyebilmektedir (Guarino, 2009).
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2.4. Sparc (BM-40, OI17, ON, ONT)

Osteonektin ve/veya BM-40 (bazal membran 40) olarak da bilinen sistein
acisindan zengin ve salgilanan protein (Sparc), 32 kDa’dan olusan ¢ok fonksiyonlu,
kalsiyum baglayict (Vaz vd., 2015) follistatin (FS) ailesine ait bir glikoproteindir
(Chlenski vd., 2004). Sparc post-translasyonel glikolize edilir ve glikolizasyon yapisi,
eksprese oldugu dokuya bagli olarak degisir. Glikolizasyondan sonra Sparc’nin
molekiiler agirligr 43 kDa’dur (Scavelli vd., 2015).

SPARC geni, kromozom 5q31.3-q32 iizerinde bulunur ve transkripsiyonu
sonucu 3 farkli yapisal alan iceren tek bir polipeptit (285 amino asit) olusur. (1) NH»-
terminal ucu, asparajin (Asp) ve glutamattan (Glu) zengin oldukca asidik yapidadir.
Kalsiyum iyonlarini diisiik afinite ile baglar ve hidroksiapatit (HA) ile etkilesime girer.
(2) Follastatin benzeri bolge, sistein bakimindan zengin bir yapidir. Sistein yapilarini
baglayan disiilfiir baglar1 ile yiiksek oranda biikiilmiis bir sa¢ tokasi yapisindadir.
SPARC'nin bu bolgesi, yiiksek derecede yapisal homolojiye sahiptir (Chlenski vd.,
2004). (3) Sarmal-ilmek-sarmal yapisina (FS-E motifi) sahip C-terminal ucu, hiicre dist
kalsiyum iyonu i¢in baglanma alanini olusturur (Rosset ve Bradshaw, 2016). Distilfiir
baglari ile katlanan FS-E, endotel hiicre go¢ii ve anjiyogenezin giiclii bir inhibitoriidiir.
Bakir baglayici bolgesi ise anjiyogenezi uyarmaktadir (Chlenski ve Cohn, 2010).

Sparc, hiicre ¢ogalmasi, sagkalim, adezyon ve hiicre migrasyonu gibi gesitli
biyolojik fonksiyonlari etkileyen hiicre-matris etkilesimlerine aracilik eden bir
proteindir. Embriyonik gelisim sirasinda eksprese edilir ve yetiskin dokulardaki
ekspresyonu, yara iyilesmesi veya dogal siire¢ler nedeniyle onarim veya yeniden
modelleme yapilan dokularla sinirlidir (Yunker vd., 2008). Sparc ¢ok fonksiyonlu
kalsiyum baglayici bir glikoprotein olarak, doku yeniden modelleme, morfogenez ve
kemik mineralizasyonunda goérev alir. Osteoblastlar, fibroblastlar, endotel hiicreleri ve

trombositler gibi bir¢ok farkli hiicre tiirii tarafindan salgilanir (Ribeiro vd., 2014).
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Sekil 2.3. Sparc proteinin yapisi (Bradshaw ve Sage, 2001°den degistirilerek alinmustir).

Sparc, kanser gelisimi ve ilerlemesi ile ilgili dGnemli mekanizmalar olan ECM,
apoptoz, anjiyogenez ve ayrici enflamatuar yanitin diizenlenmesini kontrol eder
(Ribeiro vd., 2014). Sparc'nin timor gelisimindeki rolii ikilik gostermektedir (Boyineni
vd., 2016). Cesitli kanserlerde Sparc’nin énemli bir rol iistlendigine dair kanitlar artsa
da; islevinin tiim yonlerini ve kanserin gelisimine ve ilerlemesine katkisini agiklayan
birlestirici bir model heniiz yoktur (Tai ve Tang, 2008). Sparc’nin timéor gelisimi ve
metastazindaki rolii hiicre tipine, belirli bir hiicre tipinde hiicre alt1 lokalizasyonuna,
ECM’nin bilesimine, tiimoriin evresine ve tiimdr mikrogevresindeki biyolojik olarak
aktif molekiiller ile etkilesimine bagli olarak kanser hiicreleri veya c¢evreleyen stromal
hiicreler tarafindan iiretilip tiretilmedigine de baglidir (Rivera vd., 2011). Bu baglamda,
ekspresyon paterninin degistigi, tiimor ilerlemesini destekledigi ya da inhibe ettigi
gosterilmistir (Rossi vd., 2016) . Meme, yumurtalik ve mide kanserleri gibi baz1 kanser
tirlerinde, yiiksek ekspresyon diizeylerinin hastalik progresyonu ve kotii prognoz ile
iliskili oldugu gosterilmistir. Buna karsin, prostat, akut miyelojenéz l6semi ve
ndroblastoma gibi diger kanser tiirlerinde bir tiimor baskilayici olarak islev goriir. Bu
sonuglar Sparc'yi hem pro- hem de anti-onkojenik bir molekiil yapmaktadir (Boyineni
vd., 2016). Sparc’nin tiimor bitylimesi tizerine olumsuz etkileri, Sparc’nin endotel hiicre
cogalmasi lizerindeki negatif etkisiyle agiklanmaktadir. Bu durum, anjiyogeneze 6nemli
katkida bulunan VEGF tarafindan diizenlenme de dahil olmak iizere biiyiime faktorii

sinyal yolaklarinin inhibe edilmesiyle ger¢eklesebilmektedir (Yunker vd., 2008).
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2.5. Momordica charantia (MC)

Farkli iilkelerde aci1 kavun, aci kabak, balsam armut veya korela olarak bilinen
Momordica charantia (MC), tropikal veya subtropikal bélgelerde yaygin olarak
yetistirilen Cucurbitaceae familyasina ait popiiler bir bitkidir (Fang vd., 2019). Kolay
yetistirilen bu bitki, uzun zamandir bilinmektedir ve bircok toplumda geleneksel olarak
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Yue vd., 2019).

Tohum, kok, yaprak ve meyvelerinin yapisinda triterpenoidler, polipeptitler,
flavonoidler, polisakkaritler ve steroller gibi ¢esitli biyoaktif bilesenleri igerdiginden
dolay1 (Yue vd., 2019), obezite (Juan vd., 2017), hipertansiyon (Shodehinde vd., 2016),
diyabet (Ebrahim vd., 2019), bakteriyal ve viral enfeksiyon (Fang, ve Ng, 2011) gibi
cesitli tibbi uygulamalar i¢in kullanilmistir. Ayrica hiicresel protein sentezini, RNA
sentezini ve DNA konfigiirasyonlarin1 inhibe ederek anti-kanser aktiviteye neden
olduguna dair galismalar da vardir (Puri vd., 2009). Geleneksel Tiirk tibbinda, ac1 kavun
meyveleri giineste 1lik zeytinyaginda bekletilmistir ve bu zeytinyagi bal ile karistirilarak
mide iilserlerinin 6nlenmesinde ve iyilestirilmesinde kullanilmistir. Afrika halk tibbinda
ise ¢cogunlukla solucan enfeksiyonlari, iltihaplanma (meyve, tohum ve yapraklarinin
suyu), ates, romatizma ve cilt hastaliklarinda (kokleri) kullanilmaktadir. Karayipler
bolgesinde ise yapraklar1 kaynatilarak; diyabet, yliksek tansiyon, rahim enfeksiyonlari,
sitma ve dizanteri tedavisinde kullanilmaktadir (Bortolotti vd., 2019).

MC ozitlerinin inflamatuar ve anti-oksidan aktivitelerine bagli olarak
iltihaplanmay1 NF-kB sinyal yolagi inhibisyonu ile diizenledigi bulunmustur. MC’nin,
TNF-a, IL-la ve IL-1b enflamatuar genlerinin ekspresyonunu ve NF-kB DNA baglanma
aktivitesini, p38, JNK’lar ve ERK’lerin yan1 sira MAPK’lerin fosforilasyonunu da
azalttig1 goriilmiistiir. MC Oziitlerinin anti-kanser 6zelliklerini, farkli kanser tiirlerinde
MAPK, Wnt/B-katenin ve AKT/mTOR/p70S6K gibi birka¢ diizensiz sinyal yolagini
modiile ederek gostermektedir. Boylece apoptozu ve diger hiicre 6liim yollarim
indiikleyerek hiicre dongiisiiniin durdurulmasini ve hiicre ¢ogalmasinin engellenmesini

saglamaktadir (Bortolotti vd., 2019).
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Momordica charantia Mekanizma Etki
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Tapoptoz 1 otofaji
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Sekil 2.4: MC’nin farmakolojik etkilerinin ana mekanizmalari (Bortolotti vd., 2019°dan
degistirilerek alinmistir).

Dogal iiriinlerin herhangi bir ciddi yan etkisi olmadan kanser tedavisi i¢in daha
iyi bir alternatif oldugu disiiniilmektedir (Thiagarajan vd., 2019). Bu nedenle MC
Oziitleri, yapisindaki biyoaktif Dbilesenlerin, kanserin ilerlemesini  onleme
yeteneklerinden dolay: geleneksel anti-kanser tedavilerde adjuvanlar olarak umut verici

potansiyellere sahip olabilirler (Bortolotti vd., 2019).



3.MATERYAL-METOT
3.1. Materyaller

3.1.1. Kullamilan Cihazlar

Cizelge 3.1. Laboratuvarda kullanilan cihazlar

Cihaz ad1 Cihaz markasi
Buz Makinasi Biobase
Buzdolab: (+4 °C/-20 °C /-80 °C) Regal/Bosch/Panasonic
CO,’li inkiibator Memmert
Dikey Elektroforez Sistemi Cleaver
Distile Su Cihazi Mes
ELISA ThermoFisher Scientific
Etiv Jeio Tech-IB-E
Hassas Terazi Ohaus

Invert Mikroskop

Nikon Eclipse TS100

Jel Goriintiileme Sistemi

Gel Logic-212 Pro

Laminar Flow (Steril Kabin)

Scanlaf-Mars Safety Classe 2

Manyetik Karistiric Mtops MS300Hs
Neubauer Tip Thoma Lami Marienfeld Superior
Otoklav Cihazi HMC Hiclave HG-80

Otomatik Pipet/Pipet Seti

Nichiryo/ Thermo Scientific

Pasteur Firim

Jeio Tech-ON-12

pH Metre

Inolab-PH 7110

Rotator

BioSan Multi Bio RS-24

Yatay ¢alkalayici (Shaker)

Lab Companion SK-300

Sogutmal1 Santrifiij Cihazi

Thermo Scientific-Micro CL 21R

Soxhlet Ekstraksiyon Cihazi

Neos Essential Oils System

Su Banyosu Niive- NF-800
Ultrasonic Su Banyosu Daihan Scientific
Vorteks Jeio Tech, Lab Companion

Western Transfer Sistemi

Biorad




3.1.2. Kullanilan Kimyasallar

Cizelge 3.2. Laboratuvarda kullanilan kimyasal malzemeler

Kimyasal adi Markast
%35’lik Yagsiz Siit CST
10X TBS/10X TBS-T CST
10X Tris-Gly-SDS Yiiriitme T. CST
2- Propanol Merck Millopore
2X Laemmli Sigma
Acr/Bisacrilamid Sigma
APS Thermo Scientific
Broadford Reagent Sigma
BSA Carlo Erba
Protein Marker (11-250 kDa) Invitrogen
Coommasie Brilliant Blue Sigma
DMEM (Yiiksek Glikozlu) Gibgo
DMSO Merck Millopore
ECL Thermo Scientific
EDTA Carlo Erba
FBS Biological Industries
Glasiyal Asetik Asit Sigma
Glisin Fisher Bioreagents
Hidroklorik Asit Merck Millipore
KH,PO4 Merck Millopore
Metanol Sigma

M.charantia Meyve Tozu

MTT Reagent

(Glentham Life Sciences

Na,HPO, Merck Millopore
Penicilin/Streptomycin Biological Industries
PMSF CST
Ponceau Red Merck Millopore
Potasyum Kloriir Merck Millopore
RIPA Buffer CST
SDS Sigma
Sekonder Antikor-Fare CST
Sodyum Kloriir CalbioChem
Sparc/Src-1 Primer Antikor Santa Cruz
TEMED TCI
Tripan Blue Soliisyonu (%0,4) Amresco
Tripsin-EDTA Sigma
Tris Base Sigma
-aktin Primer Antikor CST
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3.1.3. Kullamilan Sarf Malzemeler

Cizelge 3.3.Laboratuvarda kullanilan sarf malzemeler

Sarf adi Markasi
1,5 ml Toplama Tiipii Isolab
2 ml Toplama Tiipt Isolab
5 ml Serolojik Pipet Euro clone
10 ml Serolojik Pipet Euro clone
15 ml Falkon Euro clone
50 ml Falkon Euro clone
6 Kuyucuklu Petri SPL
96 Kuyucuklu Petri Biologix
Beher S&H Labware
Cam Sise Isolab
Cryo Tiip (2 ml) Isolab
Enjektor (10 ml) Ayset
Erlen S&H Labware
Filtre (0,20 uM) Sarstedt
Meziir S&H Labware
Pipet Ucu Isolab
PVDF Membran Merk Millopore
Scraper SPL

T25 cm? Flask

Thermo Scientific

T75 cm? Flask

Thermo Scientific

Whatman Kagidi

Biorad

3.1.4. Kullanilan Tamponlar

Coommasie Brillant Blue
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Cizelge 3.4’te verilen kimyasallar toplam hacim 250 ml olacak sekilde

hazirlanmstir.

Cizelge 3.4. Coommasie Brillant Blue igerigi

icerik Miktar
Coommasie 0,259
dH,0 125 ml
Glasiyal asetik asit 25 mi
Metanol 100 ml




Destaining Soliisyonu
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Cizelge 3.5’te verilen kimyasallar toplam hacim 100 ml olacak sekilde

hazirlanmstir.

Cizelge 3.5. Destaining soliisyon icerigi

icerik Miktar
dH,O 50 ml
Glasiyal asetik asit 10 ml
Metanol 90 mi

PBS tamponu (1X)

Cizelge 3.6’da verilen kimyasallar 800 ml dH,O’da ¢6zdirildiikten sonra

pH:7,4’e ayarlanip toplam hacim 1000 ml’ye tamamlanmuistir.

Cizelge 3.6. 1X PBS tampon igerigi

Icerik Miktar

NaCl 849

KCI 029
Na,HPO, 1449
KH,PO, 0,24 ¢

Ayirict Tampon (1,5 M)

Cizelge 3.7°de verilen kimyasallar 800 ml dH,O’da ¢o6zdiriildiikten sonra

pH:8,8’e ayarlanip toplam hacim 1000 ml’ye tamamlanmuistir.

Cizelge 3.7. Ayirici tampon igerigi

icerik Miktar
Tris 181,59
SDS 4 g




Yiikleme Tamponu (0,5 M)
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Cizelge 3.8’de verilen kimyasallar 800 ml dH,O’da ¢o6zdiriildiikten sonra

pH:6,8’e ayarlanip toplam hacim 1000 ml’ye tamamlanmustir.

Cizelge 3.8.Yiikleme tamponu igerigi

icerik Miktar
Tris 60,59
SDS 4 g

SDS poliakrilamid jel
3.9-3.10-3.11°de

Cizelge verilen bilesenlerden  belirtilen

hazirlanmstir.

Cizelge 3.9. %4’liik SDS poliakrilamid yiikleme jeli i¢erigi

icerik Miktar

dH,O 1,15 ml
Tris-HCI-SDS 290 ul (0,5 M pH: 6,8)

Acr/Bis (%30, %0,8 w/v) 300 pl

APS 11,25 ul

TEMED 3,75 pl

Cizelge 3.10. %8’lik SDS poliakrilamid ayirma jeli igerigi

Icerik Miktar
dH,0 2,625 ml
Tris-HCI-SDS 1,445 ml (1,5M pH:8.8)
Acr/Bis (%30, %0,8 wiv) 1,500 ml
APS 32 4l
TEMED 9,5 ul

Cizelge 3.11. %12,5’1uk SDS poliakrilamid ayirma jeli igerigi

icerik Miktar
dH,O 1,78 ml
Tris-HCI-SDS 1,445 ml (1,5M pH:8,8)
Acr/Bis (%30, %0,8 w/v) 2,340 ml
APS 32 ul
TEMED 9.5 ul

miktarlarda
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Transfer (Towbin)Tamponu (10X)

Cizelge 3.12°’de verilen kimyasallar 800 ml dH,O’da ¢ozdiiriildikten sonra

pH:8,3’e ayarlanip toplam hacim 1000 ml’ye tamamlanmustir.

Cizelge 3.12. 10X Transfer Tamponu igerigi

icerik Miktar

Tris 30,25 ¢
Glisin 144 ¢
Total hacim 100 ml

APS (%10): 100 mg amonyum persiilfat 1 ml dH,O’da ¢6zdiiriilerek hazirlanmastir.

EDTA (0,1 M/pH:8): 0,292 g EDTA 8 ml dH,O’da ¢ozdiiriildiikten sonra pH:8’e

ayarlanmustir. Uzeri dH,0 ile 10 mI’ye tamamlanmustir.

Hiicre dondurma ortami: 9 ml filtreden gecirilmis fetal sigir serumu (FBS) ve 1 ml

dimetilstilfoksit (DMSO) karistirilarak hazirlanmistir.

MTT Soliisyonu: 0,05 g MTT kimyasali 10 ml PBS igerisinde homojen hale

getirildikten sonra filtreden gecirilerek -20 °C’de karanlik ortamda saklanmustir.

Ponceau Red: 0,1 g Ponceau red 100 ml dH,0O’da ¢6zdiiriilmiistiir. Kullanilmadan 6nce

49 (ponceau):1 (asetik asit) oranda karistirilmustir.

RIPA tamponu (1X): 10X RIPA tampondan 100 pl alinip, 900 ul dH,O ile 1 ml’ye

tamamlanmistir. Iml RIPA igerisine 5 ul PMSF eklenmistir.

TBS/TBS-T (1X) :10X TBS/TBS-T tamponundan 100 ml alinip, 900 ml dH,0O ile 1000

ml’ye tamamlanmistir.

Transfer (Towbin) Tamponu (1X): 10X Transfer tamponundan 100 ml alinip {izerine

200 ml metanol ve 700 ml dH,O eklenerek 1000 ml’ye tamamlanmustir.

Tris-HCI (10 mM/pH:8): 0,0121 g Tris 8 ml dH,0O’da ¢ozdiiriildiikten sonra pH:8’e

ayarlanmigtir. Uzeri dH,0 ile 10 ml’ye tamamlanmistir.

Yagsiz siit (%3) : 5 g yagsiz siit tozu 100 ml TBS-T (1X) tamponunda ¢ozdiiriilerek

hazirlanmistir
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3.2. Yontemler

3.2.1. Ekstraksiyon Islemi

Toz haline getirilmis Momordica charantia (MC) meyvesi, hassas terazi
araciligiyla 50 g tartilmistir ve Soxhlet cihazina konularak 6-8 saat boyunca 150 ml
%9611k etanol ile ekstraksiyon islemine tabi tutulmustur. Oziit, -20 °C'de muhafaza
edilmistir. Etanolii uzaklastirmak icin 6ziit konulan beherin tizeri, kiiclik delikler agilmis
parafinle kapatilmistir ve oda sicakliginda birakilmistir. Etanoliin uzaklagmasinin
ardindan MC oziti, dH,O ile ¢ozdirilmistir ve 0.2 pum’lik filtreden siiziilerek

kullanilmuistir.

3.2.2.Hiicre Kiiltiirii
U87G hiicre hatt1 Yeditepe Universitesi'nde gorev yapan Prof. Dr. Fikrettin
SAHIN’den temin edilmistir. U87G hiicreleri %10 FBS ve %1 penisilin/streptomisin
iceren yiiksek glikozlu DMEM besiyerinde 37°C’de %5 COy’li inkiibatérde
cogaltilmigtir. T25/75 flasklara ekimi yapilan hiicrelerin  %80-90 yogunluga
ulastiklarinda pasajlama islemleri gergeklestirilmistir.
e Pasajlama sirasinda flask igerisindeki besiyeri uzaklastirilmistir.
e Hiicreler lizerine 2 ml fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) eklenip yikanmistir.
e PBS ortamdan uzaklastirilip 2 ml Tripsin-EDTA ¢6zeltisi eklenip inkiibatorde 3
dk bekletilmistir.
e Inkiibasyonun ardindan hiicrelerin iizerine tripsin inaktivasyonunun saglanmasi
icin 1:1 oraninda besiyeri eklenmistir.
e Hiicreler bir falkon igerisine toplanmistir ve 1500 rpm’de 5 dk santrifiij islemi
gerceklestirilmistir.
e Siipernatant uzaklastirilmistir ve pelet 1 ml taze besiyerinde siispanse hale
getirilmistir.
e Hemositometrede hiicrelerin sayimi1 gergeklestirilmistir.
e Sayimi yapilan hiicrelerin yapilacak deneye gore tekrardan T25/T75 flasklara

ekimi yapilarak pasaj islemi gerceklestirilmistir.

3.2.3. Hiicre Canhihiginin Belirlenmesi
Sitotoksik etkiler, sitotoksisitenin degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan

enzimatik test yontemlerinden biri olan Metiltiazol difenil tetrazolyum (MTT) testi ile
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belirlenmistir. MTT canli hiicrelere aktif olarak absorbe olur ve bu reaksiyon

mitokondriyal siiksinat dehidrojenaz enzimi tarafindan katalizlenerek mavi-mor renkli

suda ¢oziinmeyen formazan tuzlarina indirgenir. Formazan olusumu, yalmzca aktif

mitokondrinin bulundugu canli hiicrelerde goriiliir.

96 kuyucuklu petri igerisine 5x10% hiicre 100 ul besiyeri ile hazirlanip
kuyucuklara ekimi yapilmistir.

24 sa. 37°C ve %5 COg2’li inkiibatdrde inkiibe edilerek hiicrelerin yiizeye
yapismalar saglanmistir.

Inkiibasyonun ~ ardindan  kuyucuklar  igerisindeki  besiyeri  pipetle
uzaklagtirilmastir.

Hiicrelere seri soliisyonlar halinde MC o6ziitii (100-1000 pg/ml) uygulanmustir.
Negatif kontrol grubuna sadece besiyeri eklenirken; pozitif kontrol grubuna %20
DMSO ile hazirlanmis besiyeri ve vehicle grubuna ¢oéziici (dH,O) ile
hazirlanmis besiyeri uygulanmistir.

Hiicreler 37°C ve %5 CO2’li inkiibatdrde 24 sa inkiibasyona birakilmistir.
Ardindan tizerine 10 ul MTT eklenmis ve hiicreler 4 sa boyunca 37°C ve %S5
CO>’li inkiibatérde inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrast MTT eklenen besiyeri uzaklastirilarak hiicreler iizerine 100
pul DMSO eklenmistir ve 5 dk karanlik ortamda bekletilmistir.

Hiicrelerin 570 nm’de ELISA cihazinda 6l¢timii yapilmistir.

Microsoft Excel programi yardimi ile uygulanan doz ve % hiicre canlilik egrisi
Y = mx + C formiilii (Y = inhibisyon, x = konsantrasyon, C = sabit, m = katsay1)
kullanilarak hesaplanmistir (Eroglu vd., 2019).

Deneyler ii¢ tekrarli olacak sekilde yapilmistir.

3.2.4. Hiicre Sagkalhim Analizi

Uygulanan 0ziitiin  hiicreler {izerindeki sitotoksik etkilerinin belirlenmesi

amaciyla tripan mavisi ile hiicreler boyanarak hiicre sagkalim deneyleri

gergeklestirilmistir.

6 kuyucuklu petri igerisine 5x10* hiicre 2 ml besiyeri ile hazirlanip kuyucuklara

ekimi yapilmistir.
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24 sa. 37°C ve %5 CO2’li inkiibatorde inkiibe edilerek hiicrelerin yiizeye
yapismalar1 saglanmuistir.

Inkiibasyonun ~ ardindan  kuyucuklar  igerisindeki  besiyeri  pipetle
uzaklagtirilmastir.

MTT testi sonucunda belirlenen 1Csq degerinde hiicrelere MC 6ziitii (700 pg/ml)
uygulanmigtir.

Hiicreler 24, 48, 72 ve 96. saatlerde sayimlar1 yapilacak sekilde 6ziit ile inkiibe
edilmistir.

Belirlenen saatlerde hiicrelere tripsin-EDTA eklenmistir ve hiicreler 37°C %5
CO>’li ortaminda 2-3 dk inkiibe edilmistir.

Ardindan 1:1 oraninda DMEM eklenip hiicreler 1,5 ml toplama tiiplerine
alinmistir.

2000 rpm’de +4°C’de 5 dk santrifiij yapilmistir ve siipernatant uzaklastirilmistir.
Pelet tizerine 50 pl besiyeri ve 50 pl tripan mavi boyasi eklenmistir.

Hiicreler homojen hale getirilmistir ve hemositometrede sayimlari
gergeklestirilmistir.

Deneyler ii¢ tekrarli olacak sekilde yapilmustir.

3.2.5. Yara lyilesmesi Deneyi

MC oziitiiniin lateral hiicre gog¢ii ve hiicre-hiicre etkilesimlerinin iizerine

etkilerinin incelenebilmesi i¢in yara iyilesmesi deneyi gergeklestirilmistir.

6 kuyucuklu petri igerisine 5x10° hiicre 2 ml besiyeri ile hazirlanip kuyucuklara
ekimi yapilmistir.

24 sa. 37°C ve %5 COg2’li inkiibatorde inkiibe edilerek hiicrelerin yiizeye
yapigmalar saglanmaistir.

Yapisan hiicreler iizerinde diiz bir hatta olacak sekilde her kuyucugun tam
ortasindan 200 ul’lik pipet ucu yardimiyla yara acilmistir.

Hiicre artiklarini temizlemek amaciyla 1X PBS ile yikama yapilmistir.

Yikama sonrasi kontrol grubuna sadece besiyeri eklenirken; diger kuyucuklara
0ziit uygulamasi yapilmistir.

24. ve 48. saatlerde hiicrelerin hareketleri izlenmistir ve goriintiileri invert

mikroskop ile kayit edilmistir.
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Yara kapanma yiizdeleri  (Aon-Azanisn)/Aonx100  formiilii  kullanilarak
hesaplanmistir (Agn: 0. sa. genisligi; Aoan: 24. sa yara genisligi ve Aygh: 48 sa.
yara genisligi) (Aktiirk vd., 2016).

Deneyler ii¢ tekrarli olacak sekilde yapilmistir.

3.2.6. immunblot Analizi

Hiicrelere, oziitin ICsp doz uygulamasimin proteinler fizerine etkisinin

gosterilebilmesi amaciyla total protein izolasyonu yapilarak hedef proteinlerin

ekspresyon diizeyleri incelenmistir.

3.2.6.1. Total protein izolasyonu

T25 flask igerisine 1x10° hiicre besiyeri ile hazirlanip ekilmistir.

24 sa. 37°C %5 CO,’li inkiibatdrde inkiibe edilerek hiicrelerin yiizeye yapismasi
saglanmistir.

Kontrol grubuna sadece besiyeri eklenirken; diger gruba 6ziit uygulamasi
yapilmistir.

Hiicreler 24 saatin ardindan sonra soguk 1X PBS ile yikanarak scraper
yardimiyla kazinmistir.

Toplanan hiicre kalintilari, 1X PBS igerisinde 13200 rpm’da +4°C°de 2 dk.
santrifiij edilmistir.

Stipernatant kismu atilarak pelet, uygun miktarlarda RIPA tamponu igerisinde
¢Ozdiirtilmiistiir.5 dk. buz iizerinde bekletildikten sonra karisim 15 dk. boyunca
oda sicakliginda bekletilmistir.

Ardindan hiicreler 15 dk. boyunca, 13200 rpm’de +4°C’ de santrifiij edilmistir.
Stipernatant kisminda proteinler vardir. Bu kisim yeni 1,5 ml’lik toplama

tiiplerine alinmistir.

3.2.6.2. Bradford Yontemi

Bradford analizi; igerisinde protein konsantrasyonu ve absorbansini bildigimiz

BSA (Bovine Serum Albumine) degerlerini referans gostererek elde edilen proteinin

miktarini belirlemek amaciyla yapilmistir.

Her bir kuyucuga konulan 1, 2, 3, 4, 5’er ul BSA (3 tekrar yapilmistir) {izerine
200 pl bradford reaktifi eklenmistir.
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Diger kuyucuklara 1 ul 6rnekten eklenerek tizerine 200 ul bradford reaktifi
eklenmistir.

Karanlikta 5 dk. oda sicakliginda bekledikten sonra ELISA Reader’da 595
nm’de 6l¢limi yapilmustir.

Kontrol grubu ve 6ziit uygulanmis grubun verileri Excel’e kayit edilmistir.
Verilerin ortalamalar1 (AV) alinmistir.

Veri ortalamalarina goére y=ax denklemine ait ¢izgi grafik ¢izilmistir

Cizgi grafigi lizerinden jele yiiklenecek olan protein miktar1 hesaplanip pl
cinsinden bulunmustur.

Proteinler 1:1 oraninda 2X Laemmli ile stispanse edilip ardindan 96 °C’ de 5 dk

bekletilerck denatiire edilmistir.

3.2.6.3. Sodyum Dodesil Siilfat—Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Src-1 proteini i¢in %8’lik ayiric jel ve %4’lik yiikleme jeli; Sparc ve p-aktin
proteinleri i¢in ise %12,5’luk ayirici jel ve %4’liik yiikleme jeli hazirlanmigtir.
Her bir kuyucuga 30 pg protein olacak sekilde yiikleme yapilmustir.

Hazirlanan akrilamid jele yiliklenen 6rnekler 90 V’ta 1 sa. ve 120 V’ta 2 sa.
yiirlitilmistiir.

Proteinler PVDF membrana wet transfer sistemi ile aktarilmistir.

Transfer islemi 100 V’ta 90 dk. boyunca gergeklestirilmistir.

3.2.6.5.Bloklama Islemi

Membran %5’lik yagsiz siit icerisinde 1 sa. boyunca shakerda bekletilerek

bloklama islemi yapilmustir.

3.2.6.6. Primer ve Sekonder Antikorlar ile Inkiibasyon

Bloklamanin ardindan membran uygun primer (1:100) ve sekonder antikorlar
(1:1000) ile 24 sa. boyunca +4°C’de inkiibe edilmistir.
Antikorlar ile inkiibasyonun ardindan membranin TBS-T ve TBS ile yikama

islemi gercgeklestirilmistir.
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3.2.6.7. Proteinlerin Goriintiilenmesi

e Son olarak membran, kemiliiminesans ajanlar ile (ECL) inkiibe edildikten sonra
goriintiileme cihazinda hedef proteinlerin ekspresyonuna ait verilerin goriintiisii
alimustir.

e Elde edilen sonuglar Image J programi ile degerlendirilmistir.

3.2.7. Istatistiksel Analiz

Deneyler ii¢ tekrarli olacak sekilde gergeklestirilmistir. Yapilan deneylerin
ortalamalar1 alinarak Graph Pad Prism 7.0, Image J programi ve ANOVA ile
istatistiksel analizleri gergeklestirilmistir. Analizlerde bagimsiz t-testi kullanilmistir.

Anlamlilik degerleri;

p>0,05 anlaml diizeyde farklilik yoktur,

p<0,05 6nemli diizeyde farklilik,

p<0,01 cok 6nemli diizeyde farklilik,

p<0,001 ileri diizeyde farklilik olarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. U87G Hiicrelerinin Morfolojik Goriintiisii
T75 flasklara ekilerek biyiitilen U87G hiicreleri, invert mikroskopta 4X
biiyiitme ile morfolojik goriintiileri elde edilmistir (Sekil 4.1).

>

Sekil 4.1. U87G hiicrelerinin morfolojik goriintiisii (4X-Nikon Eclipse TS100)

4.2. MC Otziitiiniin U87G Hiicre Hattinda Hiicre Canhliga Uzerine Etkisi

MC 6ziitiiniin U87G hiicrelerinde doza bagl hiicre canlilig1 tizerine etkilerinin
incelenebilmesi amaciyla MTT deneyi uygulanmistir. Bu amag i¢in U87G hiicrelerine
artan konsantrasyonlarda (100-1000 pg/ml) 24 sa. boyunca MC 06ziit uygulamasi
yapilmustir.

Oziit uygulanmayan negatif kontrol grubu %100 canlilik oram olarak kabul
edilerek diger konsantrasyonlara ait canlilik oranlar1 ortalama absorbans degerlerinden
hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar neticesinde MC 6ziitliniin artan dozlariyla birlikte
US87G hiicre canliligmin azaldigi gozlenmistir ve hiicrelerin %50’sinin 6ldiigii deger

olan 1Csp degeri 700 pg/ml (***p<0,001) olarak belirlenmistir (Sekil 4.2)
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Sekil 4.2. U87G hiicrelerinde MC 6ziitiiniin hiicre canliligi iizerine doza bagl etkisi
(NK; Negatif kontrol, PK; Pozitif kontrol, VK; vehicle kontrol)

4.3. MC Ogziitiiniin U87G Hiicre Hattinda Hiicre Sagkalimina Etkisi

U87G hiicre hatt1 kiiltiire edildikten sonra 24, 48, 72 ve 96. saatlerde 0ziit
uygulanmis gruplarin ve 6zit uygulanmamis kontrol grubu hiicrelerinin morfolojik
olarak goriintiileri Sekil 4.3’te gosterilmektedir. Oziit uygulanmis hiicre gruplarinda

zamana bagli olarak hiicre canliliginda 6nemli bir azalma goriilmektedir.

() (b) (©) (d) (€)

Sekil 4.3. U87G hiicrelerinde MC o6ziitlinliin zamana bagli olarak hiicre morfolojisi
iizerine etkisinin mikroskobik goriintiisii. a:Kontrol, b:24 sa, c:48 sa, d:72 sa, e: 96 sa.
(4X-Nikon Eclipse TS100)
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US87G hiicrelerinde MC 6ziitlinliin zamana bagl etkilerinin incelenebilmesi igin
sagkalim deneyi yapilmistir. MTT deneyi sonucunda belirlenen ICsy degerinde MC
Oziitii uygulanan hiicrelerin 24, 48, 72 ve 96. saatlerde tripan mavisi ile boyamalari
yapilmistir ve hemositometre yardimiyla hiicre sayimlar1 gerceklestirilmistir. Yapilan
sayimlar sonucunda 6lii ve canli hiicre oranlar1 hesaplanmistir ve kontrol grubu ile
karsilastirildiginda MC 6ziitliniin 24, 48, 72 ve 96 saat boyunca sirasiyla % 16.6, %
42.6, % 79.3 ve % 91.6'da artan bir oldiiriicli etkiye neden oldugu gosterilmistir (Sekil
4.4 ve Sekil 4.5) Bu durum MC o6ziitiiniin U87G hiicreleri i¢in gii¢lii bir sitotoksik etken

oldugunu diisiindiirmektedir.

Us7G

600%
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300%

200%

100% -

Canh Hilere Sayis1 (10%)

0%

Zaman (saat)

Sekil 4.4. MC 6ziitii uygulanmas1 sonucu U87G hiicrelerinin zamana bagli bagil hiicre
grafigi

US7G

E3 Kontrol
B= Ozt

Canh Hiiere Sayisi (x10%)

Zaman (sa)

Sekil 4.5. Kontrol grubu ve MC o6ziitii uygulanmis U87G hiicrelerinin bagil hiicre
canlilig1 ve 6liimiiniin zamana bagl grafigi
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4.4, MC Ogziitiiniin U87G Hiicre Hattinda Migrasyon Uzerine Etkisi

Yara iyilesmesi deneyinde kontrol grubunda 0. saatte ortalama 601,64 um olarak
kaydedilen yara genisliginin 24.saat sonunda tamamen kapandigi gozlenmistir. MC
0ziitli uygulanan hiicrelerde 0. saatte ortalama 497,44 pum olan yara genisliginin 24.
saatte ortalama 601,08. um ve 48. saatte ortalama 733,04 um oldugu gozlenmistir. Bu
sonuglar dogrultusunda hiicrelere MC 0ziitii uygulanmasiyla hiicre canliliginin azaldigi,
yara iyilesmesinin engellendigi ve zamana bagl olarak yara genisliginin arttig1 tespit

edilmistir (Sekil 4.6 ve Sekil 4.7).

(@) (b) (©
Sekil 4.6. MC 6ziitiiniin U87G hiicrelerinde zamana bagli olarak migrasyon iizerine

etkisinin morfolojik goriintiisii.1. Kontrol grubu; 2. Oziit uygulanmis grup; a: 0 sa, b: 24
sa, €:48 sa. (4X-Nikon Eclipse TS100)
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Sekil 4.7. MC o6ziitiiniin U87G hiicrelerinde zamana bagli olarak yara kapanma hizi
lizerine etkisi

4.5. MC Orziitiiniin U87G Hiicre Hattinda Sparc ve Src-1 Protein Ekspresyon
Seviyeleri Uzerine Etkisi

MC meyve 6ziitii ile indiiklenen U87G hiicrelerinde, Src-1’in protein diizeyinde
ekspresyon seviyesi tizerine etkisi Western Blot teknigi kullanilarak incelenmistir.
U87G hiicrelerinde 700 pg/ml ziit uygulamasmin 24 saatin sonunda kontrol grubuna
kiyasla Sparc ve Src-1 proteinlerinin ekspresyonunu inhibe ettigi goriilmiistiir (Sekil

4.8)

M K O U876
L &3 Src
43 kDa Sparc 3 & Sparc
: =
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Sekil 4.8: MC oziitiiniin U87G hiicrelerinde Sparc ve Src-1 proteinlerinin ekspresyon
seviyeleri iizerine etkisi A.MC Oziitiiniin U87G Hiicrelerinde Protein Ekspresyon
SeVIyeIerl Uzerine Etkisi (M:marker; K: Oziit uygulanmamis kontrol hiicre grubu; O:
Oziit uygulanmis hiicre grubu) B. Proteinlerin ekpresyon seviyelerine ait kath
degisimler
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5. TARTISMA

Bitkiler kanser tedavisinde uzun bir kullanim ge¢misine sahiptir ve bitki tiirevli
bilesikler, klinik olarak faydali bircok kanser Onleyici ajanin onemli bir kaynagi
olmustur (Cragg ve Newman, 2005). Yeni tekniklerin ortaya ¢ikmasiyla birlikte dogal
bilesiklerle ilgili engeller azaltilmaktadir ve bu dogal bilesenlerin ilag endiistrisinde
kullanimina ilgi de giderek artmaktadir. WHO tarafindan diinyanin % 80'inin geleneksel
tedavi yontemlerini kullandig1 tahmin edilmektedir. Bununla birlikte, bitkisel bilesikler
ilag olarak diisiiniildiigiinde, glivenlik ve yan etkiler agisindan herhangi bir sorunlarinin
bulunmadigina inanilmaktadir. Yapilan testlere dayanarak anti-kanser 6zellik tasiyan
bitkilerin kanser hiicrelerine karsi sitotoksik etkilere neden oldugu kanitlanmistir (Khan
vd., 2020).

Son zamanlardaki arastirmalar, geleneksel tipta 6zellikle basta diyabet olmak
tizere birgok hastaligin tedavisinde popiiler olarak kullanilan, ekvatoral bir bitki olan
Momordica charantia tizerine yogunlagsmistir. Yapisinda bulunan flavonoid, saponin,
lektin, protein, steroid, triterpen, fenolik bilesik ve alkaloidlerden dolay1 tibbi olarak
kullanilmaktadir (Jha ve Shimpi, 2018). Bu bitki ile yapilan bazi ¢alismalar, MC’nin
yapisindaki hipoglisemik etki gosteren, anti-tiimor ve anti-viral ajanlar olarak hareket
eden protein ve metabolitlerin varligin1 dogrulamaktadir (Mamoharan vd., 2014; Fang
ve Ng, 2011; Li vd., 2009). Ornegin yapisindaki a-eleostearik asidin MDA-MB-231 ve
MCF-7 meme kanserine (Grossman vd., 2009), Kuguasin J’nin LNCaP prostat
kanserine (Pitchakarn vd., 2011), Kuguaglikosid C’nin IMR-2 noéroblastoma hiicrelerine
(Tabata vd., 2012), a-momorcharinin A549 akciger kanserine (Fan vd., 2015) kars1
etkili oldugu yapilan calismalarla gosterilmistir (Cizelge 5.2 ve Cizelge 5.3). Ayrica
coklu ila¢ direncine sahip KB-V1 servikal karsinoma hiicrelerinde MC yaprag: 6ziitii,
vinblastinin kanser hiicreleri igerisinde birikimini saglamistir (Limtrakul vd., 2004).
Bunun yani sira yapilan birgok calismada MC 'nin normal hiicrelere ¢ok az sitotoksik
etki gosterdigi ya da bu hiicreler iizerinde hicbir sitotoksik etkiye sahip olmadig
gosterilmistir (Ray vd., 2010; Ru vd., 2011; Yung vd., 2015). Bu bulgular, MC’nin yeni
bir ilag gelistirme kaynagi olarak biiyiik bir potansiyele sahip oldugunu gostermektedir.

Gergeklestirilen bu ¢alismada cesitli kanser tiirlerinde terapdtik etki gosterdigi
kanitlanmis MC oziitiiniin, karakteristik olarak son derece invaziv, radyo-kemoterapiye

direngli ve anjiyogenik ozellik gosteren GBM hiicrelerinde, ¢oklu kanser gelisimi ve
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ilerlemesinde etkin bir yere sahip Src-1 proteininin ekspresyonu ve ayrica son
zamanlarda yapilan calismalarla anjiyogenez mekanizmasinda hem pro-anjiyogenik
hem de anti-anjiyogenik etkisi bakimindan kritik bir rol iistlenen Sparc proteininin
ekspresyonu iizerindeki olasi etkilerine odaklanilmistir.

Elde edilen MTT deneyi sonucu, MC o6ziitiiniin artan dozlariyla birlikte U87G
hiicrelerinin canliliginda azalma goézlemlenmistir ve MC o6ziitiiniin 1Cso degeri 700
ug/ml olarak belirlenmistir (***p<0.001). U87G hiicrelerinde MC 6ziitiiniin sitotoksik
etki gostermesinin, 2012 yi1linda Wang vd’nin U87G hiicrelerinde ¢alismis oldugu 6ziit
icerigindeki 6zellikle charantagenin D olmak iizere, charantagenin E, momordicaside K,
goyaglycoside D ve stismasta-7,25(27)-dien-3B-ol gibi Cucurbitaceae ailesine ait
triterpen-glikosidlerden (Cizelge 5.2) ve ayrica Manoharan vd’nin 2014 yilinda U87G
hiicrelerinde ¢alismis oldugu oOziit igerigindeki RIP ailesine ait o,3-momorcharin
proteininden kaynaklandig: diisiiniilmektedir (Cizelge 5.3).

Literatiirii inceledigimizde, Pitchakarn vd. (2010), PLS-10 prostat kanseri
hiicrelerinde MC yapraklarindan elde ettikleri oziitiin ICsp araligimi 150-200 pg/ml
olarak bulmuslardir. Kai vd. (2011), yetiskin T hiicresi 16semi hiicre hatlar1 olan ED,
Su9TO1 ve SIT hiicrelerinde MC tohumlarindan elde ettikleri 6ziitiin ICso degerini
strastyla 24,5 pg/ml, 0.3 pg/ml ve 85.8 pg/ml olarak bulmustur. Bir baska calismada ise
Li vd. (2012), nazofarenks karsinom (Hone-1), gastrik adenokarsinom (AGS), kolon
kanseri (HCT-116) ve akciger kanseri (CL1-0) hiicrelerinde MC yapraklarindan elde
ettikleri oziitiin ICso degerini sirastyla 350 pg/ml, 300 pg/ml, 300 pg/ml ve 250 pg/ml
olarak bulmustur. Yapilan ¢alismalarda kanser hiicreleri iizerinde 6ldiiriicii etkiye sahip
oldugu goriilen MC 6ziitiinlin bu ¢alismada da U87G hiicreleri lizerinde dldiirticii etkiye
sahip olmas: literatiirle paralel olmakla birlikte mevcut ¢aligmayr destekler niteliktedir.
Literatiir ile karsilagtirildiginda belirlenen ICsq degerlerinin farkli olmasinin ise, farkli
kanser hiicrelerinin farkli ortamlarda Oziite kars1 farkli yanitlar vermesinden
kaynaklaniyor olmasidir.

Sagkalim analizi sonucunda kontrol grubu ile karsilagtirildiginda MC 6ziitiiniin
24, 48, 72 ve 96 sa. boyunca sirastyla % 16.6, % 42.6, % 79.3 ve % 91.6'da artan bir
oldiirticti etkiye sahip oldugu tespit edilmistir (***p<0.001). Literatiirde ise Ray vd.
(2010), MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde %2 (v/v)’lik oziit
uygulamasinin 48. sa. sonunda %80 oraninda; Ru vd. (2011), PC3 ve LNCaP prostat
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kanseri hiicrelerinde %2 (v/v)’lik 6ziit uygulamasinin 96. sa. sonunda %90’dan fazla
olacak sekilde ve Dhar vd. (2018), MiaPaCa2 ve PANCI1 pankreatik adenokarsinom
hiicrelerinde 72. saatin sonunda sirasiyla %80-92 ve %69-97 oraninda hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigini bulmuslardir. Yapilan ¢alismalarda kanser hiicrelerinin
proliferasyonunu inhibe edici etkiye sahip oldugu gorilen MC o6ziitiiniin U87G
glioblastoma hiicrelerinde de anti-proliferatif etki gostermesi literatiir bilgileriyle
paraleldir. Bu durum MC ozitiinin U87G glioblastoma hiicreleri igin giiglii bir
sitotoksik etken oldugunu diisiindiirmektedir.

Yara iyilesmesi deneyi sonucunda, kontrol grubunda 0. saatte ortalama 601,64
um olarak kaydedilen yara genisliginin 24.saat sonunda tamamen kapanirken; MC
Oziitli uygulanan hiicrelerde 0. saatte ortalama 497,44 pum olan yara genisliginin, 24.
saatte ortalama 601,08 um ve 48. saatte ise 733,04 um oldugu gézlenmistir. Bu sonuglar
dogrultusunda hiicrelere MC 0ziitii uygulanmasiyla hiicre canlilifinin azaldigi, yara
iyilesmesinin engellendigi ve zamana bagli olarak yara genisliginin artti1 tespit
edilmigtir (***p<0.001) Yara genisliginin zamana bagli sekilde artmasinin nedeni
olarak hiicrelerin adeziv 6zelliklerini kaybetmeleri ve buna bagl olarak da yilizeyden
kolayca kalktiklar1 digiiniilmektedir. Chipps vd. (2012), HCT-116 kolon kanseri ile
yaptiklar1 calismada 24 saatin sonunda hiicrelerin yiizeyden kalktigin1 ve total protein
kiitlesinde %70 oraninda azalma oldugunu gozlemlemistir. Bu baglamda, 6ziitiin kanser
hiicrelerine adeziv 6zellik saglayan proteinler iizerinde de inhibe edici bir etkiye sahip
olabilecegi dusiiniilmektedir. Pitchakarn vd. (2010), PLS-10 prostat kanseri
hiicrelerinde 25-50 pg/ml 6ziit uygulamasinin hiicrelerin invazyon yetenegini %49 ile
%59 oraninda inhibe ettigini tespit etmistir. Yung vd. (2015) ise, SKOV3 yumurtalik
kanseri hiicrelerinde %35 (v/v)’lik 0ziit uygulamasinin yara kapanmasimi %40, %10
(v/v)’luk 6ziit uygulamasinin ise yara kapanmasini %50 azalttigini1 bulmustur. Yapilan
calismalarda kanser hiicrelerinde MC 06ziitli zamana bagl olarak yara genisliginin
acilmasma sebep olmaktadir ve kanser hiicrelerinin migrasyon kapasitelerini
engellemektedir. Yapilan bu ¢alisma literatiir bilgileriyle paralellik gostermektedir.

Src-1 hiicre boliinmesi, hiicre hareketi, hiicre adezyonu, anjiyogenez ve sagkalim
gibi ¢esitli fizyolojik siireglerin diizenlenmesinde 6nemli bir yere sahiptir (Calgani vd.,
2016). Src-1’in fizyolojik siireglerde gorevli sinyal yolaklarina dogrudan katilimi ve bu

yolaklar tlizerinde molekiiler ortaklar1 ile dogrudan ve/veya dolayli olarak iletisim
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kurdugu diisiiniildiigiinde, kanser tedavisi i¢in kilit bir hedef olarak ortaya ¢ikmaktadir
(Nesovig vd., 2020). Bu ¢alismada MC meyve 6ziitii ile indiiklenen U87G hiicrelerinde,
Src-1’in protein diizeyinde ekspresyon seviyesi iizerine etkisi incelenmistir. U87G
hiicrelerinde 700 pg/ml 6ziit uygulamasmin 24 saatin sonunda kontrol grubuna kiyasla
Src-1 protein ekspresyonunu tamamen inhibe ettigi goriilmiistiir. 2012 yilinda Hsu-HY
vd. 0,6 mg/ml ve 1,25 mg/ml konsantrasyonlarda MC yaprak 6ziitiiniin CL1-0 ve CL1-5
akciger kanseri hiicreleri lizerinde Src-1 ekspresyonunu ve buna bagli olarak da hiicre
invazyonunu azalttigini gostermistir. Bu durumun Src-1’in invazyondaki molekiiler
ortag1 olan FAK proteinin de ekspresyon seviyesindeki azalmaya bagli olarak
gerceklestigini vurgulamislardir (Cizelge 5.1).

U87G hiicrelerinde MC 0ziitiiniin yara iyilegsmesi deneyinde migrasyonu azaltici
etkisinin literatiir bilgilerinin 15181inda, Src-1’in sinyal yolaklari {izerinde molekiiler
iletisimi sagladigi FAK, PI3K, Akt ve JNK gibi hiicre migrasyonu ve invazyonunda
gorev alan kilit proteinlerle ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir. Glioblastoma hiicreleri
tizerinde MC 0Oziitiiniin basta Src-1 olmak iizere migrasyon ve invazyonda gorevli hiicre
iskeleti diizenleyici proteinler, adezyon proteinleri, ECM iliski diger birgok proteinler
ile yapilan ¢aligmalart oldukga kisithidir. Bu baglamda, MC 6ziitii, glioblastoma ve
farkl1 kanser hiicreleri lizerinde hiicre migrasyonu ve invazyonunda goérevli sinyal
yolaklarinda, Src-1 iliskili proteinlerle yapilacak olan birgok galismaya agiktir. Src-1’in
inflamasyon ve metabolizma dahil hiicre bdliinmesi, hiicre hareketi, hiicre adezyonu,
anjiyogenez ve sagkalim olmak iizere tiimoér mikrogevresi ve tlimor gelisiminin
ilerlemesinde katkida bulundugu molekiiler aglari yeniden diizenlemesindeki onemli
rolli, Src-1’1 kanser ile tedavide ilgi cekici bir stratejik molekiiler hedef olarak
diistindiirmektedir.

Sparc hiicre farklilagmasi, hiicre cogalmasi, migrasyon ve ECM ile iligkili
hiicresel etkilesimleri modiile etmek gibi bir¢ok biyolojik siiregte ¢ok fonksiyonlu bir
proteindir (Gangliano vd., 2006). Sparc, insan glioblastoma hiicrelerinde yiiksek oranda
eksprese edilir ve hem in vivo hem de in vitro ortamla hiicre invazyonunu uyararak
timor biiylimesini geciktiren bir glikoproteindir (Kunigal vd., 2006). Glioblastoma
hiicrelerinin besin kisitlamasi, hipoksi ve genomik dengesizlik gibi tiimorii ¢evreleyen
stres kosullart altinda tiimdr hiicresinin hayatta kalmasini kolaylastirabilir (Gangliano

vd., 2006). Bu nedenle, komsu beyin dokusunun tiimor hiicresi invazyonunda islevsel
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bir role sahip olabilir (Gangliano vd., 2005). U87G hiicrelerinde 700 pg/ml 6ziit
uygulamasi, 24 saatin sonunda kontrol grubuna kiyasla Sparc’nin protein
ekspresyonunu inhibe etmistir. Yapilan bu calisma ile Sparc’nin glioblastoma
hiicrelerinin invazyonuna sagladigi katkinin MC 6ziit uygulamasi ile negatif yonde
etkilendigi diistiniilmektedir. Literatiir bilgilerine dayanarak MC 6ziitliniin glioblastoma
dahil olmak tizere herhangi bir kanser hiicresinde Sparc proteininin ekspresyonu lizerine
etkisi daha once arastirilmamistir. Bu nedenle mevcut calisma literatiire MC 06ziitii ve
Sparc’nin protein ekspresyonu lizerine ilk veriyi sunarak ilerideki ¢alismalar i¢in bir 6n
veri olusturacaktir.

Kunigal vd., 2006 yilinda yapmis olduklari ¢calismada, U87G hiicreleri lizerinde
artirtlmis SPARC ekspresyonunun hiicre ¢ogalmasi ilizerinde etkisi olmadigin1 fakat
kontrol hiicrelerine kiyasla giiglii bir anjiyogenik yanita neden oldugunu
gostermislerdir. Gangliano vd.’nin 2006 yilindaki ¢alismalarinda, glioblastoma
hiicrelerinde timor invazyonu ile iliskili ECM yeniden sekillenmesinde yer alan MMP-
2 ve MMP-9 proteinlerin ekspresyonlarindaki azalmaya bagli olarak SPARC geninin
downregiile olarak diizenlenmesi tiimor invazyonunu azaltici yonde etkilemistir. Yine
Gangliano vd. 2005 yilinda, glioblastoma hiicrelerinde Resveratrol etkisiyle MMP-2 ve
SPARC ekspresyonunun downregiile diizenlendigini gostererek SPARC’nin hiicre
invazyonunu azaltici roliinii incelemistir.

Literatiir caligmalar1 g6z onilinde bulunduruldugunda glioblastoma hiicrelerinde
SPARC geninin ekspresyonunun artmasi ECM ile iligkili olarak hiicre adezyonunu
azaltic1 ve tiimor invazyonunu artict yondedir. Bu baglamda, yapilan bu calisma ele
alindiginda yara iyilesmesi deneyinde hiicre gdciinlin azalmasi ve hiicrelerin adeziv
ozelliklerini kaybedip zamana bagli olarak yara genisliginin agilmasi durumunun MC
Oziitliniin ~ Sparc  ekspresyonu  {izerindeki  etkisinden  kaynaklanabilecegini
diisiindiirtmektedir. Buna ek olarak literatiir verilerinde MMP proteinleri ile Sparc
iliskisi tartisilmistir. Cizelge 5.1 ve Cizelge 5.2°de verilen literatiir 6zetine gore bazi
kanser tiirlerinde bu proteinler {izerine ¢aligmalar mevcuttur. Literatiir bilgileri
incelendiginde, yapilan mevcut ¢alismada Sparc’nin 6ziit etkisiyle hiicre migrasyonu ve
invazyonu lizerindeki etkisini bu proteinler iizerinden de gerceklestirebilecegi
diisiiniilmektedir. Bu baglamda MC 06ziitii basta glioblastoma olmak {izere diger kanser

hiicrelerinde Sparc ve ECM iliskili proteinlerle yapilacak olan bir¢ok caligsmaya agiktir.
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Ayrica Sparc’nin glioblastoma hiicrelerinde besinsiz ve hipoksik ortamda dahi hiicre
sagkalimini indiiklemesi, hiicrelerin apoptotik hizinda azalma ve hiicre 6liimiine direng
gosterme mekanizmalarini etkilemesinden dolay1 Sparc, kanser tedavi stratejilerinin

tasarlanmasi i¢in 6nemli bir hedef olarak goze ¢arpmaktadir.



Cizelge 5.1: MC Oziitiiniin Farkli Kanserler Uzerine Etkileri

KANSER
KANSER TiPi ozUT MODELI ANTI-KANSER ETKI HEDEF PROTEINLER/GENLER REFERANS
cleavege PARP 1 p-CDK7 |
Adrenokortikal ~ Meyve suyu H295R Hiicre canliliginda azalma cas3 aktivasyonu 1 p-ERK1/2 | Brennan vd., 2012.
oziiti YL-1 p-AKT (Serd73) | P53 1
cleavege cas9 1 CDNKIA 1
p-Src | AKT |
Akciger Yaprak 6ziitii A-549 Hiicre canliliginda azalma p-FAK | Wnt-2 1 Hsu vd., 2012.
(Metanol) CL1-0 Hiicre migrasyonunda azalma B-katenin |
CL1-5
Hiicre canliliginda azalma pro-cas3 | Bax 1
Yaprak 0ziitii CL1-0 Hiicre dongiisiinii durdurma PARP (85) 1 Bcl-2 | Li vd., 2012.
(Metanol) DNA hasar1
Meyve 06ziitii A-549 Hiicre canliliginda azalma Jha ve Shimpi,
(AgNp) 2018.
cas3/7 aktivitesi 1
Sulu 6ziit A-549 Hiicre canliliginda azalma ROS aktivitesi 1 Thiagarajan vd.,
MRC-5 P53 ekspresyonu 1 2019.
Hiicre igerisine ila¢ aliminin
artmasi Konishi vd., 2004.
Kolon Metanol ve Caco-2 Hiicre iginden ila¢ akisinin
sulu dziit azalmast
P-gp’nin inhibisyonu
Hiicre canliliginda azalma pro-cas3 | Bax 1
Yaprak 0ziitii HCT-116  Hiicre dongiisiinii durdurma PARP (85) 1 Bcel-2 | Li vd., 2012.

(Metanol)

DNA hasari

6¢



Cizelge 5.1: Devam Ediyor

KANSER
KANSER 0zUT MODELI ANTI-KANSER ETKI HEDEF PROTEINLER/GENLER REFERANS
TiPi
Cekirdek Su9TO01
Losem oziitl HU102 Hiicre canliliginda azalma Kai vd., 2011.
(Etanol) Jurkat
cleavege PARP 1 Bax 1 Siklin B1 |
Meme Meyve suyu MCF-7 Hiicre canliliginda azalma cas3 1 Bcl-2 | Siklin D1 | Ray vd., 2010.
kanseri Oziitll MDA-MB-  Hiicre dongiisiiniin tutuklanmas1  cas7 ClAP-T | P53 1
231 Claspin | P21 1 P27 1
pro-cas3 | Bax 1
Mide Yaprak 0Oziitii AGS Hiicre canliliginda azalma PARP (85) 1 Bcl-2 | Li vd., 2012.
(Metanol) Hiicre dongiisiinii durdurma
DNA hasari
pro-cas3 | Bax 1
Nazofaringal  Yaprak oziitii Hone-1 Hiicre canliliginda azalma PARP (85) 1 Bcl-2 | Li vd., 2012.
(Metanol) Hiicre dongiistinii durdurma
DNA hasari
p-AKT | p-PI3K |
Pankreas Meyve suyu AsPC-1 Hiicre canliliginda azalma p-PTEN | p-ERK1/2 Somasagara vd.,
ozt MiaPaCa2 2015.
Hiicre canliliginda azalma MMP-2 | TIMP-2 1
Prostat Yaprak 0ziitii PLS-10 Hiicre migrasyonu ve MMP-9 | Kolajenaz IV | Pitchakarn vd., 2010

(Etanol)

invazyonunda azalma

0r



Cizelge 5.1: Devam Ediyor

KANSER
KANSER 0zUT MODELI ANTI-KANSER ETKI HEDEF PROTEINLER/GENLER REFERANS
TiPi
Ilag direncini inhibe ederek
Servikal Yaprak, meyve KB-V1 tersine ¢evirme Pitchakarn vd.,
ve sagak Oziitii KB-3-1 P-gp’ye baglanma 2012b.; Limtrakul
Ilag birikiminin hiicre i¢erisinde vd., 2004.
artmasi
Siklin E | cleavege PARP 1
Yumurtahk Meyve suyu PC-3 Hiicre canliliginda azalma Siklin D1 | cleavege cas3 1 Ru vd., 2011.
Oziiti LNCaP Hiicre dongiisiinii durdurma p-p38MAPK 1 cleavege cas7 1
(Etanol) P21 1 cleavege cas9 1
p-ERK1/2 1 Bax 1
Hiicre dongiisiiniin AR | PSA | Pitchakarn vd., 2011.
Yaprak 0ziitii LNCaP durdurulmasi P53 1 Siklin D1 |
(Etanol) PNT1A Apoptotik hiicre yogunlugunun PCNA |
artmast Bcl-2 |
Normal hiicrelerde daha az cleavege cas3 1
sitotoksik etki
cleavege PARP 1 p-mTOR |
A2780cp  Hiicre canliliginda azalma cleavege cas-3 1 p-AKT |
Meyve suyu A2780s Tiimor koloni olusumunda p-SAPK/INK 1 p-ERK | Yung vd., 2015.
0zl C13* azalma p-c-Jun 1 p-70S6K |
0OVv2008 Hiicre dongiisiinii durdurma p-p38 1 p-HSP27 1

Migrasyon ve invazyon hizini
azaltma

87



Cizelge 5.2. MC Oziitii Bilesenlerinin Farkli Kanserler Uzerine Etkileri

BILESENLER KANSER TiPi ANTIKANSER ETKI HEDEF PROTEINLER REFERANS
Cleavege PARP 1 Siklin D1 |
3B,7B-dihydroxy-25- MCE-7 Cas-9 aktivasyonu 1 p-mTOR | Weng vd., 2013.
methoxycucurbita-5,23- MDA-MB-231  Hiicre canliliginin azalmasi Bcl-2 | NF-kB (p65)|
diene-19-al Beclinl 1 ERa |
(DMC) p-AKT (Thr308)| XIAP |
p-AKT (Ser473)| HIFlo 1
Cleavege PARP 1 p-P38 1
3B,7B,25- Cleavege cas-3 1 p-P53 1 Bai vd., 2016.
trihidroksicucurbita- MCF-7 Hiicre canliliginin azalmasi Cleavege cas-9 1 HDACI |
5,23(E)-dien-19-al p-AKT (Thr308)| HDAC2 |
(TCD) p-AKT (Serd73)| HDACS3 |
NF-kB | HDAC4 |
p-ERK| Asetil H3 1
p-MDM2 |
MCF-7 hiicrelerinde;
5B,19-ep0X¥-19- PC-3 Hiicre canliliginin azalmast Siklin D1 | HDACI | Weng vd., 2017.
methoxycucurbita-6,23- SCC2095 CDK-6 | Asetil Histon H3 1
dien-3p,25-diol MCF-7
p-P53 1
HL-60
HT-29 Hiicre canliliginin azalmasi Kobori vd., 2008.
a-Eleostearic acid CaCo-2
MDA-MB-231
MDA-MB-231- Hiicre canliliginin azalmasi Grossmann vd., 2009.
ERa

[y



Cizelge 5.2: Devam Ediyor

BILESENLER KANSER TiPi ANTIKANSER ETKi HEDEF PROTEINLER REFERANS
Cleavege cas3 1 P21 1
Hiicre dongiisiiniin durdurulmasi Survivin | P27 1 Pitchakarn vd.,
Kuguacin J LNCaP Apoptotik hiicre yogunlugunun artmasi Cleavege PARP? Cdk2 | 2011.
PNT1A Normal hiicrelere daha diisiik sitotoksik etki Siklin D1 | Cdk4 |
Siklin E | P53 1
Bad 1 Bel-xL |
Hiicre dongiisiiniin durdurulmasi Survivin | Cdk2 |
Apoptotik hiicre yogunlugunun artmasi Cleavege cas3 1 Cdk4 | Pitchakarn vd.,
PC-3 Hiicre migrasyon ve invazyonunun inhibe Cleavege PARP 1 MMP-2 | 2012a.
edilmesi Siklin D1 | MMP-9 |
[lag direncini inhibe etme
KB-V1 (MDR)  P-gp’ye baglanma Pitchakarn vd.,
KB-3-1 Radyoaktif isaretli ilag birikiminin hiicre 2012b.
icerisinde artmast
Survivin |
SKOV3 flag direncini inhibe etme Cleavege cas3 1 Pitchakarn vd.,
A2780 Apoptotik hiicre yogunlugunun artmasi Cleavege PARP 1 2017.
Kuguaglycoside C IMR-2 Hiicre canliliginin azalmast TRADD 1 Survivin | Tabata vd., 2012
RIP | DFF45 1
Charantagenin D
Charantagenin E A-549 Hiicre canliliginin azalmasti Wang , 2012.

Kuguaglycoside C us7G
Momordicoside K

4



Cizelge 5.3: MC Oziit Icerigindeki Proteinlerin Farkli Kanserler Uzerine Etkileri

PROTEINLER KANSER TiPi ANTIKANSER ETKI HEDEF PROTEINLER REFERANS
CNE-2 Hiicre biiylimesinin azalmasi HIFla | Cleavege cas3 1
A-momorcharin HONE-1 Hiicre dongiisii durdurulmasi VEGF | Cleavege cas8 1 Pan vd.. 2014
NP69 Tiimor koloni olusumunun azalmasi p-ERK | Cleavege cas9 1 b ’
RIP1 | p-GSK3a (Ser 21) |
CHOP | p-GSK3 (Ser9) |
MDA-MB-231  Hiicre biiylimesinin azalmasi Cas3 aktivitesi 1
MD’IXI 5\;3;453 Hiicre dongiisii durdurulmasi Cao vd., 2015.
A-549 Hiicre biiyiimesinin azalmasi
HEPG2 Hiicre dongiisii durdurulmasi
DNA hacer Fan vd., 2015.
A549
A-p-momorcharin 1321N1 Cas3 1
Gos-3 Hiicre biiylimesinin azalmasi Cas9 1 Manoharan. vd.,
us7G Sitokrom ¢ salinimi 1 2014,
Sk Mel
Weri Rb-1
Bax 1
BG-4 HCT-116 Hiicre biiylimesinin azalmasi Cas3 1 Dia. ve Krishnan,
HT-29 Tlimor koloni olusumunun azalmasi Bcl-2 | 2016.
XIAP |
CDK2 |
Protein P-B ve
pentatrikopeptid SGC-7901 Hiicre biiylimesinin azalmasi Li Y. vd., 2012.
tekrar iceren
proteinler

144



Cizelge 5.3: Devam ediyor

PROTEINLER KANSER TiPi ANTIKANSER ETKI HEDEF PROTEINLER REFERANS
Hiicre biiylimesinin azalmasi Siklin D1 | cas3 1
Lektin CNE-1 Hiicre dongiisii durdurulmasi p-RB | cas8 1 Fang vd., 2011b
CNE-2 NO iiretiminde artis p-p38MAPK 1 cas9 1
Cleavege PARP cyto ¢ 1
Hiicre biiylimesinin azalmasi P21 | cas3 1
HEPG2 Hiicre dongiisii durdurulmasi P53 | cas8 1
PLC/PRF/5 Tlimor koloni olsumunda azalma LC3-II 1 cas9 1 Zhang vd., 2014.
DNA hasart Cleavege PARP 1 p-INK 1
p-p38MAPK 1
Hiicre biiylimesinin azalmasi
MAP-30 LoVo Hiicre dongiisti durdurulmasi Bcel-2 | Fan vd., 2008.
DNA hasarinda artis Bax 1
Apoptotik hiicre yogunlugunda artis
LNCaP Hiicre biiylimesinin azalmasi Cleavege cas3 1 p-AKT |
PC-3 Hiicre dongiisti durdurulmasi Cleavege cas 8 1 p-GSK3B | Xiong vd., 2009.
PIN Apoptozun indiiklenmesi Cleavege PARP 1 p- B-katenin 1
RWPE-1 Normal prostat hiicreleri tizerinde etkisi yok c-Myc | PTEN 1
A-549 Hiicre biiylimesinin azalmasi
HEPG2 Hiicre dongiisti durdurulmast Fan vd., 2015.
DNA hasari
HL-60 Hiicre biiylimesinin azalmasi Cleavege cas3 1 P62 1
THP-1 Apoptozun indiiklenmesi Cleavege cas 8 1 Beclinl |
Primer AML Otofajinin inhibisyonu Cleavege cas9 1 LC3-1T} Qian vd., 2016.
hiicreleri Cleavege PARP 1 Bax 1
Survivin | Bcel-2 |

St



Cizelge 5.3: Devam ediyor

PROTEINLER KANSER TiPi

ANTIKANSER ETKIi

HEDEF PROTEINLER

REFERANS

MAP-30 HEPG2

Rnaz MC2 MCF-7

HEPG2

Hiicre biiylimesinin azalmasi
Hiicre dongiistiniin durdurulmasi
Tiimor koloni olusumunda azalma
DNA hasari

Hiicre biiylimesinin azalmasi

Hiicre biiylimesinin azalmasi
Hiicre dongiisti durdurulmast
Timor koloni olsumunda azalma
DNA hasari

P53 |

Cas3/8/9 1
Cleavege PARP 1
Bcel-2 |

p-AKT 1

p-ERK 1
p-p38MAPK 1

p-AKT 1

p-JNK1 1

Bak 1

Clavege cas3/7/8/9 1
Clavege PARP 1

P53 |

P21 |

Cas3/8/9 1
Cleavege PARP 1
Bcl-2 |

Bak 1

p-AKT 1

p-ERK 1

p-JNK 1

Fang vd., 2012a.

Fang vd., 2011a.

Fang vd., 2012b.

9t
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6. SONUC

Yapisindaki bircok bilesikten dolayr geleneksel tipta uzun yillar boyunca
kullanilan Momordica charantia, yapilan ¢alismada U87G hiicreleri iizerinde anti—
timor etki gostermis olup; kanser hiicreleri iizerinde sitotoksik etkiye sahiptir ve hiicre
¢ogalmasini doza bagli olarak azaltmistir. Ayrica hiicre gogalmasi, migrasyon, invazyon
ve anjiyogenez dahil olmak tizere birgok biyolojik siirecte gorev alan Src-1 ve Sparc
proteinlerinin ekspresyon seviyelerini inhibe ederek hiicrelerin yapiskan ozelliklerini
kaybetmesini saglamis ve hiicre invazyonunu da azaltict yonde etki gostermistir.

Sonug olarak, yapilan bu calismada ve literatiir ¢alismalarinda MC 6ziitleri
yapisindaki birgok aktif bilesenlerden dolayr umut verici etkiler sergilemistir. Bununla
birlikte, bircok durumda bu benzersiz 6zelliklere katkida bulunan ¢ogu aktif molekiiller
halen tam olarak arastirlmamis ve kanser hiicreleri tizerindeki olas1 etkileri
calisiimamistir. MC 6ziitii icerisindeki aktif bilesenlerin tamamen tanimlanmasi, daha
iyi ve etkili ilaglarin gelistirilmesine yol acabilecek farmakokinetik, toksisite,
metabolizma ve maliyet acisindan da diisiik izolasyon ve sentezlerinin daha net bir
sekilde anlagilmasina yol agacaktir. Ayrica MC’nin in vivo timor aktivitelerini
degerlendirmek ve altta yatan etki mekanizmalarini anlayabilmek i¢in daha fazla
farmakolojik calismalara da ihtiyag vardir.

Sparc’nin bakir baglayici bolgesi ile kanser hiicrelerinde anjiyogenik etki
gostermesinden dolay1, MC 0ziitiiniin bakir baglayici proteinler iizerindeki etkisinin ve
bu proteinler ile Sparc arasindaki iliskiyi nasil etkilediginin ortaya konulmasi
gerekmektedir. Bunlara ek olarak hiicre yapigkanligi, hiicre hareketi, migrasyon ve
invazyon gibi fizyolojik siire¢lerde rol oynayan Sparc ve Src-1 proteinlerinin bu
siireclerde sinyal yolaklar1 lizerinden molekiiler ortagi olabilecek hedef protein ve/veya
genler ile iligkisinin ortaya konmasi da gerekmektedir. Bu nedenle daha fazla in vitro
calismalara ihtiya¢ vardir.

Bununla birlikte GBM iizerinde tedavi edici yonden gerek 6ziitliin gerekse 0ziit
icerisindeki bilesenlerin avantajlarinin daha net ortaya konulmasi agisindan giintimiizde
GBM tedavisinde mevcut olarak kullanilan FDA onayli Temozolomide (TMZ) ile

karsilastirmali ¢alisilmast gerekmektedir.
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