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OZET

Kiibra EREN

Momordica charantia OZUTUNUN MIDE KANSERI HUCRELERI
UZERINDEKI SITOTOKSIK VE APOPTOTIK ETKIiLERININ
ARASTIRILMASI

Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal, Yiiksek Lisans Tezi

izmir, 2023

Giris ve Amag¢: Ulkemizde Kudret Nar1 olarak bilinen Momordica charantia (MC)
bitkisinin yararh etkileri ¢cok eski zamanlardan beri bilinmektedir. Toplum tarafindan
sifali olarak degerlendirilen MC bitkisi zengin igerigi nedeniyle mide rahatsizliklar1 ve
diyabet gibi hastaliklarda tamamlayic1 tedavi olarak kullanilmis ve kanser
aragtirmalarmm odak noktas1 haline gelmistir. Bu amagla, bitkinin igerigindeki
bilesiklerin etkileri ¢esitli kanser hiicre hatlarinda arastirilmis ve kanser hiicrelerinde

sitotoksik ve apoptotik etkinliklere sahip olabilecegi gosterilmistir.

Mide kanseri, genetik ve ¢evresel faktorlerden kaynaklanan ve farkl evrelerde gelisen
bir malignitedir ve tedavisi igin geleneksel yontemlerin yani sira alternatif veya

tamamlayici tedavi segenekleri tizerine arastirmalar devam etmektedir.

Bu ¢alismada, Kudret Nar1 bitkisinin meyvesinden elde edilen 6ziitiin mide kanseri
hiicre hatt1 (AGS) tizerindeki sitotoksik ve apoptotik etkinligi degerlendirilmis ve yara

iyilesmesi tizerine etKisi arastirilmistir.

Materyal-Metot: Bu tezde, MC meyve Oziitiiniin mide kanseri hiicre hattt AGS’de
antitimor etkisi MTT (3- (4,5-dimetiltiyazol-2-il) -2-5-difeniltetrazolyum bromiir),
RT-PCR, Western Blot, yara iyilestirmesi deneyleri ile incelendi ve AGS

hiicrelerindeki morfolojik degisiklikler Tripan mavisi ile gozlendi..

Bulgular: MC uygulamasmm AGS hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisi MTT testi

kullanilarak belirlendi ve Yari-Maksimal Inhibisyon Konsantrasyonu (Half-maximal



inhibitory concentration, 1Cso) degeri 48 saatlik uygulamada 607ug/ml olarak bulundu
(p<0.001). Yara iyilesmesi deneyinde, kontrol hiicreleri 72. saatte neredeyse tamamen
kapanmisken, MC meyve 6ziitii uygulanan hiicrelerde yaranin kapanmadigi gézlendi
(p<0.0001). Tripan mavisi ile boyanan hiicreler mikroskop altinda incelendiginde,
0ziit uygulanmayan hiicrelerin membran biitiinliigiinii koruyarak boyay1 hiicre igine
almadig1 goriildii. Oziit uygulanan hiicrelerde ise hiicrelerin %50'sinde membran
yapisinin bozuldugu ve boyandigi gozlendi. Kontrol hiicrelerine gore MC uygulanan
AGS hiicrelerinde Kaspaz-3 geninin mRNA ekspresyon seviyesinin 0,74 kat azaldigi,
Kaspaz-3 protein ekspresyonunun ise 0,72 kat inhibe edildigi tespit edildi.

Sonu¢: MC meyve oziitiiniin antikanser etkileri AGS mide kanseri hiicrelerinde
incelenmistir. Yapilan deneyler sonucunda MC 6ziitiiniin, AGS hiicrelerinde
sitotoksisite gostererek antikanser etkiye sahip oldugu ortaya ¢ikmistir. Apoptotik
yolakta 6nemli bir rol oynayan Kaspaz-3 geninin mRNA ve protein ekspresyonunun
48 saat MC uygulanan AGS hiicrelerinde kontrol hiicrelerine gore azaldigi
gozlenmistir. MC 6ziitiiniin AGS hiicreleri lizerine olan sitotoksik etkisinin apoptoz
yolaginda rol alan Kaspaz-3 iizerinden ger¢eklesmedigi gozlenmistir. MC bitkisinin
hangi hiicre 6liim mekanizmalar1 aracihigiyla sitotoksik etki gosterdiginin daha

ayrintili bir sekilde arastirilmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Momordica charantia, Mide Kanseri, Antikanser, Tamamlayic1

Tedaviler.
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ABSTRACT

Kiibra EREN
INVESTIGATION OF THE CYTOTOXIC AND APOPTOTIC EFFECTS OF
Momordica charantia EXTRACT ON GASTRIC CANCER CELLS
MSc in Medical Biology and Genetic

izmir, 2023

Introduction and Aim: The medicinal effects of the Momordica charantia (MC) plant,
known in our country as Kudret Nari, have been known since ancient times. MC plant,
which is considered as medicinal by the society, has been used as a complementary
treatment in diseases such as stomach disorders and diabetes due to its rich content and
has become the focus of cancer research. For this purpose, the effects of the
compounds contained in the plant have been investigated in various cancer cell lines
and it has been shown that it may have cytotoxic and apoptotic activities in cancer

cells.

Gastric cancer is a malignancy caused by genetic and environmental factors and
develops at different stages and research on alternative or complementary treatment

options as well as traditional methods for its treatment continues.

In this study, we evaluated the cytotoxic and apoptotic activity of the extract obtained
from the fruit of the pomegranate plant on gastric cancer cell line (AGS) and

investigated its effect on invasion ability.

Material-Method: In this thesis, the antitumor effect of the MC fruit extract was
investigated using MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2-5-diphenyltetrazolium
bromide), RT-PCR, Western Blot, and wound healing experiments, and morphological

changes on the AGS cells were observed using Trypan blue.

Finding: The cytotoxic effect of MC treatment on AGS cells was determined using

MTT assay and the Half-maximal inhibitory concentration (I1Cso) value was 607ug/ml

Vii



at 48 hours (p<0.001). In the wound healing experiment, it was observed that the
control cells were almost completely closed at 72 hours, while the wound was not
closed in MC fruit extract treated cells (p<0.0001). When the cells stained with trypan
blue were examined under a microscope, it was observed that the cells without extract
did not take the dye into the cell by maintaining the membrane integrity. In extract-
treated cells, membrane structure was disrupted and stained in 50% of the cells. It was
observed that the mRNA expression level of Caspase-3 gene decreased 0.74-fold in
MC-treated AGS cells compared to the control cell line. In addition, Caspase-3 protein
expression was inhibited 0.72-fold by Western blot analysis.

Result: The anticancer effects of MC fruit extract were investigated in AGS gastric
cancer cells. As a result of the experiments, MC extract was found to have anticancer
effect by showing cytotoxicity in AGS cells. It was observed that mRNA and protein
expression of Caspase-3 gene, which plays an important role in the apoptotic pathway,
decreased in AGS cells treated with MC for 48 hours compared to control cells. It is
necessary to further investigate which cell death pathways mediate the cytotoxic effect
of MC extract in AGS cells.

Keywords: Momordica charantia, Gastric Cancer, Anticancer, Complementary

Therapies.
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1. GIRIS

Bitkilerin hastaliklarin tedavisinde ila¢ olarak kullanilmasi 18. yiizyildan
giniimiize kadar uzanmaktadir. Modern ilaglarin yaklasik %45'i bitkilerden elde
edilmektedir ve bu bitkilerden izole edilen bilesenler, kanser dahil ¢esitli hastaliklarin

tedavisinde kullanilan ilaglarin formiilasyonunda yer almaktadir.

Bitkilerin geleneksel ve tamamlayici tedavideki giivenilirligini arttirmaya
yonelik bu caligmalarda, yaygin olarak kullanilan bitkilerden biri Kudret Nar1 olarak
bilinen Momordica charantia (MC) bitkisidir. Tiirkiye'de 6zellikle olgunlasmis MC
meyveleri mide rahatsizliklarinda ve yaniklarin iyilesmesinde kullanilmaktadir. Ayn1
zamanda diyabette yardimc1 dogal bir iiriin olarak da kullanilabilmektedir. Literatiir
taramasinda MC bitkisinin meyvesinden, yapragindan ve tohumundan yapilan
ekstraktlarin farkli kanser hiicreleri lizerinde oldiiriicli etki gosterdigi bildirilmistir,

ancak mide kanseri hiicre hatlar1 {izerine sinirli sayida ¢aligma mevcuttur.

Bu tez kapsaminda, MC meyve oziitiinin AGS mide kanseri hiicreleri
tizerindeki sitotoksik ve apoptotik etkisini ayrmtili bir sekilde inceledik. Calismamizin,
MC’nin kanser tedavisinde potansiyel bir dogal {irtin olarak kullanimini
degerlendirmeye yoOnelik onemli bulgular sunacagi inancindayiz. Elde ettigimiz
sonuglara gore, bitkinin kanser hiicrelerinde hiicre Oliimiinii tesvik etme ve hiicre
cogalmasini inhibe etme potansiyeline sahip oldugunu 6n gérmekteyiz. Bu ¢alisma,
mide kanseri tedavisine alternatif bir yaklasim sunma ve gelecekte daha kapsamli in

vivo ve klinik ¢aligmalara temel olusturma potansiyeli tasimaktadir.



2. GENEL BiLGIi

2.1. Kanser
2.1.1. Tanmm ve Ozellikleri

Kanser, DNA (Deoksiriibo Niikleik Asit) tamir mekanizmalarinda meydana
gelen birikmis mutasyonlar sonucu hiicrenin kontrolsiiz bir sekilde bdliinerek
cogalmasiyla olusan bir hastaliktir ve hiicre morbidite ve mortalitesinde énemli rol
oynamaktadir (1,2). Yiiksek mutasyon oranma sahip bireylerde kansere yakalanma
riski daha fazladir (1). Genetik bir hastalik olan kanser p53, BRCAL ve BRCA2 gibi
kalitsal kanser genlerindeki degisimlerden meydana gelmektedir (3). Ayrica sigara,
alkol, ¢esitli kimyasallar, UV (ultraviyole) isinlar1 ve obezite gibi ¢evresel faktorler

(epigenetik) de kanser tizerinde 6nemli rol oynamaktadir (3-5).

Kanserin meydana gelmesinde 6nemli role sahip ti¢ gen grubu vardir (3).

Bunlar;

1. Tumor baskilayici genler,
2. Proto-onkogenler,

3. DNA onarim genleri.

Yiiksek 6liim oranina sahip olan kanser, ¢agimizin en 6nemli saglik sorunlar
arasinda yer almaktadir ve meme, prostat, kolon, mide kanseri gibi yaklasik 100 farkli
kanser ¢esidi vardir (6,7). Hiicreler devamli olarak kendilerini yenileyerek yasamsal
faaliyetlerin devamlihigini saglarlar. Omrii dolan hiicreler &lerek yerlerini yeni
hiicrelere birakirlar. Asir1 proliferasyon sonucu meydana gelen anormal gelisimlerin
engellenmesinden sorumlu genlerin islevini yerine getirememesi ve bazi faktorlerin de
etkisiyle hiicreler kontrolsiiz bolinmeye baglar ve anormal bir olusum meydana
getirirler (8). Kanserin gelisimi, tiimoriin biiyiimesini ve ilerlemesini miimkiin kilan
biyolojik degisikliklerin ve edinilmis yeteneklerin bir dizi dahilinde ger¢eklesmesiyle
miimkiindiir. Kanser hiicrelerinin bu yetenekleri, kanser hiicrelerin mekanizmalarini
anlamaya yardimci olsa da tiimor mikrogevresi her kanser tiiriinde farklilik
gostermektedir (9). Kanser hiicreleri biiyiimek igin oksijen ve besine ihtiyag

duymaktadir. Anjiyogenez ile kanser hiicreleri besin ihtiyacini kargilamakta ve



metastaz ile saglikli dokulara go¢ edebilmektedir (6). Metastatik ozellikler kazanmis

kanser hiicrelerinin tedavisi oldukg¢a zordur ve 6liim riski orani yiiksektir (10).

Normal hiicreler, hiicre dongiisiindeki biiytime sinyalleri ile kontrollii bir
sekilde biiyliylip boliinerek ¢ogalmaktadir. Kanser hiicreleri mevcut mekanizmalar1
bloke ederek hiicreyi koruyucu hiicresel ve molekiiler yollar1 atlatarak sag kalmakta
ve ¢ogalabilmektedir. Yani kanser hiicreleri yeni mekanizmalar olusturmamakta, var
olan mekanizmalarin isleyisini bozmaktadwr (11). Bu ylizden genler tarafindan
diizenlenen sinyal yollarin1 anlamak, kanser arastirmalarmin ilerlemesi i¢in hayati

oneme sahiptir (12).

Kanser iyi huylu (benign) ve koti huylu (malign) olmak iizere iki gruba
ayrilmaktadir. Iyi huylu tiimérler lokalizedir ve kanserojenik dzellige sahip degildir.
Kotii huylu tiimdrler ise invaziftir, kanserojenik 6zellik gosterir ve metastaz ile saglikli
dokulari istila edebilmektedir (13).

2.1.2. Tam ve Tedavisi

Kanser teshisi ve tedavisi, hastaligim yOnetimi ve hasta sonuglarinin
iyilestirilmesi i¢in Kritik dneme sahiptir. Ozellikle erken teshis, liim oranimni azaltarak
kanserli bireyin iyilesmesini ve hayatta kalmasini saglamaktadir. Tarama yoluyla
erken teshis, tedavi etkinligini iyilestirmek ve hayatta kalma sansmi artirmak igin
hayati 6nem tasimaktadir (14). Yapilan bir¢ok ¢aligma sayesinde kanserin teshisi ve

tedavisi i¢in 6nemli faktorler ve yaklasimlar aydinlatilmistir (15).

Uygulanacak tedavi kanserin tiiriine ve evresine bagl olarak degisiklik
gostermekte, tek veya kombinasyon seklinde tedaviler uygulanabilmektedir (10,16).
Kanser i¢in kemoterapi, immiinoterapi, hormon tedavisi, radyoterapi, gen tedavileri,
anjiyogenez inhibitorleri ve hedefe yonelik tedaviler gibi bazi mevcut tedavi
secenekleri bulunmaktadr (10,17,18). Birincil ve geleneksel tedavi yontemi olan
kemoterapi, hizla biiyliyen ve ¢ogalan kanser hiicrelerini inhibe ederek ¢cogalmalarmi
baskilamaya dayali bir tedavi yontemidir (10). Bu yontemler kendi igerisinde

degerlendirildiginde bazi avantaj ve dezavantajlara sahiptir (13).



2.1.2.1. Kanser Tedavisinin Yan Etkileri

Kemoterapi kanser hiicrelerinin ¢ogalmasmi baskilayarak bireyin omriinii
uzatsa da saglikli normal hiicreler iizerine toksik bir etki gostermektedir. Bazi
bireylerin uygulanan kemoterapi ilaglarina direng olusturdugu ve tedaviyi zorlastirdigi

gozlemlenmistir (10).

Kanser tedavisi géren bireylerde goriilen en sik yan etki yorgunluk hissi, agri,
bulant1 ve kusma olarak belirtilmistir (10). Baz1 kanser tedavilerinde ise mukozit,

disguzi ve bulasici hastaliklar gibi oral komplikasyonlara da yol agabilmektedir (19).

Kanser tedavisi goren bireyler, tedavinin yan etkisi ve disiik iyilestirme

oranindan dolay: bitkisel kaynaklara merak duymaya baslamislardir (20).

2.1.2.2. Kanserde Bitkisel Tedavilerin Rolii

Kemoterapi gibi baz1 mevcut tedaviler hedef olmayan hiicreler tizerinde yiiksek
toksik etkiye sahip oldugundan daha az toksik etkiye sahip oldugu diistiniilen dogal
kaynaklar kanser tedavisinde dikkat ¢ekmektedir (21). Son birkag¢ yilda yapilan
kapsamli arastirmalar, belirli sebze ve meyvelerin ekstraktlarinin diizenli kullaniminda
baz1 kanserlere yakalanma riskinin azalabilecegini ortaya koymustur. Kemopreventif
ajanlar olarak adlandirilan bu sebze ve meyvelerden liretilen fitokimyasallar kanser
hiicrelerinin proliferasyonunu baskilamakta, apoptozu indiiklemekte, anjiyogenezi ve
biiyiime faktorii sinyal yollarin1 inhibe etmekte, anti-apoptotik proteinlerin
ekspresyonunu baskilamaktadir (Tablo 1). Bu kemopreventif ajanlarin, kanser tedavisi
goren hastalarda radyo direnci ve kemorezistansi tersine ¢evirdigi gézlemlenmistir. Bu
nedenle, kemopreventif ajanlar mevcut kanser tedavilerine takviye olarak kullanilma

potansiyeline sahiptir (22).



Tablo 1. Kemopreventif ajanlarin molekiiler hedef iizerine etkileri (22)

Molekiiler Hedef Etki
Kanser hiicre proliferasyonu Azalis |
Antiapoptotik proteinler Azalis |
Hiicre dongiisii proteinleri Azalis |
Biiylime faktorii yolaklar Azahsl
Apoptozis yolag: Artis T
Anjiyogeneziz Azalis}

Bitkilerden elde edilen baz1 biyoaktif bilesenlerin kanser dnleyici aktiviteleri

oldugu dogrulanmis, bazilari igin halen ¢alismalar devam etmektedir (23).

2.2. Mide Kanseri

Sindirim sisteminin 6nemli organlarindan biri olan mide, 6zofagus (yemek
borusu) ve ince bagirsak arasinda bulunmaktadir. Mide, fiziksel pargalamanin
gerceklesmesi i¢in bazi sindirim enzimleri ve mide asidi salgilamaktadir (3). Mide bes
ana katmandan olusmaktadir. Bunlar; seroza, suberoza, muscularis propria,
submukoza ve mukozadir (24). Salgilamanimn yapildigi kisim midenin en i¢ katmaninda
bulunan mukozadir. Mide bezlerinden olusan mukoza mide kanserinin %90-95’inin

gbzlemlendigi katmandir (24,25).

Mide kanserinin iki tiirii vardir. En yaygin tiiri mide adonekarsinomlar1 iken
nadir karsilasilan tiirti ise gastrointestinal stromal tiimoridiir (24). Midenin katmanlar1
kanserin derecesini de temsil etmektedir. Kanser diger katmanlara ne kadar ulastiysa

mide kanseri evresi o kadar ilerlemis demektir (24).

Mide kanserinin erken evresinde olan bireylerde spesifik bir semptom
goriilmezken, ilerlemis evrelerinde kilo kaybi, et tiirevli gidalar1 yiyememe ve anemi
gibi semptomlar gézlemlenmektedir (26). Erken evre mide kanseri asemptomatik
ozellik gosterdiginden bireylere genel olarak ge¢ evrelerde tani konmaktadir (4).

Kanserin tedavisi, kanserin evresine bagl olarak zorlasmaktadir (24).



2.2.1. Epidemiyoloji

Kanser tiirleri arasinda besinci sirada olan mide kanseri, diinya genelinde en
sik gozlenen kanser tiirtinden biridir ve kanser kaynakli 6liim nedenleri arasinda ikinci
sirada yer almaktadir (27). Kansere bagli 6liimler arasinda erkeklerde ikinci kadinlarda
ise dordiincii siray1 alan mide kanseri, en yaygimn karsilagilan kanser tiirleri arasindadir
(26).

Meme, kolorektal ve prostat kanserine yakalanma siklig1 yliksek olsa da mide
kanserine yakalanan bireylerin 6lim oran1 bahsi gegen kanser tiirlerinden daha
yuksektir (26).

2.3. Apoptoz

Hiicreler boliinerek ¢ogalir, bir miiddet yasar ve oliir. Hiicrelerin gogalmasi ile
Olimii arasinda bir denge bulunmaktadir (28). Hiicre intihari, fizyolojik hiicre 6limi
gibi farkli isimlerde adlandirilan apoptozun en yaygin kullanilan anlama;
programlanmig hiicre 0liimiidiir (17). Hiicreler hasar gérmiis, enfekte olmus veya
mutasyona ugramigsa programli bir sekilde Sldiiriilerek uzaklastirilmali, hiicre ici
denge (homeostaz) saglanmalidir (29). Homeostaz saglanirken hi¢gbir immiin yanit
veya patojenik bir durum olusmadan hiicre 6liimii ger¢eklesmektedir (17). Apoptoz ile
uyarilan hiicre, diger hiicrelerle bagimi koparwr, bulundugu ortamdan uzaklasir,
kromatinleri yogunlasir, hiicrede ekstraseliiler matriks adhezyonu azalir, hiicre
biiziisiir ve DNA niikleozom kisimlarindan kesilerek jel elektroforezinde merdiven
seklinde bir goriiniim kazanmaktadir (23,28,30). Bu 6zellikleri ile apoptotik hiicrelerin
morfolojisi nekroz hiicrelerin morfolojisinden kolaylikla ayirt edilebilmektedir (30).
Apoptoz sonucu olusan apoptotik cisimler makrofajlar araciligi ile taninmakta ve
fagosite  edilmektedir. ~ Apoptoz  esnasinda  herhangi  bir  enflamasyon

gozlenmemektedir (28).

Programlt hiicre 6liimiine 6rnek olarak embriyonun gelisimi sirasinda el ve
ayaklardaki bazi hiicrelerin apoptoz ile 6lmesi sonucu parmaklarn olusmasi ve

menstiiral donemde rahim igindeki hiicrelerin 6ldiiriilerek uzaklastirilmasi verilebilir

(29).



Apoptoz mekanizmasindaki bozukluklar sonucunda hiicre birikimi veya kayb1
meydana gelmektedir ve bunun sonucunda kanser, kalp yetmezligi, nérodejenerasyon
gibi bazi hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir (29). Sonug olarak, kanser tedavisinde apoptoz

mekanizmalar1 6nemli rol oynamaktadir (23).

2.3.1. Apoptoz Mekanizmasi

Hiicre olimiinde rol alan sinyaller, i¢c ve dis faktorler aracihigi ile
indiiklenmektedir. Bu uyaranlara insiilin benzeri biiyiime faktorii, timor nekroz
faktorii, baz1 ilaglar, koloni uyarici faktorler ve glukokortikoidler 6rnek olarak
gosterilebilir (29). Ayrica ¢ok sayida gen de apoptozun tetiklenmesinde rol
oynamaktadir. Bu genlerden bazilar1 (Bax, Bid, Bad, p53, vs.) apoptoz indiikleyici
ozellik tasirken, Bel-XL, Bfl-1, Bcl-W, c-abl gibi genler ise apoptozu inhibe etmektedir
(23,29). Apoptozda gozlemlenecek bazi biyokimyasal degisiklikler vardir. Bunlar;
membran degisikligi, DNA ve protein yikimi, kaspazlari aktivasyonu ve fagozitik

hiicreler araciligiyla apoptotik hiicrelerin tespiti ve oldiiriilmesidir (31).

Apoptoz ii¢ yolaktan kontrol edilmektedir. Bunlar intrinsik, ekstrinsik ve
perforin-granzim yolaklaridir (29). Intrinsik yolak ayn1 zamanda mitokondriyal yol
olarak da bilinmektedir. Mitokondri igerisinde bulunan pro-apoptotik molekiil ve
proteinlerin sitoplazmaya salinmasi sonucu apoptoz ger¢eklesmektedir. Ekstrinsik
yolak, transmembran iizerindeki reseptorlerin 6liim ligandlarini algilamasi sonucu
etkilesime girmekte ve apoptozu indiiklemektedir (29). Intrinsik ve ekstrinsik yolakta
kaspazlar rol oynamaktadir (17). Perforin-granzim yolaginda ise bazi apoptoz
yolaklar1 aktiflestirilerek sitotoksik T hiicreleri (Cytotoxic T Lymphocytes, CTL) ve
dogal 6ldiiriicii (Natural Killer, NK) gibi immiin sistem hiicreleri ile sinerjik bir etki

gostererek kaspazlardan bagimsiz bir apoptoz siirecini baglatmaktadir (29).

Kaspazlar, hiicre 6liim mekanizmalarmin isleyisini anlamaya yardimci bir
aragtirma konusudur. Her ne kadar uzun yillar boyunca kaspaz ailesi i¢in yapilan
calismalarin sayis1 artsa da halen oldukga genis icerige sahip bir arastirma alanidir (32).
Kaspazlar inhibitér ve efektor olmak {izere ikiye ayrilmaktadir. Inhibitér olanlar
Kaspaz-2-8-9-10 iken efektor olanlar Kaspaz-3-6-7’dir (23). Kaspaz-3, apoptozun
ayrt edicisidir ve PARP, DFF-45 gibi substratlar1 pargalayarak apoptozu



indiiklemektedir (33). Kaspaz-3, efektor kaspazlar arasinda yer almaktadir ve Kaspaz-
8 ve Kaspaz-9 araciligiyla aktive olmaktadir. Bu kaspaz, bir¢ok hiicresel proteinlerin
yapisini bozmakta, DNA’nin parcalanmasinda rol almakta ve hiicrenin morfolojisinin

bozulmasina neden olmaktadir (28).

2.4. Momordica charantia (MC)
2.4.1. Genel Ozellikleri

Momordica charantia (MC), Cucurbitaceae ailesine ait bir bitkidir (34).
Tiirkiye’de kudret nar1 olarak bilinen bu bitki, balsam pear, bitter melon, African
cucumber, bitter gourd, karela gibi bircok isimle adlandirilmaktadir (29,35). MC,
Hindistan gibi tropikal iklim gosteren bolgelerde yetismesine ragmen diinyanin gesitli
iilkelerinde de yayilim gostermektedir (34,36,37). Aci bir tada sahip olan MC, kabak
veya salatali§1 andiran bir goriiniime sahiptir (34). Meyveleri hamken yesildir (Sekil
1) ve olgunlastik¢a turuncuya donmektedir (29). Olgunlasan meyve ii¢ pargaya
ayrilarak cekirdekleri ortaya ¢ikarmaktadir (Sekil 2). Cekirdeklerin kabugu meyve
olgunlastikca sertlesmekte ve ¢ekirdegin dist kirmizi bir jel ile kaplanmaktadir (34).

Sekil 1. Olgunlagsmamig MC meyvesi



Sekil 2. Olgunlagmis MC meyvesi

2.4.2. Kullanim Alanlarn

Hindistan, Cin ve Tayvan’da genel olarak pisirilerek kullanilan MC,
Tiirkiye’de halk arasinda yaniklarin iyilestirilmesinde ve mide agrilarimin
giderilmesinde yardimci bitkisel iiriin olarak kullanilmaktadir (29). Halk arasinda
olgunlagmis MC meyvesi zeytin yagi ile bekletilerek cilt yaralarinda ve yaniklarinda
kullanilirken, bal igerisinde bekletilen MC meyvesi mide rahatsizliklarinda
kullanilmaktadir. Cesitli hiicre hatlarinda ve hayvan modellerinde yapilan ¢aligmalar
ile MC’nin anti-kanser etkisi oldugu bilinmektedir. Ayrica antioksidan, antidiyabetik,
antimikrobiyal, antiiilser, antienflamatuvar, antibakteriyel gibi 6nemli aktivitelere
sahiptir (34,36,38). Halk arasinda beslenmeden kaynakli mide rahatsizliklarin
tedavisinde, kan sekerini diizenlenmesinde ve yaralarin iyilestirilmesinde genel olarak
kullanilan MC; kisirlik, gut, obezite, romatizma, sarilik, hepatit, kabizlik, dismenore,
hipertansiyon, HIV, AIDS, pnomoni, sedef hastaligi ve egzama tedavilerinde de
destekleyici role sahiptir (29,34,36). MC meyvesinin suyu sarilikta, kronik ateste,

sindirim bozukluklarinda veya idrar soktiiriicii olarak kullanilmaktadir (36).



2.4.3. Bilesenleri

C vitamini, A vitamini, fosfor ve demir icerigi bakimindan zengin olan MC,
tibbi agidan oldukca faydali bir bitkidir (34). MC'nin igerdigi baslica kimyasal
bilesenler su sekildedir: ribozomu inaktive eden protein (Ribosome Inactivating
Protein, RIP), MAP30, momorkarinler ve MC lektin gibi proteinler ve peptitler;
arabinoz, galaktoz, ramnoz, glikoz ve mannozdan olusan heteropolisakaritler;
kukurbitanlar ve kukurbitasinler gibi terpenoidler ve saponinler; fenolik bilesikler ve
flavonoidler; yag asitleri, ugucu yaglar, amino asitler ve steroller gibi diger bilesikler
(36). MC bitkisi iyi bir protein, karbonhidrat, lif, mineral ve vitamin (¢inko, demir,
kalsiyum, fosfor ve magnezyum gibi) kaynagidir ve yiiksek besleyici igerige sahiptir
(29,36). Tohumlar1 %30 oraninda protein icermektedir (39). Olgun meyvelerin
tohumlarin1 g¢evreleyen zar likopen bakimindan olduk¢a zengindir (35). MC
meyvesi %93.2 sudan olusurken, proteinin kuru agirligi %18.02 ve lipidlerin kuru
agirhgr %0.76'sin1 olusturmaktadir (36). Olgunlasmamis meyveler A, P ve C
vitaminleri, riboflavin, tiamin, niasin igcermektedir. Ayrica potasyum, demir ve fosfor
gibi mineralleri de igerisinde barindirmaktadir (29,36). Meyvenin tohumunu
cevreleyen kirmizi zar1 ve yapraklari ise sirasiyla %94 ve %89,25 oraninda su, %30,7

ve %3,3 oraninda karbonhidrat igcermektedir (40).

2.4.4. Antikanser Ozelligi

Literatiirde MC bitkisinin antiviral, antiiilser, antidiyabetik, hipoglisemik,
antioksidan, antibakteriyel, analjezik, antikanser ve antienflamatuvar gibi bir¢cok

farmakolojik 6zelligi bulunmaktadir (29,37).

Alternatif ve tamamlayici tedavilerde MC, adjuvan olarak kullanilmaktadir ve
oldukca yiiksek bir potansiyele sahiptir. Kanser sinyal yolaklarindaki proteinlerle
etkilesime girmekte ve proteinlerin  modiilasyonunu saglamaktadir. Kanser
hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasini 6nlemek i¢in hiicre dongiisiindeki proteinleri
modiile ederek ya da kontrolsiiz ¢gogalan hiicrelerin apoptoza ugramasini veya bagka
hiicre 6liim mekanizmalarini aktiflestirerek antikanser etki gostermektedir (34).
Kisacas1t MC bitkisi, tiimor hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe etmekte, apoptozu

indiiklemekte, tiimor baskilayic1 genlerin aktivitesini arttrmakta ve hiicre i¢indeki
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adenozin trifosfat (Adenosine Triphosphate, ATP) seviyelerini etkilemektedir.

Boylelikle antikanser etki gostermektedir (29).

2.4.5. Dezavantajlar

Hayvan modellerinde dogurganligi giiclii bir sekilde azalttigi icin liremek
isteyen kisiler, MC'nin giinliik kullanimmi dikkatli bir sekilde diistiinmelidir.
Insanlarda en ciddi yan etkiler, a¢ karnina MC bazli igecek ictikten sonra glisemide
giiclii bir diisiis yasayan iki kii¢iik cocukta rapor edilmistir. Hayvanlarda histopatolojik
degisiklikler olmaksizin transaminaz artis1 rapor edildiginden karaciger hastaligi olan
hastalarda da dikkatli kullanimi konusunda uyarilar mevcuttur (36). Ayrica 2014
yilinda Tumkiratiwong ve ark. yaptiklari ¢alisgmada erkek Wistar siganlarda MC
tohumunun kisirliga yol agtigini bildirmislerdir (41). Kasilmalar1 hafiflettiginde
gebelerde diisiige neden olurken siit yoluyla bebege gegebileceginden emziren
annelerin kullanmamas1 6nerilmektedir. MC bitkisinin oral alimi bireylerde yan etki
gostermezken damar yoluyla uygulanmasi toksik etki gostermektedir ve geri doniisti

olmayan komplikasyonlara neden olabilmektedir (42).

2.5.6. Onceki Calismalar ve Bulgular

Li ve ark. yaptiklar1 calismada metanol ile hazirladiklar1 MC ekstraktinin
Hone-1, AGS, HTC-116 ve CL1-0 kanser hiicreleri tizerine etkisini gozlemlemislerdir.
Elde ettikleri veriler sonucunda MC metanol ekstraktinin Kaspaz ve mitokondriyal
yolaklarda rol oynadigmi gostermislerdir. Ayrica, MC metanol yaprak ekstresinin
Kaspaz-3 ve DFF-45’in boliinmesini ve PARP’1n aktivasyonunu indiikleyerek DNA

pargalanmasina neden oldugunu bildirmislerdir (33).

Pitchakarn ve ark. PLS10 sigan prostat kanser hiicre hattinda etanol ile
hazirlanmis MC yaprak 6ziitli uygulamislardir. Yaptiklar: ¢calisma sonrasinda etanol
MC yaprak 6ziitiiniin MMP-2 ve MMP-9 gen ekspresyonunu baskiladigini ve hiicre
migrasyonunu onemli miktarda azalttigin1 gézlemlemislerdir. Ek olarak MMP-2’nin
ekspresyonunda inhibitor etki gdstermesini saglayan TIMP-2 geninin mRNA

seviyesinde belirgin bir sekilde artis gosterdigini bildirmiglerdir (43).
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Bir baska calismada Kai ve ark. 52 farkli bitkiden elde ettikleri tohum
ekstraktlarmi 7 16semi hiicre hattiyla (ED, Su9TO01, S1T, HUT-102, MT-2, Jurkat ve
MOLT-4) muamele etmisler ve MC tohumundan elde edilen ekstraktin ED, Su9TO01,
S1T, HUT-102, MT-2, Jurkat ve MOLT-4 hiicrelerindeki ICso degerlerini sirasiyla
24,5 pg/ml, 0,3 pug/ml, 85,8 pg/ml, 24,0 pg/ml, 41,7 ng/ml, 32,7 pg/ml ve 87,7 pg/ml
bulmuslardir. Sonug olarak 52 farkli bitki igerisinden MC tohum ekstraktinin en iyi

ikinci sitotoksik etkiye sahip oldugunu gézlemlemislerdir (44).

2021 yilinda yapilan ¢alismada MC tohumlarindan yag elde edilmis ve
hepatoseliiler karsinomali Wistar si¢anlari iizerinde tedavi amagli uygulamiglardir. 168
giin sonra kontrol ve tedavi uygulanan fareler lizerinde biyokimyasal, histopatolojik,
hematolojik, morfolojik ve tiimor baskilayict genlerin (p53, Kaspaz-3 ve Bcl-2)
ekspresyon diizeylerine bakmiglar ve indiiklenen hepatoseliiler karsinom iizerinde
antikanser ozellik gozlemlemislerdir (45). Baska bir Wistar ¢calismasinda etanol ile
hazirlanmig MC tohum ekstraktlar1 6zofagus yoluyla erkek siganlara verilmistir.
Sicanlarin testis histopatolojisi, tireme 6zellikleri, dogurganlik ve testosteron
seviyelerindeki degisiklikleri karsilastrmislar ve sperm hareketinde yavaslama,
canliliginda azalma goézlemlemislerdir. Sonug olarak yiiksek dozdaki etanol MC
tohum ekstraktinin erkek siganlarda dogurganlhigi etkiledigini dolayisiyla kisirliga

neden oldugunu belirtmislerdir (41).

Thiagarajan ve ark. Hindistan ve Cin kokenli olmak {izere MC bitkisinin sicak
ve soguk sulu ekstraksiyon yontemlerini A549 insan kiiclik hiicreli olmayan akciger
kanseri hiicrelerine uygulamis, apoptotik etkileri FICT ve DAPI boyamalar, Kaspaz
3/7 reaktif oksijen tiirleri (Reactive Oxygen Species, ROS) ve p53 aktiviteleri
incelenerek apoptotik etki mekanizmalarin1 degerlendirmislerdir. Elde edilen veriler
sonucunda sicak su ile hazirlanan Cin kokenli MC ekstraktinin ROS aracili mitokondri
hasarini aktive ederek, A549 akciger kanser hiicrelerinde tedavi edici etki gosterdigi

bulunmustur. (46).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi

Aragtirmamiz deneysel bir ¢aligmadir.

3.2. Arastirmanmin Yeri ve Zamani

Tez konusunun belli olmasiyla birlikte Tez Oneri Formu dolduruldu. BAP
projesine bagvuruldu ve proje Nisan 2022 tarihinde BAP tarafindan onaylanarak
desteklendi. Calismalar Ekim 2022 — Temmuz 2023 tarihleri arasmda Izmir Katip

Celebi Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvarlarinda gerceklestirildi.
3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi
Arastirmanm evreni MC uygulanan AGS mide kanseri hiicre hattt ve MC
uygulanmayan (kontrol) AGS mide kanseri hiicre hatt1 tizerine kurulmustur.
3.4. Calisma Materyali

Bu c¢alismada, kontrol ve ICso grubu olmak tizere iki grup calisilmustir.
Calismada, hiicre kiiltiirii calismalarindan elde edilen hiicre peletleri, bu peletlerden

izole edilen RNA’lardan sentezlenen cDNA’lar ve protein lizatlar1 kullanilmistir.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Projenin bagimli degiskenleri; Kaspaz-3 genindeki mRNA ekspresyon
seviyelerindeki degisimler ve Kaspaz-3 protein ekspresyonundaki degisimlerdir.
Bagimsiz degiskenler ise; MC meyvesinden elde edilen 6ziitiin i¢indeki bilesenlerin

homojenligindeki degisimlerdir.
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3.6. Veri Toplama Araclan

3.6.1. Kullanmilan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler

Tablo 2. Projede kullanilan cihazlar ve sarf malzemeler

Malzeme Adi

Marka/Kod

Kullanim Amaci

Nanodrop

Thermal Cycler

Agaroz

Elektroforez

UV Transsimilator

Hassas Terazi

Santrifiij
Mikrodalga
Inkiibator

DNA Size Marker
Ethidium Bromide
TBE Buffer 10X
DNA Ladder 50 bp

MTT
(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)
Fetal Bovine Serum

Ham's F-12 Cell Culture Medium
Kaspaz-3 Mouse mAb

SYBR® Green Quantitative
RTqPCR Kit

cDNA Sentez Kiti

RNA izolasyon Kiti

Thermo Nanodrop2000

Boeco Germany TC-PRO

Prona
Thermo Fisher

VILBER LOURMAT ECX-
F20.M

Shimadzu TW423L

WiseSpin CF-10

Samsung

fldam

GENESTA 5x Loading Buffer
Invitrogen

AB.T.

Thermo Scientific GeneRuler

Serox

Cell Signaling (#9668)
AB.T.
AB.T.

ECO->Tech

DNA konsantrasyonunun
olgtilmesi

Tgili gen bélgelerinin
cogaltilmasi

Agaroz jel hazirlama
Amplikonlarin kontrol edilmesi

Jelde yiiriitiilen tiriinlerin
goriintiilenmesi

Agarozun, 6ziitiin ve
kimyasallarin tartilmasi

Hazirlanan mix’lerin
karistirilmasi

Agarozun ¢ozdiiriilmesi

Hiicrelerin biiyiimesi i¢in gerekli
kosullarin saglanmast

Agaroz jel yiikkleme boyast

Agaroz jelde DNA fragmanlarinin
goriintiilenmesi

Elektroforez tamponu
Agaroz jelde DNA merdiveni

olusturma

Hiicre canliliginin tespiti

Hiicreleri beslemek i¢in
Western Blot primer antikor
mMRNA ekspresyonu tespiti
RNA’dan cDNA sentezlemek

Hiicreden RNA izole etmek i¢gin
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3.6.2. Deneysel Cahsmalar

MC meyve 6ziitiiniin AGS mide kanseri hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik ve

apoptotik Ozelliklerini degerlendirmek amaciyla yapilacak deneylerin akis semasi

MC éziitiinin " A<|35_ _
hazirlanmasi METE ERunin
‘ cogaltilmasi
[ T 4 | |
Yara iyilegmesi RT-PCR
boyama

Sekil 3. Deney akis semasi

Sekil 3’te verilmistir.

3.6.2.1. MC Meyve Oziitiiniin Hazirlanmas:

Eylil 2021 yilinda Balikesir’in 39°14'14.0"N 28°10'23.0"E koordinatindan
(Rakmm: 231 metre) toplanan ham (yesil) MC meyveleri Ege Universitesi Botanik
Anabilim Dali laboratuvarinda Aras. Gor. Dr. Zekiye Isin Yazic1 Kaya esliginde
ekstrakt haline getirildi (Sekil 4). Yikanan MC meyveleri kagit havlu yardimiyla
kuruland1. Bistiiri yardimiyla ortadan kesilerek i¢indeki ¢ekirdekler uzaklastirildi. Kat1
meyve sikacagi yardimiyla MC meyvesinin suyu ¢ikarildi. 50 mI’lik falkon tiiplerine
konularak 4000 rpm’de 40 dakika santrifiij edildi. Siipernatant Whatman kagidi (No:2)
ile stiziilerek silifli balon siseye (NS 29/32) aktarildi. 39 °C’de 125 rpm hizda kuruyana
kadar Rotary evaporator (Heidolph) cihazi ile buharlastirildi. Siselerin igerisine
tamamen ¢oziilene kadar saf su eklendi. S1vi 50 m1’lik falkon tiipiine aktarildi ve birkag

giin liyofilize edilerek toz haline getirildi.
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Yikanir ve kurulanir Cekirdekleri ¢ikartilir -~ Meyvenin suyu sikilir Falkon tiipiine aktarilir

4000 rpm 40 dk
santrifiij edilir

A .
Liyofilize edilir Saf suda ¢ozdiiriiliir Evaporasyonda Siipernatant filtrelenir
buharlastirilir

Sekil 4. MC meyve ekstraktinin hazirlanis semast

3.6.2.2. Hiicre Kiiltiiri
3.6.2.2.1. Hiicre Hattinin Temini

Tablo 3’te ozellikleri gosterilen AGS mide kanseri hiicre hatt1 Bursa Uludag
Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’ndan Prof. Dr. Berrin Tunca’nin
laboratuvarindan temin edilmistir. Hiicreler kryo tiip icerisinde kuru buz ile Izmir
Katip Celebi Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvarina getirilmistir. Hiicrenin

morfolojik goriintiisti Sekil 5’te gosterilmektedir.

Tablo 3. AGS mide kanseri hiicre hatt1 6zellikleri (25)

Organizma Insan (Homo sapiens)
Morfoloji Epitelyal

Doku Mide Adenokarsinoma
Hastalik Gastrik Kanser
Cinsiyet Kadin

Yas 52

Biiyiime Ozelligi Adherent
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Sekil 5. AGS mide kanseri hiicre hattinin morfolojik goriintiisii (10X)

3.6.2.2.2. Hiicrelerin Cogaltilmasi

[zmir Katip Celebi Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvarmna soguk
zincir ile gelen AGS mide kanseri hiicreleri 2/3’i ¢oziilene kadar 37 °C’lik su
banyosunda dairesel hareketler ile ¢ozdiiriildii. Coziinen hiicrelerin iizerine hiicre
ortami (1pg/ml konsantrasyonda penisilin/streptomisin, 2mM konsantrasyonda L-
glutamin ve 10 Fetal Bovin Serum (FBS) igeren Ham’s F-12 Medium) eklenerek 900
rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirilarak pelet 1 ml hiicre
ortaminda pipetaj yapilarak homojen haline getirildi. T25 cm? filtreli flask’a 5 ml
hiicre ortami1 eklenerek {izerine homojen haldeki hiicreler ilave edildi. Hiicreler %5
COziceren 37 "C’lik inkiibatorde bekletilerek hem tutunmalari hem de ¢ogalmalar1

saglandi.

3.6.2.2.3. Hiicrelerin Takibi ve Pasajlanmasi

Flask i¢indeki hiicrelerin doluluk orani her giin takip edilerek gerektiginde
icindeki hiicre ortami ¢ekilip taze ortam ile degistirildi. Hiicre yogunlugu %80-90’a
ulagtiginda Flask i¢indeki hiicre ortami serolojik pipet ile ¢ekilerek uzaklastirildi. 1 ml
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Fosfat tamponlu tuz ¢6zeltisi (Phosphate Buffered Saline, PBS) ile hiicreler yikandi ve
PBS aspire edildi. 500 pl Tripsin-EDTA hiicrelerin iizerine ilave edildi ve hiicrelerin
kalkmas1 i¢in 5 dakika inkiibatorde (%5 CO2, 37°C) beklendi. 5 dakika sonrasinda
hiicrelerin kalktig1 inverted mikroskopta gozlemlenerek {izerine 5 ml hiicre ortami
ilave edildi. Hiicreler flask icinden serolojik pipet yardimiyla toplanarak 15 ml’lik
falkon tiipline konuldu ve 900 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant aspire
edilerek pelet 1 ml hiicre ortaminda pipetaj ile homojen haline getirildi. Daha fazla
sayida hiicre elde etmek igin hiicreler T75 cm?’lik flask’a aktarilarak iizerine 11 ml
hiicre ortamu ilave edildi. Flask 37 °C’de %5 CO2 igeren inkiibatorde ¢ogalmaya
brrakildi.

3.6.2.2.4. Tripan Mavisi ile Hiicre Canhlhigimin Kontrol Edilmesi ve Hiicre Sayim

Hiicreler oldiikleri zaman membran bitiinligiinii kaybetmektedir. Tripan
mavisi, membran bitiinligiinii kaybeden hiicrelerin i¢ine girebilmektedir. Canli
hiicrelerde membran biitlinliigli bozulmadig: i¢in hiicreler mikroskopta parlak bir

goriintiiye sahip olmaktadir.

Tripsin-EDTA ile kaldirilan hiicreler santrifiijlenerek pelet olusturuldu. Hiicre
peleti 3 ml hiicre ortaminda pipetaj yapilarak homojen haline getirildi. 100 pl Tripan
mavisi ependorf tiipiine aktarildi ve tlizerine 100 pul homojen haline gelmis hiicre
stispansiyonu ilave edildi. Neubauer lami tizerine lamel kapatildi. 10 ul Tripan mavisi
ile boyanmuig hiicreler lam ve lamel arasindaki bosluga mikro pipet ile birakildi. 10X
objektifte 151k mikroskobunda canli hiicreler gozlemlenerek sayildi. 1 ml igindeki canli

hiicre sayis1 agagidaki formiil ile hesaplanda.
Canlt hicre sayist = Sayilan hiicre sayist x Dilusyon faktori x 104

3.6.2.2.6. Hiicrelerin Stoklanmasi

Flask igindeki hiicre yogunlugu %80-90’a ulastiginda Tripsin-EDTA ile
kaldirilan hiicreler santrifiijlenerek pelet olusturuldu. Pelet 1:10 oraninda DMSO/FBS
iceren ortam ile homojen haline getirilerek kryo tiiplerine 1 ml paylastirildi. Kademeli

dondurma islemi uygulanarak hiicreler donduruldu, -80 °C’de ve siv1 azotta stoklandi.
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3.6.2.3. Sitotoksisite Deneyi (MTT)

Uygulanacak MC meyve 6ziitiiniin sitotoksik dozunu belirlemek igin MTT testi
uygulanmistir. MTT hiicre canliligimin belirlenmesinde kullanilan kolorimetrik bir

testtir.

Hassas terazide 122 mg MC meyve oOzitii tartildi, 10 ml hiicre ortaminda

¢Ozdiriilerek ana stok hazirland1 ve +4 °C’de saklanda.

AGS mide kanseri hiicreleri Tripsin-EDTA ile kaldirilarak Neubauer laminda
saymmi yapildi. 96 kuyulu plakalara 5000 hiicre/kuyu olacak sekilde hiicreler ekildi. 24
saat boyunca hiicrelerin tutunmasi igin %5 CO- ve 37 “C’lik inkiibatérde inkiibasyona
birakildi.

24 saat sonra hiicreler plaka yiizeyine tutundugunda farkli dozlarda (500, 550,
600, 650, 700 ve 750 pg/ml) MC meyve 6ziitii ile muamele edildi. Ayrica negatif
kontrol (sadece hiicre ortami) ve pozitif kontrol (hiicre + hiicre ortami) kosullar1 da
olusturuldu. Bitkilerin verildigi saat dilimi not edilerek 24, 48 ve 72 saat inkiibasyona

birakildi.

Siiresi dolan plakalara 15 ul MTT soliisyonu (5mg/ml konsantrasyonundaki)
ilave edildi ve 4 saat inkiibatorde inkiibe edildi. Suda ¢6ziinebilen MTT soliisyonu
canli hiicrelerdeki aktif metabolizma ile MTT’yi suda ¢oziinmeyen mor renkli
formazan kristaline indirgemektedir. Bu formazan’1 ¢6zdiirmek icin ortama ¢dzgen
(Dimetil Stlfoksit (DMSO)) eklenmelidir. 4 saat sonra kuyulardaki ortam aspire edildi
ve 100 pul DMSO ilave edilerek spektrofotometre veya plaka okuyucu ile kuyularin
absorbans1 570 nm’de 6lgiildii. Pozitif kontroldeki hiicre canliligi %100, negatif
kontroldeki hiicre canliligi ise %0 olarak kabul edildi. Asagidaki formiil ile doz
bagimli hiicre canliligi hesapland1 ve deney 3 tekrarli olarak calisildi. Elde edilen

veriler GraphPad Prism (versiyon 8.0.2) ile analiz edilerek 1Cso degeri bulundu.

3.6.2.4. Tripan Mauvisi ile Hiicre Canhiliginin Degerlendirilmesi

96 kuyulu plakalara 5000 hiicre/kuyu olacak sekilde AGS mide kanseri
hiicreleri ekim yapildi. Hiicreler 24 saat plaka ylizeyine tutunmalar1 i¢in %5 CO2 ve

37 °C’de inkiibe edildi. MTT sonucu bulunan 1Cs degeri hiicrelere uygulandi. 48 saat
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sonrasinda hiicreler 1:1 oraninda Tripan Mavisi ile boyandi ve 5 dakika inkiibe edildi.
Kuyulardaki biitiin ortam aspire edildi. Mikroskopta 10X objektif kullanilarak

goriintiileri alindi.

3.6.2.5. Yara lyilesmesi Deneyi

AGS hiicrelerinin MC meyve 6ziitii ile tedavisinden sonra go¢ etme yetenegini
degerlendirmek icin, in-vitro yara iyilestirme deneyi gerceklestirildi. Tripsin-EDTA
ile kaldirilan hiicreler Neubauer laminda sayilarak 6 Kkuyulu plakalara 250.000
hiicre/kuyu ekildi. Hiicreler 2 giin boyunca inkiibatorde inkiibasyona birakildi. 2 giin
sonunda kuyulardaki hiicre ortamu aspire edildi ve steril 100 pl’lik pipet ucu yardimi
ile kuyularin ortasindan ¢izilerek yara modeli olusturuldu. Kalkan hiicreleri
temizlemek amaciyla kuyular 1 ml PBS ile yikand1 ve kontrol kuyusuna 2 ml hiicre
ortami konulurken MC meyve 0ziitliniin konulacagi kuyuya ise MTT testi sonucunda
hesaplanan 1Cso dozu konuldu. Kuyularin 0, 24, 48 ve 72. saatteki goriintiileri inverted
mikroskopta 4X objektifte ¢ekildi. Yaranin genisligi CellSens programu ile, yaranin %
kapanma alani1 ImageJ programu ile ve yaranin kapanma hizi ise TrackFast Al programi

ile hesaplanda.

3.6.2.6. Ger¢ek Zamanh PCR (Real-Time PCR, RT-PCR) Analizi

Hiicrelerin gen ekspresyon seviyelerini incelemek i¢in 6 kuyulu plakaya
100.000 hiicre/kuyu ekildi ve 24 saat sonra ICsp ve kontrol kuyular1 olusturuldu.
Hiicreler 48 saat sonra hiicre kaziyic1 yardimiyla kuyulardan kaldirildi. Pipetleme
yapilarak biitiin hiicrelerin homojen bir sekilde kalktigindan emin olundu ve ependorf

tiipiine aktarildi. 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek pelet olusturuldu.

3.6.2.6.1. RNA Izolasyonu

ECO->Tech RNA Izolasyon kiti kullanilarak hiicreden RNA izole edildi.
Ureticinin protokoliine gore siipernatant aspire edilerek pelet iizerine 400 ul RNA
Liziz Tamponu eklendi ve 10 saniye vortekslendi. Uzerine 400 pl %90-100’liik etanol
eklenerek 10 saniye boyunca vortekslendi. Tiip igindeki lizat, filtreli tiip i¢ine aktarildi
ve 30 saniye boyunca maksimum hizda santriftij edildi. Filtreli tiip 400 pl Yikama
Tamponu-1 eklenerek maksimum hizda santrifiijlendi. Daha sonra filtreli tiip 500 pl

Yikama Tamponu-2 ile maksimum hizda santriftij edildi. Filtreli tiip tekrar 200 pl
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Yikama Tamponu-2 ile maksimum hizda 2 dakika boyunca santrifiij edildi.
Santrifiijden sonra filtreli tiip kapakli bir tiipiin icine aktarild1 ve iizerine 50-100 pl
Niikleaz icermeyen su eklendi. 1 dakika oda sicakliginda inkiibasyon sonrasinda 30
saniye maksimum hizda santriflij edildikten sonra RNA saflig1 ve konsantrasyonu

NanoDrop cihazi kullanilarak 6l¢iildii. RNA 6rnekleri -80 °C’de muhafaza edildi.

3.6.2.6.2. Komplementer DNA (Complamenter DNA, cDNA) Sentezi

RNA ornekleri -80 °C’den ¢ikartilarak ¢ozdiiriildii ve buz iizerine alindi
RNA’larin konsantrasyonunu 200 ng’da esitlemek amaciyla ara stoklar olusturuldu.
A.B.T.™ ¢cDNA Synthesis Kit with RNase Inh. (High Capacity) kullanilarak RNA
ornekleri cDNA’ya doniistiirildii. Kit protokoliine uyularak Tablo 4’teki miktarlar 0,2
ml’lik PCR tiipline aktarildi. Is1 dongiileyici (Termal Cycler) ile Tablo 5’teki PCR
kosullar1 uygulandi. Olusan CDNA 6rnekleri -20 °C’de muhafaza edildi.

Tablo 4. cDNA sentezi igin gerekli bilesenler ve miktarlari

1 Ornek icin Hacim

10X Reaction Buffer 2 ul
dNTP mix (2.5 mM) 1ul
Random hexamer (50 uM) 2 ul
Reverse Transcriptase (200 U/pl) 1ul
RNase Inhibitor 0.5
RNase free Water 3.5
RNA 10 ul
Total 20ul
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Tablo 5. cDNA sentezi igin gerekli reaksiyon kosullar

Basamak Derece (°C) Zaman Dongii
1. Adim 25 10 dakika 1

2. Adim 37 120 dakika 1

3. Adim 85 5 dakika 1

4. Adim 4 00 1
Total Siire 2 saat 15 dakika

3.6.2.6.3. Gradiyent PCR

Kaspaz-3 gen bolgesi icin Yun ve ark. (47) yaptig1 ¢alismadan alinan primer
dizileri firma araciligiyla sentezlendi. Gelen primerin TM (Erime Sicakligi, Melting
Temperature) sicakliinin optimizasyonun i¢in gradiyent PCR yapildi. -20 °C’den
cikartilan cDNA 6rnekleri eridikten sonra buz iizerine konuldu. Sentezlenen Kaspaz-
3 primerleri iiretici firmanin talimatina gére saf su ile sulandirildi ve 1:10 oraninda
seyreltilerek ara stok olusturuldu. Tablo 6°daki bilesenler 0,2 ml’lik PCR tiipiline
kondu ve farkli sicakliklar denenmek i¢in 6 tane PCR tiipiine esit miktarda paylastirildi.
Sekil 6°’deki PCR kosullar1 (TM: 55-60 °C) uygulanarak optimum sicaklik belirlendi.

Kullanilan primerlerin uzunluklar1 baz ¢ifti (bg) olarak Tablo 7°de gosterilmistir.

Tablo 6. Gradiyent PCR bilesenleri ve miktarlari

1 6rnek i¢cin hacim

Taq Master Mix 25 ul
MgCl2 1l
F Primer 1
R Primer 1
Su 20 pl
cDNA 2 ul
Total Hacim 50 ul
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Sekil 6. Gradiyent PCR kosullari
Tablo 7. Primer dizileri

Primer Dizi PCR Uriiniiniin Bityiikliigii

Kaspaz-3 F 5’-TGAGCCATGGTGAAGAAGGA-3’ 290 b

Kaspaz-3 R 5’-TCGGCCTCCACTGGTATTTT-3” ¢

3.6.2.6.4. Jel Elektroforezi

PCR iriinlerinin baz ¢ifti bakimmdan biiyiikliiklerini degerlendirmek igin
agaroz jel elektroforezi yontemi kullanildi. %1,5’luk agaroz jel hazirlamak i¢in 1,5
gram agaroz tartilarak behere alindi. Uzerine 100 ml 1X TBE Buffer eklendi ve
mikrodalga firmda birkac dakika eriyene kadar sitildi. 11k 1sis1 ¢iktiktan sonra 2 pl
etidyum bromid eklendi ve taraklar1 takilmis jel dokiim aparatina aktarildi. Kabarcik
kalmadigindan emin olunduktan sonra jel donmaya birakildi. Donan jel iginde 1X TBE
Buffer bulunan elektroforez tankma yerlestirildi. Taraklar dikkatli bir sekilde
cikartilarak yiikleme kuyulari olusturuldu. Kuyulardan birine molekiiler agirlik
belirleyici (100 b¢ DNA Ladder) yiiklendi. Diger kuyulara ise PCR iiriinleri yiikleme
boyasi ile yliklendi. 30 dakika boyunca 140 V, 400 A’de ornekler yiiriitiildii ve UV

151k altinda bantlar gozlemlendi.
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3.6.2.6.5. RT-PCR Analizi

Elde edilen cDNA 6rneklerinin Kaspaz-3 mRNA ekspresyon seviyelerini tespit
etmek icin A.B.T.™ 2X qPCR SYBR Green Master Mix (without ROX) kullanilarak

RT-PCR yapildi. cDNA &rnekleri ve primerler -20 °C’den ¢ikartilip ¢ozdiirtildii ve buz

iizerine kondu. Tablo 8’de bulunan kit protokoliine uyularak ornekler 96 kuyulu

PikoReal plakaya yiiklendi. Plakanin yiizeyi yapiskan film ile kapatilarak olusacak

buharlagma oOnlendi. Asagida belirtilen sicaklik kosullar1 uygulanarak RT-PCR

reaksiyonu gergeklestirildi. Analizler 2"22°T formiilii kullanilarak hesaplandi. Her bir

ornek 3 tekrarl olarak calisildi ve GAPDH ekspresyon seviyesine gore normalize

edildi.

L 95 °C’de 5 dakika
| 40X Déngii
| 95°C’de 30 saniye
| 58 °C’de 30 saniye
| Data Acquisition
| Melting Curve 65 °C; 95 °C
| Data Acquisition

Tablo 8. RT-PCR bilesenleri ve miktarlari

1 6rnek i¢cin hacim

Master Mix 5ul
Primer F 0,5ul
Primer R 0,5ul
Su 2ul
cDNA 2ul
Total Hacim 10ul
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3.6.2.7. Western Blot Analizi

AGS mide kanseri hiicreleri iizerine belirlenen ICso dozunun protein seviyesi
tizerine etkisini incelemek amaciyla Western Blot yontemi ile hedef proteinlerin

ekspresyon seviyeleri gozlemlendi.

3.6.2.7.1. Hiicre Protein Lizatinin Hazirlanmasi

6 kuyulu plakalara 100.000 hiicre/kuyu hiicre ekildi ve ertesi giin ICso dozu ile
muamele edildi. 48 saat sonra hiicre kaziyici yardimiyla hiicreler kuyulardan kaldirild:
ve 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant aspire edildi ve pelet iizerine
Tablo 9’da bulunan kimyasallardan hazirlanmis liziz tamponundan 60 pl ilave edildi.
5 dakikada bir pipetaj yapilarak buz lizerinde bekletildi. Bu islem yaklasik 6 kez
tekrarlandiktan sonra maksimum hizda 20 dakika boyunca 4 “C’de santriflij edildi.
Olusan siipernatant temiz bir ependorf tiipiine aktarildi ve lizatin igindeki protein

konsantrasyonu 6lciildii. Ornekler -80°C’de muhafiza edildi.

Tablo 9. Liziz tamponu kimyasallari ve miktarlari; *Radio Immuno Precipitation Assay, **Liziz tamponundaki
son konsantrasyonlar

Kimyasallar 1 Ornek icin Gerekli Miktar
1X RIPA* 200 pl

Inhibitsr Kokteyl 2 ul

1 mM PMSF** 2 ul

1 mM NaF** 0,4 pl

1 mM Nav** 0,2 pl

3.6.2.7.2. Protein Konsantrasyonu Ol¢iimii (Bradford Protein Tayini)

Bu yontemde absorbansi ve konsantrasyonu bilinen Bovine Serum Albumine
(BSA) degerleri referans alinarak elde edilen lizat icerisindeki protein miktari
hesaplandi. 10 mg/ml konsantrasyona sahip BSA proteini 96 kuyulu plakaya sirasiyla
0,2,4,6,10, 15 ve 20 ul kondu. Uzerlerine sirastyla 20, 18, 16, 14, 10, 5 ve 0 pl distile
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su eklendi. Farkli kuyulara 20 pl lizat 6rneklerinden konuldu ve biitiin kuyularin
tizerine 200 pl Bradford Reaktifinde ilave edildi. 10 dakika oda sicakliginda karanlik
bir ortamda inkiibe edildi. Plaka okuyucu ile 595 nm’de absorbanslar1 6l¢tildii. Elde
edilen BSA absorbanslar1 ile Excel iizerinde standart grafigi ¢izildi ve y = ax+b
denklemi olusturuldu. Sirasiyla y degerine kontrol ve ICsg absorbanslar1 girilerek 30
ug protein konsantrasyonu i¢in ne kadar protein lizatindan konulmasi gerektigi

hesaplandu.

3.6.2.7.3. Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel (SDS-PAGE)

Proteinlerin molekiiler biiyiikliiklerine gore ayrigsmasi i¢cin SDS-PAGE jel
elektroforezi uygulandi. Bu elektroforez i¢in ayristirici ve ylikleme olmak tizere 2
farkli jel dokildi. Jel dokiim aparatma ilk once Tablo 10°daki kimyasallar ile
hazirlanan ayristirici jel dokiildii. Uzerini kaplayacak miktarda izopropanol eklenerek
20 dakika jelin donmasi i¢in beklenildi. Jel donduktan sonra izopropanol uzaklastirildi
ve Tablo 11°deki kimyasallar ile yiikleme jeli hazirlandi. Taraklar jel dokiim aparatina
takildiktan sonra yiikleme jeli dokiildii. Donan jeller yiiritme tankina alinarak i¢ine
yiuriitme tamponu eklendi. Taraklar dikkatli bir sekilde ¢ikartilarak Kkuyular

olusturuldu.

Tablo 10. Ayrigtirict jel i¢in gerekli kKimyasallar ve miktarlari

Kimyasallar 1 Ornek icin Gerekli Miktar
Distile Su 2,4 ml

%40 Acrylamide/Bisacrilamide 1,25 ml

1,5 M Tris (pH: 8,8) 1,25 ml

%10 SDS 50 pl

%10 APS 50 pl

TEMED 2 ul
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Tablo 11. Yiikleme jeli i¢in gerekli kimyasallar ve miktarlar

Kimyasallar 1 Ornek i¢cin Gerekli Miktar
Distile Su 2,2ml

%40 Acrylamide/Bisacrilamide 250 pl

1,5M Tris (pH: 6,8) 250 pl

%10 SDS 20 ul

%10 APS 20 pl

TEMED 2 ul

30 pg’lik protein lizatlar1 jele yiiklenmeden 6nce, 2X Laemmli Buffer ile 95
°C’de 5-10 dakika inkiibe edilerek denatiire edildi. Denatiire edilmis protein lizatlar1
ve protein marker’1 yiikleme jeline yiiklendi. Marker tamamen acilana kadar 6rnekler

70-110 V’ta yiiriitiildii.

3.6.2.7.4. PVDF Membrana Transfer

Marker tamamen acildiginda jelin yiiriitmesi durduruldu ve jel doékiim
aparatindan ¢ikartildi. Protein icermeyen yiikleme jeli kesilerek atildi. Jelin
biiytikliiglinde PVDF membran kesilerek metanolde 5 dakika bekletildi ve saf su ile
birka¢ kez yikandi. Bir kaba transfer tamponu konuldu ve blot kagidi, slinger ve
membran 1slatildi. Transfer kasetine sirastyla siinger, blot kagidi, jel, membran, blot
kagidi ve siinger konuldu. Jel ve membran arasindaki kabarciklarin olugsmasi 6nlenerek
transfer kaseti kapatildi. Kaset tankin igine yerlestirilerek transfer tamponu ile
dolduruldu. Tank icerisine buz konuldu ve transfer siirecinde tank igindeki sivi

karigtirildi. 2-3 saat 300 mA’de membrana transfer islemi gergeklestirildi.

3.6.2.7.5. Bloklama

Membrana transfer islemi bittikten sonra TBST (Tris buffered saline — %0,05
Tween 20) ile %5’lik siit tozu hazirlandi. Membran, calkalayici tizerinde (19

rpm) %35°lik siit tozu ile 1 saat inkiibe edilerek bloklama islemi tamamlandi.
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3.6.2.7.6. Primer Antikor ile Inkiibasyon

Bloklama isleminden sonra membran, primer antikorda (Kaspaz-3) bir gece
boyunca 4 °C’de karistirict ile hareket halinde inkiibe edildi. Ertesi giin membran
iizerindeki non-spesifik baglanmalar1 uzaklastirmak icin 1 saat boyunca c¢alkalayicida

(19 rpm) TBST ile yikandi. Her 10 dakikada bir TBST tazelendi.

3.6.2.7.7. Sekonder Antikor ile Inkiibasyon

%y5’lik siit tozunda hazirlanmis Horseradish peroksidaz (HRP) bagl sekonder
antikor (anti-mouse) ile membran 1 saat inkiibe edildi. Bir saat sonunda membran 20

dakika TBST ile ¢alkalayicida yikandi. Her 5 dakikada bir TBST tazelendi.

3.6.2.7.8. Goriintiileme

Biitlin islemlerden sonra membran 5 dakika ECL soliisyonunda bekletildi.
Membran iizerindeki ECL soliisyonu iyice uzaklastirildiktan sonra seffaf bir poset
dosya icerisine yerlestirildi. Seffaf dosya igerisindeki membran, yansitici ylizeyli
radyolojik kaset (Exposure Cassette, Kodak, X-Omatic — Seri no:1482277) igerisine
bant yardimi ile sabitlendi. Karanlik odada kirmizi 1sik altinda kaset igerisine
radyolojik film (Kodak, Biomax Light Film-Kat no:8761520) yerlestirilerek uygun
goriintli alinana kadar (1 saniye-1saat) bekletildi. Kasetten ¢ikartilan film sirasiyla
Developer ve Fixer soliisyonlarinda bekletildi. Bantlar netlestikten sonra film, su ile
yikanarak kurulandi. Film tamamen kuruduktan sonra kaset igerisine tekrardan

yerlestirildi ve protein marker’t CD kalemi ile isaretlendi.

3.6.2.7.9. Membramin Strip Edilmesi (Membramin  Antikorlardan
Uzaklastirilmasi)

Gorintiisii alman membranin ikinci defa baska bir antikor ile muamele
edilmesi gerektiginde membran strip edilerek antikorlarindan uzaklastirilir ve tekrar
primer ve sekonder antikor ile blotlanabilir. Membran, strip soliisyonu ile 25 dakika
boyunca calkalayicida antikorlarindan uzaklastirildiktan sonra 20 dakika boyunca
TBST ile yikandi. TBST her 5 dakikada bir tazelendi. Strip edilmis membran
tekrar %5°1ik siit tozunda bloklandi. Membran bu sefere yeni primer antikor (5-AKktin)

ve sekonder antikor (anti-mouse) ile inkiibe edildi. Goriintii alimip ImageJ programu ile
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bantlarin boyutlar1 hesaplandi. Kaspaz-3 sonuglar p-Aktin ile normalize edildi ve

GraphPad Prism programi araciligyla istatistiksel analizi yapildi.

3.6.2.8. istatistiksel Veri Analizi

Biitiin deneyler 3 tekrarli olacak sekilde ¢aligilmistir. Bu deneylerden elde
edilen verilerin ortalamalar1 alinarak GraphPad Prism ve ImageJ programlarinda

istatistiksel analizleri yapilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Sitotoksisite Deneyi (MTT) Bulgular

MC meyve oziitiiniin mide kanseri hiicre hatti olan AGS hiicrelerindeki
sitotoksik etkisine MTT testi ile bakilmistir. Bu amag ile AGS hiicreleri 24, 48 ve 72
saat olmak tizere artan konsantrasyonlarda (500-750 pug/ml) MC meyve 6ziitiine maruz
brrakilmistir (Sekil 7,a). Kontrol grubuna meyve 6ziitii uygulanmamistir ve canlilik
orant %100 olarak kabul edilmistir. 3 tekrarli absorbans degerlerinin ortalamasi
alinarak dozlarin yiizde canliligi hesaplanmistir. Elde edilen veriler GraphPad Prism
programinda One-Way ANAVO testi kullanilarak analiz edilmistir. Sonug¢ olarak

hiicrelerin %50 oraninda canli kaldig1 doz (1Cso) hesaplanmustir.

24. saatteki 1Cso degeri 704,6 pg/ml olarak bulunmustur (p<0.001)(Sekil 7,b).
48. saatteki MC meyve oziitiniin 1Csop degeri 607,0 pg/ml bulunmusken
(p<0.001)(Sekil 7,c), 72. saatte bu deger 539,0 pg/ml olarak hesaplanmistir
(p<0.001)(Sekil 7,d).
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Sekil 7. AGS hiicrelerine karst MC meyve oziitiiniin MTT degerleri; a) 24, 48 ve 72. saatteki doz bagimli hiicre
canliligt (%). ***, p<0.001. b) 24. saatteki MC meyve oziitiiniin AGS hiicreleri iizerine hiicre canliligt (%). c) 48.
saatteki MC meyve oziitiiniin AGS hiicreleri tizerine hiicre canliligi (%). d) 72. saatteki MC meyve 6ziitiiniin hiicre
canlilig (%).
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4.2. Tripan Blue ile Hiicre Canhiliginin Degerlendirilmesinden Elde Edilen
Bulgular

MC ICso dozu uygulanan ve uygulanmayan AGS hiicreleri 48 saat sonunda
Tripan mavisi ile boyanip hiicrelerin canliliklar1 ve morfolojik goriintiileri

degerlendirildi.

Oziit uygulanmayan AGS hiicreleri boyay1 hiicre igerisine almazken, oziit
uygulanan hiicreler membran biitinliigiinii kaybettiginden dolayr boyayr hiicre
icerisine almistir (Sekil 8). Olen hiicreler parlak goriintiilerini kaybetmis ve

biizismiistiir. Kromatinleri yogunlasmus, hiicre ¢ekirdegi parcalanmustir.

AGS AGS +MC
=
v
(]
2
(@]
>
= » .

Sekil 8. Tripan mavisi ile boyanan hiicrelerin morfolojik goriintiileri

4.3. Yara Iyilesmesi Bulgulan

MTT verilerine gore belirlenen MC meyve 6ziitiiniin 48. saatteki Cso dozunun
AGS mide kanseri hiicreleri lizerindeki go¢ yetenegi 6zelligini incelemek i¢in yara
iyilesmesi deneyi yapilmustir. Yaranin goriintiileri her 24 saatte bir inverted mikroskop

yardimiyla ¢ekilmistir.

MC meyve 6ziitliniin uygulanmadig1 kontrol grubunda zamana bagimli olarak
yaranin kapandigi goézlenirken, MC meyve oziitii uygulanan yarada kapanma

gozlenmemistir (Sekil 9).
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AGS+MC

Sekil 9. MC uygulanan AGS hiicrelerindeki ve kontrol hiicrelerindeki yaralarin 0, 24, 48 ve 72. saatteki goriintiileri
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Image] programi ile yaranin 6 farkli noktasindan uzunluklar alinmis, elde
edilen veriler GraphPad Prism uygulamasma girilerek Two-Way ANOVA testi
yapilmistir. MC 6ziitlii uygulanan AGS hiicrelerindeki yara genisligi kontrole gore
karsilastirildiginda hiicre gogiinde anlamli bir azalis gézlenmistir (p<<0.0001) (Sekil
10.a).

ImagelJ programimin bir uzantisi olan “Wound_healing_size tool” eklentisi ile
yaralarin % alani hesaplanarak 0. saatteki alan verilerine gore orantilanmis Sekil
10.b’deki grafik olusturulmustur. Grafige bakildiginda kontroldeki yaranin % alani
azalirken, 1Csp dozu uygulanan yaranin % alaninda onemli bir degisiklik
gozlenmemektedir. Verilerin istatistiksel analizi yapildiginda kontrol olarak
degerlendirilen AGS hiicreleri anlamh bir azalis gosterirken, 6ziit uygulanan AGS

hiicrelerinde sadece 24. saatte anlamli bir azalig tespit edilmistir.

Yaranin bir giindeki kapanma hizi ise TrackFast Al analizi (Ibidi) ile
hesaplanmis ve Sekil 10.c’deki grafik cizilmistir. Unpaired t testi ile analiz yapilmis
ve anlamli derecede MC uygulanan AGS hiicrelerinde yara kapanma hizinda

yavaglama gozlenmistir (p<0.0001).
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Sekil 10. Yara iyilesmesi deneyi yara kapanma analizleri; a) Yaranin um bazinda uzunluk fark grafigi. **,
p=0,0086. **** p<0.0001. b) Yiizde bakimindan yara iyilesmesi alan grafigi. *, p=0,0265. **, p=0,0048. ****
p<0.0001. c) Yaranin giin i¢erisinde kapanma hiz1. **** p<0.0001.
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4.4. Gradiyent PCR Bulgular

Gradiyent PCR amplikonlar1 agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek UV 151k
altinda gozlendi. Kaspaz-3 primerlerinin bg acisindan dogru gen bolgesini kapsadigi
agaroz jel elektroforezi ile kanitlanmistir. Ayrica optimum TM sicakliginin kag oldugu

bu yontem ile gozlenmistir (Sekil 11).

DNA Marker

Sekil 11. Kaspaz-3 i¢in gradiyent PCR amplikonlarinin agaroz jel goriintiileri

4.5. RT-PCR Bulgulan

Gradiyent PCR sonunda Kaspaz-3 geninin optimum sicakligi 58 C olarak
belirlenmistir. 48 saat sonunda MC meyve o6ziitii uygulanan AGS hiicreleri ve
uygulanmayan hiicrelerden izole edilen RNA’dan cDNA elde edilmistir. Elde edilen
cDNA’larin GAPDH ve Kaspaz-3 genlerinin mRNA ekspresyon seviyeleri RT-PCR
ile tespit edilmistir. Kaspaz-3 verileri GAPDH verilerine gére normalize edilmis ve
kontrol hiicresine gore MC uygulanan AGS hiicrelerindeki Kaspaz-3’iin ekspresyonu
0,74 kat azalmustir (Sekil 12). Istatistiksel olarak analizi Unpaired t testi ile yapilnus

ancak anlamli bir azalig gézlemlenmemistir (ns: no significant).
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Sekil 12. 48 saat MC uygulanmig AGS ve kontrol AGS hiicreleri tizerindeki Kaspaz-3 ekspresyonu.
ns: no significant. Kontrol hiicrelerinin ekspresyon degisimi 1 olarak almmustir.

4.6. Western Blot Analizi Bulgulan

6 kuyulu plakaya AGS hiicreleri ekildi ve kontrol amacli kuyulardan birine
MC uygulanmazken digerine MC uygulandi. Hiicreler 48 saatin sonunda toplandi ve
protein lizat1 elde edildi. Lizatlarin konsantrasyonu Bradford yontemi ile hesaplandi
ve SDS-Page jele yiiklenerek yiiriitiildii. Jel, membrana transfer edilerek, Kaspaz-3 ve
[S-Aktin antikorlartyla muamele edilerek goriintiileri alindi. Bantlarin boyutlar1 ImageJ
programi ile hesaplandi (Sekil 13.a). Kontrol ve MC uygulanan hiicre verileri f-
Aktin’e gore normalize edilerek hesaplamalar1 yapildi. Kaspaz-3’i f-Aktin’e
oranlayarak Kaspaz-3’iin 0,72 kat azaldig tespit edildi (Sekil 13.b). Unpaired t testi
ile analiz yapild1 ve p degeri 0,0026 bulunarak Kaspaz seviyesinde anlamli bir azalis

gbzlemlendi.
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Sekil 13. Western Blot analizi ve miktar tayini. a) Eksprese olan proteinlerin bant goriintiileri. b) Referans gene
gore normalize edilen Kaspaz-3 protein seviyesinin kat artisi. **, p=0,0026.
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5. TARTISMA

Kanser diinya genelinde siklikla karsilasilan bir saglik problemi haline
gelmistir. Giinlimiizde kemoterapi, radyoterapi, immiinoterapi gibi bir¢ok farkli kanser
tedavi yontemi mevcuttur. Kanseri onleyici ve tedavi edici amagla kullanilan ilaglarin,
bobrek ve karaciger hasari, genotoksik-sitotoksik etki veya alerjik reaksiyonlara neden
oldugu bilinmektedir (40). Kanser tedavisinde bazi geleneksel tedaviler mevcut olsa
da bu tedaviler saglikli hiicreler i¢in toksik etki yaratabilmektedir. Bu yiizden yeni
terapotik molekiillere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu terapotik molekiillere kemopreventif
ajanlar da denmektedir. Kemopreventif ajanlarin gorevi kemoterapinin meydana
getirecegi toksik zarari en aza indirgeyerek diisiik toksik 6zellikli bir tedavi plani
sunmaktadir. Dolayisiyla; giivenilir, yan etkisi tolere edilebilir, diisiik toksisiteye sahip,
ekonomik ve dogal kaynaklarin tedavide kullanilmasi biiyiik 6nem arz etmektedir.
Bitkiler de kemopreventif ajanlar bakimindan olduk¢a zengin bir icerige sahiptir.

Momordica charantia (MC) bu bitkiler arasinda yer almaktadir.

MC bitkisi, basta antikanser olmak iizere, antidiyabetik, antienflamatuvar,
antioksidan, antiiilser, antibakteriyel ve antimikrobiyal gibi bazi1 farmakolojik
Ozelliklere sahiptir. Her ne kadar bitkilerin tedavi amagh kullanimiyla iliskili
calismalarin sayisi artmis olsa da ¢alisilmamis ¢ok sayida bitki ¢esidi bulunmaktadir.
Bu bitkilerin veya bitkilerden izole edilen bilesenlerin kanser tedavisinde kullanilmas1

icin daha kapsamli ¢aligsmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu tez ¢alismasinda MC meyvesinde elde edilen 6ziit, AGS mide kanseri
hiicreleriyle muamele edilmis ve olusacak sitotoksik ve apoptotik yanit incelenmistir.
MC bitkisi 6zellikle bal ile bekletilerek mide rahatsizliklarinda, zeytin yag: ile
bekletilerek de cilt yaniklarinda halk arasinda kullanilmaktadir. Bu bilgilerden yola
cikarak hipotezimizi MC meyve o6ziitiinin AGS mide kanseri hiicreleri tizerinde

sitotoksik ve apoptotik etkisi vardir tizerine kurduk.

Yapilan literatiir taramasinda sadece Li ve ark. MC bitkisini AGS mide kanseri

hiicreleri tizerinde incelemis olup, bitkinin yapragindan elde ettikleri ekstrakti
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kullanmiglardir (33). Tezimizdeki 6zgiin deger, MC meyve 6ziitiiniin AGS hiicreleri

tizerindeki sitotoksik ve apoptotik 6zelliginin ilk defa ortaya konmasidir.

Brennan ve ark. 2012 yilinda yaymladiklar1 makalede H295R ve Y1
adrenokortikal kanser hiicrelerine MC meyve suyu ile hiicre ortamini % oran olarak
vermisler ve ICso dozunu %2’lik MC bulunan ortamda gézlemlemislerdir (48). Giines
ve ark. yaptiklar1 calismada MC meyvesini etanol ve aseton ile ekstrakte etmisler ve
etanol ekstresinin (0,8 mg/ml) test edilen tiim hiicre hatlarinda %80'den fazla
sitotoksisiteye neden oldugunu gézlemlemislerdir. Aseton ekstresinin ise Jurkat ve
MCF-7 hiicrelerinde %78 ve %82 , K562 ve A549 hiicrelerinde sirasiyla %60 ve %25
sitotoksisiteye neden oldugunu belirtmislerdir (49). Bir baska ¢alismada Hindistan ve
Cin’den temin edilen MC meyveleri toz haline getirilmis, sicak ve soguk su ile
ekstrakte edilmistir. A549 hiicreleri ile muamele edilen bu ekstraktlar, MTT verilerine
gore ICsp degeri hesaplanmis, Hindistan soguk ekstraktin en diisiik (26,7 pg/ml) %50
oldiriict aktiviteye sahip oldugu saptanmistir. Hindistan sicak, Cin soguk ve Cin sicak
ICso degerleri de sirasiyla 36,9 ug/ml, 28,1 pg/ml ve 32,5 pug/ml’dir (50). Literatiirdeki
calismalar ile bizim c¢alismamizda elde edilen MTT verileri sonucunda ICso
degerlerinde farkliliklar gozlemlenmistir. Bu farkliliklar bitki Gziitiiniin saflig1 ve
bilesimi, ekstraksiyon igin kullanilan solvent (etanol, aseton, metanol, su, vs.),
solventin katiya orani, ekstraksiyon stiresi ve diger biyoaktif bilesiklerin varligi gibi
faktorlerden ve calisilan hiicre grubundan etkilenmektedir. Yukarida bahsedilen
calismalarin in vitro ¢alismalar oldugunu ve kanser hastalarmda MC ekstraktlar
kullanilarak klinik deneyler yapilmadigmi belirtmek 6nemlidir. Bu nedenle, MC’nin
potansiyel antikanser etkilerini ve etki mekanizmalarini tam olarak anlamak i¢in daha

fazla arastirmaya ihtiyag vardir.

MC uygulanan AGS hiicrelerinin morfolojik degisikliklerini g6zlemlemek i¢in
Tripan mavisi ile hiicreleri boyadigimizda yaklagik %50 oraninda O6lii hiicre
gozlemledik. Bu veri MTT sonucumuzun saglamasini yapmamiza yardime1 olmustur.
Yakin objektiflerde hiicreleri gozlemledigimizde, hiicrenin seklinin bozuldugunu,
membran biitinligiini kaybederek boyay: igerisine aldigin1 ve bazi sitoplazmik

pargaciklarin hiicre digina ¢iktigini gozlemledik.
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2012 yilinda yapilan bir ¢alismada, MC yapraklar1 metanol ile ekstrakte
edilmis ve dort farkli kanser (AGS, Hone-1, CL1-0 ve HCT-116) hiicresindeki
apoptotik etkisi Kaspaz-3 tizerinden incelenmistir. MC yaprak 6ziitiiniin Prokaspaz-3
aktivasyonunun zamana bagl bir sekilde azaldigini gézlemlemislerdir (33). Bu makale
calisgmamiza destekleyici veriler sunmaktadir. Kaspaz-3 ekspresyonundaki bu azalma
cesitli faktorlerden kaynaklanabilmektedir. Kaspaz-3 apoptozda 6nemli role sahip kilit
bir enzimdir ve asagi regililasyonu hiicre 6liimiinii ve apoptotik yolu etkilemektedir.
Tabata ve ark. MC yaprak 6ziitiinden Kuguaglikozit C bilesenini izole etmis ve IMR-
32 insan noroblastoma hiicrelerindeki etkisini incelemislerdir. Elde ettikleri bilesigin
Kaspaz-3 aktivasyonunu azalttigini bildirmislerdir (51). Kaspaz-3 ekspresyonunun
diizenlenmesi protein-protein etkilesimlerinden, transkripsiyonel diizenlemeden,
transkripsiyon sonrast modifikasyonlardan ve ¢esitli faktorlerden etkilenebilmektedir.
MC ekstraktinin igerigindeki farkli bilesenler tarafindan diizenleyici faktorler veya
sinyal yollar1 modiile olabilmektedir. Bu nedenle MC meyve ekstraktinin hiicre 6liimii

tizerindeki etkisi kaspaz bagimsiz yollar araciligi ile de gergeklesebilir.

Kanser hiicrelerindeki apoptoz ve/veya apoptoz direncinin azalmasi birkag mekanizma
ile  gergeklesebilmektedir. Bunlar, o6lim sinyallerindeki  bozulmalar  ve
proapoptotik/antiapoptotik protein dengesinin bozulmasi olabilecegi gibi kaspaz
aktivasyonundaki azalmalar da apoptozdan kagimmanin bir gdstergesidir. Bununla
birlikte, bu etkilerden sorumlu spesifik mekanizmalarin ve bilesenlerin farkli bitki
Ozleri ve kanser hiicresi tiirleri arasinda degisebilecegine dikkat etmek 6nemlidir. Bu
nedenle, MC meyve ekstresi ile muamele edilen AGS hiicrelerinde Kaspaz-3
ekspresyonunda goézlenen azalmanin altinda yatan spesifik mekanizmalari
aydinlatmak ve potansiyel terapotik uygulamalarmi tam olarak anlamak
gerekmektedir. Zhou ve arkadaslarinin 2018 yilinda yaptiklar1 ¢alismada Kaspaz-3’iin
sadece hiicre 6liimiinden sorumlu olmadigi, ayn1 zamanda Kaspaz3’iin nakavt edildigi
hiicrelerde kanser hiicrelerinin istilaciligi ve metastatik potansiyelinin kontrole gore
azaldigimi gosterdiler. Ayn1 zamanda kaspaz-3 nakavt kolon kanseri hiicre hatlarinda
Kaspaz-3'iin bazal membran bozulmasinda, hiicre gociinde ve istila hiicrelerinin yeni
bir ortamda hayatta kalmasinda 6nemli rol oynayan epitelyalden mezenkimal gegis

(EMT) siirecine katkida bulunabilecegine dair veriler elde ettiler (54).
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Yara iyilesmesi deneyi ile AGS hiicrelerinde pipet ucu yardimiyla olusturulan
yaranin MC ekstrakt1 ile nasil bir hiicre gocii 6zelligi gosterdigini inceledik. MC &ziiti
uygulanmayan hiicrelerde yaranin hiz1 48 saat sonunda neredeyse kapanmuis, 72. saatte
48. saate gore daha az bir kapanma goézlenmistir. Ancak MC uygulanan AGS
hiicresinde olusturulan yarada anlamli bir kapanma gézlemlenmemistir. Bir yiiksek
lisans tezinde MC ekstraktini U87G glioblastoma hiicrelerinde incelemis ve MC
bitkisinin  kanserli hiicrelerde migrasyonu azalttigin1 = gostermislerdir  (52).
Literatiirdeki ¢ogu yara iyilesmesi ¢aligmalar1 MC bitkisinin Wistar si¢anlarin
derisinde acilan yaralar iizerindeki etkisini incelemistir. Singh ve ark. Albino fareler
iizerinde olusturduklar1 yaraya MC bitkisini uygulamiglar 0, 6, 12 ve 18 giin sonra
yaranin kapanma alanimni incelemislerdir. Sonug olarak saglikl farelerde agilan yaranin
MC uygulanmasiyla zamana bagimli olarak kapandigini bildirmiglerdir (53).
Literatiirdeki bu bilgiler calismamiza destek saglamaktadir. Calismamizda kanser
hiicrelerinde olusturulan yaranin MC ekstrakti ile kapanmamasi bize bu bitkinin
kanserli hiicrelerin migrasyon ozelligini azalttigin1 géstermektedir. Ayrica saglikli
farelerde yaranin kapanmasi bu bitkinin normal hiicrelerde toksik bir etkiye neden
olmadigmi ifade etmektedir. Bitki 6zleri ¢esitli calismalarda potansiyel yara iyilestirici
Ozellikler gostermis olsa da kanser hiicreleri tizerinde iyilestirici bir etki

beklenmemektedir.

Bazi bitki 6ziitleri kanser hiicreleri lizerinde sitotoksik etkiye sahiptir (54). Bu
sitotoksisite kanser hiicrelerinin yara iyilesmesi siirecini de etkilemektedir.
Calismamizdan yola ¢ikarak MC ekstraktt AGS kanser hiicrelerinin g¢ogalmasini
durdurarak yaranin kapanmasini engellemektedir. MC bitkisi bunu hiicre
proliferasyonunda rol oynayan sinyal yolaklarmi modiile ederek gergeklestiriyor
olabilir. MC ekstraktinin kanser hiicrelerinde yara kapanmasini engellemesi, biyoaktif
bilesiklerin sitotoksik etkileri, sinyal yollarinin modiilasyonu ve kanser hiicrelerinin
degisen oOzellikleri gibi ¢esitli faktorlere baglanabilir. MC ekstraktinin kanser
hiicrelerinde yara iyilesmesinin altta yatan mekanizmalar1 ve potansiyel etkilerini tam

olarak anlamak i¢in daha fazla ¢alisma yapilmasi gerekmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizin sonucunda, MC ekstrakti AGS mide kanseri hiicreleri iizerinde
onemli sitotoksik bir etki gostermistir. MTT deneyi, 48 saatte 607 pg/ml'lik bir ICsg
dozu ortaya koyarak AGS mide kanseri hiicre cogalmasi {izerinde giiclii bir inhibitor

etkiye isaret etmistir.

Ayrica, gercek zamanli PCR ve Western Blot analizinden elde edilen veriler,
MC ekstresi ile muamele edilen AGS hiicrelerinde Kaspaz-3 mRNA ekspresyonunda
(0,74 kat) ve Kaspaz-3 protein ekspresyonunda (0,72 kat) diisiis oldugunu ortaya
koymustur. Kaspaz-3 gibi kaspazlarin aktivasyonu apoptozun ayirt edici bir 6zelligidir
ve MC ekstraktina yanit olarak asagi regililasyonu kaspazdan bagimsiz bir apoptotik

mekanizmaya isaret eder.

MC meyve ekstrakti ile muamele edilen AGS hiicrelerinde yara iyilesmesi
gbzlenmediginden, yara iyilesmesi deney sonuglart MC ekstraktinin sitotoksik
potansiyelini daha da desteklemektedir. Bu bulgu, tiimér metastazinin
smirlandirilmasinda ¢ok 6nemli olan kanser hiicrelerinin go¢ kapasitesinde 6nemli bir

bozulmaya isaret etmektedir.

Bu sonuglarn  kombinasyonu, MC ekstraktinin mide kanseri hiicreleri
tizerindeki ¢ok yonlii etkisini vurgulamaktadir. Kaspaz bagimsiz yollarla hiicre
Olimiinii indiikleme yetenegi, karmasik ve potansiyel olarak sinerjik bir etki
mekanizmasina isaret etmektedir. Gozlemlenen anti-proliferatif ve anti-go¢ etkileri,
MC ekstraktmi mide kanseri tedavisinde potansiyel bir terapotik ajan olarak daha fazla

arastirma i¢in umut verici bir aday haline getirmektedir.

Elde edilen verilerin yaninda MC ekstraktinin sitotoksik etkisinin biitiiniiyle
ortaya konmasi ve etraflica tartisilmasinda bazi siirliliklar mevcuttur. Calismamizda
sunulan veriler MC ekstraktmm AGS hiicreleri izerindeki sitotoksik etkileri oldugunu
gostermistir ancak hiicrelerin 6liimiiniin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin tam
olarak aydinlatilmas: i¢in daha fazla arastirma yapilmas:i gerekmektedir. Ayrica,

ekstraktin potansiyel bir terapotik miidahale olarak etkinligini ve giivenligini
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dogrulamak i¢in diger mide kanseri hiicre hatlarinda ve saglikli mide hiicreleri

iizerinde in vivo ¢aligmalar ve aragtirmalar gereklidir.

Sonug olarak, bu ¢alismadan elde edilen bulgular MC ekstresinin sitotoksik
ozelliklerine 151k tutarak gelecekteki preklinik ve klinik arastirmalar i¢in 6n veri
saglayacaktir. Ekstraktm bilesenlerinin etki ettigi kesin molekiiler yolaklarin
anlagilmasi, mide kanseri hastalar1 icin yeni ve etkili tedavi stratejilerinin

gelistirilmesine katkida bulunabilecektir
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