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Melanom kanseri, deri kanserleri arasinda en oliimciil olan alt tipdir. Melanom kanseri
geleneksel tedavi yontemlerine karsi direng gostermektedir ve bunun igin anti-proliferatif
aktiviteye sahip toksik etkisi olmayan terapodtik ajanlarin tedavi de kullanilmasina ihtiyag
duyulmaktadir. Liken sekonder metabolitlerinden biri olan vulpinik asit’in anti-proliferatif etkisi
daha onceki ¢aligmalarla belirlenmistir. Tez kapsaminda gerceklestirilen vulpinik asit’in A-375
melanom hiicre hatti ve insan epidermal melanosit hiicresi iizerinde anti-proliferatif ve apoptotik
etkisinin belirlendigi ilk ¢alismadir. Vulpinik asit’in A-375 melanom ve melanosit hiicre
hattinda anti-proliferatif etkisinin degerlendirilmesinden sonra spektofotometrik yontemlerle
Kaspaz-3 aktivitesi belirlenmistir. Apoptotik etkinin hiicresel boyutta arastirilmasindan sonra
mRNA boyutunda gen ifade seviyelerinin arastirilmasi igin qRT-PCR analizi yapilmistir. Elde
edilen sonuglarla vulpinik asit uygulamasi sonucunda A-375 melanom hiicre hatti igin ICsg
degeri 125 uM, melanosit hiicre hatti igin ICsy degeri 25 uM hesaplanmigtir. Apoptotik etkinin
belirlenmesi analizleri sonucunda vulpinik asitin’in A-375 melanom hiicre hattinda hiicre 6liim
yollarindan apoptozun bir¢cok farkli yolagini etkiledigi ayni zamanda otofaji ile de iligkili
oldugu belirlenmistir. Tez kapsaminda elde edilen verilere gore vulpinik asit’in ilag adayi
molekiilii olarak deri kanseri tedavisinde alternatif bir dogal bilesik olarak topikal ve
transdermal yolla kullanilmasi igin ileri arastirmalara dnemli bir adim olusturmustur.
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Melanoma cancer is the deadliest subtype of skin cancers. Melanoma cancer is resistant to
traditional treatment methods and there is a need for the use of non-toxic therapeutic agents with
anti-proliferative activity. The anti-proliferative effect of vulpinic acid, one of the secondary
metabolites of lichen, has been determined in previous studies. This is the first study in which
the anti-proliferative and apoptotic effect of vulpinic acid on the A-375 melanoma cell and
human epidermal melanocyte cell was evaluated within the scope of the thesis. After evaluating
the anti-proliferative effect of vulpinic acid in A-375 melanoma and melanocyte cell line,
Caspase-3 activity was determined by spectrophotometric methods. After investigating the
apoptotic effect at the cellular level, gRT-PCR analysis was performed to investigate the gene
expression levels in mRNA level. As a result of vulpinic acid application, the ICs, value was
calculated as 125 uM for the A-375 melanoma cell and 25 uM for the melanocyte cell. As a
result of the analysis of the apoptotic effect, it was determined that vulpinic acid affects many
different pathways of apoptosis in A-375 melanoma cells and is also associated with autophagy.
According to the data obtained within the scope of the thesis, it has been an important step in
further research for the use of vulpinic acid as a drug candidate molecule as an alternative
natural compound in the treatment of skin cancer for topical and transdermal purposes.
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1. GIRIS

Kanser hastaligi 21. yiizyilda diinyanin her iilkesinde 6liim vakalarmin 6nde gelen
nedeni oldugu belirtilmektedir (Bray vd. 2018). Giiniimiizde kanser, diinya ¢apinda her
6 6limden 1'ini olusturmaktadir (Roth vd. 2018, American Cancer Society 2020). 2018
yilinda diinya genelinde teshis edilen yaklasik 17.0 milyon kanser vakast ve 9.5 milyon
kanser hastaligi kaynakli 6lim olmustur (Bray vd. 2018, American Cancer Society
2020). Amerikan Kanser Toplulugu verilerine gére 2040 yilinda 27.5 milyon yeni
kanser vakasi ve sadece niifusun biiylimesi ve yaslanmasina dayanarak 16.2 milyon

kanser 6liimii olacag1 beklenmektedir (American Cancer Society 2020).

Melanom, yetiskinlerde (erkekler ve kadinlar) en yaygin besinci kanser tiiriidiir (Cizelge
1.1) ve deri kanseri tiplerinin en 6liimciil olanidir (NCI-SEER-Database 2019, Jenkins
ve Fisher 2021). Melanom, viicutta bulunan ve fotokoruyucu bir pigment olan melanini
sentezleyen hiicreler olan melanositlerin koétii huylu hiicrelere doniismesiyle olusur (Lo
ve Fisher 2014, Jenkins ve Fisher 2021). Melanom, gézde pigment iireten hiicrelerden,
gastrointestinal sistemden, genital bolgelerden, siniislerden ve beyin zarlarindan
kaynaklanabilir ancak en yaygin olarak UV (Ultraviyole) hasari durumunda deride
ortaya c¢ikar (Jenkins ve Fisher 2021). Melanom goriilme sikligi Amerika Birlesik
Devletlerinde ve diinya capinda artis gostermektedir (Karimkhani vd. 2017,
Schadendorf vd. 2018, Jenkins ve Fisher 2021). 2017 yilinda, Amerika Birlesik
Devletleri'nde melanom teshisi konulan yaklasik 1.245.276 kisi oldugu belirtilmektedir
(NCI-SEER-Database 2019, Jenkins ve Fisher 2021). Amerika Birlesik Devletleri'nde
2019 yilinda ise yaklasik 96.480 yetiskine (57.220 erkek ve 39.260 kadin) melanom
teshisi konmustur ve bu tiim yeni kanser vakalarimin % 5.5'ini olusturdugu ve 7.230
oliimle sonuglandigi belirtilmistir (Jenkins ve Fisher 2021). Ulkemizde 2018 yilinda
210.537 yeni kanser vakasi goriilmiis ve 116.710 6liim gergeklesmistir ve bu sayilarin
1622 yeni vaka ve 669 olimi melanom i¢in bildirilmistir (The Global Cancer
Observatory 2020). Diinyada 2020 yilinda 100.350 yeni deri melanom vakasi olacagi ve
yaklasik 6.850 kisinin 6lecegi diistiniilmektedir (NCI-SEER-Database 2019, Jenkins ve
Fisher 2021).



Cizelge 1.1 Yaygin kanser tiirleri ve 2020 yilindaki tahmini yeni vaka ve oliimler (NCI-
SEER-Database 2019)

1. Meme Kanseri (Kadin) 276.480 42.170
2. Akciger ve Brons 228.820 135.720
Kanseri

3. Prostat Kanseri 191.930 Sl el
4. Kolorektal Kanser 147.950 53.200
5. Melanom 100.350 6.850

Melanom tedavi yontemleri arasinda topikal tedavi, sentinel lenf nodu biyopsisi veya
ameliyati, adjuvan tedavi, cerrahi tedavi, kemoterapi, radyoterapi, immiinoterapi, hedefe
yonelik tedavi yer almaktadir (Micali vd. 2014, Abbas vd. 2019). Ancak hastalarda
zaman icerisinde ilaca karsi direng ve toksik etki nedeniyle alternatif ila¢c adayi
molekiillerinin  aragtirtlmasi olduk¢a Onemlidir. Melanom hiicreleri geleneksel
kemoterapik ilaglara kars1 direng gosterirler ve bu yiizden antiproliferatif aktiviteye
sahip yeni maddelerin terapotik etkinliginin incelenmesi kanser arastirmalari alaninda
onemli bir hedef haline gelmistir (Gray-Schopfer 2007, Hammerova vd. 2011). Doga
her zaman ilaglarin gelistirilmesi i¢in 6nemli bir kaynak olarak kullanilmaktadir.
Arastirmacilar 6liimciil hastaliklarin tedavisi icin dogal iirlinleri arastirmaya devam
etmektedirler (Newman ve Cragg 2007, Chu vd. 2020). Bitkiler, mantarlar, likenler
aragtirmacilar tarafindan terapotik amagli kullanilmaktadir. Son zamanlarda liken ikincil
metabolitlerinden biri olan wvulpinik asit, potansiyel bir terapotik madde olarak
belirlenmistir (Yi 2019).

Bir ilag aday1 molekiilii antiproliferatif etkinligini gostermek igin hiicre 6liim yollarini
kullanabilmektedir. Hiicre 6liimii doku homeostazini devam ettirmek i¢in gerekli bir
fizyolojik siirectir ¢linkii hiicre biiylimesi ve hiicre Olimii arasindaki siki denge
viicudumuzdaki gesitli islevler i¢in biiyiik dneme sahiptir (Bracci vd. 2014, Adewale vd

2017). Programlanmis hiicre 6liimii, hiicre i¢i bir programin aracilik ettigi diizenlenmis



hiicre 6liimii olarak belirlenmistir (De Gruijl 1999, Adewale vd 2017). Programlanmis

hiicre 6limii olan apoptoz onlarca y1l nce belirlenmis ve o zamandan beri ¢ok sayida

calismada tanimlanmustir (D’Errico vd. 2007, Adewale vd 2017). Apoptoz kanserlesme
stirecindeki hiicrelerin hayatta kalmasini ve yayilmasini kisitlayan dogal engel olarak
tanimlanabilir. Diger kanser hiicreleri gibi Melanom hiicreleri de programlanmis hiicre
olimii olan apoptoz yoluyla kendi kendini yok edebilme yetenegine sahiptirler (Hussein
vd. 2003).

Tez kapsaminda bir liken sekonder metaboliti olan vulpinik asitin uygulanmasi
sonucunda insan deri maling melonomdan tiiretilen hiicre hatti A-375 ve insan
epidermal melanosit hiicresi tizerinde antiproliferatif ve apoptotik etkisi arastirilmistir.
Ik olarak XCELLigence gercek zamanli hiicre analiz sistemiyle vulpinik asit
uygulamasi sonucu hiicre proliferasyonu belirlenmis daha sonra apoptotik etki; Kaspaz-
3 aktivitesi, mRNA boyutunda analizler yapilarak belirlenmistir. Hiicre gogiinii analiz
etmek i¢in ise yara iyilesme deneyi yapilmistir. Tez calismast ile, vulpinik asitin
melanom kanserinde apoptoz mekanizmasi iizerinden etkisinin tanimlanip olasi

terapdtik etkinin rutin tedavide kullaniminin 6nerilebilmesi amaglanmuistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Kanser

Karsinogenez veya onkogenez siireci, normal hiicrelerin kanserli veya kot huylu
hiicrelere doniismesi olarak adlandirilir. Kanserlesme siireci karmasik bir siire¢ olmasi
nedeniyle ¢ok uzun siiredir bu alandaki ¢alismalar hizla devam etmektedir (Watson
2018).

Kanserlesme siireci proto-onkogenler ve tiimor baskilayici genler olmak iizere iki
genis gen grubundaki mutasyonlarla iligkilidir. Proto-onkogenlerin normal islevi hiicre
canliligi ya da ¢ogalmasini tesvik etmektir (Lodish vd. 2007). Onkogenler proto-
onkogenlerin mutasyona ugramasiyla olusan gen sinifidir ve biiyiimenin tesvik
edilmesinde genin asir1 aktif olmasini saglarlar (Lodish vd. 2007). Tiimor baskilayici
genler ise normalde biiylimenin siirlanmasina neden olurlar. Bunlarin mutasyonlar ile
etkinliginin kaybolmasi durumunda olagan dis1 hiicre boliinmeleri gerceklesir. Ugiincii
bir gen sinifi olan koruyucu genler ise daha 6zellesmistirler ve ¢ogu zaman kanserle
iligskilendirilirler. Koruyucu genler normalde genomun biitlinliiglinii korumakla
gorevlidirler; bu genlerin etkin olmadigr zamanlar hiicreler biiyiimenin kontroliinii
hasara ugratabilen ve kanserlesmeye neden olan mutasyonlar da i¢ceren ek mutasyonlara

ugrarlar (Lodish vd. 2007).

Karsinogenez teorisi kanser gelisimini {ic asamaya ayirarak aciklar: baslangig, gelisme

ve ilerleme (Watson 2018).

e Baslangi¢ asamasi ilk asamadir ve ilk hiicre mutasyonunun meydana geldigi
andir. Kendiliginden veya bir kanserojene maruz kalmak ile baglayan hiicresel
degisikligin etkisi sonucu hiicre ve onun yavru hiicrelerinin bir kanser hiicresine
dontigmesi  siirecidir. Onkogenlerdeki ve tiimoér baskilayict  genlerdeki
mutasyonlar, hiicrelerin normal viicut ihtiyaclarinin 6tesinde biiylimesine neden

olurlar. Hiicresel degisikliklerden ortaya ¢ikan yeni hiicreler kontrolsiiz boliinme



ve apoptoz veya programlanmis hiicre Oliimiiniin kaybina neden olurlar.
Apoptotik yolakta islev gosteren genler, hiicre oliimiinii kontrol eden DNA
bilesenleridir ve burada gozlenen mutasyonlar kanser hiicrelerinin hiicre
Oliimiinden kagmasina izin verirler (Watson 2018).

e Gelisme asamasi, doniisiimii baslatilmis olan hiicrelerinin bdéliinmesinin
uyarildigr ikinci asamadir. Kotii huylu hiicrelere doniisiim birden fazla adimi
icerebilir ve tekrar tekrar tesvik edici maddelere maruz kalinmasiyla gergeklesir
(Watson 2018).

e ilerleme asamasinda tiimor hiicreleri hayatta kalmak igin birbirleriyle rekabet
eder ve bu da hiicreleri daha agresif hale getirerek daha fazla mutasyona neden
olur. Tiimor boyut olarak biiyiidiikce, hiicreler daha fazla mutasyona ugrar ve bu
da tiimoér i¢inde mutasyona ugramis veya doniistiiriilmiis hiicrenin ¢oklu genetik
varyantlarini ifade eden heterojenlige yol acar. Heterojenligin artmasiyla kanser
hiicreleri farkli goriiniis ve davranig sergilerler ve bu da tan1 ve tedaviyi giderek

zorlastirir (Watson 2018).

Kanserin, biiylime sinyallerinde apoptozdan kaginma, kendi kendine yeterlilik, biiylime
onleyici sinyallere duyarsizlik, kontrolsiiz ¢ogalma, siirekli anjiyogenez ve doku istilasi
ve metastazi olmak lizere 6 ana ayirt edici 6zelligi bulunur (Sekil 2.1). Bu alt1 ana
Ozelligin ¢ogu tiim insan tiimorleri tarafindan ortak olarak paylasilabilmektedir

(Hanahan ve Weinberg 2000).
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Sekil 2.1 Kanserin alt1 ana ayirt edici 6zellikleri (Hanahan ve Weinberg 2000).

2.2 Deri Kanseri

2.2.1 Normal deri yapisi

Normal deri yapisi epidermis, papiller ve retikiiler dermis ve deri alti yag
katmanlarindan olusmaktadir (Ulusal Kanser Enstitiisii 2005, Gordan 2013). Epidermis
katmani dort alt tabaka ve dort ana hiicre tipinden meydana gelir. Bazal tabaka en derin
alt tabakadir ve mevcut hiicreleri daha yiiksek bir tabakaya iten keratinositlerden
olusmaktadir (Gordan 2013). Bazal tabaka iginde bulunan melanositler ultraviyole
radyasyondan (UVR) koruyan melanin pigmentini iiretirler. Epidermisin altinda
bulunan dermis tabakasi epidermis i¢in destek ve besin saglar. Dermis tabakasinda sag
kokleri, yag bezleri, koku bezleri ve ter bezleri ayrica kan damarlart ve dokunma,
sicaklik ve agri hissine izin veren sinirler bulunur. Fibroblastlar burada bulunur ve
kollajen ve elastin iiretirler. Deri alt1 doku tabakas1 yag, bag dokusu, bazi biiylik kan
damarlar1 ve sinirler icermektedirler ve kalinlig1 kisiden kisiye degisir. Deri alt1 doku
tabakas1 yag depolamasina, cildin ve viicudun sicakliginin diizenlenmesine ve sok

emilimini saglar (Gordan 2013, Watkins 2013).



Melanositler gozlerde, epidermiste, sacta, oral epitel gibi bir¢ok hiicre tipinde
goriilmektedir (Wan-Kee-Cheung 2001, Abbas vd. 2019). Melanin, melanositler olarak
bilinen hiicrelerde hipofiz bezleri tarafindan iiretilen pigmenttir (Abbas vd. 2019).
Melanin pigmenti reaktif oksijen tiirlerini ve farkli giines ultraviyole radyasyon tiplerini

iceren birgok cevresel stresten korunmamizi saglar (Feller vd. 2014, Abbas vd. 2019).

2.2.2 Deri kanseri cesitleri

Deri kanseri, epidermis hiicrelerinin kontrolsiiz bir sekilde bdliinmesiyle malign bir

olusumla sonuglanir. Ug temel deri kanseri bulunmaktadar:

e Bazal hiicreli karsinom,
e Skuamoz hiicreli karsinom ve

e Melanom (Abbas vd. 2019).

Hem bazal hiicre hem de skuamdz hiicreli karsinomlar genetik mutasyon veya

degisikliklerden kaynaklanir (Feller vd. 2014, Abbas vd. 2019).

2.2.2.1 Bazal hiicreli karsinom

Bazal hiicreli karsinom her yil teshisi konulan 3,5 milyon melanom dis1 deri kanseri
vakasinin % 80'ini kapsamaktadir (Gandhi ve Kampp 2015, Anonim 2020). BCC (Bazal
hiicreli karsinom), agik tenli bireylerde yaygindir (Miller ve Weinstock 1994, Gandhi ve
Kampp 2015). BCC i¢in en 6nemli ¢evresel risk faktori UV 15181 ve aralikli, yogun
UVB 1s1g1na maruz kalmadir. Diger 6nemli risk faktorleri arasinda radyasyon tedavisi,
kronik arsenik maruziyeti ve uzun siireli immiinosupresyon vardir (Gandhi ve Kampp
2015). BCC'lar rutin deri muayenesinde klasik olarak pembe, inci kabarciklar olarak
goriiniirler, ancak bazi durumlarda normal deriden biraz farkli goériinmektedirler.
Pigmente BCC'a genellikle kahverengi veya siyah-mavi goriiniirler. BCC i¢in mohs
mikrografik cerrahi, eksizyon, elektrodikasyon ve kiiretaj, kriyoterapi, radyoterapi,



fotodinamik tedavi, lokal ve oral ajanlar gibi ¢esitli tedavi yontemleri kullanilir (Gandhi
ve Kampp 2015).

2.2.2.2 Skuamoz hiicreli karsinom

Skuamoz hiicreli karsinom ikinci en yaygin melanom disi deri kanseridir ve diinya
capinda goriilme sikligl zamanla artmaktadir (Gandhi ve Kampp 2015). SCC (Skuaméz
hiicreli karsinom) i¢in en 6nemli risk faktorii yogun giinese maruz kalmaktir ve UVB
15181 UVA'dan tiimor baslatict ve promotor olarak daha biiyiik rol oynar. Timor
olusumunda diger faktorler arasinda yara izleri ve kronik dermatozlar, ¢esitli kimyasal
bilesiklere (arsenik, bocek oldiiriicliler) maruz kalma, Onceki radyasyon tedavisi ve
insan papilloma viriisi enfeksiyonu bulunmaktadir. Transplantasyonlu hastalar,
transplantasyondan 8 yil sonra ortalama bir SCC gelisimine sahiptir ve genel
popiilasyona kiyasla kutanéz SCC gelisen kalp ve bobrek transplantasyonu olan
bagisiklik sistemi baskilanmis hastalar i¢in 65 kat daha fazla risk tasirlar (Jensen vd.
1999, Ramsay vd. 2000, Gandhi ve Kampp 2015). SCC agik tenli bireylerin gilinese
maruz kalan cildinde piiriizli, pullu, kirmizi-kahverengi, dayanikli kabarciklar ve
minimal eritem ve 6l¢ekli plakalar olarak goriiliir. SCC i¢in kullanilan tedavi yontemleri
arasinda Mohs mikrografik cerrahisi, Standart cerrahi eksizyon, Elektrodikasyon ve
kiiretaj, Kriyoterapi, Radyasyon tedavisi ve Fotodinamik tedavi bulunur. (Gandhi ve

Kampp 2015).

2.2.2.3 Melanom

Melanin fireten hiicrelerin ig¢inde, anormal diizeydeki degisiklikler melanositlerin
melanoma déniismesine neden olurlar. iki ana melanom tiirii bulunur. Biri kiitandz,
digeri ise malignant melanomdur. Baz1 melanositlerde tiimor gelisimi yerine ¢ok diisiik
konsantrasyonda melanin iiretimi gergeklestirilir. Melanomlar daha az yaygin olmasina
ragmen daha Sliimciildiir ve diger iki karsinomdan daha fazla yayilma oranina sahiptir

(Abbas vd. 2019).



Melanomun ilerlemesinin Clark modeliyle gosterimi, melanositlerin melanoma asamali
olarak doniistimiinii vurgular (Miller ve Mihm 2006). Bu model, ben olusturma
siirecinde melanositlerin ¢ogalmasmi ve ardindan displazi, hiperplazi, invazyon ve
metastaz gelisimini gosterir (Clark vd. 1984, Miller ve Mihm 2006). Cok sayida
genomik (Curtin vd. 2005) ve proteomik (Alonso 2004) analizine dayali yontemler ile

ortaya ¢ikan sonuglar, melanom gelisimi ile iliskilendirilmistir (Miller ve Mihm 2006).

1. Asama: Iyi huylu bene yol acan yapisal olarak normal melanositlerin
proliferasyonudur. Klinik olarak, bu neviisler, ten rengi veya koyu kahverengi
bir arka planda tek tip renklenme veya diizenli bir nokta benzeri pigment modeli
olarak diiz veya hafif kabarik lezyonlar olarak bulunur. Histolojik olarak, bu tiir
lezyonlar bazal katman boyunca artan sayida i¢ ice ge¢cmis melanositlere
sahiptir.

2. Asama: Bir sonraki asama, anormal biiyiimenin gelismesidir. Bu, dnceden var
olan iyi huylu bir bende veya yeni bir yerde meydana gelebilir. Klinik olarak bu
tiir lezyonlar asimetrik olabilir, diizensiz sinirlara sahip olabilir, birden fazla
renk igerebilir veya artan caplara sahip olabilir. Histolojik olarak, bu tiir
lezyonlarin rastgele ve bitisik olmayan sitolojik yapist vardir.

3. Asama: Radyal biliylime evresinde, hiicreler intraepidermal olarak g¢ogalma
yetenegi kazanir. Klinik olarak bazen kabarik lezyonlar seklinde ortaya ¢ikarlar.
Bu lezyonlar artik rastgele atipi gostermez ve bunun yerine lezyon boyunca
sitomorfolojik kanser gosterir. Intraepidermal kansere ek olarak, hiicreler
papiller dermise tek basina veya kiiglik yuvalarda girebilir, ancak yumusak
agarda koloniler olugturamaz.

4. Asama: Dikey biliylime asamasima ilerleyen lezyonlar, dermisi istila etme ve
genisleyen bir nodiil olusturma, papiller dermisi genisletme yetenegi kazanir.
Hiicreler ayn1 zamanda retikiiler dermise ve yaga da uzanabilir, yumusak agar
icinde biiyiiyebilir ve c¢iplak farelere nakledildigi zaman tiimér nodiilleri
olusturma kapasitesine sahiptir.

5. Asama: Modeldeki son adim, hiicrelerin cildin diger bolgelerine ve diger
organlara basarili bir sekilde yayilmasidir, burada basarili bir sekilde ¢ogalabilir

ve metastatik bir odak olusturabilirler. Bu hiicreler yumusak agar iginde



biiyiiyebilir ve ¢iplak farelere nakledildiginde metastaz yapabilen timor

nodiilleri olusturabilir (Miller ve Mihm 2006).

Clark modeli, normal melanositlerden malign melanomaya ilerlemeye eslik eden
histolojik degisiklikleri ifade eder (Clark vd. 1984, Miller ve Mihm 2006). Bu histolojik
degisikliklerin melanomdaki belirli gen mutasyonlariyla iliskilendirilmesi ve bu
mutasyonlarin normal melanositlerden melanomaya ilerleme siirecinde molekiiler

diizeyde farklilagsmasi Cizelge 2.1°de belirtilmistir (Miller ve Mihm 2006).

Cizelge 2.1 Melanomda 6nemli genler, islevleri ve melanomda goziiken degisiklikleri
(Miller ve Mihm 2006)

Yolak Gen veya Protein Islev Melanomdaki
Degisiklikler
N-RAS Onkogen G13R'de aralikli aktive
edici mutasyon
BRAF Onkogen Neviis ve melanomda
' V600E kodonunda aralikli
T; aktive edici mutasyon
M
% Mitojenle aktive olan Sinyal iletimi Radyal bitylime ve dikey
P protein kinaz - hiicre biiylime agamalarinda
4 dis1 regiile kinaz (MEK) yukar1 diizenleme
%)
§ Hiicre dis1 iliskili kinaz | Sinyal iletimi Artan aktivite
1 veya 2 (ERK1 veya
ERK2) veya mitojenle
aktive edilmis protein
kinaz (MAPK)
Sikline bagimli kinaz Timor baskilayict - Bazi ailesel melanomlarda
inhibit6rii 2A veya hiicre proliferasyonunun | germ hatti mutasyonlart;
kinaz 4A inhibitori negatif diizenleyicisi aralikli delesyonlar,
(CDKN2A veya promoter inaktivasyonu,
g INK4A) birgok melanomda
4 heterozigotluk kaybi.
4
8 Sikline bagimli kinaz 4 | Hiicre proliferasyonunun | R24C'de nadir ailesel
2 (CDK4) destekleyicisi germ hatt1 mutasyonlari
< .
N nedeniyle INK4A
Z tarafindan inhibisyona
duyarsiz protein
Siklin D1 (CCND1) Hiicre proliferasyonunun | Akral melanomda aralikli
destekleyicisi biiylime
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Cizelge 2.1 Melanomda onemli genler, islevleri ve melanomda goziiken degisiklikleri
(Miller ve Mihm 2006) (devam)

Yolak

Gen veya Protein

islev

Melanomdaki
Degisiklikler

Retinoblastoma (Rb)

T{imor baskilayici - hiicre
proliferasyonunun negatif
diizenleyicisi

Fosforilasyon G1'den S'ye
ilerlemeye yol agma

Alternatif okuma
cergevesi (ARF)

Tilimor baskilayici,
MDM2'yi indirger

Bazi ailesel melanomlarda
germ hatti mutasyonlari,
aralikli delesyonlar, bir¢ok
melanomda promoter
inaktivasyonu

DNA hasarindan sonra

Ifade genellikle melanomda

neden olur.

© Timdr proteini 53 (p53)

= apoptozu indiikleyen ve mevcuttur

i proliferasyonu baskilayan

g tiimor baskilayici
MDM2 Her yerde bulunma ve ARF mutasyonu varliginda

yok etme i¢in p53 hedefi | yukari regiile

BCL-2 ile iligkili X Hiicre 6liimiiniin Degisken, ancak genellikle
proteini (BAX) indiikleyicisi agagi regiile
Fosfataz ve tensin Tiimor baskilayici, Kromozomal bolgenin
homologu (PTEN) PI3K'yi baskilar aralikli silinmesi
Fosfatidilinositol 3 kinaz | Birgok biiyiime faktorii PTEN mutasyonu

|§ (PI3K) i¢in sinyal molekiili varhiginda etkindir

<

(5]

; Protein kinaz B (AKT PI3K tarafindan aktive Bazi melanomlarda

E veya PKB) edilen onkogen hiicre saglamlagtirilmig

o sagkaliminin artmasina

BCL-2 hiicre 6liimii
antagonisti (BAD)

Hiicre 6liimiiniin
indiikleyicisi

Degisken, ancak genellikle
asagi regiile
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Cizelge 2.1 Melanomda onemli genler, islevleri ve melanomda goziiken degisiklikleri
(Miller ve Mihm 2006) (devam)

Yolak

Gen veya Protein

islev

Melanomdaki
Degisiklikler

Forkhead reseptorii
(FKHR)

Biiylime baskilama

PI3 yoluna yanit olarak
aktif hale gelir

MSH ve MITF

Pro-opiomelanokortin
veya a-melanosit uyarici
hormon (POMC veya a-
MSH)

Pigmentasyonda 6nemli
olan sinyal molekiilii

Artmig melanom dikey
biiylime faz1

Melanokortin reseptorii
1 (MC1R)

A-MSH igin reseptor

Sag ve deri rengini
etkileyen ve
ultraviyole radyasyona
yanit1 etkileyen
polimorfik gen

Adenilat siklaz (AC)

Dongiisel AMP {ireticisi

Yukari diizenlenmis

CAMP yanit unsur
baglayict protein
(CREB)

Transkripsiyon faktorii

Yukari diizenlenmis;
MITF ve melanosit
farklilasmasini etkiler

Mikroftalmi ile iliskili
transkripsiyon faktori
(MITF)

Transkripsiyon faktorii

Kromozomal bdlgenin
araliklt amplifikasyonu

Tirozinaz (TYR)

Pigment sentezi

Azalan ifade seviyesi

Tirozinaz ile iliskili
protein 1 (TYRP1)

Pigment sentezi

Azalan ifade seviyesi

Dopakrom tautomeraz
(DCT)

Pigment sentezi

Azalan ifade seviyesi

Melan-A (MLANA)

Melan-A tarafindan
taninan antijen ve T-
hiicreleri 1 (MART1)
antikorlari tarafindan
taninan melanom antijeni

Azalan ifade seviyesi
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Cizelge 2.1 Melanomda onemli genler, islevleri ve melanomda goziiken degisiklikleri

(Miller ve Mihm 2006) (devam)

Yolak

Gen veya Protein

islev

Melanomdaki
Degisiklikler

Giimiis homolog (SILV)

HMB-45 antikoru
tarafindan taninan antijen

Azalan ifade seviyesi

Melastatin 1 (TRPM1)

Bilinmeyen

Metastatik melanomda
azalmig ifade

Hiicre adezyonu

BCL-2 Hiicre sag kalimi Melanomun gesitli
evrelerinde degisken
yukari regiilasyon

WNT ailesi Protoonkogen, GSK3- Yolakta yukari

B'yi inaktive eden diizenlenir

salgilanan biiylime
faktorii

Glikojen sentaz kinaz 3
(GSK3p)

Bozunma i¢in -katenin'i
hedefleyen serin-treonin
kinaz

Degigsken; WNT
yolundan etkilenir

B-Catenin

Baglant1 proteinini,
transkripsiyonel
koaktivatori yapistirir

Aralikli dengeleyici
mutasyonlar

T hiicre faktorii-lenfoid
giiclendirici faktdr (TCF-
LEF)

Transkripsiyon faktorii

Yukar diizenlenir

E-kaderin Hiicre adezyon molekiilii | Dikey biiyiime
asamasinda azalan ifade
N-kaderin Hiicre adezyon molekiilii | Dikey biiyiime

asamasinda anormal
ifade

aVP 3 integrin

Hiicre adezyon molekiilii
olusturan dimer

Dikey biiylime
asamasinda anormal
ifade
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2.2.2.3.1 Melanom risk faktorleri

Melanom nedenselligi ve risk iligkisi, bireysel risk olusturan genetik ve cevresel
faktorlerle karmasik hale gelmistir. Melanom gelisme riskinin artmasiyla iligkili 1yi
bilinen faktorler arasinda Kafkas 1rki, erkek cinsiyeti ve ileri yas vardir. Genel olarak,
melanom i¢in risk faktorleri, kisisel konaker faktorler veya ¢evresel maruziyetlerle

iligkili faktorler olarak ayrilabilir (Azoury ve Lange 2014).

2.2.2.3.1.1 Konaka faktorler

e Melanom veya melanom dis1 deri kanseri ge¢misi olmasina bagli olarak
arastirmalar bu bireylerde melanom kapma riskinin yaklasik 3 kat daha fazla
oldugunu belirtmistir (Tucker vd. 1985, Rhodes vd. 1987, Levi vd. 2003, Abern
vd. 2013, Li vd. 2013, Azoury ve Lange 2014).

e Melanom riski, beyin, meme, prostat ve diger kanserler dahil diger yetigkin
malignitelerinin kisisel oykiisii ile iliskilendirilmistir (Tucker vd. 1985, Levi vd.
2003, Abern vd. 2013, Li vd. 2013, Azoury ve Lange 2014).

e (Cocukluk ¢ag1 sarkom, lenfoma, l6semi ve/veya merkezi sinir sistemi timori
gecmisi olan bireyler, gelecekte melanom gelisme riski 2,5 katina kadar artmistir
(Pappo vd. 2013, Azoury ve Lange 2014).

e Kafkasyalilar arasinda 1yi huylu melanositik neviislarin ve atipik neviis sayisi
melanom riskini etkilemektedir (Gandini vd. 2005, Azoury ve Lange 2014).

e (Cok biiyiik olan dogustan neviislar, artmis melanom riski ile iligkilidir
(Swerdlow vd. 1995, Azoury 2014).

e Melanom i¢in yiiksek riskli iki grup, kirmizi veya sar1 sagli, cok sayida ¢illi agik
tenli bireyler ve daha koyu sacgl ve melanositik neviis sayisi yiiksek cilde sahip
olan bireylerdir (Gandini vd. 2005, Azoury ve Lange 2014). Daha koyu tenli
hastalar, kizil sacli, acik tenli ve mavi gozli bireylerden daha az 1s18a duyarli
olarak kabul edilir ve daha diisiik kisisel melanom riski tasirlar (Gandini vd.
2005, Azoury ve Lange 2014). Sag rengiyle ilgili olarak, kizil sa¢ en biiytik riski
ifade eder, ardindan sar1 ve agik kahverengi sa¢ gelmektedir (Azoury ve Lange

2014). Benzer sekilde, daha agik renkli gozler (mavi veya ela) koyu kahverengi
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gozlere gore daha biiyiik bir risk tasirlar (Gandini vd. 2005, Azoury ve Lange
2014).

Kizil sa¢ fenotipi, ayrica kutanéz melanoma ile baglantili olan Melanokortin-1
reseptorii (MCIR) ile iligkilendirilmistir (Valverde vd. 1995, Raimondi vd.
2008, Azoury ve Lange 2014).

Ailede melanom 6ykiisii pozitif olan bireylerin, aile dykiisii negatif olanlara gore
goreceli riski 1.74 daha fazladir (Geller vd. 2002, Azoury ve Lange 2014).

MITF genindeki mutasyon, hem ailesel hem de ara sira olan melanoma yatkinlik
kazandirir (Yokoyama vd. 2011, Azoury ve Lange 2014).

Ailesel melanomda CDKN2A ve CDK4'teki germline mutasyonlari
tanimlanmistir (Zuo vd. 1996, Haluska ve Hodi 1998, Curtin 2005, Goldstein
vd. 2007, Azoury ve Lange 2014).

Displastik neviis sendromu olan bireylerde (ayn1 zamanda ailesel B-K mol
sendromu, ailesel atipik ¢oklu mol melanom sendromu ve ailesel melanom
sendromu olarak da bilinir) % 100'e varan yasam boyu risk rapor edilmistir
(Greene vd. 1985, Rigel vd. 1988, Azoury ve Lange 2014).

RB1, melanom icin yiiksek penetransl bir alleldir (Fletcher vd. 2004, Azoury ve
Lange 2014).

BRCA ile iligkili protein 1'de (BAP1) bir mutasyon, c¢ok sayida kutandz
melanom nesli olan ailelerde bulunmustur (Njauw vd. 2012, Azoury ve Lange
2014). Benzer sekilde, BRCA2 gen mutasyonu artmig melanom riski ile
iliskilendirilmistir (Debniak vd. 2008, Azoury ve Lange 2014).

Genom Capinda lliskilendirme Calismalarindan alinan kayitlarla, melanoma ile
iligkili tek niikleotid polimorfizmleri ve melanomun belirli fenotipik 6zellikleri
ifade edilmistir (Gudbjartsson vd. 2008, Azoury ve Lange 2014).

Xeroderma pigmentozum hastalarinda melanom riskinde artis gozlenmistir
(Paszkowska-Szczur 2013, Azoury ve Lange 2014).

MikroRNA'lar, posttranskripsiyonel olarak gen ekspresyonunu diizenleyebilen
kisa (yaklasik 22 niikleotid uzunlugunda) kodlamayan RNA'lardir ve bunlarin
diizensizliklerinin melanom gelisiminde etkileri olabilecegi diisliniilmektedir
(Bennett vd. 2013, Azoury ve Lange 2014). Bu bulgularin mekanizmasi ve etkisi

tam olarak ifade edilmemistir (Azoury ve Lange 2014).
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2.2.2.3.1.2 Maruz kalma

UV 15181, melanom gelisimi i¢in en iyi bilinen ve en ¢ok arastirilan dis kaynakli
risk faktoridiir (Gilchrest vd. 1999, Noonan vd. 2001, Jhappan vd. 2003,
Whiteman vd. 2003, Gandini vd. 2005, Chang vd. 2009, Zaidi vd. 2011, Berger
vd. 2012, Hodis vd. 2012, Azoury ve Lange 2014, Bald vd. 2014). Kesin
nedensel iliski karmasiktir (Azoury ve Lange 2014). Hem aralikli, yogun UV
1s18ina maruz kalma (6rnegin giines yanigi gecmisi) hem de kronik, birikmis
giinese maruz kalma miktarinin melanom patogenezinde etkisi bulunur (Gandini
vd. 2005, Azoury ve Lange 2014).

Son veriler, UV ile indiiklenen melanom karsinogenezine iliskin biyolojik
kanitlar saglamistir (Azoury ve Lange 2014). C> T gecislerinden kaynaklanan
STK19, RAC1 ve PPP6C'deki onemli mutasyonlar, dogrudan UVB aracil
hasarin bir sonucu olarak belirlenmistir (Hodis vd. 2012, Azoury ve Lange
2014). Ek olarak, bir¢ok melanom vakasinda p53 tiimor baskilayici gen
mutasyonu rapor edilmistir ve UV radyasyonunun mutajenezinde bir rol
oynadig1 diistiniilmiistiir (Jhappan vd. 2003 , Hodis vd. 2012, Azoury ve Lange
2014). Fare modellerinde, interferon-g'nin UVB ile indiiklenen melanosit
aktivasyonunu, hayatta kalmayr ve immiinizasyonu destekledigi belirtilmistir
(Zaidi vd. 2011, Azoury ve Lange 2014). Benzer sekilde, tekrarlayan UV
maruziyeti, anjiyogenez ve melanom metastazin1 destekleyebilir (Azoury ve
Lange 2014, Bald vd. 2014).

Farkli anatomik bolgelerdeki melanom riski, degisen model ve miktarlarda UV
maruziyeti ile iligkilidir (Chang vd. 2009, Azoury ve Lange 2014). Bas ve boyun
melanomu olan bireyler genellikle yiiksek diizeyde mesleki glinese maruz
kalmiglardir ve bu nedenle glinese maruz kalan bu viicut kisimlarinda daha sik
lezyonlar olusmustur (Whiteman vd. 2003, Chang vd. 2009, Azoury ve Lange
2014).

Solaryum kullanimi1 melanom gelisimi ile baglantilidir (Boniol vd. 2012, Azoury
ve Lange 2014). Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi, dogrudan nedensel bir

iliski oldugu sonucuna ulagsmistir (Gandini vd. 2011, Azoury ve Lange 2014).
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Diger malignitelerde oldugu gibi, artan yasla birlikte melanom insidansindaki
artis ve daha kotii prognoz gelismesi, zaman i¢inde hiicresel hasarin birikmesine
ve azalan konak savunmasi ve immiin gozetimine bagl oldugu diisiiniilmektedir
(Curtis 1963, Balch vd. 2001, Finkel vd. 2007, Tsai vd. 2010, Lange vd. 2011,
Azoury ve Lange 2014).

Tibbi immiinosupresyonla iligkili oldugu varsayilan organ nakli sonrasi
hastalarda 3 ila 4 kata kadar daha yiiksek bir kutanéz malign melanom insidansi
bulunmustur (Lindelof vd. 2000, Azoury ve Lange 2014).

Malign melanom insidans1 tiim sosyoekonomik gruplarda artis gdstermistir
(Linos vd. 2009, Azoury ve Lange 2014). Bununla birlikte, en diisiik
sosyoekonomik beste birlik kesimlerdeki bireyler daha ileri asamalarda bulunur
ve en diisiik sosyoekonomik duruma sahip grup, kalin tiimor insidansinda en dik
artist (> 4 mm) gostermistir (Linos vd. 2009, Azoury ve Lange 2014). Ek olarak,
yiizeysel yayilan melanomlar daha diisiik sosyoekonomik statiideki kisilerde
daha az goriiliirken, bu grupta agresif nodiiler ve akral lentijin6z melanomlar
daha yaygin olarak goriiliirler (Pollitt vd. 2011, Azoury ve Lange 2014).

Diisiik sosyoekonomik statiiye sahip bireylerin Amerika Birlesik Devletleri'nde
saglik hizmetlerine daha zayif erisim gosterirler (Linos vd. 2009, Azoury ve
Lange 2014). Diisiik sosyoekonomik durumun yiiksek riskli alt gruplarim
hedefleyen egitim ve Onleme stratejilerinin uygulanmasi, melanom kontroliine
yonelik bir halk sagligi yaklasiminda 6nemli bir strateji olmay1 desteklemektedir

(Azoury ve Lange 2014).

2.2.2.3.1.3 Diger faktorler

Melanom riskini etkileyen diger olasi iliskiler veya faktorler daha az calisilmistir ve

bazi raporlar ¢eliskili sonuglar ortaya ¢ikarmistir: (Azoury ve Lange 2014)

Inflamatuvar barsak hastaligi olan hastalarda tiimdr nekroz faktdrii a'min 120
giinden daha uzun siireli kullanirmmi goézden gegiren immiinosiipresif tedavi
tizerine bir ¢aligma, uzun siireli kullanimi olmayanlara kiyasla 3.93'liik bir

olasilik orani oldugunu sunmustur (Long vd. 2012, Azoury ve Lange 2014).
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e Melanom gelisimi agisindan nonsteroid antiinflamatuvar ilag kullaniminin
potansiyel bir koruyucu etkisi tanimlanmistir (Johannesdottir vd. 2012, Azoury
ve Lange 2014).

e Melanom karsinogenez riskinde hamilelik veya hormonlarin roliinii destekleyen
kesin veri belirtilmemistir (Gandini vd. 2011, Azoury ve Lange 2014).

e Bir meta-analiz, asir1 kilolu ve obez erkeklerde melanom riskinin arttigini, ancak
kadinlarda belirgin bir iliski gozlenmedigini isaret etmistir (Sergentanis vd.
2013, Azoury ve Lange 2014).

e D vitamini seviyeleri ile melanom arasindaki iliskinin kanit1 kesinlesmemistir
(Asgari vd. 2009, Azoury ve Lange 2014).

e Birka¢ calisma, Parkinson hastaligi ile artan melanom insidansi arasinda bir
iligki oldugunu gdstermisti (Fiala vd. 2003, Bajaj vd. 2010, Liu vd. 2011,
Azoury ve Lange 2014).

2.2.2.3.2 Melanom tedavisi

Melanom tiimorlerinin gruplar1 ve asamalari, T, M ve N gruplarmi ve ayrica alt
boliimlere ayrilan 0, I, I, III, IV asamalarini i¢ceren bir harf ve romen rakamlar1 sistemi
ile tanimlanmaktadir (Abbas vd. 2019). Bu agamalar, melanomun dagilma seviyesi gibi
baz1 kriterlere gore gosterilir (Abbas 2019). Her asamaya gore kesfedilen bazi tedavi
yontemleri bulunur (Berman vd. 2011, McGuire vd. 2012, Hoz vd. 2018, Abbas vd.
2019) (Cizelge 2.2).
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Cizelge 2.2 Melanom agsamalari ve tedavileri (Abbas vd. 2019)

Asama 0 Cerrahi, Imiquimod krem veya radyasyon tedavisi
Asama I Sentinel lenf nodu biyopsisi veya ameliyati
o IA
e IB
Asama II Adjuvan tedavi, cerrahi veya sentinel lenf nodu biyopsisi
o IlIA
o I|IB
o IIC
Asama III Cerrahi tedavi, kemoterapi, radyoterapi, immiinoterapi,
o IIIA hedefe yonelik tedavi
o |IIB
e IIIC
Asama IV Cerrahi tedavi, kemoterapi, radyoterapi, immiinoterapi,
hedefe yonelik tedavi

5-Fluorouracil ve Imiquimod melanom i¢in kullanilan topikal tedavilerdir (Micali vd.
2014). 5-Fluorouracil bir Timidin analogudur ve neden oldugu yogun inflamasyon, anti-
tiimoral etkilerine katkida bulunabilir (Desai vd. 2012, Micali vd. 2014). Tedavi i¢in %
0.5 (krem), % 1 (krem), % 2 (¢ozelti) ve % 5 (krem ve ¢ozelti) 5-FU topikal
formiilasyonlart mevcuttur (Micali vd. 2014). 5-FU onlarca yildir kullanilmaktadir ve 2-
4 hafta gibi kisa bir tedavi siireci gerektirir (Micali vd. 2014). Imiquimod yeni bir
topikal immiin yanit diizenleyici sinifinin ilki olan sentetik bir imidazokinolin amin’dir
(Micali vd. 2014). Imiquimod dendritik hiicreler, monositler/makrofajlar ve Langerhans
hiicreleri gibi antijen sunan hiicrelerin ylizeyinde bulunan Toll benzeri reseptorlere etki
eder (Patel vd 2006, Schon ve Schon 2007, Lacarrubba vd 2008, Micali vd. 2014).
Birka¢ calisma Imiquimod’in antianjiyojenik Ozelliklere sahip oldugunu ve yeni
damarlarin patolojik biiylimesinin inhibisyonundaki rolii i¢in kanit sagladigimi
gostermistir (Li vd. 2005, Desai vd. 2012, Micali vd. 2014). Daha yakin zamanlarda
Imiquimod’in immiin hiicrelerin lenfatik tasinmasinda ve daha sonra tiimdrlerin
immiinolojik yikimma neden olan faktorlerde rol oynayabilecegi One siiriilmiistiir
(Akkilic-Materna vd. 2011, Micali vd. 2014). % 5, % 3.75 ve % 2.5 Imiquimod

kreminin topikal formiilasyonlar1 su anda mevcuttur (Micali vd. 2014).
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Sekil 2.2 A. 5-Fluorouracil kimyasal yapisi1 (PubChem 2005) B. Imiquimod kimyasal
yapisi (PubChem 2005)

Tiimoriin 6zelliklerine (konum, evre ve genetik profil) bagli olarak, tedavi secenekleri
cerrahi, kemoterapi, radyoterapi, fotodinamik tedavi (PDT), immiinoterapi veya hedefe
yonelik tedavi olabilir. Evre I — IIIB melanomu olan hastalar i¢in kullanilan birincil
tedavi yontemi cerrahidir (Batus vd. 2013, Miller vd. 2016, van Zeijl vd. 2017,
Domingues vd. 2018). Cerrahi islemler timoriin klinik-patolojik ozelliklerine gore
farklilik gosterir. Eksizyon, in situ melanomlar i¢in 0,5 cm, kalinlig1 2 mm'ye kadar olan
timorler i¢in 1 cm ve 2 mm'den daha kalin tiimdrler i¢in 2 cm'lik giivenlik sinirlarimi
icerir (van Zeijl vd. 2017, Domingues vd. 2018). Sagkalimi iyilestirmek igin hedefe
yonelik tedavi ve immiinoterapi gibi adjuvan tedaviler onerilir (Austin vd. 2017, van
Zeijl vd. 2017, Domingues vd. 2018). Melanom metastazi olan hastalar igin
metastazektomi kullanilmaktadir ve bazi metastatik melanom vakalarinda kemoterapi
tedavisi de uygulanmaktadir (Batus vd. 2013, Austin vd. 2017, Domingues vd. 2018).
Radyoterapi deri, kemik ve beyin metastazlarinin tedavisinde kullanilmaktadir (Garbe
vd. 2016, Domingues vd. 2018).

Tedavide bir ilacin terapdtik etkisini iiretebilmesi i¢in, ilacin uygun sekilde uygulanarak

organlarin dokular1 ve doku hiicreleri ile temas etmesi gerekmektedir. Ila¢ uygulama
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yolu kolaylik, ilagta istenen etkinin baglangici, ilacin dogasi, hastanin durumu ve yasi

gibi faktorlerden etkilenerek secilmektedir (Pharmapproach 2020).

2.3 Ila¢ Uygulama Yollar

Ilag uygulama yolu cesitli hastaliklarm ve bozukluklarin teshisi, 6nlenmesi ve tedavisi
amaciyla bir ilacin uygun sekilde viicuda almmma yolu olarak belirlenmistir. Ilag
biyoyararlaniminin farmakolojik etkinin hem baslangicini hem de siiresini belirlemesi

bir ilacin uygulama yolu ile dogrudan etkilenmektedir (Pharmapproach 2020).

Ilag uygulamas: Oral yol, Dilalti/ Bukkal yol, Rektal yol, Topikal yol, Transdermal yol,
Inhalasyon yolu/ pulmoner yol ve Enjeksiyon yolu olmak iizere farkli ydntemleri
icermektedir (Pharmapproach 2020).

> Oral yol: Ilag uygulamasi i¢in en sik kullanilan yoldur ve bu yolda ila¢ agizdan
alimir. Agizdan verilen ilaglarin c¢ogu ilacin fizikokimyasal ozelliklerinin
sinirlart icinde c¢ok verimli bir sekilde gastrointestinal sistemden dolasima
emilir.

> Dilalt/ Bukkal yol: Bu uygulama yolunda ilag, dil altina (dil alt1 yolla) veya
dis etleri ile yanagin i¢ astar1 arasina (bukkal yol) yerlestirilir. Her iki sekilde de
ilacin ¢6ziilmesine izin verilir ve miimkiin oldugunca yutulmamasi saglanir.
[lag, mukozadan dolasima hizla emilir ve boylelikle portal dolasimi ve
karacigerdeki ilk gecis metabolizmasini atlar.

> Rektal yol: Agiz yolundan farkli olarak tahris edici veya hos olmayan nitelikte
ilaclar rektal yoldan verilmektedir. Bu ilaglar fitil formunda veya sivi formda
olabilir.

> Topikal yol: Ilaglar gdz, kulak, burun, agiz, vajina vb. deri veya mukoza zarm
esas olarak lokal etki i¢in topikal olarak uygulanabilir. Bu yol genel dolasimi
etkilemeden ilacin yiiksek lokal konsantrasyonu saglamaktadir ve krem,

merhem ve damla seklinde bulunabilir.
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> Transdermal yol: Ilag deri yoluyla emilen bir yama iginde bulunmaktadir. Bu
yoldan uygulanan ilaglarda absorpsiyon yavastir ancak uzun siireli etkiler
iiretmeyi saglarlar.

> Inhalasyon yolu/ pulmoner yol: Bu yolda ilaglar, gazlar (6rnegin, nitréz oksit)
olarak solunabilir ve alveolar membranda difiizyon yoluyla kan dolagimina
girebilir.

> Enjeksiyon yolu: ikinci en yaygin kullanilan ila¢ yoludur. Ilag cesitli yerlerde
ve siringa ve igne kullanilarak ¢esitli derinliklerde viicuda c¢ozelti veya
stispansiyon seklinde verilir. Yaygin olarak kullanilan dort enjeksiyon yolu
vardir: Intradermal (ID) (dermis i¢inde uygulama), Derialt1 (SC), Intramuscular
(IM) (kas iginde uygulama) ve Intravendz (IV) (damar veya damarlar iginde

veya i¢ine uygulama) (Pharmapproach 2020).

2.4 Alternatif tedavi yontemleri dogal bilesikler

Hastaliklar1 kontrol etmek amaciyla dogal iirlinlerin veya ekstraktlarin kullanimina
yonelik egilim bulunmaktadir (Amin vd. 2012, Hussain vd. 2014, Mallhi vd. 2015,
Mannan vd. 2016, Samina vd. 2016, Qadir vd. 2016, Abbas vd. 2019). Likenler
terapotik amach arastirilan dogal bilesiklerdir. Likenler, mantarlar (mikobiyon) ve
fotoototrofik, algal partnerler (fotobiyontlar) arasindaki ortakliktan olusan
organizmalardir. Tiim diinyada yaklasik 18.500 farkli liken tiirii tanimlanmistir
(Rankovi¢ 2019). Likenler yasadigi 6zel kosullar, ¢esitli olumsuz fiziksel ve biyolojik
etkilere karsi koruma saglamak amaciyla birgok metaboliti tiretmektedirler. Likenler
tarafindan sentezlenen metabolitler birincil ve ikincil metabolitler olmak iizere ikiye
ayrilir (Lawrey 1986, Rankovi¢ 2019). Likenlerde bulunan organik bilesiklerin ¢ogu
ikincil metabolitlerdir (Galun ve Shomer-llan 1988, Stocker-Worgdtter 2002, Solhaug
vd. 2009, Rankovi¢ 2019). Liken ikincil metabolitler dogal rollerine ek olarak,
antibiyotik, antimikobakteriyel, antimutajenik, antioksidan, antiviral, antipiretik,
analjezik ve antitimoral aktivite gostermis ve geleneksel tipta ¢esitli durumlarin

tedavisinde kullanilmistir (Boustie vd. 2011, Cardile vd. 2017).
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2.4.1 Tla¢ aday1 molekiilii : Vulpinik asit

Liken ikincil metabolitlerinden biri olan Vulpinik asit tipik olarak Letharia vulpina
liken tiirtinden elde edilmektedir (Kwon vd. 2016) (Sekil 2.3). IUPAC ismi methyl
(2E)-2-(3-hydroxy-5-0x0-4-phenylfuran-2-ylidene)-2-phenylacetate  olan  Vulpinik
asit’in molekiiler agirlign 322.3 g/mol’diir (PubChem 2005). Vulpinik asit, bakteri
(Shrestha vd. 2016) ve mantarlara (Kwon vd. 2016) karst antibiyotik aktivite
sergilemektedirler (Yi 2019). Vulpinik asitin bir diger o6zelligi olarak giigli UV
absorpsiyon yetenegi olmast ve asir1 UV-B 1ginlamasi igin filtre gorevi gorebildigi
belirlenmistir (Rundel 1978, Galloway 1993, Molnar ve Farkas 2010). Vulpinik asitin
ek olarak anti-anjiyogenez, anti-proliferatif ve insan kanser hiicrelerine Kkarsi
sitotoksisiteyi i¢eren anti-kanser etkileri belirtilmistir (Koparal 2015, Kim vd 2017,
Kilig vd. 2018). Vulpinik asitin normal hiicrelere kiyasla kanserli hiicreler iizerinde
daha fazla sitotoksik etki gosterdigi ve kanser hiicrelerinde apoptozu tetikledigi cesitli
caligmalarla belirlenmistir (Koparal 2015, Kim 2017, Kili¢ vd. 2018). Vulpinik asit’in
kanserli hiicreleri hedef haline getirmesi, kanser tedavisinde ila¢ aday molekiilii

olabilecegine dair bir gostergedir.

Sekil 2.3 A.Vulpinik asit B.Vulpinik asitin yapisal formiilii (Anonymous 2018)

23



2.5 Hiicre Oliimii

Melanom kanserinin ilerlemesi ve hayatta kalmasi, kanser hiicresi hatlarinin hiicre 6lim
yollarin1 yonlendirmesi, bagisiklik gézetiminde kagma ve elverigssiz bir mikro ortamda
hayatta kalma yetenegine baglidir (Broussard vd. 2018, Mattia vd 2018). Kaza Sonucu
Hiicre Oliimiinde (ACD) hiicre 6liimii, yiiksek basinglar, ozmotik kuvvetler ve asiri
sicakliklar gibi fiziksel stres ortaminda meydana gelirken Diizenlenmis Hiicre Oliimii
(RCD) 6nceden tanimlanmis molekiiler mekanizma tarafindan programlanir bu nedenle,
hedeflenen farmakoterapi ve genetik modifikasyon ile modiile edilebilir. (Broussard vd.
2018, Galluzzi vd. 2018). Hiicre 6liimii mekanizmalarinin ¢ogu birbiriyle kesisen sinyal
yolaklarma sahiptir ve bu da ortaya ¢ikan direng ile tedaviyi zorlastirabilir. Enerji / ATP
seviyeleri, hasar veya stres derecesi ve belirli yolak inhibitorlerinin varligi gibi ¢esitli
faktorler bir hiicrenin apoptoz, otofaji veya nekroptoz gegirme kaderini etkilemektedir
(Adewale vd. 2017, Broussard vd. 2018).

2.5.1 Otofaji

Besin stresine yanit olarak kendi kendine bozunmayi igeren bir hiicre O6liim
mekanizmasi olan otofaji seci¢i olarak yanlis katlanmis proteinleri ve hasarli organelleri
ortadan kaldirmasi nedeniyle bir hayatta kalma mekanizmasidir (Glick vd. 2010,
Broussard vd. 2018). Otofaji siireci yiiksek oranda korunan bir mekanizmadir.
Sitoplazma ve protein kisimlari otofagozomlar tarafindan yutulur ve bunlar lizozom
flizyonu ve bozunmast igin baglanir ve bozunma iiriinleri daha sonra protein sentezi ve
enerji Uretimi i¢in substrat olarak islev gérmektedir (Duffy vd. 2015, Broussard vd.
2018). Melanom hiicre hatlarinda otofaji mutasyona ugramis PI3K/Akt/mTOR yolagim
da kapsamak {izere birgok yolakla kontrol edilir. MTOR yukar1 yonde fosforile
edildiginde otofajiyi inhibe eden bir kinaz kaskadi baslatir ve bu mekanizma ile mTOR
inhibitdrleri melanom hiicre 6liimiinii modiile etmede umut vericidir. Bu inhibitdrlerin
asagl yonde etkisi ise, ¢ogalan tiimor hiicrelerinde kullanilmak tizere proteinlerin ve
hiicre materyallerinin geri doniistiiriilmesiyle kanser hiicrelerinin hayatta kalmasini

saglayabilir (Duffy vd. 2015, Broussard vd. 2018).
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2.5.2 Nekroptoz

Nekroptoz veya diizenlenmis nekroz kaspazlardan bagimsiz olarak meydana gelen
RIPK1 ve RIPK3 kinazlarina bagl bir hiicre 6liim mekanizmasidir ve apoptozun aksine
nekroptoz genellikle yetersiz kaspaz aktivasyonu kosullart altinda etkinlestirilir.
Nekroptoz RIPK1/RIPK3/MLKL aktivasyon yolag: ile olusur. Apoptoz icin gerekli
olan kaspazlar RIP1 ve RIP3'iin bolinmesiyle nekroptozu negatif olarak diizenler
(Adewale vd. 2017, Broussard vd. 2018). Nekroptoz siireci basladigi zaman plazma
membran ge¢irgenligi artarak hasarla iligkili molekiiler modeller (DAMPS) olusur.
Nekroptoz apoptoza benzer bir sekilde kaspaz-8'in inhibisyonuna bagli olarak farkli bir
mekanizma yoluyla TNF ailesinin iiyeleri tarafindan baslatilabilir (Kaczmarek vd. 2013,
Broussard vd. 2018). Melanom tiimo6r hiicrelerinde RIPK3  ekspresyonunun
eksikliginden dolay1 nekroptoz yolagi genellikle diizensizdir. RIPK3 ekspresyonunun
nekroptotik sinyallemeyi ortaya ¢ikarabilmesine dikkat edildiginde bu yolagin yeniden
aktivasyonu metastatik melanomda terapdtik onem tasimaktadir (Geserick vd. 2015,
Broussard vd. 2018).

2.5.3 Apoptoz

Kemoterapdtik ajanlar, kanser hiicresi proliferasyonunu ve hayatta kalmasini etkileyen
bircok hiicresel tepkiye neden olabilir (Sekil 2.4) ve bu hiicresel tepkilerin en 1iyi
calisilani, gelisme ve hastalik sirasinda normal hiicre sayilarini kontrol eden fizyolojik
bir hiicre 6liim mekanizmasi olan apoptozdur. (Lowe ve Lin 2000, Johnstone vd. 2002).
Apoptoz en erken tanimlanan ve en iyi anlasilmis hiicre 6liim mekanizmasidir. Apoptoz
cesitli hiicre siireglerinin homeostazin1 koruma islevi goriir ve apoptotik yolaktan
kaginma tiimér olusumu ve melanom hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasi ile ilgilidir.
Apoptoza, hem baslatict hem de efektdr proenzim, kaspazlar aracilik eder ve bunlarin
bir proteolitik kaskad yaymasi nihai olarak hiicre 6liimiiyle sonug¢lanmaktadir (Galluzzi
vd. 2018, Adewale vd. 2017, Broussard vd. 2018). Apoptoz igsel, Digsal ve Granzim
yolaklar1 olmak iizere efektor kaspaz-3'te birlesen ve DNA ve protein pargalanmasiyla

sonuglanan ii¢ yolakla baslatilir (Broussard vd. 2018).
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Uzun siireli
—

Apoptoz

Sekil 2.4 Tlag etki mekanizmas1 (Johnstone vd. 2002)

2.5.3.1 Dissal yolak (Oliim reseptor yolagr)

Apoptozun baslamasina neden olan digsal sinyal yolaklari, transmembran reseptor
aracili etkilesimleri dahil etmektedir ve bunlar, tiimér nekroz faktorii (TNF) reseptor
geni siiper ailesinin tiyelerinin 6liim reseptorlerini kapsarlar (Locksley vd. 2001, EImore
2007). TNF reseptor ailesinin liyeleri, benzer sistein agisindan ¢ok fazla hiicre dis
alanlara sahiptirler ve "6liim alami" adiyla isimlendirilmekte olan ortalama 80 amino
asitlik bir sitoplazmik alani olustururlar (Ashkenazi ve Dixit 1998, Elmore 2007). Su
zamana kadar tam olarak anlasilmig ligandlar ve bunlarin karsiligi 6liim reseptorleri
arasinda Apo2L/DR5, FasL/FasR, Apo2L/DR4, Apo3L/DR3 ve TNF-a/ TNFR1bulunur
(Chicheportiche vd. 1997, Ashkenazi vd. 1998, Peter ve Kramer 1998, Suliman vd.
2001, Rubio-Moscardo vd. 2005, ElImore 2007). Dissal yolagi agiklayan olaylar dizisi
TNF-o/TNFR1 ve FasL/FasR modelleriyle ayirt edilmektedir. Bu modellerde,
reseptOrlerin kiimelenmesi ve homolog trimerik ligand ile baglanma olusur. Ligand
baglanmasi iizerine, reseptorlere baglanan karsilik gelen 6liim alanlarini sergileyen
sitoplazmik adaptor proteinleri gérevlendirilir. Fas ligandinin Fas’a baglanmasi, adaptor
proteini FADD'nin baglanmasiyla sonuclanir ve TNF ligandinin TNF’ye baglanmasi,
adaptor proteini TRADD'nin FADD ve RIP'min gorevlendirilmesiyle bitirilir (Hsu vd.
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1995, Wajant 2002, Elmore 2007). FADD daha sonra, oliim efektor alaninin
dimerizasyonu yoluyla procaspase-8 ile birlesir ve procaspase-8'in otomatik olarak aktif
hale gelmesiyle bitirilen bir 6liim indiikleyici sinyal kompleksi meydana gelir (Kischkel
vd. 1995, Elmore 2007). Kaspaz-8 etkinlestirildiginde, apoptozda yiiriitme basamagi
harekete gecer. Oliim reseptdrii aracili apoptoz, kaspaz-8 ve FADD’a baglanarak c-FLIP
proteini araciligiyla inhibe edilebilir ve onlar etkisiz hale getirir (Kataoka vd. 1998,
Scaftidi 1999, Elmore 2007). Potansiyel apoptoz regiilasyonunun farkli noktasi, kaspaz-
8 islemesinin engellenmesi araciligiyla T hiicrelerinde Fas aracili apoptozu engelledigi
belirtilen Toso proteinini kapsar (Hitoshi vd. 1998, EImore 2007).

2.5.3.2 Perforin / Granzim yolagi

Sitotoksik T lenfositleri, hedef olan hiicreleri dissal yolaktan etkileyebilir ve FasL/FasR
etkilesimi, sitotoksik T lenfosit aracili indiiklenen apoptozun baskin yontemi olarak
ifade edilir (Brunner vd. 2003, Elmore 2007). Sitotoksik etkilerini tiimor hiicreleri ve
viriisle enfekte olmus hiicreler iizerinde, transmembran gdzenek olusturan molekiil
perforinin salgilanmasini igeren yeni bir yolakla ve ardindan sitoplazmik graniillerin
gozenek yoluyla ve hedef hiicreye ekzofitik salimini igeren yeni bir yolakla
gerceklestirebilir (Trapani ve Smyth 2002, Elmore 2007). Serin proteazlar Granzim A
ve Granzim B, graniiller igindeki en Onemli bilesenler olarak gorev alirlar (EImore
2007). Granzyme B, aspartat kalintilarindaki proteinleri bolerek prokaspaz-10'u
etkinlestirir ve aym zamanda ICAD (Kaspaz Aktiflestirilmis DNAz Inhibitorii) gibi
faktorleri bolebilir (Sakahira vd. 1998, Elmore 2007). Elde edilen bilgilere gore
Granzim B'nin, Bid'nin spesifik boliinmesi ve Sitokrom-c saliminin indiiksiyonu yoluyla
6liim sinyalinin amplifikasyonu i¢in mitokondriyal yolagi kullanabildigini belirtmistir
(Barry ve Bleackley 2002, Russell ve Ley 2002, Elmore 2007). Bununla birlikte,
Kaspaz-3 Granzim B tarafindan etkinlestirebilir ve apoptozun ylirlitme asamasinin
indiiksiyonu goézlenir (Elmore 2007). Hem mitokondriyal yolagin hem de Kaspaz-3'iin
aktivasyonunun granzim B ile indiiklenen 6liim olay1 i¢in énemli oldugu belirtilmistir
(Goping vd. 2003, Elmore 2007). Granzim A, sitotoksik T hiicresinin neden oldugu
apoptozda onemlidir ve Kaspazdan bagimsiz yollar1 etkinlestirir. Hiicreye girdikten

sonra, Granzim A, DNAz NM23-H1 yoluyla DNAy1 keser (Fan vd. 2003, Elmore
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2007). Bu DNAz, tiimdr hiicresi apoptozunun indiiksiyonu yoluyla kanseri dnlemek i¢in
immiin gozetimde Onemli bir rol olusturur. SET niikleozom birlestirme proteini
normalde NM23-H1’i engellemekle goérevlidir. Granzim A proteaz tarafindan SET
kompleksi boliiniir ve apoptotik DNA bozunmasimi saglar. NM23-H1'i inhibe etmenin
yani sira SET kompleksinin, DNA onarimi ve kromatin yapisinda islevleri vardir. Apel,
SET, HMG2 ve pp32 bu kompleksi olusturan proteinlerdir ve DNA ve kromatin
yapisini korurlar. (Lieberman ve Fan 2003, EImore 2007). Bu kompleksin granzim A
tarafindan inaktivasyonu, biiyiik olasilikla DNA'nin ve kromatin yap1 biitliinliigliniin

korunmasini bloke ederek apoptoza katki saglar (Elmore 2007).

2.5.3.3 Igsel yolak

Apoptozun baslamasin1 saglayan icsel sinyal yolaklari, mitokondri tarafindan
olusturulan olaylar olan gesitli reseptor aracili olmayan ve hiicre iginde sinyaller {ireten
bir siireci kapsar. I¢sel yolagin baslamasma neden olan uyaranlar, pozitif veya negatif
olarak yol alabilen hiicre i¢i sinyal liretimini saglarlar. Negatif olan sinyaller, belirli
biiyiime faktorlerinin, hormonlarin ve sitokinlerin yoklugunu igerir, bu da 6lim
programlarinin bastirilmasinin basarisizligina yol acarak apoptoza neden olur. Bagka bir
deyisle bu faktorlerin geri c¢ekilmesi, apoptotik baskilamanin kaybi ve ardindan
apoptozun aktivasyonunu saglar. Olumlu bir sekilde hareket eden diger uyaranlar
arasinda serbest radikaller, toksin maddeler, radyasyon, hipertermi, viral enfeksiyonlar
ve hipoksi yer alir (Elmore 2007). Tiim bu uyaranlar mitokondriyal transmembran
potansiyelinin kayb1 ve normalde sekestre edilmis pro-apoptotik proteinlerin iki ana
grubunun zarlar aras1 bosluktan sitozole salinmasiyla mitokondriyal gecirgenlik gecisi
(MPT) gozeneginin acgilmasiyla sonuglanan i¢ mitokondriyal membranda degisikliklere

neden olur (Saelens vd. 2004, EImore 2007).

Ik grup Smac/DIABLO, Serin Proteaz HtrA2/Omi ve Sitokrom-c'den olusmaktadir (Du
vd. 2000, van Loo vd. 2002a, Garrido vd. 2005, Elmore 2007). Bahsedilen proteinler
Kaspazla bagimli olan mitokondriyal yolagi etkinlestirirler. APAF-1'in yani sira

Sitokrom-c, Procaspase-9'a baglanir ve aktive ederek bir "apoptozom" olusturmasina
neden olur (Chinnaiyan 1999, Hill vd. 2004, ElImore 2007). Procaspase-9'un bu sekilde
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kiimelenmesi, kaspaz-9 aktivasyonu saglar. HtrA2/Omi ve Smac/DIABLO’nun IAP
(apoptoz proteinlerinin inhibitorleri) etkisini engelleyerek apoptoza yonelttigi
belirtilmistir (van Loo vd. 2002a, Schimmer 2004, Elmore 2007). ikinci pro-apoptotik
proteinler olan endoniikleaz G, CAD ve AIF apoptoz gergeklestigi sirada mitokondri
tizerinden salinir fakat belirtilen olay hiicre 6lmeye karar verdikten sonra ge¢ meydana
gelir. AIF ¢ekirdege yer degistirir ve DNA fragmantasyonuna ~ 50-300 kb parcalara ve
periferik niikleer kromatinin yogunlasmasini saglar (Joza vd. 2001, Elmore 2007). Bu
erken niikleer yogunlagsma sekli "Asama I" yogunlasma olarak ifade edilir (Susin vd.
2000, Elmore 2007). Endoniikleaz-G ayrica oligoniikleozomal DNA fragmanlar
tiretmek amaciyla niikleer kromatini pargaladigi ¢ekirdege yer degistirir (Li vd. 2001,
Elmore 2007). Endoniikleaz-G ve AIF Kaspazdan bagimsiz olarak ¢alismaktadir. CAD
mitokondri iizerinden salindiktan sonra ¢ekirdege geger. Daha sonra Kaspaz-3
tarafindan bolinmeden sonra oligoniikleozomal DNA fragmantasyonuna ve kromatin
yogunlagmasimi saglar (Enari vd. 1998, Elmore 2007). Bu daha belirgin olan kromatin

yogunlagmasina "Asama II" yogunlagmasi ad1 verilir (Susin vd. 2000, Elmore 2007).

Apoptozun Fas yolagindaki mitokondriyal hasara, Bid'nin Kaspaz-8 boliinmesi neden
olur (Li vd. 1998, Esposti 2002, Elmore 2007). Bu, 6liim reseptorii (dissal) yolak ile
mitokondriyal (i¢sel) yolak arasindaki "capraz konugsma" nin bir 6rnegi olarak gosterilir
(Igney ve Krammer 2002, Elmore 2007). Bad fosforile edildigi zaman sitozolde tutulur,
Bad fosforile edilmedigi zaman Sitokrom-c'yi serbest birakmak i¢in mitokondriye yer
degistirir (Zha vd. 1996, Elmore 2007). Bad’in Bcl-XI veya Bcl-2 ile heterodimerlesme,
muhafaza edici 6zelliklerini nétralize etme ve hiicre Slimiinii isteklendirmek gibi
gorevleri vardir (Yang vd. 1995, Elmore 2007). Hem Bcl-2 hem de BclXI mitokondri
tizerinden sitokrom C salinimi olaymi engelleyebilir. Raporlar, Bcl-XL ve Bcl-2’nin,
oncelikle Kaspaz proteazlarinin etkisini  denetleyerek apoptozu engelledigini
belirtmektedir (Newmeyer vd. 2000, Elmore 2007). "Aven" olarak adlandirilan ek bir
proteinin Bcl-XI ve APAF-1'i bagladigi ve bunun sonucunda Procaspase-9'un etkisini
onledigi gosterilmektedir (Chau vd. 2000, Elmore 2007). Bcl-2 veya Bel Xl'in asiri
ekspresyonunun digerini asagi regiile edecegine dair kanitlar vardir, bu da bu iki protein

arasinda karsilikli bir diizenleme oldugunu ifade eder (Elmore 2007).
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Dissal ve igsel yolaklarin her ikisi de, apoptozun son yolagi olarak kabul edilen yiiriitme
asamasinin noktasinda sonlanirlar. Apoptozun bu asamasini baglatan, uygulayici
kaspazlarinin etkin hale gelmesidir. Uygulayic1 Kaspazlar, ¢ekirdek materyali bozan
sitoplazmik endoniikleazi, niikleer ve hiicre iskelet proteinlerini bozan Proteazlari
etkinlestirirler. Sitokeratinler, Alfa Fodrin, PARP, ¢ekirdek protein NUMA, Kaspaz-3,
Kaspaz-6 ve Kaspaz-7 ve digerleri dahil olmak iizere gesitli substratlar1 bolerek, efektor
veya "uygulayic1" Kaspazlar olarak islev goriir ve sonucta morfolojik ve apoptoza
ugrayan hiicrelerde olan biyokimyasal farkliliklar1 olusturmaktadirlar (Slee vd. 2001,
Elmore 2007).

Kaspaz-3, baslatici kaspazlarindan herhangi biri sayesinde aktif hale getirilebilir ve
uygulayict kaspazlarinin en onemlisidir. Endoniikleaz CAD, Kaspaz-3 tarafindan
etkinlestirilir. Daha sonra CAD, ICAD ile kompleks haline gelir. Aktif olan Kaspaz-3,
CAD'i serbest birakmak icin ICAD'yi boler (Sakahira vd. 1998, Elmore 2007). CAD
sonraki asamada c¢ekirdeklerdeki kromozomal DNA'yi bozarak  kromatin
yogunlagsmasini saglar. Kaspaz-3 ayrica hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesini ve
hiicrenin apoptotik cisimlere parcalanmasina neden olur. Gelsolin, aktive Kaspaz-3'iin

temel substratlarindan biridir (EImore 2007).

Apoptotik hiicrelerin fagositik alimi, apoptozun son tamamlayicisidir. Apoptoz
sirasinda  fosfatidilserin  hiicrenin dis kismina translokasyon mekanizmasi 1iyi
anlagilmamigsa da, aminofosfolipid translokaz aktivitesinin kayb1 ve ¢esitli siniflardan
fosfolipidlerin spesifik olmayan hareketi ile iliskili oldugu belirtilmistir (Bratton vd.
1997, Elmore 2007). Arastirmalar, Fas, Kaspaz-8 ve Kaspaz-3'in, oksidatif olarak
stresli eritrositlerde fosfatidilserin digsallagtirilmasinin diizenlenmesinde rol oynadigini,
ancak kaspaz bagimsiz fosfatidilserin maruziyetinin, birincil T lenfositlerin apoptozu
sirasinda meydana geldigini belirtmektedir (Ferraro-Peyret vd. 2002, Mandal vd. 2005,
Elmore 2007). Apoptotik hiicrelerin dis kisminda fosfotidilserinin goériilmesi daha sonra
enflamatuar olmayan fagositik tanimayi kolaylastirarak bunlarin erken alimina ve
atilmasimi saglarlar (Fadok vd. 2001, Elmore 2007). Hiicresel bilesenlerin serbest
birakilmadigi bu erken ve verimli alim siireci, esasen hicbir enflamatuar tepki

olusturmazlar (Elmore 2007).
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Sekil 2.5 Apoptotik olaylarin sematik olarak gosterilmesi (EImore 2007)

2.5.4 Apoptotik yolaklardaki molekiiller
2.5.4.1 TP53

TP53, 53 kDa'lik bir stres yanit genidir ve fonksiyonel ozellikleri arasinda genomik
dengenin korunmasi ve genotoksik uyaranlara yanit olarak apoptozun indiiksiyonu
vardir (Hall vd. 1996, Hussein vd. 2003). P53 hasarli DNA'nin replikasyonunu inhibe
eden G1/S gegisinde hiicre dongiisii tutuklamasina neden olur, kusurlu DNA'ya sahip
hiicreleri yok etmek icin apoptozun indiiksiyonunu saglar ve bu mekanizmalara katilan
diger molekiillerle etkilesim halindedir (Donehower vd. 1992, Hussein vd. 2003).
Tiimor proteini P53 mitokondriyal ve Oliim reseptoriiniin neden oldugu apoptotik
yolaklarda gorevli proteinlerin gesitli mekanizmalarla ekspresyonunu uyarabilir. ilk
olarak P53, mitokondride bulunan Bax, Noxa ve PUMA gibi birkag¢ proteini uyarir
(Henry vd. 2002, Hussein vd. 2003). Noxa ve PUMA apoptozomu olusturmak i¢in
APAF-1 ve Kaspaz-9 ile birlesen Sitokrom-c'nin mitokondriden salinmasini uyarir.
Kaspaz 9 aktif formu en zarar verici Kaspaz olan Kaspaz-3'i aktive eder (Wu ve Deng

2002, Hussein vd. 2003). Kaspaz-3 hedef substratlarini yani kaspaz ile aktiflestirilmis
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deoksiriboniikleaz inhibitorii (ICAD) keser ve bu kaspaz ile aktiflestirilmis
deoksiriboniikleazin (CAD) aktivasyonu saglar ve ardindan interniikleozomal DNA
bozunmasi ile sonug¢lanir (Sakahira vd. 1998, Hussein vd. 2003). Kaspaz-3 ek olarak
Prokaspaz-6 ve 7 gibi diger kaspazlar aktiflestirebilir (Hussein vd. 2003). kinci olarak
P53, FAS gibi 6liim reseptorlerinin ifadesini ve 6liim alani igeren protein PIDD'yi (pro-
apoptotik etkilesim alani) uyarabilir ve bu apoptoz mekanizmasinin aktivasyonu ile
sonuglanir (Kim vd. 2002, Hussein vd. 2003).

2.5.4.2 APAF-1

APAF-1 P53'e bagl apoptoza aracilik etmek i¢in Sitokrom-c ve Kaspaz-9 ile birlikte
hareket eden 130 kDa hiicre 6limii efektor proteinidir (Soengas vd. 2001, Hussein vd.
2003). APAF-1 ifadesinin kayb1 melanomda allelik delesyon ve kemoterapiye direng ile
iliskilidir (Soengas vd. 2001, Hussein vd. 2003).

2.5.4.3 Bcl-2 ailesi

Bcl-2 protein ailesi hem inhibitorleri (Bcl-XL, Bcl-2, Mcl-1 gibi) hem de promotdrleri
(Bik, Bax, Bid, Bak gibi) kapsar ve bu molakiiller hem ¢ok alanli proteinleri (Bak ve
Bax) hem de yalnizca BH3 proteinlerini (Bad, Noxa ve PUMA) igermektedir. Bcl-2
proteinleri dis zarda gozenekler olusturarak veya gegirgenlik gozeneklerinin agilip
kapanmasini diizenleyerek mitokondriyal gegirgenligin kontroliinii sagmaktadir. Bcl-2
protein ailesi apoptotik mitokondriyal olaylarin kontrolii ve diizenlenmesinde gorev
almaktadir (Cory ve Adams 2002, Elmore 2007). Hem normal melanositlerde hem de
melanomlarda Bcl-2 ailesi molekiilleri (Bax, Bak, Bad, Bcl-XL ve Mcl-1) Bcl-2'ye ek
olarak ifade edilmektedir (Selzer vd. 1998, Huang ve Strasser 2000, Hussein vd. 2003).

Bcl-2 anti-apoptotik bir zar ile iliskili proteindir (Jacobson vd. 1993, Hussein vd. 2003).
Bcl-2 Sitokrom-c'nin mitokondriyal salinimini ve APAF-1'in Kaspaz-9 ile etkilesimini
modiile eder, Bax’a baglanir ve c-Myc’nin neden oldugu apoptoza engel olur

(Bissonnette vd. 1992, Yin vd. 1994, Li vd. 1997, Hussein vd. 2003).
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Bid bir pro-apoptotik proteindir ve sinyal iletim yolaklarin1 mitokondriyal 6liim efektor
mekanizmasina baglamakta gorevlidir. TNF-R1/Fas hiicre yiizeyi "6lim" reseptorlerinin
aktivasyonu ve Kaspaz-8 aracigiyla sitoplazmik 22 kDa Bid protein kesik (tBid) 15 kDa
proteinine boliintir. Daha sonra tBid mitokondriyal membrana yer degistirir apoptoza
yol agan asag1 akis Kaspaz kaskadini yayan Sitokrom-c'nin salinimini uyarir (Yamada
vd. 1999, Thomas vd. 2000, Hussein vd. 2003).

Noxa ve PUMA mitokondriye yerlesen P53 aracili apoptozda dogrudan bir hedef olan
proteindir. Noxa insanlarda P53'e duyarli bir unsur i¢cermektedir ve bunun antisens
niikleotid tarafindan engellenmesi P53 aracili apoptozu kismen durdurur. PUMA bir
P53 baglanma yerine sahiptir ve P53'tin hem normal hem de tiimor hiicrelerinde
aktivasyonu PUMA aktivasyonunu saglamaktadir. PUMA indiiklenmesi, Sitokrom-c'nin
mitokondriyal salinimi1 ve Procaspase-9'un aktivasyonu ile bitirilir (Wu ve Deng 2002,
Hussein vd. 2003).

Bax Bcl-2'nin koruyucu roliinii antagonize edebilen sitoplazmada veya hiicre zarinda
bulunan Pro-apoptotik bir Bcl-2 homologu olan proteindir (Yin vd 1994, Hussein vd.
2003).

Mcl-1 ve Bcl-XL anti-apoptotik proteinlerdir ve Bax ile heterodimerizasyon veya c-
Myc kaynakli apoptozun azaltilmasinda rol alirlar (Reynolds vd. 1994, Hussein vd.
2003). Bcl-XL, Bcl-2'den daha giiglii anti-apoptotik etkiler tireterek hiicreleri P53 aracili
apoptoza girmekten koruyabilir (Gottschalk vd. 1994, Ogretmen ve Safa 1996, Hussein
vd. 2003).

2.5.4.4 Tiimor nekroz faktorii (TNF) ailesi

TNF ve lenfotoksin ilkin belirli hiicre tiplerinin par¢calanmasina neden olan lenfositlerin
ve makrofajlarin {riinleri olarak belirlenmistir ve TNF/TNF ile iligkili siiper ailesi
(TNF/ TNF-R SFP'ler) olarak adlandirilan birkag ilgili proteini kapsarlar. TNF

ligandlar1 tip 2 proteinlerdir ve hem membrana gémiilii hem de boliinmiis ¢oziiniir
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bi¢imlere sahiptirler (Locksley vd. 2001, Hussein vd. 2003). TNF ligandlarinin
reseptorlerine baglanmasinin ardindan reseptorlerin sitoplazmik uclart TRAF'lar (TNF-
reseptor ile iligkili faktorler) ve DD (6liim alanlar1) olmak tizere iki ana sinyalleme
proteini sinifi ile i¢ kompleksler olustururlar. Ligandlarin DD ile reseptorlere
baglanmasi kaspaz aktivasyonuna ve hiicre 6liimiine neden olan FADD ve TRADD gibi

adaptorlerin birlesmesini saglar (Scaffidi vd. 1999, Hussein vd. 2003).

TRAF'lar sitoplazmik adaptor proteinlerdir ve apoptoz ve hayatta kalmada onemli
rollere sahip sinyal araci olarak gorev alirlar. TRADD ve FADD gibi ¢esitli adaptor
proteinleri, NIK ve JNK (c-Jun N-terminal kinaz) dahil kinazlar ve kaspazlar i¢eren
daha biiylik sinyal komplekslerinin olusumuna aracilik edebilirler (Arch vd. 2000,
Hussein vd. 2003).

TRAIL TNF ailesinin yeni bir iiyesi olarak timor hiicrelerine 6zel giiglii etkilere
sahiplerdir. TRAIL ligandinin 6lim alanlarin1 kapsayan hiicre yiizeyi reseptorlerine
baglanmasi, bu reseptorlerin gapraz baglanmasini saglar ve 6liim alanlar1 daha sonra
FADD gibi adaptor bilesenlerinin montajina neden olur. FADD, CARD'!nin bu
proteazlarin prodomainiyle etkilesimi yoluyla kaspazlar etkinlestirir (Thomas vd. 2000,
Hofmann vd. 1997, Hussein vd. 2003). Normal hiicreler TRAIL ligandinin baglanmasi
icin oliim reseptorleri ile rekabet eden TRAIL tuzak reseptorlerinin varligi ve TRAIL
ligand1 hem tuzaga hem de oliim reseptorlerine baglandigi zaman anti-apoptotik NF-
KB'nin aktivasyonu yoluyla TRAIL'in etkilerinden korunabilirler (Ashkenazi ve Dixit
1999, Zhang vd. 2000, Hussein vd. 2003). TRAIL apoptozu diger TNF ailesi
tyelerinden daha etkili bir sekilde kanser hiicrelerinde secici olarak apoptozu
indiikledigi i¢in tedavide umut verici bir hedef olarak kullanilabilir (Griffith vd. 1998,
Thomas vd. 1998, Hussein vd. 2003).

FasL TNF ailesinin bir tip 11 membran proteinidir ve T hiicresi aracili sitotoksisitede rol
oynar (Suda vd. 1993, Hussein vd. 2003). FasL'nin Fas'a baglanmasi, Kaspaz
kaskadmin aktivasyonu yoluyla apoptozu indiikleyen bir dizi hiicre i¢i olay1 baglatir
(Raisova vd. 2000, Hussein vd. 2003). Fas aracili apoptoz, iki yolaktan olusur. Bunlarin

ilki kaspaz 8'in DISC'de toplanmasini ve aktivasyonunu ardindan Prokaspaz-3'in
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boliinmesini kapsar ve aktif olan Kaspaz-3 ICAD gibi bir¢gok molekiilii boler. Aktive
CAD, interniikleozomal DNA bozulmasiyla apoptoza neden olur (Sakahira vd. 1998,
Hussein vd. 2003). ikinci yolak ise Bid'in tBid'e kesilmesini kapsar ve bu da Bax'in
mitokondriyal membrana girmesine ve SMAC/DIABLO ve Sitokrom-c gibi pro-
apoptotik molekiillerin salinmasini saglayarak apoptozomu olusturur. Kaspaz-9 ayrica

procaspase-3'ii aktif hale getirir (Gross vd. 1999, Hussein vd. 2003).

2.5.4.5 Apoptoz inhibitorleri (IAP) ailesi

IAP'ler bir anti-apoptotik protein ailesidir ve ¢esitli tiirlerde korunurlar. 1AP'ler ilk
olarak boceklere 6zgii bir virlis grubu olan bakuloviriislerde kesfedilmistir ve bunlarin
insan benzerleri arasinda ndronal apoptoz inhibe edici protein (NAIP), cIAP1, cIAP2,
XIAP, Livin ve Survivin bulunmaktadir. clAP1, clAP2, XIAP ve Survivin u¢ Kaspaz-3
ve 7'nin aktif formlarina baglanabilir ve bunlar1 inhibe edebilmektedir. clAP1, clAP2 ve
XIAP ayrica Kaspaz-9'un zimojen formuna baglanir ve bdylece proteolitik islenmesinin
yani sira Kaspaz-3, 6 ve 7 gibi asagi akis proteazlarimin islenmesini onleyebilmetedir
(Kasof ve Gomes 2001, Hussein vd. 2003). IAP ailesi proteinlerinin bazi iiyeleri belirli
insan kanserlerinde ifade edilir ve bu sebepten dolayr inhibitor etkilerinin ortadan
kaldirilmasiyla kanser hiicrelerini antikanser ilaglara duyarli hale getirmede fayda

saglayabilirler (Deveraux ve Reed 1999, Hussein vd. 2003).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Kimyasal malzemeler

Dulbecco's Modified Eagle Ortami (DMEM, Sigma), MGM-4 Melanosit Biiylime
Besiyeri-4 Bullet Kit (MGM-4, Lonza), Fetal Sigir Serumu (FBS, Biological
Industries), Penisilin / Streptomisin (Biowest), Tripsin-EDTA (Biological Industries),
Fosfat Tampon Cozeltisi (PBS, Capricorn Scientific), Dimetilsiilfoksit (DMSO, Sigma),
GENEzol Reagent (Geneaid), Tripan mavi boyasi (Biorad), Vulpinik asit (Santa Cruz
Biotechnology), Kloroform (MERCK), izopropanol (EMSURE), Etanol (MERCK),
SYBR Green (Roche).

3.1.2 Sarf malzemeler

T25 ve T75 Hiicre kiiltiirii flaski (SARSTEDT), Kriyovial tiip (SARSTEDT), Steril
PCR tiip (Greiner Bio-One), Steril falkon tiip (SARSTEDT), Steril serelojik pipetler
(JET BIOFIL), Steril filtreli pipet uclar1 (BioPointe Scientific), 96 ve 6 kuyulu diiz
tabanl steril plaka (SARSTEDT), 384 kuyucuklu plaka (ROCHE), PVDF membran
(Thermo Fisher Scientific), Hiicre kaziyict (SARSTEDT), Filtre kagidi (Biorad).

3.1.3 Kitler

Human Apoptosis Assay Primer (Real Time Primers), cDNA Sentez Kit (EURX),
Kaspaz-3 kolorimetrik kit (Sigma).

3.1.4 Cihazlar

TC20 otomatik hiicre sayici (Bio-Rad), XxCELLigence RTCA S16 (ACEA Biosciences),
Laminar flow kabin (Holten LaminAir Model 1,8), Mikroskop (Leica DCF290), Su
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banyosu (Lab-Line Aquabath), Otomatik pipetler 10 pl, 20 pl, 100ul, 200 pl, 1000ul
(Gilson), Santrifiij (Hettich Zentrifugen Rotina 35R), CO, Inkiibatér (Sanyo CO2
Incubator), Sivi azot tanki (STATEBOURNE cryogenics), Real Time PCR (Roche
Light Cycler 480), Shaker (Finepcr Orbital Shaker SH30), Saf su cihaz1 (Millipore
Synergy, 185), Nanodrop (NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer), Infinite M Plex
(Tecan), Kirik buz makinasi (Scotsman), Terazi (Shimadzu AX200), Ist blogu (Major

Science).

3.2 Yontem

Yapilan tez iceriginde bir liken sekonder metaboliti olan Vulpinik asitin uygulamasi
sonucunda insan deri maling Melonom’dan tiiretilen hiicre hattt A-375 ve insan
epidermal melanosit hiicrelerinin proliferasyonu belirlenip daha sonra hiicre gogiiniin
etkisi ve apoptotik etkisi arastirillmistir. Deneysel is akis semast Sekil 3.1°de

gosterilmektedir.

is Akis Semasi
\\

Hiicre Proliferasyonun Apoptfotlk Etk'.nm Hiicre Gogiiniin

3 A Belirlenmesi . .

Belirlenmesi Belirlenmesi
[:I; ———

| —
I — | 1
Kaspaz-3 Apoptotik Etkinin Yara iyilegme
. N o Aktivitesinin mMRNA Boyutunda analizi
Hiicre Kiiltiirii idamesi Hiicre Goriintiileme Belirlenmesi Belirlenmesi

XCELLigence Gergek Zamanh
Hiicre Analiz Cihazi ile Hiicre
Anti-Proliferasyonun
Belirlenmesi

— RNA izolasyonu

I~ cDNA Sentezi

L qRT-PCRile
Transkript ifade
Diizeyinin Analizi

Sekil 3.1 Deneysel is akis semast
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3.2.1 Hiicre kiiltiirii idamesi

3.2.1.1 Hiicrelerin biiyiime sartlari

Insan deri maling melanomdan tiiretilen A-375 hiicre hattinin (ATCC No. CRL-1619)
biliylimesi ve c¢ogaltilmasi i¢in, %10 FBS, %1 penisilin / streptomisin iceren DMEM
yiiksek glukoz besiyeri (Sigma, Katalog No. D6429) kullanilmistir. Insan epidermal
melanosit hiicre hattinin (Lonza) biiylimesi ve ¢ogaltilmast i¢in MGM-4 Melanosit
Biiyiime Besiyeri-4 Bullet Kit (Lonza, Katalog No. CC-3249) kullanilmustir. iki hiicre
hatt1 37 °C’de %5 COy’li ortama sahip inkiibatdrde kiiltiir edilmistir.

Cizelge 3.1 Tez kapsaminda kullanilan hiicre hatlari, katalog numaralar1 ve kullanilan
besiyeri icerikleri

A-375 (Insan deri maling  Kat No. CRL-1619 DMEM yiiksek
melonomdan tiiretilen glukoz+%10 FBS, %1
hiicre hatti) Penisilin / Streptomisin
NHEM-Ad (insan Kat No. CC-2586 MGM-4 Bullet Kit

epidermal melanosit
hiicre hatti)

3.2.1.2 Hiicre acilmasi ve besiyerinin degistirilmesi

S1v1 azot tankindan c¢ikarilan hiicrelerin su banyosunda 1-2 dk ¢6ziilmesi beklenmistir
ve daha sonra 5 ml uygun besiyeri bulunan 15 ml’lik falkona aktarilmistir. Hiicre
eklenmis 15 ml’lik falkon 1500 rpm’de 5 dk 4 °C’de santrifiij edilerek hiicreler pellet
olarak ¢oktiiriilmiistlir. Santriflij sonrasi olusan siiparnatant kismi atilmis ve pelet 5 ml
taze besiyerinde ¢oziilmiistiir. 5 ml taze uygun besiyerinde ¢oziilen hiicreler T25’lik

flaska alinmigtir. Hiicrelerin homojenligi mikroskopta kontrol edildikten sonra flask 37
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°C’de %5 CO>’li inkiibatdrde inkiibasyona birakilmistir. Hiicrelerin morfolojik yapilart,
canliliklart ve kiiltlir ortami1 her glin mikroskop ile takip edilmistir. Her iki glinde bir

hiicrelerin besiyerleri degistirilmistir ve 37 °C’de %5 CO>’li inkiibatdre kaldirilmigtir.

3.2.1.3 Hiicre pasajlanmasi

%80-90 oraninda doygunluga ulagan hiicreler pasaj asamasi i¢in laminar kabin igine
alinmistir. Flaskta bulunan besiyeri atildiktan sonra 4 ml PBS ile yikma islemi
gerceklestirilmis ve PBS uzaklastirilmistir. Flaska 1 ml Tripsin-EDTA eklenmis ve 1-2
dk inkiibatérde bekletilmistir. Hiicrelerin flask ylizeyinden tamamen ayrildigi
mikroskop ile kontrol edildikten sonra 4 ml uygun besiyeri eklenerek pipetaj
yapilmistir. Hiicreler 15ml’lik falkona alinmis ve tripsinin uzaklastirilmas i¢in 1500
rpm’de 5 dk 4 °C’de santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonrasinda siipernatant atilmis ve
pelet 5 ml taze uygun besiyeriyle ¢ozlilmiistiir. Coziilen hiicreler iki ayr1 T25’lik flaska
esit olarak dagitilmis ve {izerine 2.5 ml taze besiyeri eklenerek pipetaj yapilmistir. Flask

37 °C, %5 CO; sartlarda inkiibasyona birakilmistr.

3.2.1.4 Hiicre dondurulma ve saklanmasi

Dondurma ortami %10 DMSO ve %90 FBS kullanilarak taze olarak hazirlanmistir.
%80-90 doygunluga ulasan dondurulacak hiicreler laminar kabin igerisine alinmistir.
Flasktaki besiyeri ¢ekilip atilmis ve 4 ml PBS ile yikami islemi gerceklestirilmistir. PBS
uzaklastirildiktan sonra flaska 1 ml Tripsin-EDTA eklenmis ve 1-2 dk inkiibatorde
bekletilmistir. Hiicrelerin flask yilizeyinden tamamen ayrildigi mikroskop ile kontrol
edildikten sonra 4 ml besiyeri eklenerek pipetaj yapilmistir. Hiicreler 15 ml’lik falkona
alinmis ve Tripsinin uzaklastirilmasi i¢in 1500 rpm’de 5 dk 4 °C’de santrifii
yapilmigstir. Santrifiij sonrasinda slipernatant atilmis ve pelet halindeki hiicreler 1 ml
dondurma ortaminda ¢oziilmiistiir. Dondurma ortaminda ¢oziilen hiicreler krovial tiipe
alinmistir. Krovial tiip ilk olarak -20 °C’de 1 saat bekletilmistir. Ardindan -80 °C’de 24
saat tutularak kademeli bir sekilde hiicre dondurma siireci gergeklestirilmistir.
Hiicrelerin uzun siire muhafaza edilmesi i¢in son olarak krovial tiip sivi azot tankina

gecirilmistir.
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3.2.1.5 Hiicre sayim

Hiicre sayimi islemi TC20 otomatik hiicre sayici ile gerceklestirilmistir. Hiicre sayimi
asamasi i¢in ilk olarak sayim slaytinin ilk haznesine 10 pl hiicre siispansiyonu
yiiklenmistir. Hiicre canliligini belirlemek i¢in Tripan mavi boyasi kullanilmistir. 10 pl
tripan mavi boyast ve 10 pl hiicre siispansiyonu bir ependorf tiip igerisinde pipetaj
yapilarak karigtirllmistir. Sayim slaytinin diger haznesine bu karigtmdan 10 pl
yiiklenmistir. Sayim slaytlarina yiikleme yapildiktan hemen sonra sayma islemine
gecilmistir. Bunun i¢in sayim slaytlart TC20 otomatik hiicre sayicinin slayt yuvasina
yerlestirilmis ve sayim alinmistir. Her bir say1 3 tekrarli yapilip ortalama hiicre sayisi

alinmistir.

3.2.2 Vulpinik asit’in hazirlanmasi

Deneylerde kullanilacak ila¢g adayr molekiilii olan Vulpinik Asit (Santa Cruz
Biotechnology) iiretici firma tarafindan temin edilmistir. DMSO (% 0.05) ile Vulpinik
asit stok cozeltisi hazirlanmistir. Daha sonra vulpinik asit stok ¢ozeltisi uygun
besiyerleri ile dillisyon islemi yapilarak farkli konsantrasyonlarda hazirlanmigtir. A-375
hiicreleri i¢in 100, 200, 400, 600, 800 ve 1000 uM, insan epidermal melanosit hiicreleri

i¢in ise 25, 50, 75, 100 ve 200 uM konsantrasyonlar ileri denemeler i¢in kullanilmistir.

3.2.3 xCELLigence RTCA ile hiicre anti-proliferasyonunun belirlenmesi

Hiicre anti-proliferasyonu belirleme deneyi xCELLigence RTCA analizi ile
gerceklestirilmistir. Deneye basglamak icin ilk 6nce XCELLigence RTCA S16 aleti
inkiibator igine yerlestirilmistir. 16 kuyulu e-plate’de her bir kuyuya hiicre hatlar1 i¢in
uygun olan besiyerinden 100 pl eklenerek normalizasyon asamasini gergeklestirmek
amaciyla 6l¢tim alinmistir. Daha sonra 16 kuyulu e-plate cihazdan ¢ikarilmis ve laminal
flow igerisinde A-375 ve insan epidermal melanosit hiicrelerinin, kuyu basina 1x10*
hiicre olacak sekilde ekimi yapilmistir. Ekimi yapilan hiicrelerin e-plate tabanina

yerlesmesi i¢in laminal flow igerisinde yarim saat bekletilmistir. Bu siire sonunda e-
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plate tekrar inkiibator i¢inde bulunan XCELLigence RTCA S16 aletine yerlestirilmistir.
Olgiim araligi 30 dk ve toplam analiz siiresi 120 saat olacak sekilde parametreler
girilmis ve program calistirilmistir. 24 saatlik inkiibasyondan sonra cihaz durdurulmus
ve 16 kuyulu e-plate inkiibatorde bulunan XCELLigence RTCA S16 aletinden
cikarilmigtir. Cikarilan e-plate’in her bir kuyusundan 100 pl besiyeri g¢ekilip atilmistir.
A-375 hiicreleri i¢in kuyulara 100, 200, 400, 600, 800 ve 1000 pM
konsantrasyonlarinda, insan epidermal melanosit hiicreleri i¢in ise 25, 50, 75, 100 ve
200 uM konsantrasyonlarinda vulpinik asit ilave edilmistir. Kontrol olarak da her iki
hiicre hatt1 i¢in uygun besiyeri kullanilmistir. Uygulama asamasindan sonra e-plate
inkiibator i¢ideki XCELLigence RTCA S16 aletine tekrar yerlestirilmis ve program
Olciime devam edilmesi i¢in tekrar ¢alistirilmistir. Cihaz ekranindan ol¢limler ve grafik
sonuglari takip edilmistir. ICso degerlerini ve zamani hesaplamak i¢cin RTCA Software

Lite yazilim1 kullanilmisgtir.

Sekil 3.2 xCELLigence RTCA S16 cihaz1

3.2.4 Hiicre goriintiileme

Hiicre goriintilleme deneyi i¢in hiicreler T25 flaska 5x10° hiicre olacak sekilde ekim
yapildiktan sonra gece boyunca Kkiiltiirlenmis ve 24 saat sonra belirlenen ICsg
konsantrasyonunda vulpinik asit ile muamele edilmistir. Belirlenen 1Csy konsatrasyonu
icin belirlenen zaman aralig1 boyunca canli hiicre goriintiileri Invert Microskop (TMS

Nikon) kullanilarak alinmistir.
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3.2.5 Yara iyilesme analizi

Hiicreler 6 kuyulu hiicre plakalarina kuyu basma 3x10° hiicre olacak sekilde ekilmistir
ve 24 saat inkiibasyona birakilmistir. 24 saat sonra kuyuya steril 200 uL’lik pipet ucuyla
dik bir sekilde ¢izik atilmistir ve oturmayan hiicreler 500 uL PBS ile yitkanmistir. Daha
sonra kuyuya belirlenen 1Csy konsatrasyonunda vulpinik asit hiicrelere muamele
edilmistir. Hiicresel boyutta yara izleri 0, 6, 12, 24, 48 ve 72. saatlerde
fotograflanmistir. Analiz i¢in Imagel] programi kullanilmistir. ImageJ programu ile yara

bolgelerinin 3 tekrarl analizinin ortalamasi alinarak grafik olusturulmustur.

3.2.6 Apoptotik etkinin belirlenmesi

3.2.6.1 Kaspaz-3 aktivitesinin belirlenmesi

Kaspaz-3 kolorimetrik Kiti kullanilarak Kaspaz aktivitesi belirlenmistir. Kaspaz-3
kolorimetrik kit i¢eriginde Kaspaz-3 Ac-DEVD-pNASubstrat, 5x Lizis Tamponu, 10x
Reaksiyon Tamponu, p-Nitroanilin Standart, Ac-DEVD-CHO Inhibitér ve su
bulunmaktadir. Hiicreler 6 kuyulu hiicre plakalarina kuyu basina 5x10° hiicre sayisinda
ekilmis ve 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Belirlenen 1Csy konsatrasyonunda vulpinik
asit hiicrelere muamele edilmis ve belirlenen saat hiicre kiiltiirii sartlarinda inkiibasyona
birakilmistir. Daha sonra kuyular 1 ml PBS ile yikanmistir. Yikama isleminden sonra 50
pl sogutulmus lizis tamponu ile buz {izerinde hiicreler kazinmistir. Kazinan hiicreler
ependorf tiiplere alinarak 15-20 dk buz iizerinde inkiibe edilmis ve 15 dk 17000 g’de +4

°C’de santrifiij yapilmistir. Olugan siipernatant yeni bir ependorf tiipe aktarilmistir.

42



Cizelge 3.2 Kaspaz-3 aktivitesinin 96 kuyulu plakada 6l¢iilmesi i¢in reaksiyon semast

Hiicre Kaspaz-3  1x Reaksiyon Kaspaz-3 Kaspaz-3
Lizati 5 ng/ml Tamponu nhibitor Substrat
(n1) (1) (1)) Ac-DEVD- Ac-DEVD-
CHO pNA
200 pM 2 mM
() (ul)
Blank - - 90 - 10
Apoptoz icin 5 - 85 - 10
uyarilmamis
hiicreler
Apoptoz i¢in 5 - 75 10 10
uyarilmamis
hiicreler+
inhibitor
Apoptoz icin 5 z 85 - 10
uyarimis
hiicreler
Apoptoz icin 5 - 75 10 10
uyarilmis
hiicreler+
inhibitor
Kaspaz-3 pozitif - 5 85 - 10
kontrol
Kaspaz-3 pozitif - 5 75 10 10

kontrol+inhibitor

Cizelge 3.2°de gosterildigi gibi 96 kuyulu plakada uygun kuyulara 5 ul hiicre lizat1 veya
Kaspaz-3 pozitif kontrol yerlestirilmistir. Kuyularin her birine 1x reaksiyon tamponu
eklenmistir. Uygun kuyucuklara Kaspaz-3 inhibitorii eklenmistir. Her kuyucuga kaspaz-
3 substrati ekleyerek yavasca karistirildiktan sonra analiz baslatilmistir. Plaka
kapatildiktan sonra 37 °C'de 70 ila 90 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda
plakanin 405 nm dalga boyunda 3 tekrarli 6l¢iimii alinmustir.
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3.2.6.2 Apoptotik etkinin mRNA boyutunda belirlenmesi

3.2.6.2.1 RNA izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in hiicrelerin 6 kuyulu plakalara kuyu basina 5x10° hiicre olacak
sekilde ekimi yapilmistir. Hiicre ekimi yapildiktan 24 saat sonra belirlenen ICsg
konsatrasyonunda vulpinik asit hiicrelere muamele edilmistir. Vulpinik asit
muamelesinden 1Csy konsatrasyonunda belirlenen saat sonrasi kuyulardaki besiyerleri
atilmis ve daha sonra kuyular PBS ile yikanmistir. Kuyulardaki hiicrelere 1 ml Trizol
eklenerek hiicreler ependorf tiipe alinmistir. Trizol iceren hiicrelere 200 pl kloroform
eklenmis ve tiipler hafifce ¢alkalandiktan sonra 10 dk bekletilmistir. Tiipler +4 °C’de
12.000 rpm’de 13-15 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda berrak faz yeni bir
ependorf tiiptine alinmustir. Tiiplere 500 ul izopropanol eklenmis ve tiipler 1 dk kadar
hafifce ¢alkalanmustir. 10 dk beklemenin ardinda tiiplere +4 °C’de 12.000 rpm’de 8 dk
santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonrasinda izopropanol uzaklastirilmistir. Daha sonra
tiiplere 1 ml %75’lik etanol eklenmis ve pellet kaldirilmistir. +4 °C’de 5 dk 7500
rpm’de santrifiij edildikten sonra dip kisimdaki pellete dikkat edilerek etanol
uzaklagtinnlmistir. Tipler kapag: acik sekilde kurumaya birakilmis ve alkol uctuktan
sonra 35-50 ul RNAz serbest su eklenerek pellet ¢dziilmiistiir. Izole edilen RNAlar -80

°C’de saklanmustir.

3.2.6.2.2 cDNA sentezi

EURx sentez kiti kullanilarak cCDNA sentezi gergeklestirilmistir. Elde edilen total
RNA’dan cDNA sentezi i¢in 1000 ng kullanilmistir. 1000 ng i¢in kullanilmas1 gereken
ul miktarda total RNA, 5X NG cDNA Buffer (4 pl), Primer (1 ul), NG dART RT mix
(1 ul) ve toplam hacim 20 ul’ye tamamlanacak sekilde Rnaz-free su tiipe eklenmistir.
Daha o6nceden 30-60 dk 35-65 °C sicakliga ayarlanmis PCR cihazina tiipler
koyulmustur. Reaksiyon 85 °C’de 5 dk tutularak bitirilmis ve sentezlenen cDNA hemen
-20 °C’ye kaldirilmustir.
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3.2.6.2.3 gRT-PCR ile transkript ifade diizeyinin analizi

Human Apoptosis Primer Library (Bio-Rad) paneli ile apoptoz yolagina ait olan 88
farkli genin ifade seviyesi qRT-PCR ile belirlenmis ve panelde bulanan GAPDH geni
ile normalizasyon islemi yapilmistir. Deney i¢in 96 kuyulu bir plakada her bir kuyu i¢in
9 ul ¢ozelti kartsimi (dH20, SYBR Green ve 100 ng cDNA) ve ara stoktan 1 pl primer
koyulmustur. qRT-PCR kosullar ilk olarak baslangic aktivasyonu 1 déngii, 95 °C 12
dakika, 40 dongii denatiirasyon asamasi (95 °C 15 saniye), baglanma (65 °C 30 saniye)
ve uzama (72 °C 30 saniye) olarak gergeklestirilmistir. AACt metodu kullanilarak qRT-
PCR sonuglarinin gen ifadesi analizi yapilmistir. Ayrica 2 tekrarli yapilan deneyler

Student’s t-testi ile istatistiksel olarak da degerlendirilmistir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A |APAFI ATM BAGI BAG3 BAG4 |BAKI BAX BCL10 |BCL2 BCL241 BCL2L1 BCL2L11
B|BCL2L2 BFAR BIK BIRCI BIRC? |BIRC3 BIRCY BIRCS BIRCG6 EBNP3 BRE BOK
C|CASPI CASPIO | CASP4 CASP2 CASP3 |CASP5S |CASP6 |CASP7 | CASPS CASP8AP2 | CFLAR CHEKI
D|CHEK2 CIDEA4 CIDEB CRADD |DAPKI |DAPK2 |DFFA DFFB FADD GADD454 |HRK LTBR
E|MCLI MYDS8 CARD4 FAS RIPK2? |RPA3 TANK INF INFRSFI104| INFRSF10B| INFRSF10C| TNFRSFI10D

F | INFRSF11B|INFRSF17|INFRSFIA|INFRSF21)|CD40 |TNFRSF8)|TNFRSF9|INFSF10) INFSFI INFSF13 |INFSF13B |TNFSFI3

G|INFSF18 |INFSF4 |CD40LG |FASLG INFSF7|INFSF8 |INFRSF9|TP53 TP73L TRAFI TRAF2 TRAF3

H|TRAF4 TRAF3 TRAF6 TRIP ACTB |B2M GAPD GUSB HPRTI PGK PPIA RPLI3A

Sekil 3.3 Insan apoptoz primer kiitiiphanesi paneli

3.2.7 istatistiksel analiz

Ucg tekrarl olarak elde edilen sonuglarin istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturup

olusturmadigi ANOVA istatistiksel analiz yontemi ile belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1 Hiicre anti-proliferasyonunun belirlenmesi

Insan deri maling melonomdan tiiretilen A-375 hiicre hatt1 ve insan epidermal melanosit
hiicre hattinin anti-proliferatif etkisini belirlemek amaciyla xCELLigence gergek
zamanlt hiicre analiz (RTCA) sistemi kullanilmistir. xCELLigence RTCA sistemi
elektriksel empedans izleme sayesinde hiicre ¢ogalmasimnin gergek zamanli olarak
kontroliinii, izlenmesini, veri goriintillemesini ve analizini saglar. A-375 hiicre hattina
1.56, 3.13, 6.25, 12.5, 25.0, 50.0 ve 100.0 uM konsantrasyonlarinda vulpinik asit
muamele edilmistir ve kontrol olarak uygun besiyeri kullanilmistir (Sekil 4.1). A-375
hiicre hattina Vulpinik asit’in bu konsantrasyonlarda uygulanarak gergeklestirilen

analizde etkin anti-proliferatif etki tespit edilememistir.

A-375 insan melanom hiicre hatt

Hiicre indeksi

Sekil 4.1 Farkli konsantrasyonlarda (1.56, 3.13, 6.25, 12.5, 25.0, 50.0 ve 100.0 uM)
Vulpinik asit ile muamele edilen A-375 hiicrelerinin zamana bagli normalize

edilmis hiicre indeks grafigi (Koyu yesil: Kontrol, , Mor: 3.13
uM, Turkuaz: 6.25 uM, Pembe: 12.5 uM, Lacivert: 25.0 uM,

ve Kirmizi: 100.0 pM)

46



Daha sonra A-375 hiicre hattina 100, 200, 400, 600, 800 ve 1000 uM

konsantrasyonlarinda vulpinik asit muamele edilmistir ve kontrol olarak uygun besiyeri

kullanilmuistir (Sekil 4.2).

A-375 insan melanom hiicre hatt

- N
z =)

Hiicre indeksi
= o

=
n

b
=)

Sekil 4.2 Farkli konsantrasyonlarda (100, 200, 400, 600, 800 ve 1000 uM) Vulpinik asit
ile muamele edilen A-375 hiicrelerinin zamana bagli normalize edilmis hiicre
indeks grafigi ( , Mor: 100 uM, Turkuaz: 200 uM, Pembe: 400

uM, Lacivert: 600 uM, ve Kirmizi: 1000 pM)

Vulpinik asit uygulamasi sonucunda xCELLigence RTCA cihaz ile elde edilen A-375

hiicre indeksi verileri Microsoft Excel programi ile gubuk grafik halinde Sekil 4.3’te

degerlendirilmistir.

47



3,5

2,5

1,

]

Hucre indeksi

[

0/

wv

nIII""'hLLLL

1h  5h 10h 15h 20h 24h 30h 35h 40h 48h 55h 65h 72h 80h 94h
Saat

o

-0,5

E100pM ®200pM E400pM E600pM ES800pM  H 1000 pM

Sekil 4.3 Zamana bagl farkli konsantrasyonlarda Vulpinik asit ile muamele edilen A-
375 hiicre indeksinin ¢ubuk grafik ile gosterimi

RTCA Software Lite yazilimi kullanilarak A-375 hiicre hatt1 i¢in ICsq degeri 30. saatte
125,05 uM olarak hesaplanmistir (Sekil 4.4) (Cizelge 4.3). 30. saatte A-375 hiicre hatt1
icin % 93.03 6liim orani olusmustur. 200 uM’dan daha yiiksek konsantrasyonlarda

uygulanan vulpinik asitin sitotoksik etkisi gézlemlenmistir.

_ 13
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Konsantrasyon logaritmasi

Sekil 4.4 Vulpinik asit muamele edilen A-375 hiicre konsantrasyonlarinin logaritmasina
bagli normalize edilmis hiicre indeksi
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Cizelge 4.1 Vulpinik asit muamele edilen A-375 hiicre hattinin XCELLigence RTCA
Software Lite yazilimi ile ICsp degerinin belirlenmesi

Formiil: Sigmoidal doz yaniti-- Y = Alt+ (Ust - Alt)/
(1 + 107°(Log ICsp - X))

Secilen kuyucuklarin bilesik ada: Vulpinik asit

Secilen zaman noktasi: 54:18:57

Alt: 1,5451 Ust: 0,5229
1Cs: 0,00012505 M

Kare R: 0,8796

Vulpinik asitin normal hiicrelere kiyasla kanserli hiicrelere etkisinin daha fazla olmasi
nedeniyle A-375 melanom hiicre hattindan farkli olarak insan epidermal melanosit
hiicre hatti igin 25, 50, 75, 100 ve 200 uM konsantrasyonlarinda vulpinik asit muamele
edilmis ve xCELLigence ger¢ek zamanli hiicre analiz sistemi ile hiicre proliferasyonu
belirlenmistir ve Kontrol olarak uygun besiyeri kullanilmigtir (Sekil 4.5). Insan
epidermal melanosit hiicre hatt1 igin ise ICso degeri olarak 30. Saate 25 pM olarak
hesaplanmistir (Sekil 4.6). 30. saatte melenosit hiicre hatti igin % 20.17 6liim orani

olusmustur.

Melanosit

Hiicre indekst

0.0 9.4 18.9 283 378

472 56.7 66.1 756 85.0
Zaman (saat)

Sekil 4.5 Farkli konsantrasyonlarda vulpinik asit muamele edilen melanosit hiicrelerinin
zamana bagli normalize edilmis hiicre hiicre indeks grafigi (Kirmizi: 25 uM,
Turkuaz: 50 uM, , Lacivert: 100 uM ve Pembe: 200uM)
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Vulpinik asit uygulamasi sonucunda xCELLigence RTCA cihazi ile elde edilen
melanosit hiicre indeksi verileri Microsoft Excel programi ile cubuk grafik halinde Sekil

4.6’da degerlendirilmistir.
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Sekil 4.6 Zamana bagli farkli konsantrasyonlarda vulpinik asit muamele edilen
melanosit hiicre indeksinin ¢ubuk grafik ile gosterimi

4.2 Hiicre goriintiileme

A-375 hiicreleri belirlenen 1Cso degeri 125 uM ve melanosit hiicresi i¢in belirlenen 1Cs
degeri 25 uM vulpinik asitle muamele edilmislerdir. Kontrol olarak hiicreler i¢in uygun
besiyerleri kullamilmistir 30. saatte 151k mikroskobuyla (10X) goriintiileri alinarak
morfolojik olarak degerlendirilmiglerdir. Vulpinik asit ile muamele sonrasi A-375
hiicrelerinin yogunlugu vulpinik asit ile muamele edilmeyen A-375 hiicrelerine gore
daha azdir. Vulpinik asit muamelesi sonrasi hiicrelerin 6lim oranlarinin arttigi ve
yiizeyde yiizen hiicreler gozlemlenmistir. Melanosit hiicreleri A-375 hiicreleri ile

karsilastirildigi zaman daha az morfolojik degisim goriinmektedir.
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Melanosit

Uygun besiyerinde A-375 hiicre hatt: (10X)  Uygun besiyerinde melanosit hiicre hatt1 (10X)
A-375+Vulpinik asit Melanosit+Vulpinik asit

] )‘g

ICsp (125 p-30.saat) degerinde Vulpinik asit ICs0 (25 p-30.saat) degerinde Vulpinik asit
uygulanmig A-375 hiicre hatt1 (10X) uygulanmig melanosit hiicre hatti (10X)

Sekil 4.7 A-375 ve melanosit hiicrelerine Vulpinik asit uygulanmis ve uygulanmamis
hiicre goriintiileri

4.3 Yara iyilesme analizi

A-375 hiicrelerinde hiicre gdclinii ve hiicre-hiicre etkilesimini analiz etmek amaciyla
yara iyilesme deneyi gerceklestirilmistir. Vulpinik asit muamelesi sonucu 0, 6, 12, 24,
48 ve 72. saatlerdeki yara alani sirastyla 2387, 2075, 2660.33, 3002, 3036 ve 3071,66;
kontrol grubunda ise 1193, 1506.33, 0.677, 0.459, 0.192 ve 0.187 olarak hesaplanmustir.
Vulpinik asitin A-375 melanom hiicrelerinin yarali alana go¢ etmesini zamana bagl
olarak engelledigi belirlenmistir (Sekil 4.9).
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Kontrol

Vulpinik
asit

| 0. saat 6. saat 12. saat

24. saat

48. saat

72. saat

Sekil 4.8 A-375 hiicre hatt1 yara iyilesme analizi ¢izik gorintileri

Kontrol = Vulpinik asit

Yara alam

o

0 6 12

-

24

Zaman (saat)

-

48

Sekil 4.9 A-375 zamana bagl yara iyilestirme alan grafigi
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4.4 Kaspaz-3 Aktivitesinin Belirlenmesi

A-375 ve melanosit hiicrelerine vulpinik asit muamelesi sonrasi kaspaz-3 aktivitesi
kaspaz-3 kolorimetrik kit kullanilarak analiz edilmistir. Bu analiz kaspaz-3 tarafindan
asetil-Asp-Glu-Val-Asp p-nitroanilidin (Ac-DEVD-pNA) hidrolizine dayanmaktadir ve
p-nitroanilin (pNA) par¢asinin salinmasini saglar. p-Nitroanilin, 405 nm dalga boyunda
saptanir. Kaspaz-3 aktivitesi kontrole kiyasla, A-375 hiicresinde 3,21 kat artis
gostermistir (Sekil 4.10).

3,5 *
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Y
1 i
0,5
0 _— ||
A-375 Kontrol A-375 Vulpinik asit

Sekil 4.10 A-375 hiicre hattinda Vulpinik asit uygulamas: sonucu yiizde Kaspaz-3
aktivitesi (***=p<0.001, **=p<0.01, *=p<0.05)

4.5 gRT-PCR ile transkript ifade diizeyinin analizi

Vulpinik asitin A-375 hiicrelerinde apoptoz yolagina ait transkript ifade diizeyinin
analizi Human Apoptosis Primer Library kullamilarak qRT-PCR cihaz1 ile
degerlendirilmistir. Bu panelde 88 adet hedef gen ve 8 adet housekeeping gen
bulunmaktadir. Housekeeping genler GUSB, GAPD, ACTB, PGK, HPRT1, PPIA, B2M
ve RPL13A’dir. Tez kapsaminda GAPDH housekeeping gen kullanilmistir. Bu
kiitiphanedeki genler Kaspaz, Kinaz, Bcl-2, TRAF, TNF ve apoptoz iligkili diger gen
ailesi tyeleri olarak kategorize edilmistir. Kaspaz gen ailesinde CASP1, CASP2,
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CASP7, CASP8, CASP5, CASP6, CASP3, CASP4, CASP8AP2 ve CASP10; Kinaz gen
ailesinde DAPK1, DAPK2, CHEK1, CHEK2 ve RIPK2; Bcl-2 gen ailesinde BIK, BAK1,
BAG4, BAG1, BAG3, BAX, BCL10, BCL2, BCL2L11, BCL2L2, BCL2A1, BCL2L1,
BNIP3, BOK, MCL1 ve HRK; TRAF gen ailesinde TRIP, TANK, TRAF4, TRAF3,
TRAF1, TRAF2, TRAF6 ve TRAF5; TNF gen ailesinde LTBR, FAS, TNF, TNFRSF10D,
TNFRSF10C, TNFRSF10A, TNFRSF10B, CD40, TNFRSF11B, TNFRSF17,
TNFRSF21, TNFRSF8, TNFRSF1A, TNFRSF9, TNFSF13B, TNFSF10, TNFSF11,
TNFSF13, TNFSF15, FASLG, TNFSF18, TNFSF4, TNFSF7, TNFSF9, CD40LG ve
TNFSF8; apoptoz iligkili diger gen ailesi iyelerinde APAF1, ATM, BFAR, BIRCS,
BIRC4, BIRC3, BIRC1, BIRC2, BIRC5, CFLAR, CRADD, DFFA, DFFB, BRE,
GADDA45A, MYDB88, CIDEA, CIDEB, CARD4, RPA3, TP53 ve TP73L bulunmaktadir.
Bu paneldeki 80 farkli genin ifade seviyesi analiz edilmis fakat 67 adet hedef genden
sonu¢ alinmig ve 57 adet genin ifade analizinden istatistiksel olarak anlamli sonug
belirlenmistir. Analizdeki grafiklerde gen ifade seviyesinin farklilasmasi 1 kat sayisina
oranlanarak gosterilmistir. Analizlerde istatistiksel anlamlilik p<0.05 oranina gore

hesaplanarak ifade edilmistir.

Kaspaz gen ailesinin sonuglarina bakildiginda CASP1 11,79 (p<0.01) ve daha sonra
CASP8 6,02 (p<0.05) kat artis ile gen seviyesinde en fazla artis gostermistir. Bu gen
ailesinde en az artis ise CASP6 olup 1,14 ifade degisim oranina sahiptir (p<<0.001).
CASP3, CASP4 ve CASP7 genlerinde sirasiyla 0,49, 0,56 ve 0,87 oraninda gen ifade
seviyelerinde azalma goriilmistiir (p<0.001) (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11 Vulpinik asit muamele edilen A-375 hiicrelerinde Kaspaz gen ailesine ait
transkript ifade diizeyinin qRT-PCR analizi (***=p<0.001, **=p<0.01,
*=p<0.05)

Kinaz gen ailesi analiz edildiginde 3 genin anlamli olarak ifade seviyesinde degisim
gosterdigi belirlenmistir. CHEK1 geni 7,11 kat, RIPK2 geni ise 5,86 kat olmak iizere
gen ifade seviyelerinde artis gostermistir. CHECK2 geni ise 0,73 kat gen ifade
seviyesinde azalma gostermistir (p<0.01) (Sekil 4.12).
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Kontrol CHEK1 CHEK2 RIPK2

Sekil 4.12 Vulpinik asit muamele edilen A-375 hiicrelerinde Kinaz gen ailesine ait
transkript ifade diizeyinin qRT-PCR analizi (***=p<0.001, **=p<0.01,
*=p<0.05)
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BCL-2 gen ailesinin sonuglar1 degerlendirildiginde gen ifade seviyelerinde en fazla artis
79,89 kat ile MCL1 geninde belirlenmistir (p<0.001). Bunu takiben BCL2L2 geni 73,69
oraninda bir artis ile sonug¢lanmistir (p<0.001). Bu gen ailesinde BAG4 geni 1,39 kat
artis ile gen ifade seviyesinde en az artis1 gostermistir (p<0.001) (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13 Vulpinik asit muamele edilen A-375 hiicrelerinde BCL-2 gen ailesine ait
transkript ifade diizeyinin qRT-PCR analizi (***=p<0.001, **=p<0.01,
*=p<0.05)

TRAF gen ailesinin sonuglar1 incelendiginde gen ifade analizinde 5 gene ait anlamli
sonug¢ alinmigtir. TRAF6 85,63 kat ile gen ifade seviyesinde en fazla artig gosteren gen
olarak tespit edilmistir ve ardindan TRAF1 geni 73,52 kat artis gOstermektedir

(p<0.001). TRAF gen ailesinin iiyesi TRIP geni 3,63 kat artis gostererek gen ifade
seviyesinde en az artis1 saglamistir (Sekil 4.14).
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Kontrol TRAF1 TRAF6 TANK TRIP

Sekil 4.14 Vulpinik asit muamele edilen A-375 hiicrelerinde TRAF gen ailesine ait
transkript ifade diizeyinin qRT-PCR analizi (***=p<0.001, **=p<0.01,
*=p<0.05)

TNF gen ailesinin sonuglariin analizinde TNFRSF10D gen tiyesi 67,34 kat artis ile gen

ifade seviyesi en fazla artig gosteren gen olarak sonuglandirilmistir (p<<0.001). Bunu

takiben TNFRSF8, TNFRSF9 ve TNFSF13 genleri sirasiyla 58,08 (p<0.001), 51,15 ve

42,52 (p<0.001) kat artis gostermistir. TNF gen ailesinde en az gen ifade seviyesi artisi

gosteren 1,38 kat ile TNFRSF21 geni olmustur (p<0.001). TNFSF7 geni ise 1,98 kat

artiy gostermistir (p<0.001). TNF gen ailesinde TNFRSF10C geninin ise 0,16 kat

oraninda gen ifade seviyesinde azaldigi belirlenmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15 Vulpinik asit muamele edilen A-375 hiicrelerinde TNF gen ailesine ait
transkript ifade diizeyinin qRT-PCR analizi (***=p<0.001, **=p<0.01,
*=p<0.05)

Apoptozla ilgili diger gen ailesi iiyelerinin analizlerine bakildiginda en fazla gen ifade
seviyesi artis1 62,39 kat oraninda TP53 geninde tespit edilmistir (p<0.01) (Sekil 4.16).
Bu gen ailesinde gen ifade seviyesinde en az artig gosteren gen ise 5,95 kat ile TP73L

geni olmustur. Apoptozla ilgili diger gen ailesi liyelerinden BIRCS5 geninde 0,96 kat
orantyla gen ifade seviyesinde azalma oldugu belirlenmistir (p<0.001) (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16 Vulpinik asit muamele edilen A-375 hiicrelerinde Apoptozla ilgili diger gen
ailesi lyelerine ait transkript ifade diizeyinin qRT-PCR analizi (***=p<0.001,
**=p<0.01, *=p<0.05)

Melanom kanserine vulpinik asit uygulamasi sonucu hedef gen ifadesi analizinin
sonuclar1 Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2 Vulpinik asit muamele edilen A-375 hiicrelerinde biitiin gen ailesi tiyelerine
ait kontrole gore gen ifade degisim oranlari (1: ifade seviyesi artisi, |:
ifade seviyesi azalmast)

Gen ailesi Gen ifade Degisimi Oram Kontrole p-degeri
gore ifade
degisim
durumu
CASP1 11,79 T p<0.01
CASP2 2,43 T p<0.01
CASP3 0,49 l p<0.001
CASP4 0,56 l p<0.001
Kaspaz Ailesi CASP5 3,29 T p<0.05
CASP6 1,14 T p<0.001
CASP7 0,87 l p<0.001
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Cizelge 4.2 Vulpinik asit muamele edilen A-375 hiicrelerinde biitiin gen ailesi tiyelerine
ait kontrole gore gen ifade degisim oranlart (1: ifade seviyesi artisi, | :
ifade seviyesi azalmasi) (devam)

Gen ailesi Gen ifade Degisimi Oram Kontrole p-degeri
gore ifade
degisim
durumu
CASP8 6,02 T p<0.05
CASP10 1,40 T -
CASP8AP2 2,35 T p<0.05
CHEK1 7,11 T -
Kinaz Ailesi
CHEK2 0,73 l p<0.01
RIPK2 5,86 T -
BCL2 10,90 T p<0.001
BCL2L2 73,69 T p<0.001
BCL2A1 7,14 T p<0.001
BCL10 27,86 T p<0.001
BCL-2 Ailesi BAG1 3,81 T p<0.001
BAG3 8,92 T p<0.05
BAG4 1,39 T p<0.001
BAX 2,94 T p<0.001
BOK 33,13 T p<0.001
MCL1 79,89 T p<0.001
HRK 34,86 T p<0.001
BCL2L1 21,56 T p<0.001
BNIP3 5,31 T -
TRAF1 73,52 T p<0.001
TRAF Ailesi
TRAF5 46,31 T p<0.01
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Cizelge 4.2 Vulpinik asit muamele edilen A-375 hiicrelerinde biitiin gen ailesi tiyelerine
ait kontrole gore gen ifade degisim oranlart (1: ifade seviyesi artisi, | :
ifade seviyesi azalmasi) (devam)

Gen ailesi Gen ifade Degisimi Oram Kontrole p-degeri
gore ifade
degisim
durumu
TRAF6 85,63 T p<0.001
TANK 21,81 T p<0.01
TRIP 3,63 T -

TNF Ailesi TNFRSF11B 6,51 T p<0.001
TNFRSF21 1,38 T p<0.001
TNFSF7 1,98 T p<0.001
TNFRSF8 58,08 T p<0.001
TNFRSF9 51,15 T -
TNFRSF10A 16,53 T -
TNFSF13 42,52 T p<0.001
TNFRSF10C 0,16 l -
TNFRSF10D 67,34 T p<0.001
TNFSF15 19,34 T p<0.05
TNFSF4 38,59 T p<0.001
CD40 34,22 T p<0.001
FASLG 12,21 T p<0.001
LTBR 9,34 T p<0.001
ATM 20,77 T p<0.001
BFAR 12,30 T p<0.001
CARD4 24,70 T p<0.05
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Cizelge 4.2 Vulpinik asit muamele edilen A-375 hiicrelerinde biitiin gen ailesi tiyelerine
ait kontrole gore gen ifade degisim oranlart (1: ifade seviyesi artisi, | :
ifade seviyesi azalmasi) (devam)

Gen ailesi Gen ifade Degisimi Oram Kontrole p-degeri
gore ifade
degisim
durumu
Apoptoz Iliskili BIK 20,30 T p<0.001
Diger Gen Ailesi
. CRADD 10,39 T p<0.001
Uyeleri
DFFA 10,85 T p<0.001
DFFB 16,45 T p<0.001
TP53 62,39 T p<0.01
FADD 11,00 T p<0.001
TP73L 5,95 T -
GADDA45A 12,10 T p<0.001
BRE 7,28 T p<0.001
RPA3 16,34 T p<0.001
CIDEB 14,86 T p<0.05
BIRC1 22,42 T p<0.001
BIRC2 19,84 T p<0.001
BIRC3 27,54 T p<0.001
BIRC4 18,46 T p<0.05
BIRC5 0,96 l p<0.001
BIRC6 10,88 T p<0.001
MYD88 10,06 T p<0.001
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Vulpinik asit muamele edilen A-375 hiicrelerinde apoptoz panaeline ilaveten hiicre
proliferasyonu ve hiicre dongiisii yolaklarinda islev gosteren MYC, FOXO3, CLSPN,
CDKN2A, ACVR1B, E2F4, PPP2CA genlerinin de transkript ifade diizeyinin analizi
gRT-PCR cihaz ile degerlendirilmistir. CLSPN gen ifade seviyesinde 0,75 (p<0.001)
kat azalma oldugu belirlenmistir. MYC, FOXO3, CDKN2A, ACVR1B, E2F4 ve PPP2CA
genlerinin ifade seviyeleri sirasiyla 5,99 (p<0.05), 1,84 (p<0.001), 1,99 (p<0.01), 4,18
(p<0.05), 4,24 ve 3,61 kat artis gostermistir (Sekil 4.17). Analizdeki grafikte gen ifade
seviyesinin farklilasmasi 1 kat sayisina oranlanarak gosterilmistir. Analizlerde

istatistiksel anlamlilik p<0.05 oranina gore hesaplanarak ifade edilmistir.
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Kontrol MYC FOXO3 CLSPN CDKN2A ACVR1B E2F4 PPP2CA

Sekil 4.17 Vulpinik asit muamele edilen A-375 hiicrelerinde hiicre proliferasyonu ve
hiicre dongtisii ilgili diger gen ailesi liyelerine ait transkript ifade diizeyinin qRT-PCR
analizi (***=p<0.001, **=p<0.01, *=p<0.05)
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Cizelge 4.3 Vulpinik asit muamele edilen A-375 hiicrelerinde MYC, FOXO3, CLSPN,
CDKN2A, ACVR1B, E2F4, PPP2CA genlerine ait kontrole gore gen ifade
degisim oranlar1 (T : ifade seviyesi artisi, | : ifade seviyesi azalmasi)

Gen ailesi ifade Degisimi Oram Kontrole p-degeri

gore ifade
degisim

durumu

MYC 5,99 1 p<0.05
FOXO03 1,84 1 p<0.001
CLSPN 0,75 l p<0.001
Hiicre dongiisii ve
CDKN2A 1,99 ’I‘ p<0.01
hiicre
proliferasyonunda ACVR1B 4,18 ’I‘ p<0.05
srevli senl
gorevli genler Eooh 424 T
PPP2CA 3,61 T -

Vulpinik asit muamelesi sonrast A-375 hiicrelerinde apoptoz yolagmna ait transkript
ifade diizeyinin analizi qRT-PCR cihaz1 ile degerlendirilmesinden sonra en ¢ok ifade
degisikligi gosteren CASP3, CASP8, BCL-2, TP53, CHEK1, BAX, TRAF1 genlerinin
ifade diizeyi melanosit hiicrelerinde de analiz edilmistir. CASP8 ve BCL-2 genlerinde
sirastyla 0,13 (p<0.05) ve 0,95 kat gen ifade seviyesinde azalma oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.18). CASP3, TP53, CHEK1, BAX ve TRAF1 genlerinde ise sirasiyla 2,23,
17,21, 3,86 (p<0.01), 1,13 ve 7,09 (p<0.001) kat olmak {iizere gen ifade seviyelerinde
artis gostermistir (Sekil 4.18). Analizdeki grafikte gen ifade seviyesinin farklilagmasi 1
kat sayisina oranlanarak gosterilmistir. Analizlerde istatistiksel anlamlilik p<0.05

oranina gore hesaplanarak ifade edilmistir.
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MELANOSIT HUCRE HATT:

20
18
16
14
12
10

Gen ifadesi degisimi

_-% == **E

Kontrol CASP3 CASP8  BCL2 TP53 CHEK1  BAX TRAF1

o N B OO

Sekil 4.18 Vulpinik asit muamele edilen melanosit hiicrelerinde transkript ifade
diizeyinin qRT-PCR analizi (***=p<0.001, **=p<0.01, *=p<0.05)

Cizelge 4.4 Vulpinik asit muamele edilen melanosit hiicrelerinde CASP3, CASPS8,
BCL-2, TP53, CHEK1, BAX, TRAF1 genlerine ait kontrole gore gen ifade

degisim oranlari ( 1 : ifade seviyesi artis1, | : ifade seviyesi azalmasi)

Gen ailesi ifade Degisimi Oram Kontrole p-degeri
gore ifade

degisim

durumu
Kaspaz Ailesi CASP3 2,23 T -
Kaspaz Ailesi CASP8 0,13 l p<0.05
BCL-2 Ailesi BCL2 0,95 l -
BCL-2 Ailesi BAX 1,13 T -
Apoptoz iliskili ~ TP53 17,21 ’I‘ -
Diger Gen Ailesi
Uyesi
Kinaz Ailesi CHEK1 3,86 T p<0.01
TRAF Ailesi TRAF1 7,09 T p<0.001
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A-375 ve melanosit hiicre hatlarina Vulpinik asit uygulamasi sonras1 CASP3, CASPS,
BCL-2, TP53, CHEK1, BAX ve TRAF1 genlerinde ifade seviyeleri karsilastiriimistir
(Sekil 4.19).

E Melanosit hiicre hatt1 = A-375 hiicre hatt1
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Sekil 4.19 CASP3, CASP8, BCL-2, TP53, CHEK1, BAX, TRAF1 genlerinin ifade
seviyelerinin melanosit ve A-375 hiicre hatti ile karsilagtirllmasit (***=p<0.001,
**=p<0.01, *=p<0.05)
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5. TARTISMA ve SONUC

Melanom, deri kanserinin en Slimciil tiiriidiir ve goriilme siklig1 oranlart dnlenebilir
diger kanser tiirlerinden daha hizli artig gostermektedir (O’Neill ve Scoggins 2019,
American Cancer Society 2019). Melanom kanserinin O6zellikleri ilk yillarda bilim
adamlar1 tarafindan agiklanmistir fakat etkili terapotik ilaglar hala eksikligini
gostermektedir (Lee vd. 2013, Liao vd. 2017). Tez kapsaminda bir liken sekonder
metaboliti olan vulpinik asitin insan deri maling melonomdan tiiretilen hiicre hatt1 A-
375 ve insan epidermal melanosit hiicresine muamelesi sonucunda antiproliferatif ve
apoptotik etkisi arastirilmistir. XCELLigence gercek zamanli hiicre analiz sistemiyle
vulpinik asitin A-375 ve melanosit hiicre hatlarinda antiproliferatif etkisi belirlenmistir.
Vulpinik asitin apoptotik etkisi Kaspaz-3 aktivitesi analizi, mRNA boyutunda
incelenmistir. Daha Onceki literatiir ¢alismalarinda ila¢ adayr molekiilii olan vulpinik
asitin malignant melanom A-375 kanser hiicresi iizerine etkisinin arastirilmamis olmasi

tezin 6zglinliiglinl olusturmaktadir.

Vulpinik asit daha 6nceki ¢aligmalarda farkli hiicre hatlarityla muamele edilerek hiicre
canliligi ve sitotoksik etkisi belirlenmistir. Koparal’in 2015’de gerceklestirdigi
calismada HepG2 hepatokarsinom hiicrelerine, NS20Y noroblastoma hiicrelerine ve
HUVEC endotel hiicrelerine vulpinik asit muamele ederek hiicre canliligin1 belirlemek
icin MTT analizi yapilmistir (Koparal 2015). 24. saatte 1Csp degerleri HUVEC hiicre
hatt icin 1890 uM, NS20Y hiicre hattinda 176 uM, HepG2 hiicre hattinda ise 356 uM
bulunmustur. 48. saatteki ICsp degerleri ise HUVEC, NS20Y ve HepG2 hiicre hatlari
igin sirastyla 231, 68, 164 uM bulunmustur (Koparal 2015). HepG2 ve NS20Y kanser
hiicre hatlarina kiyasla vulpinik asidin HUVEC'ler i¢in 6nemli 6l¢iide daha az toksik
oldugunu belirlemislerdir (Koparal 2015). Vulpinik asit HepG2 ve NS20Y kanser hiicre
hatlari, normal HUVEC hiicre hattina gore daha sitotoksik oldugunu ve vulpinik asitin
giiclii anti-anjiyojenik potansiyel gosterdigini bulmuslardir (Koparal 2015). Tez
kapsaminda Literatiire uyumlu olarak A-375 hiicre hattina yiiksek konsantrasyonlarda
Vulpinik asit muamelesi yapilmis ve Vulpinik asit i¢in yliksek konsantrasyonlu bir 1Csg

degerinin (125 uM) bulunmasi yine literatiir sonug¢larina uyumlu oldugu belirlenmistir.
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Karaosmanoglu vd. 2015 yilinda yapilan c¢alismalarinda vulpinik asitin insan
hepatoseliiler karsinoma hiicre hattt HepG2 ve embriyonik sigan fibroblast hiicre hatti
F2408 tizerindeki sitotoksik ve apoptotik etkileri arastirilmistir. Vulpinik asitin
sitotoksisitesi MTT ve nétral kirmizi alim yontemi ile belirlenmistir (Karaosmanoglu
vd. 2015). Bu iki hiicre hattinda zamana ve doza bagl olarak vulpinik asitin dnemli
derecede sitotoksik etkiye sahip oldugu gézlemlenmistir (Karaosmanoglu vd. 2015). 48
saat sonra ICsp degeri HepG2 hiicre hatti i¢in 300-400 uM, F2408 hiicre hattt1 igin ise
450-500 pM bulunmustur (Karaosmanoglu vd. 2015). Boylelikle Vulpinik asitin normal
ve hepatoseliiler karsinom hiicre biiyiimesini inhibe ettigi  belirlenmistir
(Karaosmanoglu vd. 2015). Tez igeriginde Vulpinik asitin A-375 melanom hiicre
hattina ve normal melanosit hiicrelerine uygulanarak anti-proliferatif ve apoptotik

etkisinin arastirilmasi yapilan ilk ¢alismadir.

Bir diger ¢alismada Varol vd. 2016°da yayimladiklar1 ¢alismada vulpinik asitin insan
keratinosit hiicre hattinda (HaCaT) ultraviyole B (UVB) kaynakli hasara karsi
fotokoruyucu etkisini arastirmislardir (Varol vd. 2016). Hiicre canliligi analizi MTT
analizi ile belirlenmistir. 2.5 J/cm2 UVB HaCaT hiicre hattina kars1 1Csp degeri olarak
bulunmustur (Varol vd. 2016). Vulpinik asitin toksik olmadigi ve hatta 800 uM vulpinik
asitin UVB'nin neredeyse tim toksik etkilerini 6nledigi gézlemlenmistir (Varol vd.
2016). Boylece vulpinik asitin fotokoruyucu etkisi belirlenmis ve bu 6zelligiyle timit

verici oldugu bulunmustur (Varol vd. 2016).

Kim vd.’nin 2017°deki caligmalarinda ise vulpinik asit dort akciger adenokarsinom
hiicre hattt A549, NCI-H1264, NCI-H1299, Calu-6 hattina, iki pankreas duktal
adenokarsinom hiicre hatti PANC-1, MIA PaCa-2 hiicre hattina ve hepatoseliiler
karsinom hiicre hattt HepG2 hiicre hattina muamele edilerek WST-1 analizi ile
sitotoksik etkileri belirlenmistir (Kim vd. 2017). 1Csy degerleri A549, HepG2, MIA
PaCa-2, Calu-6, PANC-1, NCI-H1264 ve NCI-H1299 hiicre hatt1 i¢in sirasiyla 41.86,
60.35, 21.65, 79.22, 146.17, 30.67 ve 86.61 pM bulunmustur (Kim vd. 2017). Vulpinik
asit tedavisi, tedavi edilmemis kontrollere kiyasla analiz edilen tiim kanser hiicre
hatlarinda hiicre canliligin1 6nemli 6l¢iide azaltti belirlenmistir (Kim vd. 2017). Tez

calismasinda Insan epidermal melanosit hiicre hatti igin ise 1Cso degeri olarak 25 uM
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olarak hesaplanmistir ve Vulpinik asit A-375 hiicre hattina kiyasla melanosit

hiicrelerinde hiicre canliligin1 6nemli dl¢iide etkilememistir.

Melanom hiicrelerine daha onceki caligmalarda farkli dogal bilesikler uygulanarak
etkileri arastirilmistir. Liao vd.’nin 2017°deki yayinladiklar1 ¢alismada geleneksel bir
Hint baharati olan zerdegaldan (Curcuma longa) elde edilen Curcumin'in (Jeenger
2015) insan melanomu A-375 hiicrelerinin oksidatif strese bagli apoptozunu ve altta
yatan mekanizma arastirilmistir (Liao vd. 2017). Hiicre canliligi deneyi MTT analizi ile
yapilmustir. Curcumin'in  A-375 hiicrelerinin zamana ve doza baglh olarak hiicre
oliimiinii indiikledigini belirlemislerdir (Liao vd. 2017). 48. saatte, Curcumin'in A375
hiicreleri i¢in ICsq degeri 80 uM bulunmustur (Liao vd. 2017). Farkl literatiir sonuglari
Curcumin'in diisiik konsantrasyonlarda antioksidan yetenege sahip oldugu belirtilmesine
ragmen (Banerjee vd. 2008, Chen vd. 2011, Kma 2014), Liao vd.’nin 2017’deki
calismalarinda bunun aksini bulmuslardir ve bunun farkli hiicresel modellerle iliskili
olabilecegini belirlemislerdir (Liao vd. 2017). Ek olarak bagirsak ve karacigerdeki
yaygin metabolizmast nedeniyle zayif klinik biyoaktivitesi ile curcuminin,
gastrointestinal sistemde birkag saat boyunca konsantrasyonlarmi koruyamamis
oldugunu belirterek (Phan 2003, Li vd. 2015, Mukkavilli vd. 2015) Curcumin'in oral
uygulamasiin sinirlt oldugunu ve intravendz enjeksiyon, intramiiskiiler enjeksiyon,
hipodermik enjeksiyon vb. yontemlerinin (Zanella ve Haddock 2007, Chiu vd. 2011,
Sinclair vd. 2013) ¢6ziim olabilecegini tespit etmislerdir (Liao vd. 2017). Tez
kapsaminda Vulpinik asitin A-375 hiicre hatt1 igin yiiksek konsantrasyonlu bir ICsg
degerinin bulunmasinin, vulpinik asitin melanom deri kanseri tedavisi i¢in topikal yol,
enjeksiyon yolu, transdermal yol (Pharmapproach 2020) gibi diger ilag uygulama

yollariin kullanilmasi 6nerilmektedir.

Melanom hiicrelerinde hiicre canliligin1 belirlemek icin MTT analizinin yan1 sira RTCA
sistemi kullanilan farkli calismalar gerceklestirilmistir. Looi vd. 2013 yilinda
gerceklestirdikleri calismada genellikle siyah kimyon olarak bilinen ve yaygin olarak
korili baharat karisimlar1 olarak kullanilan Centratherum anthelminticum tohumlarinin
kloroform fraksiyonunun (CACF) insan melanom hiicreleri itizerindeki anti-kanser

etkisini aragtirmiglardir (Looi vd. 2013). MTT analizi ile bu bilesigin A-375 hiicreleri
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tizerinde 1Cso <10 pg / ml ile en yiiksek sitotoksisite, normal primer melanositler i¢in
daha az toksik etki gosterdigi belirlenmistir (Looi vd. 2013). Daha sonra RTCA analizi
gerceklestirilmistir. RTCA analizinde CACF ile muameleden sonra A-375 hiicreleri
proliferasyonunun doza bagl bir sekilde azaldigi gosterilmistir (Looi vd. 2013). A375
hiicreleri 6.25 pg / ml'de yavas bir hizda ¢ogalmis, 2.5 pg / ml CACF ile tedavi
edildiginde ¢ogalma duragan kalmistir (Looi vd. 2013). Yiiksek konsantrasyonda (50
ng / ml) CACF ile muameleden yaklasik 1-2 saat sonra yliksek dozlarda akut toksisite
gozlemlenmistir. Hem MTT hem de RTCA sonuglari CACF ile tedavinin A-375
melanom hiicrelerinin ¢ogalmasin1 doza ve zamana bagli bir sekilde inhibe ettigi
belirlenmistir (Looi vd. 2013). Tez kapsaminda 200 uM’dan daha yiiksek
konsantrasyonlarda uygulanan Vulpinik asitin A-375 hiicrelerinin canliligini 6nemli
Olglide azaltmasi bu konsantrasyondan daha fazlasinda sitotoksik etkisi oldugunu

gostermistir.

Liu vd. 2015’teki ¢alismalarinda deniz kaynakli bir Penicillium citrinum mantarindan
izole edilen yeni bir alkaloid olan Penisitrin A’nin insan melanom A-375 hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkisini ve apoptoz ve metastazi arastirilmistir (Liu vd. 2015).
RTCA analizi ile A-375 hiicrelerinde penisitrin A'nin anti-proliferatif etkisi ve hiicre
canlilig1 belirlenmistir. Pozitif kontrol olarak kemoterapi ilac1 5-FU kullanilmigtir (Liu
vd. 2015). Penisitrin A muamelesi sonrasi A-375 hiicre hattinin IC50 degerleri 24.
Saatte 30,88 uM, 48. saatte 12,78 uM ve 72. saatte 7,06 uM; 5-Fu muamelesi sonrasi ise
24. saatte 134,86 uM, 48. saatte 65,96 uM ve 72. saatte 35,23 uM olarak belirlenmistir
(Liu vd. 2015). Penisitrin A’nin A-375 hiicrelerinin biiylimesini doza ve zamana bagl
bir sekilde engelledigi bulunmustur ve 5-FU'dan daha gii¢lii antikanser aktivitesine
sahip oldugunu belirlenmistir (Liu vd. 2015). Liu vd. ayn1 zamanda ¢alismalarinda A-
375 hiicrelerinde penisitrin A'nin hiicre gogiindeki islevini arastirmislardir (Liu vd.
2015). Yara iyilestirme analizi ile A-375 hiicreleri, penisitrin A (5, 10 veya 20 uM) ile
24 saat siireyle inkiibe edilmis ve 0. ve 24. saatte fotograflari ¢ekilmistir (Liu vd. 2015).
Hiicrelerin doza bagimli bir sekilde yarali alana gd¢ etmesinin Onemli oOlgiide
engellendigini belirlemiglerdir (Liu vd. 2015). Tez kapsaminda vulpinik asitin A-375
hiicrelerinde hiicre gocilinii ve hiicre-hiicre etkilesimini analiz etmek amaciyla yara

iyilesme deneyi yapilmistir. Vulpinik asitin kontrole gore A-375 hiicrelerinin yaral
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alana go¢ etmesini zamana bagli olarak engelledigi belirlenmistir. Vulpinik asit
muamelesi sonucu 0, 6, 12, 24, 48 ve 72. saatlerdeki yara alan1 sirasiyla 2387, 2075,
2660.33, 3002, 3036 ve 3071,66; kontrol grubunda ise 1193, 1506.33, 0.677, 0.459,
0.192 ve 0.187 olarak ImageJ programi ile hesaplanmustir.

Catiova vd.’nin 2018’de yaymladiklar1 ¢alismada farkli melanom hiicre hatlar1 A-375,
BOWES ve RPMI-7951 kullanilarak Flubendazol’iin (FLU) malign melanom
tizerindeki sitotoksik etkileri arastirilmistir (Canova vd. 2018). WST analizi ve RTCA
ile sitotoksisite belirlenmistir (Catiova vd. 2018). FLU, BOWES ve RPMI-7951
hiicreleri i¢in 1 uM ve A-375 hiicreleri i¢in 5 uM ile tedavi edildikten sonra 24. saatte
konsantrasyon ve zamana bagl sitotoksisite gosterildigi belirlenmistir (Cafova vd.
2018). RTCA sistemi ile bu doprulanmis ve ICsp degerleri A375, BOWES ve
RPMI7951 hiicre hatlar1 i¢in sirastyla 0.96 pM, 0.90 uM ve 0.25 pM bulunmustur
(Canova vd. 2018).

Tez kapsaminda A-375 hiicre hattina 100, 200, 400, 600, 800 ve 1000 puM
konsantrasyonlarinda vulpinik asit muamele edilmis ve RTCA analizi ile hiicre anti-
proliferasyonu belirlenmistir. XCELLigence RTCA sistemi elektriksel empedansa dayali
Olctim Ozelligiyle hiicre canliligi icin MTT gibi analizlerden farkli olarak hiicre
proliferasyonu hakkinda anlik olarak bilgi alinmasini saglamaktadir. A-375 hiicre hatti
igin 1Csq degeri 30. saatte 125,05 uM olarak hesaplanmistir. Vulpinik asitin muamelesi
sonucu A-375 hiicre hattinda 30. saate % 93.03 oraninda hiicre canliligini inhibe ettigi
belirlenmistir. Vulpinik asitin konsantrasyonun artmasiyla beraber hiicre canliligi da
buna bagl olarak azalmistir. Insan epidermal melanosit hiicre hatt1 25, 50, 75, 100 ve
200 uM konsantrasyonlarinda Vulpinik asit muamele edilmis ve XCELLigence RTCA
sistemi ile hiicre proliferasyonu belirlenmistir. insan epidermal melanosit hiicre hatti

icin ise ICsq degeri olarak 30. saate 25 pM olarak hesaplanmaigtir.

Kaspaz-3 aktivitesi kolorimetrik olarak gesitli ¢aligmalarda belirlenmistir. Ale vd.’nin
2011°de gergeklestirdikleri ¢alismada Sargassun henslowianum C.Agardh (FSAR) ve
Fucus vesiculosus (FVES) kaynakli Fukoz igeren siilfatlanmig polisakkarit (FCSP)

triinlerinin  melanom  hiicrelerinin  proliferasyonuna ve apoptozuna etkisini
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aragtirmiglardir (Ale vd. 2011). Fukoz igeren siilfatlanmis polisakkaritler (FCSP'ler)
deniz yosunlarindan ve o6zellikle kahverengi makro alglerden ekstrakte edilmektedir
(Ale vd. 2011). Kaspaz-3 kolorimetrik deneyi ile kaspaz-3 aktivitesi 6lgiilmiis ve doza
bagimhi bir sekilde artis gosterildigi belirlenmistir (Ale vd. 2011). Bu caligmada
FCSP'lerin tiimdr inhibe edici etkisi kaspaz-3'iin aktivasyonuyla da gosterilmistir (Ale
vd. 2011). Bir diger calismada Jiang vd. 2006 yilinda HUVEC hiicrelerinde nitrik oksit
sentazin (NOS) endojen bir inhibitorii olan asimetrik dimetilarginin (ADMA) kaynakl
apoptozu arastirmiglardir (Jiang vd. 2006). Kolorimetrik Kaspaz-3 analizi ile Kaspaz-3
aktivitesinin kontrole kiyasla artis gosterdigi belirtilmistir (Jiang vd. 2006). Calismada
Kaspaz-3'in endotel hiicrelerinde ADMA kaynakli apoptozda baskin bir hedef olarak
gore aldig1 dislintilmiistiir (Jiang vd. 2006). Yapilan tez kapsaminda ise Kaspaz-3
kolorimetrik analizi ile Kaspaz-3 aktivitesi belirlenmistir. Vulpinik asit muamelesi
sonras1 A-375 hiicrelerinde Kaspaz-3 aktivitesi kontrole kiyasla, A-375 hiicresinde 3,12
kat artis gostermistir. Tez ¢alismasinda A-375 hiicre hattinda Vulpinik asit aracili

apoptozun Kaspaz-3’e bagimli olarak bir yol izledigi anlagilmistir.

Timor protein 53, ¢esitli pro-apoptotik proteinlerin ifade seviyesini diizenler, 6liim
reseptorlerine aracilik eder ve genellikle sitoplazmada mitokondriyal yolaklari
diizenlemekte gorevlidir (Kruse ve Gu 2009, Yu vd. 2020). DNA hasari, ultraviyole
1sinlama, hipoksi, oksidatif stres ve 1s1 soku gibi stresler araciligiyla p53 hiicre
dongiisiinii ve ayn1 zamanda apoptozu diizenleyen genlerin ekspresyonunu uyarir (Yee
ve Vousden 2005, Riley vd. 2008, Green ve Kroemer 2009, Kim vd. 2019). Timor
baskilayic1 gen P53 ¢ekirdekte Fas reseptorii ve TRAIL reseptorii ekspresyonunu
artirarak digsal apoptotik yolag tetikler. Sitoplazma i¢indeyken ise PUMA, Bax, Bid ve
Noxa gibi pro apoptotik proteinlerin ekspresyonunu artirarak sitokrom c salinimi saglar
ve igsel apoptotik yolu tetikler. TP53 ek olarak apoptozomun APAF-1'ini etkinlestirir
(Fridman ve Lowe 2003, Maiuri vd. 2007, Mukhopadhyay vd. 2014). P53 aracili
apoptoz cesitli kanser hiicrelerinde aragtirilmistir. Kim vd. 2019°da yaptiklar1 calismada
uzun zamandir Dogu Asya'da cesitli rahatsizliklar i¢in bir gida takviyesi ve geleneksel
bitkisel ilag olarak kullanilan Rhus verniciflua Stokes 6ziitiiniin MCF-7 meme kanseri
hiicrelerinde apoptoza etkisini aragtirmislardir (Kim vd. 2019). Rhus verniciflua Stokes

Ozt muamelesi sonras1 Westen Blot analizi ile P53 ve P21 ekspresyonunun doza
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bagimli bir sekilde dnemli 6lcilide ifade seviyesinin arttig1 gosterilmistir (Kim vd. 2019).
Elde edilen bu sonugla P53 ve P21l'in bu caligmada apoptoza aracilik ettigini
belirlemislerdir (Kim vd. 2019). Bir diger ¢alismada Yu vd. (2020) belirli bir bitkisel
formiil olan Renshenwuweizi kaynatma isleminin A549 kiiciik hiicreli olmayan akciger
kanseri {izerindeki etkisini arastirmiglardir (Yu vd. 2020). Bu c¢alismada
Renshenwuweizi kaynatma islemi muamelesi ile P53 ifadesinin mRNA seviyesi gRT-
PCR analizi ile ve protein seviyesi western blot yontemi ile belirlenmis ve doza bagimli
bir sekilde P53 ifade seviyesinin artis gosterdigi belirlenmistir (Yu vd. 2020).
Renshenwuweizi kaynatma isleminin A-549 hiicre proliferasyonunu P53 yolu
araciligiyla apoptoz ve S-fazi hiicre dongiisii durdurulmasiyla azalttigini belirlemislerdir
(Yu vd. 2020). TP53 geninin melanomun ortaya ¢ikmasi ve gelismesinde 6nemli bir
isleve sahip oldugu belirtilmistir (Genov vd. 2016, Zhang vd. 2018). Li vd. 2019°da
gerceklestirdikleri ¢alismada farmakolojik bilesen bufadienolidlerin A-375 melanoma
hiicre hattindaki etkisini ve altta yatan mekanizmay1 arastirmay1 amaglamislardir (Li vd.
2019). Western blot sonuglarina bakildiginda Bcl-2 ve Kaspaz-3'iin ifade seviyelerinin
doza baglh bir sekilde azaldigi belirtilmistir (Li vd. 2019). Bunun tersi olarak Bax ve
P53 ekspresyon seviyeleri bufadienolidlerin konsantrasyonlarinin artmasiyla birlikte
onemli Olclide artis gosterdigi raporlanmistir (Li vd. 2019). Bu sonuglarin
gozlemlenmesiyle bufadienolidlerin apoptozu indiikleyebildigini ve tesvik edebildigini
ileri siirmiislerdir (Li vd. 2019). Ramadan vd. 2019°da gerceklestirdikleri ¢calismada cay
agact yaginin insan deri kanseri tipi malign melanom (A-375) ve yass1 epitel hiicreli
karsinom (HEp-2) hiicrelerine kars1 sitotoksik etkilerini aragtirmiglardir (Ramadan vd.
2019). A-375 ve HEp-2 hiicrelerinde ¢ay agaci yagi ile indiiklenen apoptozun altinda
yatan molekiiler mekanizmay1 anlamak i¢in P53, Bax ve Bcl-2 genlerinin mRNA ifade
seviyelerini belirlemislerdir (Ramadan vd. 2019). Sonug olarak proapoptotik genler olan
P53 ve Bax ifade seviyelerinin arttigi ve anti-apoptotik gen olan Bcl-2'nin gen ifade
seviyesinin azaldigini belirtmislerdir (Ramadan vd. 2019). Western blot sonuglar1 ise
cay agaci yaginin muamelesinden sonra A-375 ve HEP-2'de P53 ve Bax pro-apoptotik
proteinlerinin ifade seviyelerinin arttig1 ve anti-apoptotik protein olan Bcl-2'nin ifadesi
cay agact yagl ile muamele edilmemis kontrol hiicrelerine gore inhibe edildigi
gosterilmistir (Ramadan vd. 2019). Sonug¢ olarak A-375 ve HEp-2 hiicrelerinde cay

agaci yag tarafindan indiiklenen apoptozun P53 ve Bax ifade seviyesini arttirdigi ve
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Bcl-2 gen ifade seviyesini azalttigi ve Kaspaz aktivasyonu ile iliskilendirildigi
raporlanmistir (Ramadan vd. 2019). Tez kapsaminda apoptoz yolagina ait genlerin
transkript ifade diizeyi qRT-PCR analizi ile gerceklestirilmistir. Vulpinik asit
muamelesi sonucu mMRNA boyutunda TP53 gen ifade seviyesinde 62,39 kat oraninda
(p<0.01) artis belirlenmistir. TP53 gen ifade seviyesindeki artisa bakildiginda A-375
melanom hiicrelerine Vulpinik asit muamelesi sonrast TP53 geninin apoptozu

uyarabilecegi ve tesvik edebilecegi belirlenmistir.

Survivin hiicre 6limii diizenlenmesinde rol oynamaktadir ve Kaspaz bagimli ve
bagimsiz yollarla apoptozu engelledigi belirlenmistir (Jaiswal vd. 2015). Ayni zamanda
bir P53 hedefidir ve P53, Survivin’in anti-apoptotik aktivitesini antagonize ederek
apoptozu aktif hale getirebilmektedir (Wang vd. 2004, Jaiswal vd. 2015). Survivin
malignant melanomada % 67.0 oraninda ifade edilmektedir (Nasr ve El-Zammar 2008,
Jaiswal vd. 2015). Survivin’in hiicre boliinmesi, apoptoz ve hareketliligindeki cesitli
islevleri melanom tiimor gelisimi ve metastazi ile iliskilendirilmistir (McKenzie ve
Grossman 2012). Survivin inhibisyonu kemoterapinin etkinligini artirdigi da bilinen
timor hiicrelerinde kendiliginden olan apoptozu tesvik edebilme roliine sahiptir
(Zaffaroni ve Daidone 2002, Wall vd. 2003, Wu vd. 2013). Wu vd. 2013’te
gerceklestirdikleri ¢alismada Herba epimedii‘den izole edilen icariside II'nin
melanomdaki antitiimor etkilerini ve apoptoz mekanizmasini arastirmislardir (Wu vd.
2013). Western blot analizi ile Survivin ifadesinin doza bagimli bir sekilde azaldig
goriilmistir (Wu vd. 2013). Bu g¢alismada icariside Il tarafindan meydana gelen
apoptozun azalmis Survivin tarafindan da olustugu belirlenmistir (Wu vd. 2013). Tez
calismasinda Vulpinik asit muamelesi sonra mMRNA boyutunda gen ifade seviyesi
bakilan survivin geninin 0,96 oraninda (p<0.001) azaldig1 goriilmektedir. Vulpinik asit
muamelesi sonrast A-375 hiicrelerinde survivinin inhibe edilerek apoptoza katki

sagladig belirlenmistir.

Kontrol noktast kinaz 1 (CHEK1), hiicre dongiisii diizenlemesinde ve DNA hasar
tepkisinde onemli bir role sahiptir (Patil vd. 2013). RIPK2 ise TRAF1, TRAF5 ve
TRAFG'ya baglanan ve TNFR-1 ve CD40 reseptor sinyalleme komplekslerine katilarak
hiicre oliimiini indiikleyen bir kinazdir (McCarthy vd. 1998). CHECK2, genomik
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stabiliteyi korumak ve timor olusumunu baskilamak i¢in hiicre dongiisii diizenlemesine
ve apoptoza aracilik eder (Mustofa vd. 2020). Tez kapsaminda CHEK1 ve CHECK2 gen
ifade seviyesi sirasiyla 7,11 ve 5,86 kat artis géstermistir ve CHECK2 gen ifade seviyesi

ise 0,73 kat gen ifade seviyesinde azalma belirlenmistir.

MYC onkogeni hiicre dongiisii ve tiimor donilisiimiinde gorev almasinin yani sira
apoptozun indiikleyicisi olarak da belirlenmistir (Askew vd. 1991, Evan vd. 1992,
Meyer vd. 2006). FOXQO’lar Fas ligand1 ve TNF ile iligkili apoptozu uyaran ligand ve
Bim, bNIP3 ve Bcl-XL gibi Bcl-2 gen aile iiyelerinide kapsayan Oliim reseptor
ligandlarinin ifadesini uyararak mitokondriden hem bagimsiz ve hem bagimli bir
sekilde apoptozu tetiklemekte gorev almaktadirlar (Fu ve Tindall 2008). Timor
baskilayic1 gen olan CDKNZ2A hiicre dongiisii ilerlemesi, hiicresel yaslanma ve
apoptozda rol oynamaktadirlar (Jiao vd. 2018). Tez kapsaminda MYC, FOXO3,
CDKN2A genlerinde sirasiyla 5,99 (p<0.05), 1,84 (p<0.001) ve 1,99 (p<0.001) kat artis
belirlenmistir. Semple vd. 2007°deki ¢alismalarinda CLSPN’nin anti-apoptotik aktivite
gosterdiklerini ve CLSPN’nin hiicrelerden yok olmasinin apoptozu daha fazla
tetikledigini belirtmislerdir (Semple vd. 2007). Tez ¢alismasinda da CLSP geninin 0.75
(p<0.001) kat azalarak apoptozu uyarabilecegi belirlenmistir.

Apoptotik kaskadlar dissal ve igsel yolak olmak iizere iki ana yolagi izlemektedirler
(Singh ve Bose 2015). Digsal yolak esas olarak sitoplazmik olmasma ve igsel yolak
mitokondriden kaynaklanmasina ragmen bu yolaklardaki molekiiller birbirleriyle
iletisim kurabilirler ve bu belirli terap6tik miidahaleye yonelik karisikligi ¢ozmede katki
saglayabilirler (Singh ve Bose 2015). Kaspazlar, apoptotik kaspazlar tarafindan
uygulanan apoptoz ve enflamatuar kaspazlar tarafindan gerceklestirilen piroptoz gibi
hiicresel 6liimle sonuglanan sinyal olaylarini ortaya c¢ikarmak ve yaymakla gorevli
proteazlardir (Ramirez ve Salvesen 2018). Omurgalilarda apoptotik kaspazlar baslatici
(Kaspaz-8, Kaspaz—9 ve Kaspaz—10) ve efektor (Kaspaz-3, Kaspaz—6 ve Kaspaz—7)
kaspazlar olmak {izere alt bolimlere ayrilabilir (Fuentes-Prior ve Salvesen 2004,
Ramirez ve Salvesen 2018). Son veriler Kaspaz-2'nin hiicre dongiisii diizenlemesine
katildigin1 gostermistir (Fava vd. 2012, Ramirez ve Salvesen 2018). Kaspaz-1, 4, 5 ise
enflamatuar kaspaz olarak biyolojik role sahiptirler (Ramirez ve Salvesen 2018). Tez
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kapsaminda qRT-PCR analizi ile mRNA boyutunda Kaspazlarin gen ifade seviyeleri
incelenmistir. Baglatici Kaspazlar olan Kaspaz-8 ve Kaspaz—10’un ifade seviyeleri
sirasiyla 6,02 (p<0.05) ve 1,40 kat artis gostermektedir. Efektor kaspazlar Kaspaz-3 ve
Kaspaz-7’nin ifade seviyeleri sirasiyla 0,49 (p<0.001) ve 0,87 (p<0.001) kat azalis
gosteritken Kaspaz-6'nin ifade seviyesinin 1,14 (p<0.001) kat artmis oldugu
belirlenmistir. Enflamatuar Kaspazlar Kaspaz-1 ve Kaspaz- 5’in ifade seviyeleri
sirasiyla 11,79 (p<0.01), 3,29 p<0.05 kar artis gosterirken Kaspaz-4 ifade seviyesi 0,56
(p<0.001) kat azaldigi belirlenmistir. Kaspaz-2 ifade seviyesi ise 2,43 (p<0.01) kat
artmistir. Tez kapsaminda Kaspaz-8 ve Kaspaz—10’un gen ifade seviyesindeki artiglar
vulpinik asit aracili apoptozun baslamasinda katki olusturdugunu, Kaspaz-6 gen ifade
seviyesindeki artisin apoptozu efektér olarak etkileyebildigi belirlenmistir. Ayni
zamanda enflamatuar Kaspazlar Kaspaz-1 ve Kaspaz- 5’in ifade seviyesindeki artiglar

Vulpinik asit aracili apoptozun uyarildigini gostermektedir.

Mitokondriyal yolak olarak da bilinen apoptozun igsel yolagi, UV radyasyonu, besin
yoksunlugu, oksidatif stres ve replikasyon stresi gibi olumsuz ¢evresel kosullari
tarafindan baslatilir. Igsel yolak mitokondriyal gegirgenligi ve ardindan sitokrom ¢
salimmi arttirmak igin etki eden Bcl-2 ailesindeki proapoptotik ve antiapoptotik
molekiiller tarafindan diizenlenmektedir (Wong 2011, Broussard vd. 2018). Bcl-2
ailesinin en Onemli gorevi apoptozun igsel (mitokondriyal) yolaklarinin baglamasini
diizenlemektir (Youle ve Strasser 2008, Czabotar vd. 2014, Hatok ve Racay 2016). Son
aragtirmalar, Bcl-2 ailesinin otofaji, endoplazmik retikulum (ER) stres tepkisi, hiicre igi
kalsiyum dinamikleri, mitokondriyal dinamikler ve enerji metabolizmas1 ve hiicre
dongiisi ilerlemesi gibi hiicre hayatta kalmasi lizerinde giiglii bir etkiye sahip diger
hiicre i¢i yolaklarin diizenlenmesinde de onemli roller sergiledigini belirlemislerdir
(Rong ve Distelhorst 2008, Szegezdi vd. 2009, Rodriguez vd. 2011, Galluzzi vd. 2012,
Bonneau vd. 2013, Hardwick ve Soane 2013, Urra vd. 2013, Akl vd. 2014, Lewis vd.
2014, Lindgvist vd. 2016, Vervliet vd. 2016, Hatok ve Racay 2016). BCL-2 proteinleri
tic alt grup altinda siniflandirilir: anti-apoptotik (BCL-2, MCL-1, BCL-xL gibi), pro-
apoptotik efektorler (BOX , BAK ve BAX) ve pro-apoptotik sadece BH3 proteinleri
(BAD, BID, BIM gibi). Bu proteinlerin tiimii en az bir korunmus BCL-2 Homoloji alani
(BH) icermektedirler (Singh ve Bose 2015). Apoptozun digsal yolagi ise, FasL ve
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TNFo'nin ilgili reseptorleri Fas ve TNF'ye baglanmasinin aracilik ettigi olim
reseptoriidiir. Bu reseptorlerin baglanmasi, Fas ile iligkili 6liim alan1 (FADD), proenzim
kaspaz 8 ve TNF reseptori ile iliskili 6liim alan1 (TRADD) gibi proteinleri birlestiren
bir 6liim alanin1 aktif hale getirir (Wong 2011, Broussard vd. 2018).

Melanomda hem igsel hem de dissal apoptoz yolagin aktive oldugu caligmalar
yaymlanmistir. Hamsa ve Kuttan’in 2011 yilinda gergeklestirdikleri ¢aligmada
Harmin’in B16F-10 hiicrelerindeki apoptozun roliinii arastirmiglardir (Hamsa ve Kuttan
2011). RT-PCR analizi ile Bcl-2, P53, Kaspaz-3, 8, 9, Bid ve Bax genlerinin ifadesi
Olgtilmistiir (Hamsa ve Kuttan 2011). Harmin muamelesi ile Bcl-2 geninin ifadesinin
azaldigi, P53, Kaspaz-3, 8, 9, Bid ve Bax genlerinin ifadesinin ise artis gosterdigini
bulmuslar ve bu sonuglar ile Harmin muamelesinin apoptozda, hem i¢sel hem de digsal
yolakta rol oynadigini belirlemislerdir (Hamsa ve Kuttan 2011). Kwon vd.’nin 2013’te
gerceklestirdikleri bir diger ¢alismada ise Triptolide’in melanom hiicresi SK-MEL-2
tizerine hiicre dldiiriicii etkisi arastirilmistir (Kwon vd 2013). Western blot ile Kaspaz-8
ve Kaspaz-9'un protein seviyelerine bakildigi zaman Pro-kaspaz-8 ve Pro-kaspaz-9'un
protein seviyeleri doza bagli bir sekilde azalis gosterirken bunlarmm boliinmiis
formlarinin protein seviyeleri artmistir (Kwon vd 2013). Triptolide’in ayn1 zamanda
Kaspaz-3'in aktivasyonuna ve daha sonra PARP'In bolinmesine neden oldugu
bulunmustur (Kwon vd 2013). Sonuglar birlikte incelendiginde Triptolide’in apoptozda
iki yolagida etkilemis oldugu belirtilmistir (Kwon vd 2013). Dis yolakla apoptozu
dogrulamak i¢in Fas, FasL ve FADD seviyelerine bakilmis ve Fas ve FADD'nin ifade
seviyeleri artig gosterirken FasL, mMRNA ve proteinin ifade seviyelerinde dikkate deger
bir degisiklik belirlenmemistir (Kwon vd 2013). Ayr olarak Bid seviyesi azalmistir ve
bunun tBid dretimiyle sonuglandigi belirlenmistir (Kwon vd 2013). SK-MEL-2
melanom hiicrelerinde Triptolide ile apoptozun tBid araciligiyla digsal yolak ile igsel
yolak aracilik edebilecegi belirlenmistir (Kwon vd 2013). igsel yolakla apoptozu
dogrulamak i¢in ise Bcl-2, Bax ve Sitokrom-c seviyelerine bakilmistir (Kwon vd 2013).
Triptolide muamelesiden sonra Antiapoptotik protein olan Bcl-2 seviyesi azalirken,
proapoptotik protein olan Bax seviyesi artis gostermistir (Kwon vd 2013). Triptolide
muamelesiden sonra doza bagimli bir sekilde sitokrom c¢c’nin mitokondriden sitozole

salindig1 belirlenmistir (Kwon vd 2013). Bu sonuglarla birlikte SK-MEL-2 melanom
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hiicrelerinde Triptolide ile indiikklenen apoptozun igsel yolagr etkiledigi gosterilmistir
(Kwon vd 2013).

Timor nekroz faktorii (TNF) ailesi 19 ligand ve 29 reseptorden olusur ve viicutta
oldukga ¢esitli rolleri vardir (Aggarwal 2012). TNF ailesi kismen transkripsiyon faktorii
NF-kB'nin aktivasyonu yoluyla proinflamatuar aktivite gosterirler (Aggarwal 2012).
TNF ailesinin birkag tiyesi (TNF-a, TNF-f, GIRTL, BAFF, APRIL, TWEAK, RANKL,
CD27L, CD40L, OX40L, LT-p) ¢esitli mitojenle aktiflestirilmis kinazlarin aktivasyonu
yoluyla hematopoietik hiicreler tizerinde proliferatif aktivite sergiler, bazi tiyeleri (TNF-
a, TNF-f, FasL, CD30L, CD40L, 4-1 BBL, TRAIL, TWEAK, LIGHT, VEGI, EDA-A1,
EDA-A2) apoptozda rol oynar ve bazi iiyelerinin de (TNF-a, EDA-AL1, EDA-A2, FasL,
TRAIL) morfogenetik degisikliklerde ve farklilasmada rol oynadigi belirtilmistir
(Bhardwaj ve Aggarwal 2003, Gaur ve Aggarwal 2003, Aggarwal 2012). Tiim6r nekroz
faktorii Reseptorle iliskili Faktorler (TRAF'ler), birgok reseptdriin hiicre ici alanlariyla
etkilesime girerek sinyal iletiminde nemli rolleri bulunmaktadir (Arch vd. 1998, Luo
vd. 2016). TRAF6, proinflamatuar sitokinlere yanit olarak NF-kB yolagini aktive eden
bir sinyal doniistiiriicii olarak bilinmektedir ve onkogenik ozelliklere sahip oldugu
gosterilmistir (Cao vd. 1996, Beroukhim vd. 2010, Starczynowski vd. 2011, Meng vd.
2012, Sun vd. 2013, Sun vd. 2014, Luo vd. 2016). TRAF1 ise hiicre hayatta kalmasi,
proliferasyonu, farklilagmas1 ve stres tepkilerinin diizenlenmesinde rol oynamaktadir
(Chung vd. 2002, Rajandram vd. 2012). TRAF1'in ana gorevinin, TNF reseptoriiniin
veya T hiicre reseptoriinlin aktivasyonu ile indiiklenen apoptozun bastirilmasi oldugu
belirtilmektedir ve bu durumlarda anti-apoptotik bir role sahiptir (Sabbagh vd. 2006,
Rajandram vd. 2012). Tez kapsaminda apoptozun digsal yolaginda gorev alan ilgili
genler Kaspaz-8, TNF gen ailesi, Timor nekroz faktori reseptorle lligkili faktorler
(TRAF'ler), CRADD, FADD transkript ifade seviyeleri gqRT-PCR ile analiz edilmistir.
CASP8 ifade seviyesi 6,02 (p<0.05) kat artis gostermistir. TNF gen ailesine ait
aragtirilan gen iyelerinin timiiniin ifade seviyesi artmistir 6rnegin TNFRSF10D gen
tiyesi 67,34 kat (p<0.001), TNFRSF8 gen iiyesi 58,08 kat (p<0.001), TNFSF4 gen iiyesi
38,59 kat (p<0.001), CD40 gen iiyesi 34,22 (p<0.001), TNFSF13 gen iiyesi 42,52 kat
(p<0.001) ve FasL gen tiiyesi 12,21 kat (p<0.001) artis gostemistir. Timor nekroz
faktorii reseptorle iliskili faktorlerin (TRAF'ler) ifade seviyelerine bakildiginda TRAF1
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73,52 kat (p<0.001), TRAF5 46,31 kat (p<0.01), TRAF6 85,63 (p<0.001) ve TANK
geninde 21,81 kat (p<0.01) artis belirlenmistir. CRADD ve FADD transkript ifade
seviyeleri ise sirasiyla 10,39 (p<0.001) ve 11,00 (p<0.001) kar artis gostermektedir. Bu
genlerin ifade seviyelerinde goézlenen artiglar vulpinik asit muamelesinin A-375
hiicresinde apoptozun digsal yolagini aktif hale getirdigini belirlemektedir. Tez
caligmasinda vulpinik asit muamelesinin A-375 hiicresinde apoptozun igsel yolagini
nasil etkiledigi belirlemek i¢in BCL-2 ailesinin gen liyelerinin ifade seviyeleri de qRT-
PCR ile analiz edilmistir. BCL-2 ailesinin gen iiyelerinden BCL2L2, BCL10, BAX, BOK
ve HRK gen ifade seviyeleri sirasiyla 73,69 (p<0.001), 27,86 (p<0.001), 2,94 (p<0.001),
33,13 (p<0.001) ve 34,86 (p<0.001) kat artis gostermektedir. APAF-1 Sitokrom-c
salmmmimin ardindan cevap olarak oligomerize olan ve apoptozom kompleksini
olusturan bir molekiildiir ve apoptozun igsel yolaginda gorev alir (Shakeri vd. 2017).
Tez calismasinda APAF-1 gen ifade seviyesinde ise 21,36 kat (p<0.001) artis
belirlenmistir. Bu sonuglara bakildiginda vulpinik asit muamelesinin A-375 hiicresinde

apoptozun dissal yolaginin yaninda igsel yolagi da etkiledigi anlasilmistir.

Iyonlastirici radyasyon, ER stresi ve kemoterapdtik ilaglar gibi gesitli uyaranlar
apoptozu veya otofajiyi uyarabilmektedir (Lian vd 2010). Otofaji ve apoptoz fenotipi
bazen bu yaygin uyaranlara yanit olarak tespit edilebilir veya her iki siirec i¢in degisken
durumlarin veya iki yanit arasindaki hiicresel bir kararin sonucu olarak birbirini
dislayan bir sekilde ilerlemektedir (Lian vd 2010). Lian vd.’nin (2010) insan prostat
kanseri hiicreleri gerceklestirdikleri ¢alisma Bcl-2 seviyesinin hiicrelerin apoptoza veya
otofajiye yonlendirilmesi i¢in belirleyici rol oynadigin1 gostermektedir (Lian vd 2010).
Calismalarinda BH3-mimetik (-)-gossipol muamelesi lizerine otofaji yiiksek Bcl-2
seviyelerine sahip apoptoza direngli androjenden bagimsiz (Al) prostat kanseri
hiicrelerinde indiiklenmeyi tercih ederken apoptoz, androjen bagimli veya diisiik Bcl-
2'ye sahip bagimsiz hiicrelerde indiiklenmeyi tercih ettigi belirlenmistir (Lian vd 2010).
Bcl-2 inhibitorii (-) - gossipol ile muamele sonrasi Bel-2 seviyesi, prostat kanseri
hiicrelerinde hangi tip hiicre 6liimiiniin ger¢eklesecegini belirlemektedir (Lian vd 2010).
Melanom hiicreleri besin yoksunlugu, hipoksi, diisiik ATP, olumsuz mikro ¢evre gibi
metabolik stres kosullarinda otofaji sergileyebilmektedirler (Broussard vd. 2018). Tez

kapsamda vulpinik asit muamele sonrast A-375 melanom hiicre hattinda BCL-2 geni
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ifade seviyesi 10,90 kat (p<0.001) artis gdstemektedir ve bu sonucun otofajiyle iliskili
oldugu diistliniilmektedir.

Tez calismasinda elde edilen sonuglara gore vulpinik asit etkin bir ilag aday molekiilii
olarak deri kanseri tedavisinde kullanilabilirligi belirlenmistir. Vulpinik asitin sitotoksik
etkisinin deri kanseri hiicrelerinde daha fazla iken, normal melanosit hiicrelerinde daha
az olmasi kanser tedavilerindeki normal hiicrelere zarar vermeden kanserli hiicreleri
hedef almasi yoniinde 6nemli bir avantaj saglamaktadir. Vulpinik asit A-375 melanom
hiicrelerinde apoptozu birgok yoldan etkiledigi gibi ayn1 zamanda otofaji ile de iligkisi
oldugu belirlenmistir. Melanom kanserinin tedavisinde vulpinik asitin kullanim sekli
olarak topikal ve transdermal yol gibi farkli ilag uygulamasi yollariyla ileride deri

kanseri lizerinde uygulamasi miimkiin olabilecektir.
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EK1

Vulpinik asitin A-375 hiicre hatti ve melanosit hiicre hattinda apoptoz yolagina ait
transkript ifade diizeyinin analizi Human Apoptosis Primer Library kullanilarak qRT-
PCR cihaz1 ile degerlendirilmistir. Bu kiitiiphanedeki genlerin 96 kuyulu Apoptoz

Panelindeki yer listesi ekte verilmistir.

EK 1 Apoptoz Kiitiiphanesindeki Genlerin Yer ve Isim Listesi

Kuyu Gen Sembolii Gen Ad1
Al APAF1 Apoptotik proteaz aktivasyon faktorii
A2 ATM Mutasyona ugramis Ataksi telanjiyektazi
A3 BAG1 BCL2 ile iliskili atanojen
Ad BAG3 BCL2 ile iligkili atanojen 3
A5 BAG4 BCL2 ile iligkili atanojen 4
Ab BAK1 BCL2-antagonist / oldiiriicti 1
A7 BAX BCL2 ile iligkili X proteini
A8 BCL10 B hiicreli lenfoma / 16semi 10
A9 BCL2 B hiicreli lenfoma / 16semi 2
Al0 BCL2A1 BCL2- ilgili protein Al
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EK 1 Apoptoz Kiitiiphanesindeki Genlerin Yer ve Isim Listesi (devam)

Kuyu Gen Sembolii Gen Ad1
All BCL2L1 BCL2-benzeri 1
Al2 BCL2L11 BCL2-benzeri 11 (apoptoz kolaylastirict)

Bl BCL2L2 BCL2-benzeri 2

B2 BFAR Cift fonksiyonlu apoptoz diizenleyici

B3 BIK BCL2 ile etkilesen oldiiriicii (apoptosis tesvik edici)

B4 BIRC1 Baculoviral IAP tekrar igeren 1

B5 BIRC2 Baculoviral TAP tekrar igeren 2

B6 BIRC3 Baculoviral IAP tekrar igeren 3

B7 BIRC4 Baculoviral IAP tekrar igeren 4

B8 BIRC5 Baculoviral IAP tekrar iceren 5 (survivin)

B9 BIRC6 Baculoviral IAP tekrar igeren 6 (apollon)
B10 BNIP3 BCL2 / adenovirus E1B 19KkDa etkilesen protein 3
B11 BRE Beyin ve lireme organi eksprese edilen
B12 BOK BCL2 ile iligkili yumurtalik dldiiriicii
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EK 1 Apoptoz Kiitiiphanesindeki Genlerin Yer ve Isim Listesi (devam)

Kuyu Gen Sembolii Gen Ad1
C1 CASP1 Kaspaz 1, apoptozla ilgili sistein proteaz
C2 CASP10 Kaspaz 10, apoptozla ilgili sistein proteaz
C3 CASP4 Kaspaz 4, apoptozla ilgili sistein proteaz
C4 CASP2 Kaspaz 2, apoptozla ilgili sistein proteaz
C5 CASP3 Kaspaz 3, apoptozla ilgili sistein proteaz
C6 CASP5 Kaspaz 5, apoptozla ilgili sistein proteaz
C7 CASP6 Kaspaz 6, apoptozla ilgili sistein proteaz
C8 CASP7 Kaspaz 7, apoptozla ilgili sistein proteaz
C9 CASP8 Kaspaz 8, apoptozla ilgili sistein proteaz
C10 CASP8AP2 CASPS iligkili protein 2

Cl1 CFLAR CASP8 ve FADD benzeri apoptoz diizenleyici
C12 CHEK1 CHK1 kontrol noktasi homologu (S. pombe)
D1 CHEK2 CHK2 kontrol noktas1 homologu (S. pombe)
D2 CIDEA Hiicre 6liimiine neden olan DFFA benzeri efektor a
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EK 1 Apoptoz Kiitiiphanesindeki Genlerin Yer ve Isim Listesi (devam)

Kuyu Gen Sembolii Gen Ad1
D3 CIDEB Hiicre 6limiine neden olan DFFA benzeri efektor b
D4 CRADD CASP2 and RIPK1 domain containing adaptor
D5 DAPK1 Oliimle iliskili protein kinaz 1
D6 DAPK2 Oliimle iliskili protein kinaz 2
D7 DFFA DNA fragmantasyon faktorii, 45kDa, alfa polipeptit
D8 DFFB DNA fragmantasyon faktorii, 40kDa, beta polipeptit
D9 FADD Fas (TNFRSF6) ile iligkili 6liim alanina sahip protein
D10 GADDA45A Biiyiimenin durdurulmasi ve DNA hasarina bagli protein GADD45 alfa
D11 HRK Harakiri, BCL2 etkilesimli protein
D12 LTBR Lenfotoksin beta reseptorii (TNFR siiper ailesi, iiye 3)
El MCL1 Miyeloid hiicre 16semi sekansi 1 (BCL2 ile ilgili)
E2 MYD88 Miyeloid farklilagma birincil yanit1 88
E3 CARD4 Kaspaz alim alan ailesi, iiye 4
E4 FAS Fas (TNF reseptor siiper ailesi, iiye 6)
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EK 1 Apoptoz Kiitiiphanesindeki Genlerin Yer ve Isim Listesi (devam)

Kuyu Gen Sembolii Gen Ad1

E5 RIPK2 Reseptorle etkilesen serin-treonin kinaz 2
E6 RPA3 Replikasyon proteini A3, 14kDa
E7 TANK RAF ailesi tiyesi ile iligkili NF-kappa-B aktivatorii
E8 TNF Timor nekroz faktdrii (TNF siiper ailesi, 2)

E9 TNFRSF10A Tiumor nekroz faktorii reseptorii siiper ailesi, tiye 10a
E10 TNFRSF10B Tiimor nekroz faktorii reseptorii stiper ailesi, iiye 10b
E1l TNFRSF10C Timor nekroz faktorii reseptorii siiper ailesi, iiye 10c
E12 TNFRSF10D Tiimor nekroz faktorii reseptorii siiper ailesi, tiye 10d

F1 TNFRSF11B Timor nekroz faktorii reseptorii stiper ailesi, tiye 11b

F2 TNFRSF17 Tiumor nekroz faktorii reseptorii siiper ailesi, tiye 17

F3 TNFRSF1A Timor nekroz faktorii reseptorii stiper ailesi, iiye 1A

F4 TNFRSF21 Tumor nekroz faktorii reseptorii stiper ailesi, tiye 21

F5 CD40 CD40 antijen (Ttiimor nekroz faktorii reseptorii siiper ailesi 5)

F6 TNFRSF8 Timor nekroz faktorii reseptdri siiper ailesi, iiye 8

115




EK 1 Apoptoz Kiitiiphanesindeki Genlerin Yer ve Isim Listesi (devam)

Kuyu Gen Sembolii Gen Ad1
F7 TNFRSF9 Timor nekroz faktorii reseptdrii sliper ailesi, iiye 9
F8 TNFSF10 Timor nekroz faktorii (ligand) siiper ailesi, iiye 10
F9 TNFSF11 Timor nekroz faktori (ligand) siiper ailesi, iiye 11
F10 TNFSF13 Tiimo6r nekroz faktorii (ligand) siiper ailesi, iye 12
F11 TNFSF13B Tiimor nekroz faktorii (ligand) siiper ailesi, tiye 13b
F12 TNFSF15 Tiimor nekroz faktorii (ligand) siiper ailesi, tiye 15
Gl TNFSF18 Tiimor nekroz faktori (ligand) siiper ailesi, tiye 18
G2 TNFSF4 Timor nekroz faktorii (ligand) siiper ailesi, iiye 4
G3 CD40LG CDA40 ligand (TNF siiper ailesi, tiye 5)
G4 FASLG Fas ligand (TNF siiper ailesi, tiye 6)
G5 TNFSF7 Tiimor nekroz faktorii (ligand) siiper ailesi, tiye 7
G6 TNFSF8 Tiimor nekroz faktorii (ligand) siiper ailesi, iiye 8
G7 TNFSF9 Tiimor nekroz faktorii (ligand) siiper ailesi, iiye 9
G8 TP53 TUmor proteini p53
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EK 1 Apoptoz Kiitiiphanesindeki Genlerin Yer ve Isim Listesi (devam)

Kuyu Gen Sembolii Gen Adi
G9 TP73L Timor proteini p73 benzeri
G10 TRAF1 TNF reseptorii ile iligkili faktor 1
Gl1 TRAF2 TNF reseptorii ile iligkili faktor 2
G12 TRAF3 TNF reseptorii ile iligkili faktor 3
H1 TRAF4 TNF reseptorii ile iliskili faktor 4
H2 TRAF5 TNF reseptorii ile iligkili faktor 5
H3 TRAF6 TNF reseptorii ile iligkili faktor 6
H4 TRIP TRAF ile etkilesen protein
H5 ACTB Aktin, beta
H6 B2M Beta-2-microglobulin
H7 GAPDH Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz
H8 GUSB Glukuronidaz, beta
H9 HPRT1 Hipoksantin fosforibozil transferaz 1
H10 PGK Fosfogliserat kinaz 1
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EK 1 Apoptoz Kiitiiphanesindeki Genlerin Yer ve Isim Listesi (devam)

Kuyu Gen Sembolii Gen Ad1
H11 PPIA Peptidil prolil izomeraz A
H12 RPL13A Ribozomal protein L13a
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