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Melanom kanseri, deri kanserleri arasında en ölümcül olan alt tipdir. Melanom kanseri 

geleneksel tedavi yöntemlerine karĢı direnç göstermektedir ve bunun için anti-proliferatif 

aktiviteye sahip toksik etkisi olmayan terapötik ajanların tedavi de kullanılmasına ihtiyaç 

duyulmaktadır. Liken sekonder metabolitlerinden biri olan vulpinik asit’in anti-proliferatif etkisi 

daha önceki çalıĢmalarla belirlenmiĢtir. Tez kapsamında gerçekleĢtirilen vulpinik asit’in A-375 

melanom hücre hattı ve insan epidermal melanosit hücresi üzerinde anti-proliferatif ve apoptotik 

etkisinin belirlendiği ilk çalıĢmadır. Vulpinik asit’in A-375 melanom ve melanosit hücre 

hattında anti-proliferatif etkisinin değerlendirilmesinden sonra spektofotometrik yöntemlerle 

Kaspaz-3 aktivitesi belirlenmiĢtir. Apoptotik etkinin hücresel boyutta araĢtırılmasından sonra 

mRNA boyutunda gen ifade seviyelerinin araĢtırılması için qRT-PCR analizi yapılmıĢtır. Elde 

edilen sonuçlarla vulpinik asit uygulaması sonucunda A-375 melanom hücre hattı için IC50 

değeri 125 μM, melanosit hücre hattı için IC50 değeri 25 μM hesaplanmıĢtır. Apoptotik etkinin 

belirlenmesi analizleri sonucunda vulpinik asitin’in A-375 melanom hücre hattında hücre ölüm 

yollarından apoptozun birçok farklı yolağını etkilediği aynı zamanda otofaji ile de iliĢkili 

olduğu belirlenmiĢtir. Tez kapsamında elde edilen verilere göre vulpinik asit’in ilaç adayı 

molekülü olarak deri kanseri tedavisinde alternatif bir doğal bileĢik olarak topikal ve 

transdermal yolla kullanılması için ileri araĢtırmalara önemli bir adım oluĢturmuĢtur.  

Ocak 2021, 120 sayfa 

Anahtar Kelimeler: Melanom deri kanser, Vulpinik Asit, Apoptoz 
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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, qRT-PCR analysis was performed to investigate the gene 

expression levels in mRNA level. As a result of vulpinic acid application, the IC50 value was 

calculated as 125 μM for the A-375 melanoma cell and 25 μM 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. GİRİŞ 

Kanser hastalığı 21. yüzyılda dünyanın her ülkesinde ölüm vakalarının önde gelen 

nedeni olduğu belirtilmektedir (Bray vd. 2018). Günümüzde kanser, dünya çapında her 

6 ölümden 1'ini oluĢturmaktadır (Roth vd. 2018, American Cancer Society 2020). 2018 

yılında dünya genelinde teĢhis edilen yaklaĢık 17.0 milyon kanser vakası ve 9.5 milyon 

kanser hastalığı kaynaklı ölüm olmuĢtur (Bray vd. 2018, American Cancer Society 

2020). Amerikan Kanser Topluluğu verilerine göre 2040 yılında 27.5 milyon yeni 

kanser vakası ve sadece nüfusun büyümesi ve yaĢlanmasına dayanarak 16.2 milyon 

kanser ölümü olacağı beklenmektedir (American Cancer Society 2020).  

Melanom, yetiĢkinlerde (erkekler ve kadınlar) en yaygın beĢinci kanser türüdür (Çizelge 

1.1) ve deri kanseri tiplerinin en ölümcül olanıdır (NCI-SEER-Database 2019, Jenkins 

ve Fisher 2021). Melanom, vücutta bulunan ve fotokoruyucu bir pigment olan melanini 

sentezleyen hücreler olan melanositlerin kötü huylu hücrelere dönüĢmesiyle oluĢur (Lo 

ve Fisher 2014, Jenkins ve Fisher 2021). Melanom, gözde pigment üreten hücrelerden, 

gastrointestinal sistemden, genital bölgelerden, sinüslerden ve beyin zarlarından 

kaynaklanabilir ancak en yaygın olarak UV (Ultraviyole) hasarı durumunda deride 

ortaya çıkar (Jenkins ve Fisher 2021). Melanom görülme sıklığı Amerika BirleĢik 

Devletleri'nde ve dünya çapında artıĢ göstermektedir (Karimkhani vd. 2017, 

Schadendorf vd. 2018, Jenkins ve Fisher 2021). 2017 yılında, Amerika BirleĢik 

Devletleri'nde melanom teĢhisi konulan yaklaĢık 1.245.276 kiĢi olduğu belirtilmektedir 

(NCI-SEER-Database 2019, Jenkins ve Fisher 2021). Amerika BirleĢik Devletleri'nde 

2019 yılında ise yaklaĢık 96.480 yetiĢkine (57.220 erkek ve 39.260 kadın) melanom 

teĢhisi konmuĢtur ve bu tüm yeni kanser vakalarının % 5.5'ini oluĢturduğu ve 7.230 

ölümle sonuçlandığı belirtilmiĢtir (Jenkins ve Fisher 2021). Ülkemizde 2018 yılında 

210.537 yeni kanser vakası görülmüĢ ve 116.710 ölüm gerçekleĢmiĢtir ve bu sayıların 

1622 yeni vaka ve 669 ölümü melanom için bildirilmiĢtir (The Global Cancer 

Observatory 2020). Dünyada 2020 yılında 100.350 yeni deri melanom vakası olacağı ve 

yaklaĢık 6.850 kiĢinin öleceği düĢünülmektedir (NCI-SEER-Database 2019, Jenkins ve 

Fisher 2021).  
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Çizelge 1.1  Yaygın kanser türleri ve 2020 yılındaki tahmini yeni vaka ve ölümler (NCI-                        

SEER-Database 2019)  

Yaygın kanser türleri 2020’de tahmini yeni 

vakalar 

2020’de tahmini 

ölümler 

1. Meme Kanseri (Kadın) 276.480 42.170 

2. Akciğer ve Bronş 

Kanseri 

228.820 135.720 

3. Prostat Kanseri 191.930 33.330 

4. Kolorektal Kanser 147.950 53.200 

5. Melanom 100.350 6.850 

 

Melanom tedavi yöntemleri arasında topikal tedavi, sentinel lenf nodu biyopsisi veya 

ameliyatı, adjuvan tedavi, cerrahi tedavi, kemoterapi, radyoterapi, immünoterapi, hedefe 

yönelik tedavi yer almaktadır (Micali vd. 2014, Abbas vd. 2019). Ancak hastalarda 

zaman içerisinde ilaca karĢı direnç ve toksik etki nedeniyle alternatif ilaç adayı 

moleküllerinin araĢtırılması oldukça önemlidir. Melanom hücreleri geleneksel 

kemoterapik ilaçlara karĢı direnç gösterirler ve bu yüzden antiproliferatif aktiviteye 

sahip yeni maddelerin terapötik etkinliğinin incelenmesi kanser araĢtırmaları alanında 

önemli bir hedef haline gelmiĢtir (Gray-Schopfer 2007, Hammerová vd. 2011). Doğa 

her zaman ilaçların geliĢtirilmesi için önemli bir kaynak olarak kullanılmaktadır. 

AraĢtırmacılar ölümcül hastalıkların tedavisi için doğal ürünleri araĢtırmaya devam 

etmektedirler (Newman ve Cragg 2007, Chu vd. 2020). Bitkiler, mantarlar, likenler 

araĢtırmacılar tarafından terapötik amaçlı kullanılmaktadır. Son zamanlarda liken ikincil 

metabolitlerinden biri olan vulpinik asit, potansiyel bir terapötik madde olarak 

belirlenmiĢtir (Yi 2019). 

Bir ilaç adayı molekülü antiproliferatif etkinliğini göstermek için hücre ölüm yollarını 

kullanabilmektedir. Hücre ölümü doku homeostazını devam ettirmek için gerekli bir 

fizyolojik süreçtir çünkü hücre büyümesi ve hücre ölümü arasındaki sıkı denge 

vücudumuzdaki çeĢitli iĢlevler için büyük öneme sahiptir (Bracci vd. 2014, Adewale vd 

2017). ProgramlanmıĢ hücre ölümü, hücre içi bir programın aracılık ettiği düzenlenmiĢ 
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hücre ölümü olarak belirlenmiĢtir (De Gruijl 1999, Adewale vd 2017).  ProgramlanmıĢ 

hücre ölümü olan apoptoz onlarca yıl önce belirlenmiĢ ve o zamandan beri çok sayıda  

çalıĢmada tanımlanmıĢtır (D’Errico vd. 2007, Adewale vd 2017). Apoptoz kanserleĢme 

sürecindeki hücrelerin hayatta kalmasını ve yayılmasını kısıtlayan doğal engel olarak 

tanımlanabilir. Diğer kanser hücreleri gibi Melanom hücreleri de programlanmıĢ hücre 

ölümü olan apoptoz yoluyla kendi kendini yok edebilme yeteneğine sahiptirler (Hussein 

vd. 2003). 

Tez kapsamında bir liken sekonder metaboliti olan vulpinik asitin uygulanması 

sonucunda insan deri maling melonomdan türetilen hücre hattı A-375 ve insan 

epidermal melanosit hücresi üzerinde antiproliferatif ve apoptotik etkisi araĢtırılmıĢtır. 

Ġlk olarak xCELLigence gerçek zamanlı hücre analiz sistemiyle vulpinik asit 

uygulaması sonucu hücre proliferasyonu belirlenmiĢ daha sonra apoptotik etki; Kaspaz-

3 aktivitesi, mRNA boyutunda analizler yapılarak belirlenmiĢtir. Hücre göçünü analiz 

etmek için ise yara iyileĢme deneyi yapılmıĢtır. Tez çalıĢması ile, vulpinik asitin 

melanom kanserinde apoptoz mekanizması üzerinden etkisinin tanımlanıp olası 

terapötik etkinin rutin tedavide kullanımının önerilebilmesi amaçlanmıĢtır.  
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2. KURAMSAL TEMELLER 

2.1 Kanser 

Karsinogenez veya onkogenez süreci, normal hücrelerin kanserli veya kötü huylu 

hücrelere dönüĢmesi olarak adlandırılır. KanserleĢme süreci karmaĢık bir süreç olması 

nedeniyle çok uzun süredir bu alandaki çalıĢmalar hızla devam etmektedir (Watson 

2018). 

KanserleĢme süreci proto-onkogenler ve tümör baskılayıcı genler olmak üzere iki 

geniĢ gen grubundaki mutasyonlarla iliĢkilidir. Proto-onkogenlerin normal iĢlevi hücre 

canlılığı ya da çoğalmasını teĢvik etmektir (Lodish vd. 2007). Onkogenler proto-

onkogenlerin mutasyona uğramasıyla oluĢan gen sınıfıdır ve büyümenin teĢvik 

edilmesinde genin aĢırı aktif olmasını sağlarlar (Lodish vd. 2007). Tümör baskılayıcı 

genler ise normalde büyümenin sınırlanmasına neden olurlar. Bunların mutasyonlar ile 

etkinliğinin kaybolması durumunda olağan dıĢı hücre bölünmeleri gerçekleĢir. Üçüncü 

bir gen sınıfı olan koruyucu genler ise daha özelleĢmiĢtirler ve çoğu zaman kanserle 

iliĢkilendirilirler. Koruyucu genler normalde genomun bütünlüğünü korumakla 

görevlidirler; bu genlerin etkin olmadığı zamanlar hücreler büyümenin kontrolünü 

hasara uğratabilen ve kanserleĢmeye neden olan mutasyonlar da içeren ek mutasyonlara 

uğrarlar (Lodish vd. 2007). 

Karsinogenez teorisi kanser geliĢimini üç aĢamaya ayırarak açıklar: baĢlangıç, geliĢme 

ve ilerleme (Watson 2018). 

 Başlangıç aĢaması ilk aĢamadır ve ilk hücre mutasyonunun meydana geldiği 

andır. Kendiliğinden veya bir kanserojene maruz kalmak ile baĢlayan hücresel 

değiĢikliğin etkisi sonucu hücre ve onun yavru hücrelerinin bir kanser hücresine 

dönüĢmesi sürecidir. Onkogenlerdeki ve tümör baskılayıcı genlerdeki 

mutasyonlar, hücrelerin normal vücut ihtiyaçlarının ötesinde büyümesine neden 

olurlar. Hücresel değiĢikliklerden ortaya çıkan yeni hücreler kontrolsüz bölünme 
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ve apoptoz veya programlanmıĢ hücre ölümünün kaybına neden olurlar. 

Apoptotik yolakta iĢlev gösteren genler, hücre ölümünü kontrol eden DNA 

bileĢenleridir ve burada gözlenen mutasyonlar kanser hücrelerinin hücre 

ölümünden kaçmasına izin verirler (Watson 2018).  

 Gelişme aĢaması, dönüĢümü baĢlatılmıĢ olan hücrelerinin bölünmesinin 

uyarıldığı ikinci aĢamadır. Kötü huylu hücrelere dönüĢüm birden fazla adımı 

içerebilir ve tekrar tekrar teĢvik edici maddelere maruz kalınmasıyla gerçekleĢir 

(Watson 2018). 

 İlerleme aĢamasında tümör hücreleri hayatta kalmak için birbirleriyle rekabet 

eder ve bu da hücreleri daha agresif hale getirerek daha fazla mutasyona neden 

olur. Tümör boyut olarak büyüdükçe, hücreler daha fazla mutasyona uğrar ve bu 

da tümör içinde mutasyona uğramıĢ veya dönüĢtürülmüĢ hücrenin çoklu genetik 

varyantlarını ifade eden heterojenliğe yol açar. Heterojenliğin artmasıyla kanser 

hücreleri farklı görünüĢ ve davranıĢ sergilerler ve bu da tanı ve tedaviyi giderek 

zorlaĢtırır (Watson 2018). 

 

Kanserin, büyüme sinyallerinde apoptozdan kaçınma, kendi kendine yeterlilik, büyüme 

önleyici sinyallere duyarsızlık, kontrolsüz çoğalma, sürekli anjiyogenez ve doku istilası 

ve metastazı olmak üzere 6 ana ayırt edici özelliği bulunur (Şekil 2.1). Bu altı ana 

özelliğin çoğu tüm insan tümörleri tarafından ortak olarak paylaĢılabilmektedir 

(Hanahan ve Weinberg 2000). 
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ġekil 2.1 Kanserin altı ana ayırt edici özellikleri (Hanahan ve Weinberg 2000). 

2.2 Deri Kanseri 

2.2.1 Normal deri yapısı 

Normal deri yapısı epidermis, papiller ve retiküler dermis ve deri altı yağ 

katmanlarından oluĢmaktadır (Ulusal Kanser Enstitüsü 2005, Gordan 2013). Epidermis 

katmanı dört alt tabaka ve dört ana hücre tipinden meydana gelir. Bazal tabaka en derin 

alt tabakadır ve mevcut hücreleri daha yüksek bir tabakaya iten keratinositlerden 

oluĢmaktadır (Gordan 2013). Bazal tabaka içinde bulunan melanositler ultraviyole 

radyasyondan (UVR) koruyan melanin pigmentini üretirler. Epidermisin altında 

bulunan dermis tabakası epidermis için destek ve besin sağlar. Dermis tabakasında saç 

kökleri, yağ bezleri, koku bezleri ve ter bezleri ayrıca kan damarları ve dokunma, 

sıcaklık ve ağrı hissine izin veren sinirler bulunur. Fibroblastlar burada bulunur ve 

kollajen ve elastin üretirler. Deri altı doku tabakası yağ, bağ dokusu, bazı büyük kan 

damarları ve sinirler içermektedirler ve kalınlığı kiĢiden kiĢiye değiĢir. Deri altı doku 

tabakası yağ depolamasına, cildin ve vücudun sıcaklığının düzenlenmesine ve Ģok 

emilimini sağlar (Gordan 2013, Watkins 2013). 
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Melanositler gözlerde, epidermiste, saçta, oral epitel gibi birçok hücre tipinde 

görülmektedir (Wan-Kee-Cheung 2001, Abbas vd. 2019).  Melanin, melanositler olarak 

bilinen hücrelerde hipofiz bezleri tarafından üretilen pigmenttir (Abbas vd. 2019). 

Melanin pigmenti reaktif oksijen türlerini ve farklı güneĢ ultraviyole radyasyon tiplerini 

içeren birçok çevresel stresten korunmamızı sağlar (Feller vd. 2014, Abbas vd. 2019).  

2.2.2 Deri kanseri çeşitleri 

Deri kanseri, epidermis hücrelerinin kontrolsüz bir Ģekilde bölünmesiyle malign bir 

oluĢumla sonuçlanır. Üç temel deri kanseri bulunmaktadır:  

 Bazal hücreli karsinom, 

 Skuamöz hücreli karsinom ve 

 Melanom (Abbas vd. 2019). 

Hem bazal hücre hem de skuamöz hücreli karsinomlar genetik mutasyon veya 

değiĢikliklerden kaynaklanır (Feller vd. 2014, Abbas vd. 2019). 

2.2.2.1 Bazal hücreli karsinom  

Bazal hücreli karsinom her yıl teĢhisi konulan 3,5 milyon melanom dıĢı deri kanseri 

vakasının % 80'ini kapsamaktadır (Gandhi ve Kampp 2015, Anonim 2020). BCC (Bazal 

hücreli karsinom), açık tenli bireylerde yaygındır (Miller ve Weinstock 1994, Gandhi ve 

Kampp 2015). BCC için en önemli çevresel risk faktörü UV ıĢığı ve aralıklı, yoğun 

UVB ıĢığına maruz kalmadır. Diğer önemli risk faktörleri arasında radyasyon tedavisi, 

kronik arsenik maruziyeti ve uzun süreli immünosupresyon vardır (Gandhi ve Kampp 

2015). BCC'lar rutin deri muayenesinde klasik olarak pembe, inci kabarcıklar olarak 

görünürler, ancak bazı durumlarda normal deriden biraz farklı görünmektedirler. 

Pigmente BCC'a genellikle kahverengi veya siyah-mavi görünürler. BCC için mohs 

mikrografik cerrahi, eksizyon, elektrodikasyon ve küretaj, kriyoterapi, radyoterapi, 
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fotodinamik tedavi, lokal ve oral ajanlar gibi çeĢitli tedavi yöntemleri kullanılır (Gandhi 

ve Kampp 2015). 

2.2.2.2 Skuamöz hücreli karsinom 

Skuamöz hücreli karsinom ikinci en yaygın melanom dıĢı deri kanseridir ve dünya 

çapında görülme sıklığı zamanla artmaktadır (Gandhi ve Kampp 2015). SCC (Skuamöz 

hücreli karsinom) için en önemli risk faktörü yoğun güneĢe maruz kalmaktır ve UVB 

ıĢığı UVA'dan tümör baĢlatıcı ve promotör olarak daha büyük rol oynar.  Tümör 

oluĢumunda diğer faktörler arasında yara izleri ve kronik dermatozlar, çeĢitli kimyasal 

bileĢiklere (arsenik, böcek öldürücüler) maruz kalma, önceki radyasyon tedavisi ve 

insan papilloma virüsü enfeksiyonu bulunmaktadır. Transplantasyonlu hastalar, 

transplantasyondan 8 yıl sonra ortalama bir SCC geliĢimine sahiptir ve genel 

popülasyona kıyasla kutanöz SCC geliĢen kalp ve böbrek transplantasyonu olan 

bağıĢıklık sistemi baskılanmıĢ hastalar için 65 kat daha fazla risk taĢırlar (Jensen vd. 

1999, Ramsay vd. 2000, Gandhi ve Kampp 2015). SCC açık tenli bireylerin güneĢe 

maruz kalan cildinde pürüzlü, pullu, kırmızı-kahverengi, dayanıklı kabarcıklar ve 

minimal eritem ve ölçekli plakalar olarak görülür. SCC için kullanılan tedavi yöntemleri 

arasında Mohs mikrografik cerrahisi, Standart cerrahi eksizyon, Elektrodikasyon ve 

küretaj, Kriyoterapi, Radyasyon tedavisi ve Fotodinamik tedavi bulunur. (Gandhi ve 

Kampp 2015). 

2.2.2.3 Melanom 

Melanin üreten hücrelerin içinde, anormal düzeydeki değiĢiklikler melanositlerin 

melanoma dönüĢmesine neden olurlar. Ġki ana melanom türü bulunur. Biri kütanöz, 

diğeri ise malignant melanomdur. Bazı melanositlerde tümör geliĢimi yerine çok düĢük 

konsantrasyonda melanin üretimi gerçekleĢtirilir.  Melanomlar daha az yaygın olmasına 

rağmen daha ölümcüldür ve diğer iki karsinomdan daha fazla yayılma oranına sahiptir 

(Abbas vd. 2019). 
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Melanomun ilerlemesinin Clark modeliyle gösterimi, melanositlerin melanoma aĢamalı 

olarak dönüĢümünü vurgular (Miller ve Mihm 2006). Bu model, ben oluĢturma 

sürecinde melanositlerin çoğalmasını ve ardından displazi, hiperplazi, invazyon ve 

metastaz geliĢimini gösterir (Clark vd. 1984, Miller ve Mihm 2006). Çok sayıda 

genomik (Curtin vd. 2005) ve proteomik (Alonso 2004) analizine dayalı yöntemler ile 

ortaya çıkan sonuçlar, melanom geliĢimi ile iliĢkilendirilmiĢtir (Miller ve Mihm 2006). 

1. Aşama: Ġyi huylu bene yol açan yapısal olarak normal melanositlerin 

proliferasyonudur. Klinik olarak, bu nevüsler, ten rengi veya koyu kahverengi 

bir arka planda tek tip renklenme veya düzenli bir nokta benzeri pigment modeli 

olarak düz veya hafif kabarık lezyonlar olarak bulunur. Histolojik olarak, bu tür 

lezyonlar bazal katman boyunca artan sayıda iç içe geçmiĢ melanositlere 

sahiptir. 

2. Aşama: Bir sonraki aĢama, anormal büyümenin geliĢmesidir. Bu, önceden var 

olan iyi huylu bir bende veya yeni bir yerde meydana gelebilir. Klinik olarak bu 

tür lezyonlar asimetrik olabilir, düzensiz sınırlara sahip olabilir, birden fazla 

renk içerebilir veya artan çaplara sahip olabilir. Histolojik olarak, bu tür 

lezyonların rastgele ve bitiĢik olmayan sitolojik yapısı vardır. 

3. Aşama: Radyal büyüme evresinde, hücreler intraepidermal olarak çoğalma 

yeteneği kazanır. Klinik olarak bazen kabarık lezyonlar Ģeklinde ortaya çıkarlar. 

Bu lezyonlar artık rastgele atipi göstermez ve bunun yerine lezyon boyunca 

sitomorfolojik kanser gösterir. Ġntraepidermal kansere ek olarak, hücreler 

papiller dermise tek baĢına veya küçük yuvalarda girebilir, ancak yumuĢak 

agarda koloniler oluĢturamaz. 

4. Aşama: Dikey büyüme aĢamasına ilerleyen lezyonlar, dermisi istila etme ve 

geniĢleyen bir nodül oluĢturma, papiller dermisi geniĢletme yeteneği kazanır. 

Hücreler aynı zamanda retiküler dermise ve yağa da uzanabilir, yumuĢak agar 

içinde büyüyebilir ve çıplak farelere nakledildiği zaman tümör nodülleri 

oluĢturma kapasitesine sahiptir. 

5. Aşama: Modeldeki son adım, hücrelerin cildin diğer bölgelerine ve diğer 

organlara baĢarılı bir Ģekilde yayılmasıdır, burada baĢarılı bir Ģekilde çoğalabilir 

ve metastatik bir odak oluĢturabilirler. Bu hücreler yumuĢak agar içinde 
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büyüyebilir ve çıplak farelere nakledildiğinde metastaz yapabilen tümör 

nodülleri oluĢturabilir (Miller ve Mihm 2006). 

Clark modeli, normal melanositlerden malign melanomaya ilerlemeye eĢlik eden 

histolojik değiĢiklikleri ifade eder (Clark vd. 1984, Miller ve Mihm 2006). Bu histolojik 

değiĢikliklerin melanomdaki belirli gen mutasyonlarıyla iliĢkilendirilmesi ve bu 

mutasyonların normal melanositlerden melanomaya ilerleme sürecinde moleküler 

düzeyde farklılaĢması Çizelge 2.1’de belirtilmiĢtir (Miller ve Mihm 2006). 

Çizelge 2.1  Melanomda önemli genler, iĢlevleri ve melanomda gözüken değiĢiklikleri 

(Miller ve Mihm 2006) 

Yolak Gen veya Protein İşlev Melanomdaki 

Değişiklikler 
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N-RAS Onkogen G13R'de aralıklı aktive 

edici mutasyon 

BRAF Onkogen Nevüs ve melanomda 

V600E kodonunda aralıklı 

aktive edici mutasyon 

Mitojenle aktive olan 

protein kinaz - hücre 

dıĢı regüle kinaz (MEK) 

Sinyal iletimi Radyal büyüme ve dikey 

büyüme aĢamalarında 

yukarı düzenleme 

Hücre dıĢı iliĢkili kinaz 

1 veya 2 (ERK1 veya 

ERK2) veya mitojenle 

aktive edilmiĢ protein 

kinaz (MAPK) 

Sinyal iletimi Artan aktivite 

  

IN
K

4
A

, 
C

D
K

, 
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b
 

Sikline bağımlı kinaz 

inhibitörü 2A veya 

kinaz 4A inhibitörü 

(CDKN2A veya 

INK4A) 

Tümör baskılayıcı - 

hücre proliferasyonunun 

negatif düzenleyicisi 

Bazı ailesel melanomlarda 

germ hattı mutasyonları; 

aralıklı delesyonlar, 

promoter inaktivasyonu, 

birçok melanomda 

heterozigotluk kaybı. 

Sikline bağımlı kinaz 4 

(CDK4) 

Hücre proliferasyonunun 

destekleyicisi 

R24C'de nadir ailesel 

germ hattı mutasyonları 

nedeniyle INK4A 

tarafından inhibisyona 

duyarsız protein 

Siklin D1 (CCND1) Hücre proliferasyonunun 

destekleyicisi 

Akral melanomda aralıklı 

büyüme 
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Çizelge 2.1  Melanomda önemli genler, iĢlevleri ve melanomda gözüken değiĢiklikleri 

(Miller ve Mihm 2006) (devam) 

Yolak Gen veya Protein İşlev Melanomdaki 

Değişiklikler 

 Retinoblastoma (Rb) Tümör baskılayıcı - hücre 

proliferasyonunun negatif 

düzenleyicisi 

Fosforilasyon G1'den S'ye 

ilerlemeye yol açma 

  

A
R

F
 v

e 
p
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Alternatif okuma 

çerçevesi (ARF) 

Tümör baskılayıcı, 

MDM2'yi indirger 

Bazı ailesel melanomlarda 

germ hattı mutasyonları; 

aralıklı delesyonlar, birçok 

melanomda promoter 

inaktivasyonu 

Tümör proteini 53 (p53) DNA hasarından sonra 

apoptozu indükleyen ve 

proliferasyonu baskılayan 

tümör baskılayıcı 

Ġfade genellikle melanomda 

mevcuttur 

MDM2 Her yerde bulunma ve 

yok etme için p53 hedefi 

ARF mutasyonu varlığında 

yukarı regüle 

BCL-2 ile iliĢkili X 

proteini (BAX) 

Hücre ölümünün 

indükleyicisi 

DeğiĢken, ancak genellikle 

aĢağı regüle 

  

P
T

E
N

 v
e 

A
K

T
 

Fosfataz ve tensin 

homologu (PTEN) 

Tümör baskılayıcı, 

PI3K'yi baskılar 

Kromozomal bölgenin 

aralıklı silinmesi 

Fosfatidilinositol 3 kinaz 

(PI3K) 

Birçok büyüme faktörü 

için sinyal molekülü 

PTEN mutasyonu 

varlığında etkindir 

Protein kinaz B (AKT 

veya PKB) 

PI3K tarafından aktive 

edilen onkogen hücre 

sağkalımının artmasına 

neden olur. 

Bazı melanomlarda 

sağlamlaĢtırılmıĢ 

BCL-2 hücre ölümü 

antagonisti (BAD) 

Hücre ölümünün 

indükleyicisi 

DeğiĢken, ancak genellikle 

aĢağı regüle 
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Çizelge 2.1  Melanomda önemli genler, iĢlevleri ve melanomda gözüken değiĢiklikleri 

(Miller ve Mihm 2006) (devam) 

Yolak Gen veya Protein İşlev Melanomdaki 

Değişiklikler 

 Forkhead reseptörü 

(FKHR) 

Büyüme baskılama PI3 yoluna yanıt olarak 

aktif hale gelir 
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Pro-opiomelanokortin 

veya α-melanosit uyarıcı 

hormon (POMC veya α-

MSH) 

Pigmentasyonda önemli 

olan sinyal molekülü 

ArtmıĢ melanom dikey 

büyüme fazı 

Melanokortin reseptörü 

1 (MC1R) 

Α-MSH için reseptör Saç ve deri rengini 

etkileyen ve 

ultraviyole radyasyona 

yanıtı etkileyen 

polimorfik gen 

Adenilat siklaz (AC) Döngüsel AMP üreticisi Yukarı düzenlenmiĢ 

cAMP yanıt unsur 

bağlayıcı protein 

(CREB) 

Transkripsiyon faktörü Yukarı düzenlenmiĢ; 

MITF ve melanosit 

farklılaĢmasını etkiler 

Mikroftalmi ile iliĢkili 

transkripsiyon faktörü 

(MITF) 

Transkripsiyon faktörü Kromozomal bölgenin 

aralıklı amplifikasyonu 

Tirozinaz (TYR) Pigment sentezi Azalan ifade seviyesi 

Tirozinaz ile iliĢkili 

protein 1 (TYRP1) 

Pigment sentezi Azalan ifade seviyesi 

Dopakrom tautomeraz 

(DCT) 

Pigment sentezi Azalan ifade seviyesi 

Melan-A (MLANA) Melan-A tarafından 

tanınan antijen ve T-

hücreleri 1 (MART1) 

antikorları tarafından 

tanınan melanom antijeni 

Azalan ifade seviyesi 
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Çizelge 2.1  Melanomda önemli genler, iĢlevleri ve melanomda gözüken değiĢiklikleri 

(Miller ve Mihm 2006) (devam) 

Yolak Gen veya Protein İşlev Melanomdaki 

Değişiklikler 

 GümüĢ homolog (SILV) HMB-45 antikoru 

tarafından tanınan antijen 

Azalan ifade seviyesi 

Melastatin 1 (TRPM1) Bilinmeyen Metastatik melanomda 

azalmıĢ ifade 

BCL-2 Hücre sağ kalımı Melanomun çeĢitli 

evrelerinde değiĢken 

yukarı regülasyon 
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WNT ailesi Protoonkogen, GSK3-

B'yi inaktive eden 

salgılanan büyüme 

faktörü 

Yolakta yukarı 

düzenlenir 

Glikojen sentaz kinaz 3β 

(GSK3β) 

Bozunma için β-katenin'i 

hedefleyen serin-treonin 

kinaz 

DeğiĢken; WNT 

yolundan etkilenir 

β-Catenin Bağlantı proteinini, 

transkripsiyonel 

koaktivatörü yapıĢtırır 

Aralıklı dengeleyici 

mutasyonlar 

T hücre faktörü-lenfoid 

güçlendirici faktör (TCF-

LEF) 

Transkripsiyon faktörü Yukarı düzenlenir 

E-kaderin Hücre adezyon molekülü Dikey büyüme 

aĢamasında azalan ifade 

N-kaderin Hücre adezyon molekülü Dikey büyüme 

aĢamasında anormal 

ifade 

αVβ 3 integrin Hücre adezyon molekülü 

oluĢturan dimer 

Dikey büyüme 

aĢamasında anormal 

ifade 
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2.2.2.3.1 Melanom risk faktörleri 

Melanom nedenselliği ve risk iliĢkisi, bireysel risk oluĢturan genetik ve çevresel 

faktörlerle karmaĢık hale gelmiĢtir. Melanom geliĢme riskinin artmasıyla iliĢkili iyi 

bilinen faktörler arasında Kafkas ırkı, erkek cinsiyeti ve ileri yaĢ vardır. Genel olarak, 

melanom için risk faktörleri, kiĢisel konakçı faktörler veya çevresel maruziyetlerle 

iliĢkili faktörler olarak ayrılabilir (Azoury ve Lange 2014). 

2.2.2.3.1.1 Konakçı faktörler 

 Melanom veya melanom dıĢı deri kanseri geçmiĢi olmasına bağlı olarak 

araĢtırmalar bu bireylerde melanom kapma riskinin yaklaĢık 3 kat daha fazla 

olduğunu belirtmiĢtir (Tucker vd. 1985, Rhodes vd. 1987, Levi vd. 2003, Abern 

vd. 2013, Li vd. 2013, Azoury ve Lange 2014). 

 Melanom riski, beyin, meme, prostat ve diğer kanserler dahil diğer yetiĢkin 

malignitelerinin kiĢisel öyküsü ile iliĢkilendirilmiĢtir (Tucker vd.  1985, Levi vd. 

2003, Abern vd. 2013, Li vd. 2013, Azoury ve Lange 2014). 

 Çocukluk çağı sarkom, lenfoma, lösemi ve/veya merkezi sinir sistemi tümörü 

geçmiĢi olan bireyler, gelecekte melanom geliĢme riski 2,5 katına kadar artmıĢtır 

(Pappo vd. 2013, Azoury ve Lange 2014). 

 Kafkasyalılar arasında iyi huylu melanositik nevüsların ve atipik nevüs sayısı 

melanom riskini etkilemektedir (Gandini vd. 2005, Azoury ve Lange 2014).  

 Çok büyük olan doğuĢtan nevüslar, artmıĢ melanom riski ile iliĢkilidir 

(Swerdlow vd. 1995, Azoury 2014).  

 Melanom için yüksek riskli iki grup, kırmızı veya sarı saçlı, çok sayıda çilli açık 

tenli bireyler ve daha koyu saçlı ve melanositik nevüs sayısı yüksek cilde sahip 

olan bireylerdir (Gandini vd. 2005, Azoury ve Lange 2014). Daha koyu tenli 

hastalar, kızıl saçlı, açık tenli ve mavi gözlü bireylerden daha az ıĢığa duyarlı 

olarak kabul edilir ve daha düĢük kiĢisel melanom riski taĢırlar (Gandini vd. 

2005, Azoury ve Lange 2014). Saç rengiyle ilgili olarak, kızıl saç en büyük riski 

ifade eder, ardından sarı ve açık kahverengi saç gelmektedir (Azoury ve Lange 

2014). Benzer Ģekilde, daha açık renkli gözler (mavi veya ela) koyu kahverengi 
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gözlere göre daha büyük bir risk taĢırlar (Gandini vd. 2005, Azoury ve Lange 

2014). 

 Kızıl saç fenotipi, ayrıca kutanöz melanoma ile bağlantılı olan Melanokortin-1 

reseptörü (MC1R) ile iliĢkilendirilmiĢtir (Valverde vd. 1995, Raimondi vd. 

2008, Azoury ve Lange 2014). 

 Ailede melanom öyküsü pozitif olan bireylerin, aile öyküsü negatif olanlara göre 

göreceli riski 1.74 daha fazladır (Geller vd. 2002, Azoury ve Lange 2014).  

 MITF genindeki mutasyon, hem ailesel hem de ara sıra olan melanoma yatkınlık 

kazandırır (Yokoyama vd. 2011, Azoury ve Lange 2014).  

 Ailesel melanomda CDKN2A ve CDK4'teki germline mutasyonları 

tanımlanmıĢtır (Zuo vd. 1996, Haluska ve Hodi 1998, Curtin 2005, Goldstein 

vd. 2007, Azoury ve Lange 2014).  

 Displastik nevüs sendromu olan bireylerde (aynı zamanda ailesel B-K mol 

sendromu, ailesel atipik çoklu mol melanom sendromu ve ailesel melanom 

sendromu olarak da bilinir) % 100'e varan yaĢam boyu risk rapor edilmiĢtir  

(Greene vd. 1985, Rigel vd. 1988, Azoury ve Lange 2014). 

 RB1, melanom için yüksek penetranslı bir alleldir (Fletcher vd.  2004, Azoury ve 

Lange 2014). 

 BRCA ile iliĢkili protein 1'de (BAP1) bir mutasyon, çok sayıda kutanöz 

melanom nesli olan ailelerde bulunmuĢtur (Njauw vd. 2012, Azoury ve Lange 

2014).  Benzer Ģekilde, BRCA2 gen mutasyonu artmıĢ melanom riski ile 

iliĢkilendirilmiĢtir (Debniak vd. 2008, Azoury ve Lange 2014). 

 Genom Çapında ĠliĢkilendirme ÇalıĢmalarından alınan kayıtlarla, melanoma ile 

iliĢkili tek nükleotid polimorfizmleri ve melanomun belirli fenotipik özellikleri 

ifade edilmiĢtir (Gudbjartsson vd. 2008, Azoury ve Lange 2014). 

 Xeroderma pigmentozum hastalarında melanom riskinde artıĢ gözlenmiĢtir 

(Paszkowska-Szczur 2013, Azoury ve Lange 2014).  

 MikroRNA'lar, posttranskripsiyonel olarak gen ekspresyonunu düzenleyebilen 

kısa (yaklaĢık 22 nükleotid uzunluğunda) kodlamayan RNA'lardır ve bunların 

düzensizliklerinin melanom geliĢiminde etkileri olabileceği düĢünülmektedir 

(Bennett vd. 2013, Azoury ve Lange 2014). Bu bulguların mekanizması ve etkisi 

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

 UV ıĢığı, melanom geliĢimi için en iyi bilinen ve en çok araĢtırılan dıĢ kaynaklı 

risk faktörüdür (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 iliĢki karmaĢıktır (Azoury ve Lange 2014). Hem aralıklı, yoğun UV 

ıĢığına maruz kalma (örneğin güneĢ yanığı geçmiĢi) hem de kronik, birikmiĢ 

güneĢe maruz kalma miktarının melanom patogenezinde etkisi bulunur (Gandini 

vd. 2005, Azoury ve Lange 2014). 

 Son veriler, UV ile indüklenen melanom karsinogenezine iliĢkin biyolojik 

kanıtlar sağlamıĢtır (Azoury ve Lange 2014). C> T geçiĢlerinden kaynaklanan 

STK19, RAC1 ve PPP6C'deki önemli mutasyonlar, doğrudan UVB aracılı 

hasarın bir sonucu olarak belirlenmiĢtir (Hodis vd. 2012, Azoury ve Lange 

2014). Ek olarak, birçok melanom vakasında p53 tümör baskılayıcı gen 

mutasyonu rapor edilmiĢtir ve UV radyasyonunun mutajenezinde bir rol 

oynadığı düĢünülmüĢtür (Jhappan vd. 2003 , Hodis vd. 2012, Azoury ve Lange 

2014). Fare modellerinde, interferon-g'nin UVB ile indüklenen melanosit 

aktivasyonunu, hayatta kalmayı ve immünizasyonu desteklediği belirtilmiĢtir 

(Zaidi vd. 2011, Azoury ve Lange 2014). Benzer Ģekilde, tekrarlayan UV 

maruziyeti, anjiyogenez ve melanom metastazını destekleyebilir (Azoury ve 

Lange 2014, Bald vd. 2014). 

 Farklı anatomik bölgelerdeki melanom riski, değiĢen model ve miktarlarda UV 

maruziyeti ile iliĢkilidir (Chang vd. 2009, Azoury ve Lange 2014). BaĢ ve boyun 

melanomu olan bireyler genellikle yüksek düzeyde mesleki güneĢe maruz 

kalmıĢlardır ve bu nedenle güneĢe maruz kalan bu vücut kısımlarında daha sık 

lezyonlar oluĢmuĢtur (Whiteman vd. 2003, Chang vd. 2009, Azoury ve Lange 

2014).  

 Solaryum kullanımı melanom geliĢimi ile bağlantılıdır (Boniol vd. 2012, Azoury 

ve Lange 2014). Uluslararası Kanser AraĢtırma Ajansı, doğrudan nedensel bir 

iliĢki olduğu sonucuna ulaĢmıĢtır (Gandini vd. 2011, Azoury ve Lange 2014).  
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 Diğer malignitelerde olduğu gibi, artan yaĢla birlikte melanom insidansındaki 

artıĢ ve daha kötü prognoz geliĢmesi, zaman içinde hücresel hasarın birikmesine 

ve azalan konak savunması ve immün gözetimine bağlı olduğu düĢünülmektedir 

(Curtis 1963, Balch vd. 2001, Finkel vd. 2007, Tsai vd. 2010, Lange vd. 2011, 

Azoury ve Lange 2014).  

 Tıbbi immünosupresyonla iliĢkili olduğu varsayılan organ nakli sonrası 

hastalarda 3 ila 4 kata kadar daha yüksek bir kutanöz malign melanom insidansı 

bulunmuĢtur (Lindelöf vd. 2000, Azoury ve Lange 2014).  

 Malign melanom insidansı tüm sosyoekonomik gruplarda artıĢ göstermiĢtir 

(Linos vd. 2009, Azoury ve Lange 2014). Bununla birlikte, en düĢük 

sosyoekonomik beĢte birlik kesimlerdeki bireyler daha ileri aĢamalarda bulunur 

ve en düĢük sosyoekonomik duruma sahip grup, kalın tümör insidansında en dik 

artıĢı (> 4 mm) göstermiĢtir (Linos vd. 2009, Azoury ve Lange 2014). Ek olarak, 

yüzeysel yayılan melanomlar daha düĢük sosyoekonomik statüdeki kiĢilerde 

daha az görülürken, bu grupta agresif nodüler ve akral lentijinöz melanomlar 

daha yaygın olarak görülürler (Pollitt vd. 2011, Azoury ve Lange 2014). 

 DüĢük sosyoekonomik statüye sahip bireylerin Amerika BirleĢik Devletleri'nde 

sağlık hizmetlerine daha zayıf eriĢim gösterirler (Linos vd. 2009, Azoury ve 

Lange 2014). DüĢük sosyoekonomik durumun yüksek riskli alt gruplarını 

hedefleyen eğitim ve önleme stratejilerinin uygulanması, melanom kontrolüne 

yönelik bir halk sağlığı yaklaĢımında önemli bir strateji olmayı desteklemektedir 

(Azoury ve Lange 2014). 

2.2.2.3.1.3 Diğer faktörler 

Melanom riskini etkileyen diğer olası iliĢkiler veya faktörler daha az çalıĢılmıĢtır ve 

bazı raporlar çeliĢkili sonuçlar ortaya çıkarmıĢtır: (Azoury ve Lange 2014) 

 Ġnflamatuvar barsak hastalığı olan hastalarda tümör nekroz faktörü a'nın 120 

günden daha uzun süreli kullanımını gözden geçiren immünosüpresif tedavi 

üzerine bir çalıĢma, uzun süreli kullanımı olmayanlara kıyasla 3.93'lük bir 

olasılık oranı olduğunu sunmuĢtur (Long vd. 2012, Azoury ve Lange 2014). 
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 Melanom geliĢimi açısından nonsteroid antiinflamatuvar ilaç kullanımının 

potansiyel bir koruyucu etkisi tanımlanmıĢtır (Johannesdottir vd. 2012, Azoury 

ve Lange 2014).  

 Melanom karsinogenez riskinde hamilelik veya hormonların rolünü destekleyen 

kesin veri belirtilmemiĢtir (Gandini vd. 2011, Azoury ve Lange 2014). 

 Bir meta-analiz, aĢırı kilolu ve obez erkeklerde melanom riskinin arttığını, ancak 

kadınlarda belirgin bir iliĢki gözlenmediğini iĢaret etmiĢtir (Sergentanis vd. 

2013, Azoury ve Lange 2014). 

 D vitamini seviyeleri ile melanom arasındaki iliĢkinin kanıtı kesinleĢmemiĢtir 

(Asgari vd. 2009, Azoury ve Lange 2014). 

 Birkaç çalıĢma, Parkinson hastalığı ile artan melanom insidansı arasında bir 

iliĢki olduğunu göstermiĢti (Fiala vd. 2003, Bajaj vd. 2010, Liu vd. 2011, 

Azoury ve Lange 2014).  

2.2.2.3.2 Melanom tedavisi 

Melanom tümörlerinin grupları ve aĢamaları, T, M ve N gruplarını ve ayrıca alt 

bölümlere ayrılan 0, I, II, III, IV aĢamalarını içeren bir harf ve romen rakamları sistemi 

ile tanımlanmaktadır (Abbas vd. 2019). Bu aĢamalar, melanomun dağılma seviyesi gibi 

bazı kriterlere göre gösterilir (Abbas 2019). Her aĢamaya göre keĢfedilen bazı tedavi 

yöntemleri bulunur (Berman vd. 2011, McGuire vd. 2012, Hoz vd. 2018, Abbas vd. 

2019) (Çizelge 2.2).  
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Çizelge 2.2  Melanom aĢamaları ve tedavileri (Abbas vd. 2019) 

Melanom aşamaları                             Tedavi yöntemleri 

Aşama 0 Cerrahi, Imiquimod krem veya radyasyon tedavisi 

Aşama I 

 IA 

 IB 

Sentinel lenf nodu biyopsisi veya ameliyatı 

Aşama II 

 IIA 

 IIB 

 IIC 

Adjuvan tedavi, cerrahi veya sentinel lenf nodu biyopsisi 

Aşama III 

 IIIA 

 IIIB 

 IIIC 

Cerrahi tedavi, kemoterapi, radyoterapi, immünoterapi, 

hedefe yönelik tedavi 

Aşama IV Cerrahi tedavi, kemoterapi, radyoterapi, immünoterapi, 

hedefe yönelik tedavi 

 

5-Fluorouracil ve Imiquimod melanom için kullanılan topikal tedavilerdir (Micali vd. 

2014). 5-Fluorouracil bir Timidin analoğudur ve neden olduğu yoğun inflamasyon, anti-

tümöral etkilerine katkıda bulunabilir (Desai vd. 2012, Micali vd. 2014). Tedavi için % 

0.5 (krem), % 1 (krem), % 2 (çözelti) ve % 5 (krem ve çözelti) 5-FU topikal 

formülasyonları mevcuttur (Micali vd. 2014). 5-FU onlarca yıldır kullanılmaktadır ve 2-

4 hafta gibi kısa bir tedavi süreci gerektirir (Micali vd. 2014). Imiquimod yeni bir 

topikal immün yanıt düzenleyici sınıfının ilki olan sentetik bir imidazokinolin amin’dir 

(Micali vd. 2014). Imiquimod dendritik hücreler, monositler/makrofajlar ve Langerhans 

hücreleri gibi antijen sunan hücrelerin yüzeyinde bulunan Toll benzeri reseptörlere etki 

eder (Patel vd 2006, Schön ve Schön 2007, Lacarrubba vd 2008, Micali vd. 2014). 

Birkaç çalıĢma Imiquimod’in antianjiyojenik özelliklere sahip olduğunu ve yeni 

damarların patolojik büyümesinin inhibisyonundaki rolü için kanıt sağladığını 

göstermiĢtir (Li vd. 2005, Desai vd. 2012, Micali vd. 2014).  Daha yakın zamanlarda 

Imiquimod’in immün hücrelerin lenfatik taĢınmasında ve daha sonra tümörlerin 

immünolojik yıkımına neden olan faktörlerde rol oynayabileceği öne sürülmüĢtür 

(Akkilic-Materna vd. 2011, Micali vd. 2014). % 5, % 3.75 ve % 2.5 Imiquimod 

kreminin topikal formülasyonları Ģu anda mevcuttur (Micali vd. 2014).   
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ġekil 2.2 A. 5-Fluorouracil kimyasal yapısı (PubChem 2005) B. Imiquimod kimyasal 

yapısı (PubChem 2005) 

Tümörün özelliklerine (konum, evre ve genetik profil) bağlı olarak, tedavi seçenekleri 

cerrahi, kemoterapi, radyoterapi, fotodinamik tedavi (PDT), immünoterapi veya hedefe 

yönelik tedavi olabilir. Evre I – IIIB melanomu olan hastalar için kullanılan birincil 

tedavi yöntemi cerrahidir (Batus vd. 2013, Miller vd. 2016, van Zeijl vd. 2017, 

Domingues vd. 2018). Cerrahi iĢlemler tümörün klinik-patolojik özelliklerine göre 

farklılık gösterir. Eksizyon, in situ melanomlar için 0,5 cm, kalınlığı 2 mm'ye kadar olan 

tümörler için 1 cm ve 2 mm'den daha kalın tümörler için 2 cm'lik güvenlik sınırlarını 

içerir (van Zeijl vd. 2017, Domingues vd. 2018). Sağkalımı iyileĢtirmek için hedefe 

yönelik tedavi ve immünoterapi gibi adjuvan tedaviler önerilir (Austin vd. 2017, van 

Zeijl vd. 2017, Domingues vd. 2018). Melanom metastazı olan hastalar için 

metastazektomi kullanılmaktadır ve bazı metastatik melanom vakalarında kemoterapi 

tedavisi de uygulanmaktadır (Batus vd. 2013, Austin vd. 2017, Domingues vd. 2018). 

Radyoterapi deri, kemik ve beyin metastazlarının tedavisinde kullanılmaktadır (Garbe 

vd. 2016, Domingues vd. 2018). 

 

Tedavide bir ilacın terapötik etkisini üretebilmesi için, ilacın uygun Ģekilde uygulanarak 

organların dokuları ve doku hücreleri ile temas etmesi gerekmektedir. Ġlaç uygulama 
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yolu kolaylık, ilaçta istenen etkinin baĢlangıcı, ilacın doğası, hastanın durumu ve yaĢı 

gibi faktörlerden etkilenerek seçilmektedir (Pharmapproach 2020).  

2.3 İlaç Uygulama Yolları 

Ġlaç uygulama yolu çeĢitli hastalıkların ve bozuklukların teĢhisi, önlenmesi ve tedavisi 

amacıyla bir ilacın uygun Ģekilde vücuda alınma yolu olarak belirlenmiĢtir. Ġlaç 

biyoyararlanımının farmakolojik etkinin hem baĢlangıcını hem de süresini belirlemesi 

bir ilacın uygulama yolu ile doğrudan etkilenmektedir (Pharmapproach 2020). 

Ġlaç uygulaması Oral yol, Dilaltı/ Bukkal yol, Rektal yol, Topikal yol, Transdermal yol, 

Ġnhalasyon yolu/ pulmoner yol ve Enjeksiyon yolu olmak üzere farklı yöntemleri 

içermektedir (Pharmapproach 2020). 

 Oral yol: Ġlaç uygulaması için en sık kullanılan yoldur ve bu yolda ilaç ağızdan 

alınır. Ağızdan verilen ilaçların çoğu ilacın fizikokimyasal özelliklerinin 

sınırları içinde çok verimli bir Ģekilde gastrointestinal sistemden dolaĢıma 

emilir. 

 Dilaltı/ Bukkal yol: Bu uygulama yolunda ilaç, dil altına (dil altı yolla) veya 

diĢ etleri ile yanağın iç astarı arasına (bukkal yol) yerleĢtirilir. Her iki Ģekilde de  

ilacın çözülmesine izin verilir ve mümkün olduğunca yutulmaması sağlanır. 

Ġlaç, mukozadan dolaĢıma hızla emilir ve böylelikle portal dolaĢımı ve 

karaciğerdeki ilk geçiĢ metabolizmasını atlar. 

 Rektal yol: Ağız yolundan farklı olarak tahriĢ edici veya hoĢ olmayan nitelikte 

ilaçlar rektal yoldan verilmektedir. Bu ilaçlar fitil formunda veya sıvı formda 

olabilir.  

 Topikal yol: Ġlaçlar göz, kulak, burun, ağız, vajina vb. deri veya mukoza zarın 

esas olarak lokal etki için topikal olarak uygulanabilir. Bu yol genel dolaĢımı 

etkilemeden ilacın yüksek lokal konsantrasyonu sağlamaktadır ve krem, 

merhem ve damla Ģeklinde bulunabilir.  
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 Transdermal yol: Ġlaç deri yoluyla emilen bir yama içinde bulunmaktadır. Bu 

yoldan uygulanan ilaçlarda absorpsiyon yavaĢtır ancak uzun süreli etkiler 

üretmeyi sağlarlar. 

 İnhalasyon yolu/ pulmoner yol: Bu yolda ilaçlar, gazlar (örneğin, nitröz oksit) 

olarak solunabilir ve alveolar membranda difüzyon yoluyla kan dolaĢımına 

girebilir.  

 Enjeksiyon yolu: Ġkinci en yaygın kullanılan ilaç yoludur. Ġlaç çeĢitli yerlerde 

ve Ģırınga ve iğne kullanılarak çeĢitli derinliklerde vücuda çözelti veya 

süspansiyon Ģeklinde verilir. Yaygın olarak kullanılan dört enjeksiyon yolu 

vardır: Intradermal (ID) (dermis içinde uygulama), Derialtı (SC), Intramuscular 

(IM) (kas içinde uygulama) ve Ġntravenöz (IV) (damar veya damarlar içinde 

veya içine uygulama) (Pharmapproach 2020). 

2.4 Alternatif tedavi yöntemleri doğal bileşikler 

Hastalıkları kontrol etmek amacıyla doğal ürünlerin veya ekstraktların kullanımına 

yönelik eğilim bulunmaktadır (Amin vd. 2012, Hussain vd.  2014, Mallhi vd. 2015, 

Mannan vd. 2016, Samina vd. 2016, Qadir vd. 2016, Abbas vd. 2019). Likenler 

terapötik amaçlı araĢtırılan doğal bileĢiklerdir. Likenler, mantarlar (mikobiyon) ve 

fotoototrofik, algal partnerler (fotobiyontlar) arasındaki ortaklıktan oluĢan 

organizmalardır. Tüm dünyada yaklaĢık 18.500 farklı liken türü tanımlanmıĢtır 

(Ranković 2019). Likenler yaĢadığı özel koĢullar, çeĢitli olumsuz fiziksel ve biyolojik 

etkilere karĢı koruma sağlamak amacıyla birçok metaboliti üretmektedirler. Likenler 

tarafından sentezlenen metabolitler birincil ve ikincil metabolitler olmak üzere ikiye 

ayrılır (Lawrey 1986, Ranković 2019). Likenlerde bulunan organik bileĢiklerin çoğu 

ikincil metabolitlerdir (Galun ve Shomer-Ilan 1988, Stocker-Wörgötter 2002, Solhaug 

vd. 2009, Ranković 2019). Liken ikincil metabolitler doğal rollerine ek olarak, 

antibiyotik, antimikobakteriyel, antimutajenik, antioksidan, antiviral, antipiretik, 

analjezik ve antitümöral aktivite göstermiĢ ve geleneksel tıpta çeĢitli durumların 

tedavisinde kullanılmıĢtır (Boustie vd. 2011, Cardile vd. 2017).  
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2.4.1 İlaç adayı molekülü : Vulpinik asit 

Liken ikincil metabolitlerinden biri olan Vulpinik asit tipik olarak Letharia vulpina 

liken türünden elde edilmektedir (Kwon vd. 2016) (Şekil 2.3). IUPAC ismi methyl 

(2E)-2-(3-hydroxy-5-oxo-4-phenylfuran-2-ylidene)-2-phenylacetate olan Vulpinik 

asit’in moleküler ağırlığı 322.3 g/mol’dür (PubChem 2005). Vulpinik asit, bakteri 

(Shrestha vd. 2016) ve mantarlara (Kwon vd. 2016) karĢı antibiyotik aktivite 

sergilemektedirler (Yi 2019). Vulpinik asitin bir diğer özelliği olarak güçlü UV 

absorpsiyon yeteneği olması ve aĢırı UV-B ıĢınlaması için filtre görevi görebildiği 

belirlenmiĢtir (Rundel 1978, Galloway 1993, Molnár ve Farkas 2010). Vulpinik asitin 

ek olarak anti-anjiyogenez, anti-proliferatif ve insan kanser hücrelerine karĢı 

sitotoksisiteyi içeren anti-kanser etkileri belirtilmiĢtir (Koparal 2015, Kim vd 2017, 

Kılıç vd. 2018). Vulpinik asitin normal hücrelere kıyasla kanserli hücreler üzerinde 

daha fazla sitotoksik etki gösterdiği ve kanser hücrelerinde apoptozu tetiklediği çeĢitli 

çalıĢmalarla belirlenmiĢtir (Koparal 2015, Kim 2017, Kılıç vd. 2018). Vulpinik asit’in 

kanserli hücreleri hedef haline getirmesi, kanser tedavisinde ilaç aday molekülü 

olabileceğine dair bir göstergedir.  

 

ġekil 2.3 A.Vulpinik asit B.Vulpinik asitin yapısal formülü (Anonymous 2018) 
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2.5 Hücre Ölümü 

Melanom kanserinin ilerlemesi ve hayatta kalması, kanser hücresi hatlarının hücre ölüm 

yollarını yönlendirmesi, bağıĢıklık gözetiminde kaçma ve elveriĢssiz bir mikro ortamda 

hayatta kalma yeteneğine bağlıdır (Broussard vd. 2018, Mattia vd 2018). Kaza Sonucu 

Hücre Ölümünde (ACD) hücre ölümü, yüksek basınçlar, ozmotik kuvvetler ve aĢırı 

sıcaklıklar gibi fiziksel stres ortamında meydana gelirken DüzenlenmiĢ Hücre Ölümü 

(RCD) önceden tanımlanmıĢ moleküler mekanizma tarafından programlanır bu nedenle, 

hedeflenen farmakoterapi ve genetik modifikasyon ile modüle edilebilir. (Broussard vd. 

2018, Galluzzi vd. 2018). Hücre ölümü mekanizmalarının çoğu birbiriyle kesiĢen sinyal 

yolaklarına sahiptir ve bu da ortaya çıkan direnç ile tedaviyi zorlaĢtırabilir. Enerji / ATP 

seviyeleri, hasar veya stres derecesi ve belirli yolak inhibitörlerinin varlığı gibi çeĢitli 

faktörler bir hücrenin apoptoz, otofaji veya nekroptoz geçirme kaderini etkilemektedir 

(Adewale vd. 2017, Broussard vd. 2018). 

2.5.1 Otofaji 

Besin stresine yanıt olarak kendi kendine bozunmayı içeren bir hücre ölüm 

mekanizması olan otofaji seçiçi olarak yanlıĢ katlanmıĢ proteinleri ve hasarlı organelleri 

ortadan kaldırması nedeniyle bir hayatta kalma mekanizmasıdır (Glick vd. 2010, 

Broussard vd. 2018). Otofaji süreci yüksek oranda korunan bir mekanizmadır. 

Sitoplazma ve protein kısımları otofagozomlar tarafından yutulur ve bunlar lizozom 

füzyonu ve bozunması için bağlanır ve bozunma ürünleri daha sonra protein sentezi ve 

enerji üretimi için substrat olarak iĢlev görmektedir (Duffy vd. 2015, Broussard vd. 

2018). Melanom hücre hatlarında otofaji mutasyona uğramıĢ PI3K/Akt/mTOR yolağını 

da kapsamak üzere birçok yolakla kontrol edilir. MTOR yukarı yönde fosforile 

edildiğinde otofajiyi inhibe eden bir kinaz kaskadı baĢlatır ve bu mekanizma ile mTOR 

inhibitörleri melanom hücre ölümünü modüle etmede umut vericidir. Bu inhibitörlerin 

aĢağı yönde etkisi ise, çoğalan tümör hücrelerinde kullanılmak üzere proteinlerin ve 

hücre materyallerinin geri dönüĢtürülmesiyle kanser hücrelerinin hayatta kalmasını 

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

Nekroptoz veya düzenlenmiĢ nekroz kaspazlardan bağımsız olarak meydana gelen 

RIPK1 ve RIPK3 kinazlarına bağlı bir hücre ölüm mekanizmasıdır ve apoptozun aksine 

nekroptoz genellikle yetersiz kaspaz aktivasyonu koĢulları altında etkinleĢtirilir.  

Nekroptoz RIPK1/RIPK3/MLKL aktivasyon yolağı ile oluĢur. Apoptoz için gerekli 

olan kaspazlar RIP1 ve RIP3'ün bölünmesiyle nekroptozu negatif olarak düzenler 

(Adewale vd. 2017, Broussard vd. 2018). Nekroptoz süreci baĢladığı zaman plazma 

membran geçirgenliği artarak hasarla iliĢkili moleküler modeller (DAMPS) oluĢur. 

Nekroptoz apoptoza benzer bir Ģekilde kaspaz-8'in inhibisyonuna bağlı olarak farklı bir 

mekanizma yoluyla TNF ailesinin üyeleri tarafından baĢlatılabilir (Kaczmarek vd. 2013, 

Broussard vd. 2018). Melanom tümör hücrelerinde RIPK3 ekspresyonunun 

eksikliğinden dolayı nekroptoz yolağı genellikle düzensizdir. RIPK3 ekspresyonunun 

nekroptotik sinyallemeyi ortaya çıkarabilmesine dikkat edildiğinde bu yolağın yeniden 

aktivasyonu metastatik melanomda terapötik önem taĢımaktadır (Geserick vd. 2015, 

Broussard vd. 2018). 

2.5.3 Apoptoz 

Kemoterapötik ajanlar, kanser hücresi proliferasyonunu ve hayatta kalmasını etkileyen 

birçok hücresel tepkiye neden olabilir (Şekil 2.4) ve bu hücresel tepkilerin en iyi 

çalıĢılanı, geliĢme ve hastalık sırasında normal hücre sayılarını kontrol eden fizyolojik 

bir hücre ölüm mekanizması olan apoptozdur. (Lowe ve Lin 2000, Johnstone vd. 2002). 

Apoptoz en erken tanımlanan ve en iyi anlaĢılmıĢ hücre ölüm mekanizmasıdır. Apoptoz 

çeĢitli hücre süreçlerinin homeostazını koruma iĢlevi görür ve apoptotik yolaktan 

kaçınma tümör oluĢumu ve melanom hücrelerinin kontrolsüz çoğalması ile ilgilidir. 

Apoptoza, hem baĢlatıcı hem de efektör proenzim, kaspazlar aracılık eder ve bunların 

bir proteolitik kaskad yayması nihai olarak hücre ölümüyle sonuçlanmaktadır (Galluzzi 

vd. 2018, Adewale vd. 2017, Broussard vd. 2018). Apoptoz Ġçsel, DıĢsal ve Granzim 

yolakları olmak üzere efektör kaspaz-3'te birleĢen ve DNA ve protein parçalanmasıyla 

sonuçlanan üç yolakla baĢlatılır (Broussard vd. 2018). 
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ġekil 2.4 Ġlaç etki mekanizması (Johnstone vd. 2002) 

 

2.5.3.1 Dışsal yolak (Ölüm reseptör yolağı) 

Apoptozun baĢlamasına neden olan dıĢsal sinyal yolakları, transmembran reseptör 

aracılı etkileĢimleri dahil etmektedir ve bunlar, tümör nekroz faktörü (TNF) reseptör 

geni süper ailesinin üyelerinin ölüm reseptörlerini kapsarlar (Locksley vd. 2001, Elmore 

2007). TNF reseptör ailesinin üyeleri, benzer sistein açısından çok fazla hücre dıĢı 

alanlara sahiptirler ve "ölüm alanı" adıyla isimlendirilmekte olan ortalama 80 amino 

asitlik bir sitoplazmik alanı oluĢtururlar (Ashkenazi ve Dixit 1998, Elmore 2007). ġu 

zamana kadar tam olarak anlaĢılmıĢ ligandlar ve bunların karĢılığı ölüm reseptörleri 

arasında 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, Elmore 2007). DıĢsal yolağı açıklayan olaylar dizisi 

TNF-α/TNFR1 ve FasL/FasR modelleriyle ayırt edilmektedir. Bu modellerde, 

reseptörlerin kümelenmesi ve homolog trimerik ligand ile bağlanma oluĢur. Ligand 

bağlanması üzerine, reseptörlere bağlanan karĢılık gelen ölüm alanlarını sergileyen 

sitoplazmik adaptör proteinleri görevlendirilir. Fas ligandının Fas’a bağlanması, adaptör 

proteini FADD'nin bağlanmasıyla sonuçlanır ve TNF ligandının TNF’ye bağlanması, 

adaptör proteini TRADD'nin FADD ve RIP'nin görevlendirilmesiyle bitirilir (Hsu vd. 
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1995, Wajant 2002, Elmore 2007). FADD daha sonra, ölüm efektör alanının 

dimerizasyonu yoluyla procaspase-8 ile birleĢir ve procaspase-8'in otomatik olarak aktif 

hale gelmesiyle bitirilen bir ölüm indükleyici sinyal kompleksi meydana gelir (Kischkel 

vd. 1995, Elmore 2007). Kaspaz-8 etkinleĢtirildiğinde, apoptozda yürütme basamağı 

harekete geçer. Ölüm reseptörü aracılı apoptoz, kaspaz-8 ve FADD’a bağlanarak c-FLIP 

proteini aracılığıyla inhibe edilebilir ve onları etkisiz hale getirir (Kataoka vd. 1998, 

Scaffidi 1999, Elmore 2007). Potansiyel apoptoz regülasyonunun farklı noktası, kaspaz-

8 iĢlemesinin engellenmesi aracılığıyla T hücrelerinde Fas aracılı apoptozu engellediği 

belirtilen Toso proteinini kapsar (Hitoshi vd. 1998, Elmore 2007). 

2.5.3.2 Perforin / Granzim yolağı 

Sitotoksik T lenfositleri, hedef olan hücreleri dıĢsal yolaktan etkileyebilir ve FasL/FasR 

etkileĢimi, sitotoksik T lenfosit aracılı indüklenen apoptozun baskın yöntemi olarak 

ifade edilir (Brunner vd. 2003, Elmore 2007). Sitotoksik etkilerini tümör hücreleri ve 

virüsle enfekte olmuĢ hücreler üzerinde, transmembran gözenek oluĢturan molekül 

perforinin salgılanmasını içeren yeni bir yolakla ve ardından sitoplazmik granüllerin 

gözenek yoluyla ve hedef hücreye ekzofitik salımını içeren yeni bir yolakla 

gerçekleĢtirebilir (Trapani ve Smyth 2002, Elmore 2007). Serin proteazlar Granzim A 

ve Granzim B, granüller içindeki en önemli bileĢenler olarak görev alırlar (Elmore 

2007). Granzyme B, aspartat kalıntılarındaki proteinleri bölerek prokaspaz-10'u 

etkinleĢtirir ve aynı zamanda ICAD (Kaspaz AktifleĢtirilmiĢ DNAz Ġnhibitörü) gibi 

faktörleri bölebilir (Sakahira vd. 1998, Elmore 2007). Elde edilen bilgilere göre 

Granzim B'nin, Bid'nin spesifik bölünmesi ve Sitokrom-c salımının indüksiyonu yoluyla 

ölüm sinyalinin amplifikasyonu için mitokondriyal yolağı kullanabildiğini belirtmiĢtir 

(Barry ve Bleackley 2002, Russell ve Ley 2002, Elmore 2007). Bununla birlikte, 

Kaspaz-3 Granzim B tarafından etkinleĢtirebilir ve apoptozun yürütme aĢamasının 

indüksiyonu gözlenir (Elmore 2007). Hem mitokondriyal yolağın hem de Kaspaz-3'ün 

aktivasyonunun granzim B ile indüklenen ölüm olayı için önemli olduğu belirtilmiĢtir 

(Goping vd. 2003, Elmore 2007). Granzim A, sitotoksik T hücresinin neden olduğu 

apoptozda önemlidir ve Kaspazdan bağımsız yolları etkinleĢtirir. Hücreye girdikten 

sonra, Granzim A, DNAz NM23-H1 yoluyla DNAyı keser (Fan vd. 2003, Elmore 
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2007). Bu DNAz, tümör hücresi apoptozunun indüksiyonu yoluyla kanseri önlemek için 

immün gözetimde önemli bir rol oluĢturur. SET nükleozom birleĢtirme proteini 

normalde NM23-H1’i engellemekle görevlidir. Granzim A proteaz tarafından SET 

kompleksi bölünür ve apoptotik DNA bozunmasını sağlar. NM23-H1'i inhibe etmenin 

yanı sıra SET kompleksinin, DNA onarımı ve kromatin yapısında iĢlevleri vardır. Ape1, 

SET, HMG2 ve pp32 bu kompleksi oluĢturan proteinlerdir ve DNA ve kromatin 

yapısını korurlar. (Lieberman ve Fan 2003, Elmore 2007). Bu kompleksin granzim A 

tarafından inaktivasyonu, büyük olasılıkla DNA'nın ve kromatin yapı bütünlüğünün 

korunmasını bloke ederek apoptoza katkı sağlar (Elmore 2007). 

2.5.3.3 İçsel yolak 

Apoptozun baĢlamasını sağlayan içsel sinyal yolakları, mitokondri tarafından 

oluĢturulan olaylar olan çeĢitli reseptör aracılı olmayan ve hücre içinde sinyaller üreten 

bir süreci kapsar. Ġçsel yolağın baĢlamasına neden olan uyaranlar, pozitif veya negatif 

olarak yol alabilen hücre içi sinyal üretimini sağlarlar. Negatif olan sinyaller, belirli 

büyüme faktörlerinin, hormonların ve sitokinlerin yokluğunu içerir, bu da ölüm 

programlarının bastırılmasının baĢarısızlığına yol açarak apoptoza neden olur. BaĢka bir 

deyiĢle bu faktörlerin geri çekilmesi, apoptotik baskılamanın kaybı ve ardından 

apoptozun aktivasyonunu sağlar. Olumlu bir Ģekilde hareket eden diğer uyaranlar 

arasında serbest radikaller, toksin maddeler, radyasyon, hipertermi, viral enfeksiyonlar 

ve hipoksi yer alır (Elmore 2007). Tüm bu uyaranlar mitokondriyal transmembran 

potansiyelinin kaybı ve normalde sekestre edilmiĢ pro-apoptotik proteinlerin iki ana 

grubunun zarlar arası boĢluktan sitozole salınmasıyla mitokondriyal geçirgenlik geçiĢi 

(MPT) gözeneğinin açılmasıyla sonuçlanan iç mitokondriyal membranda değiĢikliklere 

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

Ġlk grup Smac/DIABLO, Serin Proteaz HtrA2/Omi ve Sitokrom-c'den oluĢmaktadır (Du 

vd. 2000, van Loo vd. 2002a, Garrido vd. 2005, Elmore 2007). Bahsedilen proteinler 

Kaspazla bağımlı olan mitokondriyal yolağı etkinleĢtirirler. APAF-1'in yanı sıra 

Sitokrom-c, Procaspase-9'a bağlanır ve aktive ederek bir "apoptozom" oluĢturmasına 

neden olur (Chinnaiyan 1999, Hill vd. 2004, Elmore 2007). Procaspase-9'un bu Ģekilde 
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kümelenmesi, kaspaz-9 aktivasyonu sağlar. HtrA2/Omi ve Smac/DIABLO’nun IAP 

(apoptoz proteinlerinin inhibitörleri) etkisini engelleyerek apoptoza yönelttiği 

belirtilmiĢtir (van Loo vd. 2002a, Schimmer 2004, Elmore 2007). Ġkinci pro-apoptotik 

proteinler olan endonükleaz G, CAD ve AIF apoptoz gerçekleĢtiği sırada mitokondri 

üzerinden salınır fakat belirtilen olay hücre ölmeye karar verdikten sonra geç meydana 

gelir. AIF çekirdeğe yer değiĢtirir ve DNA fragmantasyonuna ~ 50-300 kb parçalara ve 

periferik nükleer kromatinin yoğunlaĢmasını sağlar  (Joza vd. 2001, Elmore 2007). Bu 

erken nükleer yoğunlaĢma Ģekli "AĢama I" yoğunlaĢma olarak ifade edilir (Susin vd. 

2000, Elmore 2007). Endonükleaz-G ayrıca oligonükleozomal DNA fragmanları 

üretmek amacıyla nükleer kromatini parçaladığı çekirdeğe yer değiĢtirir (Li vd. 2001, 

Elmore 2007). Endonükleaz-G ve AIF Kaspazdan bağımsız olarak çalıĢmaktadır. CAD 

mitokondri üzerinden salındıktan sonra çekirdeğe geçer. Daha sonra Kaspaz-3 

tarafından bölünmeden sonra oligonükleozomal DNA fragmantasyonuna ve kromatin 

yoğunlaĢmasını sağlar (Enari vd. 1998, Elmore 2007). Bu daha belirgin olan kromatin 

yoğunlaĢmasına "AĢama II" yoğunlaĢması adı verilir (Susin vd. 2000, Elmore 2007).  

Apoptozun Fas yolağındaki mitokondriyal hasara, Bid'nin Kaspaz-8 bölünmesi neden 

olur (Li vd. 1998, Esposti 2002, Elmore 2007). Bu, ölüm reseptörü (dıĢsal) yolak ile 

mitokondriyal (içsel) yolak arasındaki "çapraz konuĢma" nın bir örneği olarak gösterilir 

(Igney ve Krammer 2002, Elmore 2007). Bad fosforile edildiği zaman sitozolde tutulur, 

Bad fosforile edilmediği zaman Sitokrom-c'yi serbest bırakmak için mitokondriye yer 

değiĢtirir (Zha vd. 1996, Elmore 2007). Bad’ın Bcl-Xl veya Bcl-2 ile heterodimerleĢme, 

muhafaza edici özelliklerini nötralize etme ve hücre ölümünü isteklendirmek gibi 

görevleri vardır (Yang vd. 1995, Elmore 2007). Hem Bcl-2 hem de BclXl mitokondri 

üzerinden sitokrom C salınımı olayını engelleyebilir. Raporlar, Bcl-XL ve Bcl-2’nin, 

öncelikle Kaspaz proteazlarının etkisini denetleyerek apoptozu engellediğini 

belirtmektedir (Newmeyer vd. 2000, Elmore 2007). "Aven" olarak adlandırılan ek bir 

proteinin Bcl-Xl ve APAF-1'i bağladığı ve bunun sonucunda Procaspase-9'un etkisini 

önlediği gösterilmektedir (Chau vd. 2000, Elmore 2007). Bcl-2 veya Bcl Xl'in aĢırı 

ekspresyonunun diğerini aĢağı regüle edeceğine dair kanıtlar vardır, bu da bu iki protein 

arasında karĢılıklı bir düzenleme olduğunu ifade eder (Elmore 2007). 
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DıĢsal ve içsel yolakların her ikisi de, apoptozun son yolağı olarak kabul edilen yürütme 

aĢamasının noktasında sonlanırlar. Apoptozun bu aĢamasını baĢlatan, uygulayıcı 

kaspazlarının etkin hale gelmesidir. Uygulayıcı Kaspazlar, çekirdek materyali bozan 

sitoplazmik endonükleazı, nükleer ve hücre iskelet proteinlerini bozan Proteazları 

etkinleĢtirirler. Sitokeratinler, Alfa Fodrin, PARP, çekirdek protein NuMA, Kaspaz-3, 

Kaspaz-6 ve Kaspaz-7 ve diğerleri dahil olmak üzere çeĢitli substratları bölerek, efektör 

veya "uygulayıcı" Kaspazlar olarak iĢlev görür ve sonuçta morfolojik ve apoptoza 

uğrayan hücrelerde olan biyokimyasal farklılıkları oluĢturmaktadırlar (Slee vd. 2001, 

Elmore 2007). 

Kaspaz-3, baĢlatıcı kaspazlarından herhangi biri sayesinde aktif hale getirilebilir ve 

uygulayıcı kaspazlarının en önemlisidir. Endonükleaz CAD, Kaspaz-3 tarafından 

etkinleĢtirilir. Daha sonra CAD, ICAD ile kompleks haline gelir. Aktif olan Kaspaz-3, 

CAD'i serbest bırakmak için ICAD'yi böler (Sakahira vd. 1998, Elmore 2007). CAD 

sonraki aĢamada çekirdeklerdeki kromozomal DNA'yı bozarak kromatin 

yoğunlaĢmasını sağlar. Kaspaz-3 ayrıca hücre iskeletinin yeniden düzenlenmesini ve 

hücrenin apoptotik cisimlere parçalanmasına neden olur. Gelsolin, aktive Kaspaz-3'ün 

temel substratlarından biridir (Elmore 2007). 

Apoptotik hücrelerin fagositik alımı, apoptozun son tamamlayıcısıdır. Apoptoz 

sırasında fosfatidilserin hücrenin dıĢ kısmına translokasyon mekanizması iyi 

anlaĢılmamıĢsa da, aminofosfolipid translokaz aktivitesinin kaybı ve çeĢitli sınıflardan 

fosfolipidlerin spesifik olmayan hareketi ile iliĢkili olduğu belirtilmiĢtir (Bratton vd. 

1997, Elmore 2007). AraĢtırmalar, Fas, Kaspaz-8 ve Kaspaz-3'ün, oksidatif olarak 

stresli eritrositlerde fosfatidilserin dıĢsallaĢtırılmasının düzenlenmesinde rol oynadığını, 

ancak kaspaz bağımsız fosfatidilserin maruziyetinin, birincil T lenfositlerin apoptozu 

sırasında meydana geldiğini belirtmektedir (Ferraro-Peyret vd. 2002, Mandal vd. 2005, 

Elmore 2007). Apoptotik hücrelerin dıĢ kısmında fosfotidilserinin görülmesi daha sonra 

enflamatuar olmayan fagositik tanımayı kolaylaĢtırarak bunların erken alımına ve 

atılmasını sağlarlar (Fadok vd. 2001, Elmore 2007). Hücresel bileĢenlerin serbest 

bırakılmadığı bu erken ve verimli alım süreci, esasen hiçbir enflamatuar tepki 

oluĢturmazlar (Elmore 2007). 
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ġekil 2.5 Apoptotik olayların Ģematik olarak gösterilmesi (Elmore 2007) 

 

2.5.4 Apoptotik yolaklardaki moleküller  

2.5.4.1 TP53 

TP53, 53 kDa'lık bir stres yanıt genidir ve fonksiyonel özellikleri arasında genomik 

dengenin korunması ve genotoksik uyaranlara yanıt olarak apoptozun indüksiyonu 

vardır (Hall vd. 1996, Hussein vd. 2003). P53 hasarlı DNA'nın replikasyonunu inhibe 

eden G1/S geçiĢinde hücre döngüsü tutuklamasına neden olur, kusurlu DNA'ya sahip 

hücreleri yok etmek için apoptozun indüksiyonunu sağlar ve bu mekanizmalara katılan 

diğer moleküllerle etkileĢim halindedir (Donehower vd. 1992, Hussein vd. 2003).  

Tümör proteini P53 mitokondriyal ve ölüm reseptörünün neden olduğu apoptotik 

yolaklarda görevli proteinlerin çeĢitli mekanizmalarla ekspresyonunu uyarabilir. Ġlk 

olarak P53, mitokondride bulunan Bax, Noxa ve PUMA gibi birkaç proteini uyarır 

(Henry vd. 2002, Hussein vd. 2003).  Noxa ve PUMA apoptozomu oluĢturmak için 

APAF-1 ve Kaspaz-9 ile birleĢen Sitokrom-c'nin mitokondriden salınmasını uyarır. 

Kaspaz 9 aktif formu en zarar verici Kaspaz olan Kaspaz-3'ü aktive eder (Wu ve Deng 

2002, Hussein vd. 2003). Kaspaz-3 hedef substratlarını yani kaspaz ile aktifleĢtirilmiĢ 
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deoksiribonükleaz inhibitörü (ICAD) keser ve bu kaspaz ile aktifleĢtirilmiĢ 

deoksiribonükleazın (CAD) aktivasyonu sağlar ve ardından internükleozomal DNA 

bozunması ile sonuçlanır (Sakahira vd. 1998, Hussein vd. 2003). Kaspaz-3 ek olarak 

Prokaspaz-6 ve 7 gibi diğer kaspazları aktifleĢtirebilir (Hussein vd. 2003). Ġkinci olarak 

P53, FAS gibi ölüm reseptörlerinin ifadesini ve ölüm alanı içeren protein PIDD'yi (pro-

apoptotik etkileĢim alanı) uyarabilir ve bu apoptoz mekanizmasının aktivasyonu ile 

sonuçlanır (Kim vd. 2002, Hussein vd. 2003). 

2.5.4.2 APAF-1 

APAF-1 P53'e bağlı apoptoza aracılık etmek için Sitokrom-c ve Kaspaz-9 ile birlikte 

hareket eden 130 kDa hücre ölümü efektör proteinidir (Soengas vd. 2001, Hussein vd. 

2003). APAF-1 ifadesinin kaybı melanomda allelik delesyon ve kemoterapiye direnç ile 

iliĢkilidir (Soengas vd. 2001, Hussein vd. 2003). 

2.5.4.3 Bcl-2 ailesi 

Bcl-2 protein ailesi hem inhibitörleri (Bcl-XL, Bcl-2, Mcl-1 gibi) hem de promotörleri 

(Bik, Bax, Bid, Bak gibi) kapsar ve bu molaküller hem çok alanlı proteinleri (Bak ve 

Bax) hem de yalnızca BH3 proteinlerini (Bad, Noxa ve PUMA) içermektedir. Bcl-2 

proteinleri  dıĢ zarda gözenekler oluĢturarak veya geçirgenlik gözeneklerinin açılıp 

kapanmasını düzenleyerek mitokondriyal geçirgenliğin kontrolünü sağmaktadır. Bcl-2 

protein ailesi apoptotik mitokondriyal olayların kontrolü ve düzenlenmesinde görev 

almaktadır (Cory ve Adams 2002, Elmore 2007). Hem normal melanositlerde hem de 

melanomlarda Bcl-2 ailesi molekülleri (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 iliĢkili proteindir (Jacobson vd. 1993, Hussein vd. 2003). 

Bcl-2 Sitokrom-c'nin mitokondriyal salınımını ve APAF-1'in Kaspaz-9 ile etkileĢimini 

modüle eder, Bax’a bağlanır ve c-Myc’nin neden olduğu 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 yolaklarını mitokondriyal ölüm efektör 

mekanizmasına bağlamakta görevlidir. TNF-R1/Fas hücre yüzeyi "ölüm" reseptörlerinin 

aktivasyonu ve Kaspaz-8 aracığıyla sitoplazmik 22 kDa Bid protein kesik (tBid) 15 kDa 

proteinine bölünür. Daha sonra tBid mitokondriyal membrana yer değiĢtirir apoptoza 

yol açan aĢağı akıĢ Kaspaz kaskadını yayan Sitokrom-c'nin salınımını uyarır (Yamada 

vd. 1999, Thomas vd. 2000, Hussein vd. 2003). 

Noxa ve PUMA mitokondriye yerleĢen P53 aracılı apoptozda doğrudan bir hedef olan 

proteindir. Noxa insanlarda P53'e duyarlı bir unsur içermektedir ve bunun antisens 

nükleotid tarafından engellenmesi P53 aracılı apoptozu kısmen durdurur. PUMA bir 

P53 bağlanma yerine sahiptir ve P53'ün hem normal hem de tümör hücrelerinde 

aktivasyonu PUMA aktivasyonunu sağlamaktadır. PUMA indüklenmesi, Sitokrom-c'nin 

mitokondriyal salınımı ve Procaspase-9'un aktivasyonu ile bitirilir (Wu ve Deng 2002, 

Hussein vd. 2003). 

Bax Bcl-2'nin koruyucu rolünü antagonize edebilen sitoplazmada veya hücre zarında 

bulunan Pro-apoptotik bir Bcl-2 homoloğu olan proteindir (Yin vd 1994, Hussein vd. 

2003). 

Mcl-1 ve Bcl-XL anti-apoptotik proteinlerdir ve Bax ile heterodimerizasyon veya c-

Myc kaynaklı apoptozun azaltılmasında rol alırlar (Reynolds vd. 1994, Hussein vd. 

2003). Bcl-XL, Bcl-2'den daha güçlü anti-apoptotik etkiler üreterek hücreleri P53 aracılı 

apoptoza girmekten koruyabilir (Gottschalk vd. 1994, Ogretmen ve Safa 1996, Hussein 

vd. 2003). 

2.5.4.4 Tümör nekroz faktörü (TNF) ailesi 

TNF ve lenfotoksin ilkin belirli hücre tiplerinin parçalanmasına neden olan lenfositlerin 

ve makrofajların ürünleri olarak belirlenmiĢtir ve TNF/TNF ile iliĢkili süper ailesi 

(TNF/ TNF-R SFP'ler) olarak adlandırılan birkaç ilgili proteini kapsarlar. TNF 

ligandları tip 2 proteinlerdir ve hem membrana gömülü hem de bölünmüĢ çözünür 
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biçimlere sahiptirler (Locksley vd. 2001, Hussein vd. 2003). TNF ligandlarının 

reseptörlerine bağlanmasının ardından reseptörlerin sitoplazmik uçları TRAF'lar (TNF-

reseptör ile iliĢkili faktörler) ve DD (ölüm alanları) olmak üzere iki ana sinyalleme 

proteini sınıfı ile iç kompleksler oluĢtururlar. Ligandların DD ile reseptörlere 

bağlanması kaspaz aktivasyonuna ve hücre ölümüne neden olan FADD ve TRADD gibi 

adaptörlerin birleĢmesini sağlar (Scaffidi vd. 1999, Hussein vd. 2003). 

TRAF'lar sitoplazmik adaptör proteinlerdir ve apoptoz ve hayatta kalmada önemli 

rollere sahip sinyal aracı olarak görev alırlar. TRADD ve FADD gibi çeĢitli adaptör 

proteinleri, NIK ve JNK (c-Jun N-terminal kinaz) dahil kinazlar ve kaspazlar içeren 

daha büyük sinyal komplekslerinin oluĢumuna aracılık edebilirler (Arch vd. 2000, 

Hussein vd. 2003). 

TRAIL TNF ailesinin yeni bir üyesi olarak tümör hücrelerine özel güçlü etkilere 

sahiplerdir. TRAIL ligandının ölüm alanlarını kapsayan hücre yüzeyi reseptörlerine 

bağlanması, bu reseptörlerin çapraz bağlanmasını sağlar ve ölüm alanları daha sonra 

FADD gibi adaptör bileĢenlerinin montajına neden olur. FADD, CARD'ının bu 

proteazların prodomainiyle etkileĢimi yoluyla kaspazları etkinleĢtirir (Thomas vd. 2000, 

Hofmann vd. 1997, Hussein vd. 2003). Normal hücreler TRAIL ligandının bağlanması 

için ölüm reseptörleri ile rekabet eden TRAIL tuzak reseptörlerinin varlığı ve TRAIL 

ligandı hem tuzağa hem de ölüm reseptörlerine bağlandığı zaman anti-apoptotik NF-

KB'nin aktivasyonu yoluyla TRAIL'in etkilerinden korunabilirler (Ashkenazi ve Dixit 

1999, Zhang vd. 2000, Hussein vd. 2003). TRAIL apoptozu diğer TNF ailesi 

üyelerinden daha etkili bir Ģekilde kanser hücrelerinde seçici olarak apoptozu 

indüklediği için tedavide umut verici bir hedef olarak kullanılabilir (Griffith vd. 1998, 

Thomas vd. 1998, Hussein vd. 2003). 

FasL TNF ailesinin bir tip II membran proteinidir ve T hücresi aracılı sitotoksisitede rol 

oynar (Suda vd. 1993, Hussein vd. 2003). FasL'nin Fas'a bağlanması, Kaspaz 

kaskadının aktivasyonu yoluyla apoptozu indükleyen bir dizi hücre içi olayı baĢlatır 

(Raisova vd. 2000, Hussein vd. 2003). Fas aracılı apoptoz, iki yolaktan oluĢur. Bunların 

ilki kaspaz 8'in DISC'de toplanmasını ve aktivasyonunu ardından Prokaspaz-3'ün 



35 

 

bölünmesini kapsar ve aktif olan Kaspaz-3 ICAD gibi birçok molekülü böler. Aktive 

CAD, internükleozomal DNA bozulmasıyla apoptoza neden olur (Sakahira vd. 1998, 

Hussein vd. 2003). Ġkinci yolak ise Bid'in tBid'e kesilmesini kapsar ve bu da Bax'ın 

mitokondriyal membrana girmesine ve SMAC/DIABLO ve Sitokrom-c gibi pro-

apoptotik moleküllerin salınmasını sağlayarak apoptozomu oluĢturur. Kaspaz-9 ayrıca 

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

2.5.4.5 Apoptoz inhibitörleri (IAP) ailesi 

IAP'ler bir anti-apoptotik protein ailesidir ve çeĢitli türlerde korunurlar. IAP'ler ilk 

olarak böceklere özgü bir virüs grubu olan bakulovirüslerde keĢfedilmiĢtir ve bunların 

insan benzerleri arasında nöronal apoptoz inhibe edici protein (NAIP), cIAP1, cIAP2, 

XIAP, Livin ve Survivin bulunmaktadır. cIAP1, cIAP2, XIAP ve Survivin uç Kaspaz-3 

ve 7'nin aktif formlarına bağlanabilir ve bunları inhibe edebilmektedir. cIAP1, cIAP2 ve 

XIAP ayrıca Kaspaz-9'un zimojen formuna bağlanır ve böylece proteolitik iĢlenmesinin 

yanı sıra Kaspaz-3, 6 ve 7 gibi aĢağı akıĢ proteazlarının iĢlenmesini önleyebilmetedir 

(Kasof ve Gomes 2001, Hussein vd. 2003). IAP ailesi proteinlerinin bazı üyeleri belirli 

insan kanserlerinde ifade edilir ve bu sebepten dolayı inhibitör etkilerinin ortadan 

kaldırılmasıyla kanser hücrelerini antikanser ilaçlara duyarlı hale getirmede fayda 

sağlayabilirler (Deveraux ve Reed 1999, Hussein vd. 2003).  
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1 Materyal 

3.1.1 Kimyasal malzemeler 

Dulbecco's Modified Eagle Ortamı (DMEM, Sigma), MGM-4 Melanosit Büyüme 

Besiyeri-4 Bullet Kit (MGM-4, Lonza), Fetal Sığır Serumu (FBS, Biological 

Industries), Penisilin / Streptomisin (Biowest), Tripsin-EDTA (Biological Industries), 

Fosfat Tampon Çözeltisi (PBS, Capricorn Scientific), Dimetilsülfoksit (DMSO, Sigma), 

GENEzol Reagent (Geneaid), Tripan mavi boyası (Biorad), Vulpinik asit (Santa Cruz 

Biotechnology), Kloroform (MERCK), Ġzopropanol (EMSURE), Etanol (MERCK), 

SYBR Green (Roche). 

3.1.2 Sarf malzemeler 

T25 ve T75 Hücre kültürü flaskı (SARSTEDT), Kriyovial tüp (SARSTEDT), Steril 

PCR tüp (Greiner Bio-One), Steril falkon tüp (SARSTEDT), Steril serelojik pipetler 

(JET BĠOFĠL), Steril filtreli pipet uçları (BioPointe Scientific), 96 ve 6 kuyulu düz 

tabanlı steril plaka (SARSTEDT), 384 kuyucuklu plaka (ROCHE), PVDF membran 

(Thermo Fisher Scientific), Hücre kazıyıcı (SARSTEDT), Filtre kağıdı (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 hücre sayıcı (Bio-Rad), xCELLigence 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 µl, 20  µl, 100µl, 200 µl, 1000µl 

(Gilson), Santrifüj (Hettich Zentrifugen Rotina 35R), CO2 Ġnkübatör (Sanyo CO2 

Incubator), Sıvı azot tankı (STATEBOURNE cryogenics), Real Time PCR (Roche 

Light Cycler 480), Shaker (Finepcr Orbital Shaker SH30), Saf su cihazı (Millipore 

Synergy, 185), Nanodrop (NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer), Infinite M Plex 

(Tecan), Kırık buz makinası (Scotsman), Terazi (Shimadzu AX200), Isı bloğu (Major 

Science). 

3.2 Yöntem 

Yapılan tez içeriğinde bir liken sekonder metaboliti olan Vulpinik asitin uygulaması 

sonucunda insan deri maling Melonom’dan türetilen hücre hattı A-375 ve insan 

epidermal melanosit hücrelerinin proliferasyonu belirlenip daha sonra hücre göçünün 

etkisi ve apoptotik etkisi araĢtırılmıĢtır. Deneysel iĢ akıĢ Ģeması Şekil 3.1’de 

gösterilmektedir.  

 
ġekil 3.1 Deneysel iĢ akıĢ Ģeması 

İş Akış Şeması 

Hücre Proliferasyonun 
Belirlenmesi 

Hücre Kültürü İdamesi xCELLigence Gerçek Zamanlı 
Hücre Analiz Cihazı ile Hücre 

Anti-Proliferasyonun 
Belirlenmesi 

Hücre Görüntüleme 

Apoptotik Etkinin 
Belirlenmesi 

Kaspaz-3 
Aktivitesinin 
Belirlenmesi 

Apoptotik Etkinin 
mRNA Boyutunda 

Belirlenmesi 

RNA İzolasyonu  

cDNA Sentezi 

 

qRT-PCR ile 
Transkript İfade 

Düzeyinin Analizi 

Hücre Göçünün 
Belirlenmesi 

Yara iyileşme 
analizi 
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3.2.1 Hücre kültürü idamesi 

3.2.1.1 Hücrelerin büyüme şartları 

Ġnsan deri maling melanomdan türetilen A-375 hücre hattının (ATCC No. CRL-1619) 

büyümesi ve çoğaltılması için, %10 FBS, %1 penisilin / streptomisin içeren DMEM 

yüksek glukoz besiyeri (Sigma, Katalog No. D6429) kullanılmıĢtır. Ġnsan epidermal 

melanosit hücre hattının (Lonza) büyümesi ve çoğaltılması için MGM-4 Melanosit 

Büyüme Besiyeri-4 Bullet Kit (Lonza, Katalog No. CC-3249) kullanılmıĢtır. Ġki hücre 

hattı 37 
o
C’de %5 CO2’li ortama sahip inkübatörde kültür edilmiĢtir. 

Çizelge 3.1 Tez kapsamında kullanılan hücre hatları, katalog numaraları ve kullanılan 

besiyeri içerikleri 

Hücre hattı Hücre Katalog Numarası Hücre için kullanılan 

besiyeri içeriği 

A-375 (İnsan deri maling 

melonomdan türetilen 

hücre hattı) 

Kat No. CRL-1619 DMEM yüksek 

glukoz+%10 FBS, %1 

Penisilin / Streptomisin 

NHEM-Ad (İnsan 

epidermal melanosit 

hücre hattı) 

Kat No. CC-2586 MGM-4 Bullet Kit 

 

3.2.1.2 Hücre açılması ve besiyerinin değiştirilmesi 

Sıvı azot tankından çıkarılan hücrelerin su banyosunda 1-2 dk çözülmesi beklenmiĢtir 

ve daha sonra 5 ml uygun besiyeri bulunan 15 ml’lik falkona aktarılmıĢtır. Hücre 

eklenmiĢ 15 ml’lik falkon 1500 rpm’de 5 dk 4 ºC’de santrifüj edilerek hücreler pellet 

olarak çöktürülmüĢtür. Santrifüj sonrası oluĢan süparnatant kısmı atılmıĢ ve pelet 5 ml 

taze besiyerinde çözülmüĢtür. 5 ml taze uygun besiyerinde çözülen hücreler T25’lik 

flaska alınmıĢtır. Hücrelerin homojenliği mikroskopta kontrol edildikten sonra flask 37 
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o
C’de %5 CO2’li inkübatörde inkübasyona bırakılmıĢtır. Hücrelerin morfolojik yapıları, 

canlılıkları ve kültür ortamı her gün mikroskop ile takip edilmiĢtir. Her iki günde bir 

hücrelerin besiyerleri değiĢtirilmiĢtir ve 37 
o
C’de %5 CO2’li inkübatöre kaldırılmıĢtır. 

3.2.1.3 Hücre pasajlanması 

%80-90 oranında doygunluğa ulaĢan hücreler pasaj aĢaması için laminar kabin içine 

alınmıĢtır. Flaskta bulunan besiyeri atıldıktan sonra 4 ml PBS ile yıkma iĢlemi 

gerçekleĢtirilmiĢ ve PBS uzaklaĢtırılmıĢtır. Flaska 1 ml Tripsin-EDTA eklenmiĢ ve 1-2 

dk inkübatörde bekletilmiĢtir. Hücrelerin flask yüzeyinden tamamen ayrıldığı 

mikroskop ile kontrol edildikten sonra 4 ml uygun besiyeri eklenerek pipetaj 

yapılmıĢtır. Hücreler 15ml’lik falkona alınmıĢ ve tripsinin uzaklaĢtırılması için 1500 

rpm’de 5 dk 4 ºC’de santrifüj yapılmıĢtır. Santrifüj sonrasında süpernatant atılmıĢ ve 

pelet 5 ml taze uygun besiyeriyle çözülmüĢtür. Çözülen hücreler iki ayrı T25’lik flaska 

eĢit olarak dağıtılmıĢ ve üzerine 2.5 ml taze besiyeri eklenerek pipetaj yapılmıĢtır. Flask 

37 
o
C, %5 CO2 Ģartlarda inkübasyona bırakılmıĢtır. 

3.2.1.4 Hücre dondurulma ve saklanması 

Dondurma ortamı %10 DMSO ve %90 FBS kullanılarak taze olarak hazırlanmıĢtır. 

%80-90 doygunluğa ulaĢan dondurulacak hücreler laminar kabin içerisine alınmıĢtır. 

Flasktaki besiyeri çekilip atılmıĢ ve 4 ml PBS ile yıkamı iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir. PBS 

uzaklaĢtırıldıktan sonra flaska 1 ml Tripsin-EDTA eklenmiĢ ve 1-2 dk inkübatörde 

bekletilmiĢtir. Hücrelerin flask yüzeyinden tamamen ayrıldığı mikroskop ile kontrol 

edildikten sonra 4 ml besiyeri eklenerek pipetaj yapılmıĢtır. Hücreler 15 ml’lik falkona 

alınmıĢ ve Tripsinin uzaklaĢtırılması için 1500 rpm’de 5 dk 4 ºC’de santrifüj 

yapılmıĢtır. Santrifüj sonrasında süpernatant atılmıĢ ve pelet halindeki hücreler 1 ml 

dondurma ortamında çözülmüĢtür. Dondurma ortamında çözülen hücreler krovial tüpe 

alınmıĢtır. Krovial tüp ilk olarak -20 ºC’de 1 saat bekletilmiĢtir. Ardından -80 ºC’de 24 

saat tutularak kademeli bir Ģekilde hücre dondurma süreci gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Hücrelerin uzun süre muhafaza edilmesi için son olarak krovial tüp sıvı azot tankına 

geçirilmiĢtir.  
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3.2.1.5 Hücre sayımı 

Hücre sayımı iĢlemi TC20 otomatik hücre sayıcı ile gerçekleĢtirilmiĢtir. Hücre sayımı 

aĢaması için ilk olarak sayım slaytının ilk haznesine 10 µl hücre süspansiyonu 

yüklenmiĢtir. Hücre canlılığını belirlemek için Tripan mavi boyası kullanılmıĢtır. 10 µl 

tripan mavi boyası ve 10 µl hücre süspansiyonu bir ependorf tüp içerisinde pipetaj 

yapılarak karıĢtırılmıĢtır. Sayım slaytının diğer haznesine bu karıĢımdan 10 µl 

yüklenmiĢtir. Sayım slaytlarına yükleme yapıldıktan hemen sonra sayma iĢlemine 

geçilmiĢtir. Bunun için sayım slaytları TC20 otomatik hücre sayıcının slayt yuvasına 

yerleĢtirilmiĢ ve sayım alınmıĢtır. Her bir sayı 3 tekrarlı yapılıp ortalama hücre sayısı 

alınmıĢtır. 

3.2.2 Vulpinik asit’in hazırlanması 

Deneylerde kullanılacak ilaç adayı molekülü olan Vulpinik Asit (Santa Cruz 

Biotechnology) üretici firma tarafından temin edilmiĢtir. DMSO (% 0.05) ile Vulpinik 

asit stok çözeltisi hazırlanmıĢtır. Daha sonra vulpinik asit stok çözeltisi uygun 

besiyerleri ile dilüsyon iĢlemi yapılarak farklı konsantrasyonlarda hazırlanmıĢtır. A-375 

hücreleri için 100, 200, 400, 600, 800 ve 1000 µM, insan epidermal melanosit hücreleri 

için ise 25, 50, 75, 100 ve 200 µM konsantrasyonları ileri denemeler için kullanılmıĢtır. 

3.2.3 xCELLigence RTCA ile hücre anti-proliferasyonunun belirlenmesi 

Hücre anti-proliferasyonu belirleme deneyi xCELLigence RTCA analizi ile 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Deneye baĢlamak için ilk önce xCELLigence RTCA S16 aleti 

inkübatör içine yerleĢtirilmiĢtir. 16 kuyulu e-plate’de her bir kuyuya hücre hatları için 

uygun olan besiyerinden 100 µl eklenerek normalizasyon aĢamasını gerçekleĢtirmek 

amacıyla ölçüm alınmıĢtır. Daha sonra 16 kuyulu e-plate cihazdan çıkarılmıĢ ve laminal 

flow içerisinde A-375 ve insan epidermal melanosit hücrelerinin, kuyu baĢına 1x10
4 

hücre olacak Ģekilde ekimi yapılmıĢtır. Ekimi yapılan hücrelerin e-plate tabanına 

yerleĢmesi için laminal flow içerisinde yarım saat bekletilmiĢtir. Bu süre sonunda e-
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plate tekrar inkübatör içinde bulunan xCELLigence RTCA S16 aletine yerleĢtirilmiĢtir. 

Ölçüm aralığı 30 dk ve toplam analiz süresi 120 saat olacak Ģekilde parametreler 

girilmiĢ ve program çalıĢtırılmıĢtır. 24 saatlik inkübasyondan sonra cihaz durdurulmuĢ 

ve 16 kuyulu e-plate inkübatörde bulunan xCELLigence RTCA S16 aletinden 

çıkarılmıĢtır. Çıkarılan e-plate’in her bir kuyusundan 100 µl besiyeri çekilip atılmıĢtır. 

A-375 hücreleri için kuyulara 100, 200, 400, 600, 800 ve 1000 µM 

konsantrasyonlarında, insan epidermal melanosit hücreleri için ise 25, 50, 75, 100 ve 

200 µM konsantrasyonlarında vulpinik asit ilave edilmiĢtir. Kontrol olarak da her iki 

hücre hattı için uygun besiyeri kullanılmıĢtır. Uygulama aĢamasından sonra e-plate 

inkübatör içideki xCELLigence RTCA S16 aletine tekrar yerleĢtirilmiĢ ve program 

ölçüme devam edilmesi için tekrar çalıĢtırılmıĢtır. Cihaz ekranından ölçümler ve grafik 

sonuçları takip edilmiĢtir. IC50 değerlerini ve zamanı hesaplamak için RTCA Software 

Lite yazılımı kullanılmıĢtır. 

  

ġekil 3.2  xCELLigence RTCA S16 cihazı 

3.2.4 Hücre görüntüleme 

Hücre görüntüleme deneyi için hücreler T25 flaska 5x10
5 

hücre olacak Ģekilde ekim 

yapıldıktan sonra gece boyunca kültürlenmiĢ ve 24 saat sonra belirlenen IC50 

konsantrasyonunda vulpinik asit ile muamele edilmiĢtir. Belirlenen IC50 konsatrasyonu 

için belirlenen zaman aralığı boyunca canlı hücre görüntüleri Invert Microskop (TMS 

Nikon) kullanılarak alınmıĢtır.  
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3.2.5 Yara iyileşme analizi 

Hücreler 6 kuyulu hücre plakalarına kuyu baĢına 3x10
5 

hücre olacak Ģekilde ekilmiĢtir 

ve 24 saat inkübasyona bırakılmıĢtır. 24 saat sonra kuyuya steril 200 μL’lik pipet ucuyla 

dik bir Ģekilde çizik atılmıĢtır ve oturmayan hücreler 500 μL PBS ile yıkanmıĢtır. Daha 

sonra kuyuya belirlenen IC50 konsatrasyonunda vulpinik asit hücrelere muamele 

edilmiĢtir. Hücresel boyutta yara izleri 0, 6, 12, 24, 48 ve 72. saatlerde  

fotoğraflanmıĢtır. Analiz için ImageJ programı kullanılmıĢtır. ImageJ programı ile yara 

bölgelerinin 3 tekrarlı analizinin ortalaması alınarak grafik oluĢturulmuĢtur. 

3.2.6 Apoptotik etkinin belirlenmesi 

3.2.6.1 Kaspaz-3 aktivitesinin belirlenmesi 

Kaspaz-3 kolorimetrik kiti kullanılarak Kaspaz aktivitesi belirlenmiĢtir. Kaspaz-3 

kolorimetrik kit içeriğinde  Kaspaz-3  Ac-DEVD-pNASubstrat, 5x Lizis Tamponu, 10x 

Reaksiyon Tamponu, p-Nitroanilin Standart, Ac-DEVD-CHO Ġnhibitör ve su 

bulunmaktadır. Hücreler 6 kuyulu hücre plakalarına kuyu baĢına 5x10
5 

hücre sayısında 

ekilmiĢ ve 24 saat inkübasyona bırakılmıĢtır. Belirlenen IC50 konsatrasyonunda vulpinik 

asit hücrelere muamele edilmiĢ ve belirlenen saat hücre kültürü Ģartlarında inkübasyona 

bırakılmıĢtır. Daha sonra kuyular 1 ml PBS ile yıkanmıĢtır. Yıkama iĢleminden sonra 50 

µl soğutulmuĢ lizis tamponu ile buz üzerinde hücreler kazınmıĢtır. Kazınan hücreler 

ependorf tüplere alınarak 15-20 dk buz üzerinde inkübe edilmiĢ ve 15 dk 17000 g’de +4 

o
C’de santrifüj yapılmıĢtır.  OluĢan süpernatant yeni bir ependorf tüpe aktarılmıĢtır.  
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Çizelge 3.2 Kaspaz-3 aktivitesinin 96 kuyulu plakada ölçülmesi için reaksiyon Ģeması 

 Hücre 

Lizatı  

(µl) 

Kaspaz-3 

5 µg/ml  

(µl) 

1x Reaksiyon 

Tamponu 

(µl) 

Kaspaz-3 

İnhibitör 

Ac-DEVD-

CHO 

200 µM  

(µl) 

Kaspaz-3 

Substrat 

Ac-DEVD-

pNA 

2 mM  

(µl) 

Blank - - 90  - 10  

Apoptoz için 

uyarılmamış 

hücreler 

5 - 85 - 10  

Apoptoz için 

uyarılmamış 

hücreler+ 

inhibitör 

5  - 75 10  10  

Apoptoz için 

uyarılmış 

hücreler 

5  - 85 - 10  

Apoptoz için 

uyarılmış 

hücreler+ 

inhibitör 

5  - 75 10  10  

Kaspaz-3 pozitif 

kontrol 

- 5  85 - 10  

Kaspaz-3 pozitif 

kontrol+inhibitör 

- 5 75 10  10  

 

Çizelge 3.2’de gösterildiği gibi 96 kuyulu plakada uygun kuyulara 5 µl hücre lizatı veya 

Kaspaz-3 pozitif kontrol yerleĢtirilmiĢtir. Kuyuların her birine 1x reaksiyon tamponu 

eklenmiĢtir. Uygun kuyucuklara Kaspaz-3 inhibitörü eklenmiĢtir. Her kuyucuğa kaspaz-

3 substratı ekleyerek yavaĢça karıĢtırıldıktan sonra analiz baĢlatılmıĢtır. Plaka 

kapatıldıktan sonra 37 °C'de 70 ila 90 dk inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonrasında 

plakanın 405 nm dalga boyunda 3 tekrarlı ölçümü alınmıĢtır.  
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3.2.6.2 Apoptotik etkinin mRNA boyutunda belirlenmesi 

3.2.6.2.1 RNA izolasyonu  

RNA izolasyonu için hücrelerin 6 kuyulu plakalara kuyu baĢına 5x10
5 

hücre olacak 

Ģekilde ekimi yapılmıĢtır. Hücre ekimi yapıldıktan 24 saat sonra belirlenen IC50 

konsatrasyonunda vulpinik asit hücrelere muamele edilmiĢtir. Vulpinik asit 

muamelesinden IC50 konsatrasyonunda belirlenen saat sonrası kuyulardaki besiyerleri 

atılmıĢ ve daha sonra kuyular PBS ile yıkanmıĢtır. Kuyulardaki hücrelere 1 ml Trizol 

eklenerek hücreler ependorf tüpe alınmıĢtır. Trizol içeren hücrelere 200 µl kloroform 

eklenmiĢ ve tüpler hafifçe çalkalandıktan sonra 10 dk bekletilmiĢtir. Tüpler +4 
o
C’de 

12.000 rpm’de 13-15 dk santrifüj edilmiĢtir. Santrifüj sonunda berrak faz yeni bir 

ependorf tüpüne alınmıĢtır. Tüplere 500 µl izopropanol eklenmiĢ ve tüpler 1 dk kadar 

hafifçe çalkalanmıĢtır. 10 dk beklemenin ardında tüplere +4 
o
C’de 12.000 rpm’de 8 dk 

santrifüj yapılmıĢtır. Santrifüj sonrasında izopropanol uzaklaĢtırılmıĢtır. Daha sonra 

tüplere 1 ml %75’lik etanol eklenmiĢ ve pellet kaldırılmıĢtır. +4 
o
C’de 5 dk 7500 

rpm’de santrifüj edildikten sonra dip kısımdaki pellete dikkat edilerek etanol 

uzaklaĢtırılmıĢtır. Tüpler kapağı açık Ģekilde kurumaya bırakılmıĢ ve alkol uçtuktan 

sonra 35-50 µl RNAz serbest su eklenerek pellet çözülmüĢtür. Ġzole edilen RNAlar -80 

o
C’de saklanmıĢtır. 

3.2.6.2.2 cDNA sentezi 

EURx sentez kiti kullanılarak cDNA sentezi gerçekleĢtirilmiĢtir. Elde edilen total 

RNA’dan cDNA sentezi için 1000 ng kullanılmıĢtır. 1000 ng için kullanılması gereken 

µl miktarda total RNA, 5X NG cDNA Buffer (4 µl), Primer (1 µl), NG dART RT mix 

(1 µl) ve toplam hacim 20 µl’ye tamamlanacak Ģekilde Rnaz-free su tüpe eklenmiĢtir. 

Daha önceden 30-60 dk 35-65 
o
C sıcaklığa ayarlanmıĢ PCR cihazına tüpler 

koyulmuĢtur. Reaksiyon 85 
o
C’de 5 dk tutularak bitirilmiĢ ve sentezlenen cDNA hemen 

-20 
o
C’ye kaldırılmıĢtır. 
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3.2.6.2.3 qRT-PCR ile transkript ifade düzeyinin analizi 

Human Apoptosis Primer Library (Bio-Rad) paneli ile apoptoz yolağına ait olan 88 

farklı genin ifade seviyesi qRT-PCR ile belirlenmiĢ ve panelde bulanan GAPDH geni 

ile normalizasyon iĢlemi yapılmıĢtır. Deney için 96 kuyulu bir plakada her bir kuyu için 

9 µl çözelti karıĢımı (dH2O, SYBR Green ve 100 ng cDNA) ve ara stoktan 1 µl primer 

koyulmuĢtur. qRT-PCR  koĢulları ilk olarak baĢlangıç aktivasyonu 1 döngü, 95 
o
C 12 

dakika, 40 döngü denatürasyon aĢaması (95 
o
C 15 saniye), bağlanma (65 

o
C 30 saniye) 

ve uzama (72 
o
C 30 saniye) olarak gerçekleĢtirilmiĢtir. Ct metodu kullanılarak qRT-

PCR sonuçlarının gen ifadesi analizi yapılmıĢtır. Ayrıca 2 tekrarlı yapılan deneyler 

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

 

ġekil 3.3 Ġnsan apoptoz primer kütüphanesi paneli 

3.2.7 İstatistiksel analiz 

Üç tekrarlı olarak elde edilen sonuçların istatistiksel olarak anlamlı bir fark oluĢturup 

oluĢturmadığı ANOVA istatistiksel analiz yöntemi ile belirlenmiĢtir.  
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI 

4.1 Hücre anti-proliferasyonunun belirlenmesi 

Ġnsan deri maling melonomdan türetilen A-375 hücre hattı ve insan epidermal melanosit 

hücre hattının anti-proliferatif etkisini belirlemek amacıyla xCELLigence gerçek 

zamanlı hücre analiz (RTCA) sistemi kullanılmıĢtır. xCELLigence RTCA sistemi 

elektriksel empedans izleme sayesinde hücre çoğalmasının gerçek zamanlı olarak 

kontrolünü, izlenmesini, veri görüntülemesini ve analizini sağlar. A-375 hücre hattına 

1.56, 3.13, 6.25, 12.5, 25.0, 50.0 ve 100.0 µM konsantrasyonlarında vulpinik asit 

muamele edilmiĢtir ve kontrol olarak uygun besiyeri kullanılmıĢtır (Şekil 4.1). A-375 

hücre hattına Vulpinik asit’in bu konsantrasyonlarda uygulanarak gerçekleĢtirilen 

analizde etkin anti-proliferatif etki tespit edilememiĢtir.  

  

ġekil 4.1 Farklı konsantrasyonlarda (1.56, 3.13, 6.25, 12.5, 25.0, 50.0 ve 100.0 µM) 

Vulpinik asit ile muamele edilen A-375 hücrelerinin zamana bağlı normalize 

edilmiĢ hücre indeks grafiği (Koyu yeĢil: Kontrol, Lila: 1.56 µM, Mor: 3.13 

µM, Turkuaz: 6.25 µM, Pembe: 12.5 µM, Lacivert: 25.0 µM, YeĢil: 50.0 µM 

ve Kırmızı: 100.0 µM) 
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Daha sonra A-375 hücre hattına 100, 200, 400, 600, 800 ve 1000 µM 

konsantrasyonlarında vulpinik asit muamele edilmiĢtir ve kontrol olarak uygun besiyeri 

kullanılmıĢtır (Şekil 4.2).  

 

ġekil 4.2 Farklı konsantrasyonlarda (100, 200, 400, 600, 800 ve 1000 µM) Vulpinik asit 

ile muamele edilen A-375 hücrelerinin zamana bağlı normalize edilmiĢ hücre 

indeks grafiği (Lila: Kontrol, Mor: 100 µM, Turkuaz: 200 µM, Pembe: 400 

µM, Lacivert: 600 µM, YeĢil: 800  µM ve Kırmızı: 1000 µM) 

 

Vulpinik asit uygulaması sonucunda xCELLigence RTCA cihazı ile elde edilen A-375 

hücre indeksi verileri Microsoft Excel programı ile çubuk grafik halinde Şekil 4.3’te 

değerlendirilmiĢtir. 
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ġekil 4.3 Zamana bağlı farklı konsantrasyonlarda Vulpinik asit ile muamele edilen A-

375 hücre indeksinin çubuk grafik ile gösterimi 

RTCA Software Lite yazılımı kullanılarak A-375 hücre hattı için IC50 değeri 30. saatte 

125,05 µM olarak hesaplanmıĢtır (Şekil 4.4) (Çizelge 4.3). 30. saatte A-375 hücre hattı 

için % 93.03 ölüm oranı oluĢmuĢtur. 200 µM’dan daha yüksek konsantrasyonlarda 

uygulanan vulpinik asitin sitotoksik etkisi gözlemlenmiĢtir. 

 

ġekil 4.4 Vulpinik asit muamele edilen A-375 hücre konsantrasyonlarının logaritmasına 

bağlı normalize edilmiĢ hücre indeksi 
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Çizelge 4.1 Vulpinik asit muamele edilen A-375 hücre hattının xCELLigence RTCA 

Software Lite yazılımı ile IC50 değerinin belirlenmesi 

Y ekseni tipi: Normalize edilmiş hücre indeksi 

Formül: Sigmoidal doz yanıtı-- Y = Alt+ (Üst - Alt)/         

(1 + 10^(Log IC50 - X)) 

Seçilen kuyucukların bileşik adı: Vulpinik asit 

Seçilen zaman noktası: 54:18:57 

Alt: 1,5451 Üst: 0,5229 

IC50: 0,00012505 M 

Kare R: 0,8796 

 

Vulpinik asitin normal hücrelere kıyasla kanserli hücrelere etkisinin daha fazla olması 

nedeniyle A-375 melanom hücre hattından farklı olarak insan epidermal melanosit 

hücre hattı için 25, 50, 75, 100 ve 200 µM konsantrasyonlarında vulpinik asit muamele 

edilmiĢ ve xCELLigence gerçek zamanlı hücre analiz sistemi ile hücre proliferasyonu 

belirlenmiĢtir ve kontrol olarak uygun besiyeri kullanılmıĢtır (Şekil 4.5). Ġnsan 

epidermal melanosit hücre hattı için ise IC50 değeri olarak 30. Saate 25 µM olarak 

hesaplanmıĢtır (Şekil 4.6).  30. saatte melenosit hücre hattı için % 20.17 ölüm oranı 

oluĢmuĢtur. 

 

ġekil 4.5 Farklı konsantrasyonlarda vulpinik asit muamele edilen melanosit hücrelerinin 

zamana bağlı normalize edilmiĢ hücre hücre indeks grafiği (Kırmızı: 25 µM, 

Turkuaz: 50 µM, YeĢil: 75 µM, Lacivert: 100 µM ve Pembe: 200µM) 



50 

 

Vulpinik asit uygulaması sonucunda xCELLigence RTCA cihazı ile elde edilen 

melanosit hücre indeksi verileri Microsoft Excel programı ile çubuk grafik halinde Şekil 

4.6’da değerlendirilmiĢtir. 

 

ġekil 4.6 Zamana bağlı farklı konsantrasyonlarda vulpinik asit muamele edilen 

melanosit hücre indeksinin çubuk grafik ile gösterimi 

4.2 Hücre görüntüleme 

A-375 hücreleri belirlenen IC50 değeri 125 µM ve melanosit hücresi için belirlenen IC50 

değeri 25 µM vulpinik asitle muamele edilmiĢlerdir. Kontrol olarak hücreler için uygun 

besiyerleri kullanılmıĢtır 30. saatte ıĢık mikroskobuyla (10X) görüntüleri alınarak 

morfolojik olarak değerlendirilmiĢlerdir. Vulpinik asit ile muamele sonrası A-375 

hücrelerinin yoğunluğu vulpinik asit ile muamele edilmeyen A-375 hücrelerine göre 

daha azdır. Vulpinik asit muamelesi sonrası hücrelerin ölüm oranlarının arttığı ve 

yüzeyde yüzen hücreler gözlemlenmiĢtir. Melanosit hücreleri A-375 hücreleri ile 

karĢılaĢtırıldığı zaman daha az morfolojik değiĢim görünmektedir.  
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ġekil 4.7 A-375 ve melanosit hücrelerine Vulpinik asit uygulanmıĢ ve uygulanmamıĢ 

hücre görüntüleri 

4.3 Yara iyileşme analizi 

A-375 hücrelerinde hücre göçünü ve hücre-hücre etkileĢimini analiz etmek amacıyla 

yara iyileĢme deneyi gerçekleĢtirilmiĢtir. Vulpinik asit muamelesi sonucu 0, 6, 12, 24, 

48 ve 72. saatlerdeki yara alanı sırasıyla 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 hesaplanmıĢtır. 

Vulpinik asitin A-375 melanom hücrelerinin yaralı alana göç etmesini zamana bağlı 

olarak engellediği belirlenmiĢtir (Şekil 4.9). 
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ġekil 4.8 A-375 hücre hattı yara iyileĢme analizi çizik görüntüleri 

 

ġekil 4.9 A-375 zamana bağlı yara iyileĢtirme alan grafiği  
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4.4 Kaspaz-3 Aktivitesinin Belirlenmesi 

A-375 ve melanosit hücrelerine vulpinik asit muamelesi sonrası kaspaz-3 aktivitesi 

kaspaz-3 kolorimetrik kit kullanılarak analiz edilmiĢtir. Bu analiz kaspaz-3 tarafından 

asetil-Asp-Glu-Val-Asp p-nitroanilidin (Ac-DEVD-pNA) hidrolizine dayanmaktadır ve 

p-nitroanilin (pNA) parçasının salınmasını sağlar. p-Nitroanilin, 405 nm dalga boyunda 

saptanır. Kaspaz-3 aktivitesi kontrole kıyasla, A-375 hücresinde 3,21 kat artıĢ 

göstermiĢtir (Şekil 4.10). 

 
 

ġekil 4.10 A-375 hücre hattında Vulpinik asit uygulaması sonucu yüzde Kaspaz-3 

aktivitesi (***=p<0.001, **=p<0.01, *=p<0.05) 

4.5 qRT-PCR ile transkript ifade düzeyinin analizi 

Vulpinik asitin A-375 hücrelerinde apoptoz yolağına ait transkript ifade düzeyinin 

analizi Human Apoptosis Primer Library kullanılarak qRT-PCR cihazı ile 

değerlendirilmiĢtir. Bu panelde 88 adet hedef gen ve 8 adet housekeeping gen 

bulunmaktadır. Housekeeping genler GUSB, GAPD, ACTB, PGK, HPRT1, PPIA, B2M 

ve RPL13A’dır. Tez kapsamında GAPDH housekeeping gen kullanılmıĢtır. Bu 

kütüphanedeki genler Kaspaz, Kinaz, Bcl-2, TRAF, TNF ve apoptoz iliĢkili diğer gen 

ailesi üyeleri olarak kategorize edilmiĢtir. Kaspaz gen ailesinde CASP1, CASP2, 

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

A-375 Kontrol A-375 Vulpinik asit

K
a
sp

a
z-

3
 A

k
ti

v
it

e 
 

* 



54 

 

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 iliĢkili diğer gen ailesi üyelerinde APAF1, ATM, BFAR, BIRC6, 

BIRC4, BIRC3, BIRC1, BIRC2, BIRC5, CFLAR, CRADD, DFFA, DFFB, BRE, 

GADD45A, MYD88, CIDEA, CIDEB, CARD4, RPA3, TP53 ve  TP73L bulunmaktadır. 

Bu paneldeki 80 farklı genin ifade seviyesi analiz edilmiĢ fakat 67 adet hedef genden 

sonuç alınmıĢ ve 57 adet genin ifade analizinden istatistiksel olarak anlamlı sonuç 

belirlenmiĢtir. Analizdeki grafiklerde gen ifade seviyesinin farklılaĢması 1 kat sayısına 

oranlanarak gösterilmiĢtir. Analizlerde istatistiksel anlamlılık p<0.05 oranına göre 

hesaplanarak ifade edilmiĢtir.    

Kaspaz gen ailesinin sonuçlarına bakıldığında CASP1 11,79 (p<0.01) ve daha sonra 

CASP8 6,02 (p<0.05) kat artıĢ ile gen seviyesinde en fazla artıĢ göstermiĢtir. Bu gen 

ailesinde en az artıĢ ise CASP6 olup 1,14 ifade değiĢim oranına sahiptir (p<0.001). 

CASP3, CASP4 ve CASP7 genlerinde sırasıyla 0,49, 0,56 ve 0,87 oranında gen ifade 

seviyelerinde azalma görülmüĢtür (p<0.001) (Şekil 4.11). 
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ġekil 4.11 Vulpinik asit muamele edilen A-375 hücrelerinde Kaspaz gen ailesine ait 

transkript ifade düzeyinin qRT-PCR analizi (***=p<0.001, **=p<0.01, 

*=p<0.05) 

Kinaz gen ailesi analiz edildiğinde 3 genin anlamlı olarak ifade seviyesinde değiĢim 

gösterdiği belirlenmiĢtir. CHEK1 geni 7,11 kat, RIPK2 geni ise 5,86 kat olmak üzere 

gen ifade seviyelerinde artıĢ göstermiĢtir. CHECK2 geni ise 0,73 kat gen ifade 

seviyesinde azalma göstermiĢtir (p<0.01) (Şekil 4.12).  

 

ġekil 4.12 Vulpinik asit muamele edilen A-375 hücrelerinde Kinaz gen ailesine ait 

transkript ifade düzeyinin qRT-PCR analizi (***=p<0.001, **=p<0.01, 

*=p<0.05) 
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BCL-2 gen ailesinin sonuçları değerlendirildiğinde gen ifade seviyelerinde en fazla artıĢ 

79,89 kat ile MCL1 geninde belirlenmiĢtir (p<0.001). Bunu takiben BCL2L2 geni 73,69 

oranında bir artıĢ ile sonuçlanmıĢtır (p<0.001). Bu gen ailesinde BAG4 geni 1,39 kat 

artıĢ ile gen ifade seviyesinde en az artıĢı göstermiĢtir (p<0.001) (Şekil 4.13). 

 

ġekil 4.13 Vulpinik asit muamele edilen A-375 hücrelerinde BCL-2 gen ailesine ait 

transkript ifade düzeyinin qRT-PCR analizi (***=p<0.001, **=p<0.01, 

*=p<0.05) 

TRAF gen ailesinin sonuçları incelendiğinde gen ifade analizinde 5 gene ait anlamlı 

sonuç alınmıĢtır. TRAF6 85,63 kat ile gen ifade seviyesinde en fazla artıĢ gösteren gen 

olarak tespit edilmiĢtir ve ardından TRAF1 geni 73,52 kat artıĢ göstermektedir 

(p<0.001). TRAF gen ailesinin üyesi TRIP geni 3,63 kat artıĢ göstererek gen ifade 

seviyesinde en az artıĢı sağlamıĢtır (Şekil 4.14). 
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ġekil 4.14 Vulpinik asit muamele edilen A-375 hücrelerinde TRAF gen ailesine ait 

transkript ifade düzeyinin qRT-PCR analizi (***=p<0.001, **=p<0.01, 

*=p<0.05) 

TNF gen ailesinin sonuçlarının analizinde TNFRSF10D gen üyesi 67,34 kat artıĢ ile gen 

ifade seviyesi en fazla artıĢ gösteren gen olarak sonuçlandırılmıĢtır (p<0.001). Bunu 

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

42,52 (p<0.001) kat artıĢ göstermiĢtir. TNF gen ailesinde en az gen ifade seviyesi artıĢı 

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

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

oranında gen ifade seviyesinde azaldığı belirlenmiĢtir (Şekil 4.15). 
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ġekil 4.15 Vulpinik asit muamele edilen A-375 hücrelerinde TNF gen ailesine ait 

transkript ifade düzeyinin qRT-PCR analizi (***=p<0.001, **=p<0.01, 

*=p<0.05) 

Apoptozla ilgili diğer gen ailesi üyelerinin analizlerine bakıldığında en fazla gen ifade 

seviyesi artıĢı 62,39 kat oranında TP53 geninde tespit edilmiĢtir (p<0.01) (Şekil 4.16). 

Bu gen ailesinde gen ifade seviyesinde en az artıĢ gösteren gen ise 5,95 kat ile TP73L 

geni olmuĢtur. Apoptozla ilgili diğer gen ailesi üyelerinden BIRC5 geninde 0,96 kat 

oranıyla gen ifade seviyesinde azalma olduğu belirlenmiĢtir (p<0.001) (Şekil 4.16).  
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ġekil 4.16 Vulpinik asit muamele edilen A-375 hücrelerinde Apoptozla ilgili diğer gen 

ailesi üyelerine ait transkript ifade düzeyinin qRT-PCR analizi (***=p<0.001, 

**=p<0.01, *=p<0.05) 

Melanom kanserine vulpinik asit uygulaması sonucu hedef gen ifadesi analizinin 

sonuçları Çizelge 4.2’de verilmiĢtir. 

Çizelge 4.2 Vulpinik asit muamele edilen A-375 hücrelerinde bütün gen ailesi üyelerine 

ait kontrole göre gen ifade değiĢim oranları ( : ifade seviyesi artıĢı, : 

ifade seviyesi azalması) 

Gen ailesi 

 

 

Gen İfade Değişimi Oranı Kontrole 

göre ifade 

değişim 

durumu 

p-değeri 

 

 

 

 

 

 

 Kaspaz Ailesi 

CASP1 11,79 
 

p<0.01 

CASP2 2,43 
 

p<0.01 

CASP3 0,49 
 

p<0.001 

CASP4 0,56 
 

p<0.001 

CASP5 3,29 
 

p<0.05 

CASP6 1,14 
 

p<0.001 

CASP7 0,87 
 

p<0.001 
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Çizelge 4.2 Vulpinik asit muamele edilen A-375 hücrelerinde bütün gen ailesi üyelerine 

ait kontrole göre gen ifade değiĢim oranları ( : ifade seviyesi artıĢı, : 

ifade seviyesi azalması) (devam) 

Gen ailesi 

 

 

Gen İfade Değişimi Oranı Kontrole 

göre ifade 

değişim 

durumu 

p-değeri 

 CASP8 6,02 
 

p<0.05 

CASP10 1,40 
 

- 

CASP8AP2 2,35 
 

p<0.05 

 

Kinaz Ailesi 

CHEK1 7,11 
 

- 

CHEK2 0,73 
 

p<0.01 

RIPK2 5,86 
 

- 

 

 

 

 

 

 

BCL-2 Ailesi 

 

BCL2 10,90 
 

p<0.001 

BCL2L2 73,69 
 

p<0.001 

BCL2A1 7,14 
 

p<0.001 

BCL10 27,86 
 

p<0.001 

BAG1 3,81 
 

p<0.001 

BAG3 8,92 
 

p<0.05 

BAG4 1,39 
 

p<0.001 

BAX 2,94 
 

p<0.001 

BOK 33,13 
 

p<0.001 

MCL1 79,89 
 

p<0.001 

HRK 34,86 
 

p<0.001 

BCL2L1 21,56 
 

p<0.001 

BNIP3 5,31 
 

- 

 

TRAF Ailesi 

TRAF1 73,52 
 

p<0.001 

TRAF5 46,31 
 

p<0.01 
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Çizelge 4.2 Vulpinik asit muamele edilen A-375 hücrelerinde bütün gen ailesi üyelerine 

ait kontrole göre gen ifade değiĢim oranları ( : ifade seviyesi artıĢı, : 

ifade seviyesi azalması) (devam) 

Gen ailesi 

 

 

Gen İfade Değişimi Oranı Kontrole 

göre ifade 

değişim 

durumu 

p-değeri 

 TRAF6 85,63 
 

p<0.001 

TANK 21,81 
 

p<0.01 

TRIP 3,63 
 

- 

TNF Ailesi 

 

TNFRSF11B 6,51 
 

p<0.001 

TNFRSF21 1,38 
 

p<0.001 

TNFSF7 1,98 
 

p<0.001 

TNFRSF8 58,08 
 

p<0.001 

TNFRSF9 51,15 
 

- 

TNFRSF10A 16,53 
 

- 

TNFSF13 42,52 
 

p<0.001 

TNFRSF10C 0,16 
 

- 

TNFRSF10D 67,34 
 

p<0.001 

TNFSF15 19,34 
 

p<0.05 

TNFSF4 38,59 
 

p<0.001 

CD40 34,22 
 

p<0.001 

FASLG 12,21 
 

p<0.001 

LTBR 9,34 
 

p<0.001 

 ATM 20,77 
 

p<0.001 

BFAR 12,30 
 

p<0.001 

CARD4 24,70 
 

p<0.05 
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Çizelge 4.2 Vulpinik asit muamele edilen A-375 hücrelerinde bütün gen ailesi üyelerine 

ait kontrole göre gen ifade değiĢim oranları ( : ifade seviyesi artıĢı, : 

ifade seviyesi azalması) (devam) 

Gen ailesi 

 

 

Gen İfade Değişimi Oranı Kontrole 

göre ifade 

değişim 

durumu 

p-değeri 

Apoptoz ĠliĢkili 

Diğer Gen Ailesi 

Üyeleri 

 

BIK 20,30 
 

p<0.001 

CRADD 10,39 
 

p<0.001 

DFFA 10,85 
 

p<0.001 

DFFB 16,45 
 

p<0.001 

TP53 62,39 
 

p<0.01 

FADD 11,00 
 

p<0.001 

TP73L 5,95 
 

- 

GADD45A 12,10 
 

p<0.001 

BRE 7,28 
 

p<0.001 

RPA3 16,34 
 

p<0.001 

CIDEB 14,86 
 

p<0.05 

BIRC1 22,42 
 

p<0.001 

BIRC2 19,84 
 

p<0.001 

BIRC3 27,54 
 

p<0.001 

BIRC4 18,46 
 

p<0.05 

BIRC5 0,96 
 

p<0.001 

BIRC6 10,88 
 

p<0.001 

MYD88 10,06 
 

p<0.001 
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Vulpinik asit muamele edilen A-375 hücrelerinde apoptoz panaeline ilaveten hücre 

proliferasyonu ve hücre döngüsü yolaklarında iĢlev gösteren MYC, FOXO3, CLSPN, 

CDKN2A, ACVR1B, E2F4, PPP2CA genlerinin de transkript ifade düzeyinin analizi 

qRT-PCR cihazı ile değerlendirilmiĢtir. CLSPN gen ifade seviyesinde 0,75 (p<0.001) 

kat azalma olduğu belirlenmiĢtir. MYC, FOXO3, CDKN2A, ACVR1B, E2F4 ve PPP2CA 

genlerinin ifade seviyeleri sırasıyla 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 artıĢ göstermiĢtir (Şekil 4.17). Analizdeki grafikte gen ifade 

seviyesinin farklılaĢması 1 kat sayısına oranlanarak gösterilmiĢtir. Analizlerde 

istatistiksel anlamlılık p<0.05 oranına göre hesaplanarak ifade edilmiĢtir.    

 

ġekil 4.17 Vulpinik asit muamele edilen A-375 hücrelerinde hücre proliferasyonu ve 

hücre döngüsü ilgili diğer gen ailesi üyelerine ait transkript ifade düzeyinin qRT-PCR 

analizi (***=p<0.001, **=p<0.01, *=p<0.05) 
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Çizelge 4.3 Vulpinik asit muamele edilen A-375 hücrelerinde MYC, FOXO3, CLSPN, 

CDKN2A, ACVR1B, E2F4, PPP2CA genlerine ait kontrole göre gen ifade 

değiĢim oranları ( : ifade seviyesi artıĢı, : ifade seviyesi azalması) 

Gen ailesi 

 

 

Gen İfade Değişimi Oranı Kontrole 

göre ifade 

değişim 

durumu 

p-değeri 

 

 

 

 

Hücre döngüsü ve 

hücre 

proliferasyonunda 

görevli genler 

 

 

MYC 5,99 
 

p<0.05 

FOXO3 1,84 
 

p<0.001 

CLSPN 0,75 
 

p<0.001 

CDKN2A 1,99 
 

p<0.01 

ACVR1B 4,18 
 

p<0.05 

E2F4 4,24 
 

- 

PPP2CA 3,61 
 

- 

 

Vulpinik asit muamelesi sonrası A-375 hücrelerinde apoptoz yolağına ait transkript 

ifade düzeyinin analizi qRT-PCR cihazı ile değerlendirilmesinden sonra en çok ifade 

değiĢikliği gösteren CASP3, CASP8, BCL-2, TP53, CHEK1, BAX, TRAF1 genlerinin 

ifade düzeyi melanosit hücrelerinde de analiz edilmiĢtir. CASP8 ve BCL-2 genlerinde 

sırasıyla 0,13 (p<0.05) ve 0,95 kat gen ifade seviyesinde azalma olduğu belirlenmiĢtir 

(Şekil 4.18). CASP3, TP53, CHEK1, BAX ve TRAF1 genlerinde ise sırasıyla 2,23, 

17,21, 3,86 (p<0.01), 1,13 ve 7,09 (p<0.001) kat olmak üzere gen ifade seviyelerinde 

artıĢ göstermiĢtir (Şekil 4.18). Analizdeki grafikte gen ifade seviyesinin farklılaĢması 1 

kat sayısına oranlanarak gösterilmiĢtir. Analizlerde istatistiksel anlamlılık p<0.05 

oranına göre hesaplanarak ifade edilmiĢtir.    
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ġekil 4.18 Vulpinik asit muamele edilen melanosit hücrelerinde transkript ifade 

düzeyinin qRT-PCR analizi (***=p<0.001, **=p<0.01, *=p<0.05) 

Çizelge 4.4  Vulpinik asit muamele edilen melanosit hücrelerinde CASP3, CASP8, 

BCL-2, TP53, CHEK1, BAX, TRAF1 genlerine ait kontrole göre gen ifade 

değiĢim oranları ( : ifade seviyesi artıĢı, : ifade seviyesi azalması) 

Gen ailesi 

 

 

Gen İfade Değişimi Oranı Kontrole 

göre ifade 

değişim 

durumu 

p-değeri 

Kaspaz Ailesi CASP3 2,23 

 
 

- 

Kaspaz Ailesi CASP8 0,13 
 

p<0.05 

BCL-2 Ailesi 

 

BCL2 

 

0,95 

 
 

- 

BCL-2 Ailesi 

 

BAX 

 

1,13 

 
 

- 

Apoptoz İlişkili 

Diğer Gen Ailesi 

Üyesi 

TP53 

 

17,21 

 
 

- 

Kinaz Ailesi CHEK1 

 

3,86 

 
 

p<0.01 

TRAF Ailesi TRAF1 

 

7,09 

 
 

p<0.001 
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A-375 ve melanosit hücre hatlarına Vulpinik asit uygulaması sonrası CASP3, CASP8, 

BCL-2, TP53, CHEK1, BAX ve TRAF1 genlerinde ifade seviyeleri karĢılaĢtırılmıĢtır 

(Şekil 4.19).  

  

ġekil 4.19 CASP3, CASP8, BCL-2, TP53, CHEK1, BAX, TRAF1 genlerinin ifade 

seviyelerinin melanosit ve A-375 hücre hattı ile karĢılaĢtırılması (***=p<0.001, 

**=p<0.01, *=p<0.05) 
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ 

Melanom, deri kanserinin en ölümcül türüdür ve görülme sıklığı oranları önlenebilir 

diğer kanser türlerinden daha hızlı artıĢ göstermektedir (O’Neill ve Scoggins 2019, 

American Cancer Society 2019). Melanom kanserinin özellikleri ilk yıllarda bilim 

adamları tarafından açıklanmıĢtır fakat etkili terapötik ilaçlar hala eksikliğini 

göstermektedir (Lee vd. 2013, Liao vd. 2017). Tez kapsamında bir liken sekonder 

metaboliti olan vulpinik asitin insan deri maling melonomdan türetilen hücre hattı A-

375 ve insan epidermal melanosit hücresine muamelesi sonucunda antiproliferatif ve 

apoptotik etkisi araĢtırılmıĢtır. xCELLigence gerçek zamanlı hücre analiz sistemiyle 

vulpinik asitin A-375 ve melanosit hücre hatlarında antiproliferatif etkisi belirlenmiĢtir. 

Vulpinik asitin apoptotik etkisi Kaspaz-3 aktivitesi analizi, mRNA boyutunda 

incelenmiĢtir. Daha önceki literatür çalıĢmalarında ilaç adayı molekülü olan vulpinik 

asitin malignant melanom A-375 kanser hücresi üzerine etkisinin araĢtırılmamıĢ olması 

tezin özgünlüğünü oluĢturmaktadır.  

Vulpinik asit daha önceki çalıĢmalarda farklı hücre hatlarıyla muamele edilerek hücre 

canlılığı ve sitotoksik etkisi belirlenmiĢtir. Koparal’ın 2015’de gerçekleĢtirdiği 

çalıĢmada HepG2 hepatokarsinom hücrelerine, NS20Y nöroblastoma hücrelerine ve 

HUVEC endotel hücrelerine vulpinik asit muamele ederek hücre canlılığını belirlemek 

için MTT analizi yapılmıĢtır (Koparal 2015). 24. saatte IC50 değerleri HUVEC hücre 

hattı için 1890 µM, NS20Y hücre hattında 176 µM, HepG2 hücre hattında ise 356 µM 

bulunmuĢtur. 48. saatteki IC50 değerleri ise HUVEC, NS20Y ve HepG2 hücre hatları 

için sırasıyla 231, 68, 164 µM bulunmuĢtur (Koparal 2015). HepG2 ve NS20Y kanser 

hücre hatlarına kıyasla vulpinik asidin HUVEC'ler için önemli ölçüde daha az toksik 

olduğunu belirlemiĢlerdir (Koparal 2015). Vulpinik asit HepG2 ve NS20Y kanser hücre 

hatları, normal HUVEC hücre hattına göre daha sitotoksik olduğunu ve vulpinik asitin 

güçlü anti-anjiyojenik potansiyel gösterdiğini bulmuĢlardır (Koparal 2015). Tez 

kapsamında Literatüre uyumlu olarak A-375 hücre hattına yüksek konsantrasyonlarda 

Vulpinik asit muamelesi yapılmıĢ ve Vulpinik asit için yüksek konsantrasyonlu bir IC50 

değerinin (125 µM) bulunması yine literatür sonuçlarına uyumlu olduğu belirlenmiĢtir. 
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Karaosmanoglu vd. 2015 yılında yapılan çalıĢmalarında vulpinik asitin insan 

hepatoselüler karsinoma hücre hattı HepG2 ve embriyonik sıçan fibroblast hücre hattı 

F2408 üzerindeki sitotoksik ve apoptotik etkileri araĢtırılmıĢtır. Vulpinik asitin 

sitotoksisitesi MTT ve nötral kırmızı alım yöntemi ile belirlenmiĢtir (Karaosmanoglu 

vd. 2015). Bu iki hücre hattında zamana ve doza bağlı olarak vulpinik asitin önemli 

derecede sitotoksik etkiye sahip olduğu gözlemlenmiĢtir (Karaosmanoglu vd. 2015).  48 

saat sonra IC50 değeri HepG2 hücre hattı için 300-400 μM, F2408 hücre hatttı için ise 

450-500 μM bulunmuĢtur (Karaosmanoglu vd. 2015). Böylelikle Vulpinik asitin normal 

ve hepatoselüler karsinom hücre büyümesini inhibe ettiği belirlenmiĢtir 

(Karaosmanoglu vd. 2015). Tez içeriğinde Vulpinik asitin A-375 melanom hücre 

hattına ve normal melanosit hücrelerine uygulanarak anti-proliferatif ve apoptotik 

etkisinin araĢtırılması yapılan ilk çalıĢmadır.  

Bir diğer çalıĢmada Varol vd. 2016’da yayınladıkları çalıĢmada vulpinik asitin insan 

keratinosit hücre hattında (HaCaT) ultraviyole B (UVB) kaynaklı hasara karĢı 

fotokoruyucu etkisini araĢtırmıĢlardır (Varol vd. 2016). Hücre canlılığı analizi MTT 

analizi ile belirlenmiĢtir. 2.5 J/cm2 UVB HaCaT hücre hattına karĢı IC50 değeri olarak 

bulunmuĢtur (Varol vd. 2016). Vulpinik asitin toksik olmadığı ve hatta 800 μM vulpinik 

asitin UVB'nin neredeyse tüm toksik etkilerini önlediği gözlemlenmiĢtir (Varol vd. 

2016). Böylece vulpinik asitin fotokoruyucu etkisi belirlenmiĢ ve bu özelliğiyle ümit 

verici olduğu bulunmuĢtur (Varol vd. 2016). 

Kim vd.’nin 2017’deki çalıĢmalarında ise vulpinik asit dört akciğer adenokarsinom 

hücre hattı A549, NCI-H1264, NCI-H1299, Calu-6 hattına, iki pankreas duktal 

adenokarsinom hücre hattı PANC-1, MIA PaCa-2 hücre hattına ve hepatoselüler 

karsinom hücre hattı HepG2 hücre hattına muamele edilerek WST-1 analizi ile 

sitotoksik etkileri belirlenmiĢtir (Kim vd. 2017). IC50 değerleri A549, HepG2, MIA 

PaCa-2, Calu-6, PANC-1, NCI-H1264 ve NCI-H1299 hücre hattı için sırasıyla 41.86, 

60.35, 21.65, 79.22, 146.17, 30.67 ve 86.61  μM bulunmuĢtur (Kim vd. 2017). Vulpinik 

asit tedavisi, tedavi edilmemiĢ kontrollere kıyasla analiz edilen tüm kanser hücre 

hatlarında hücre canlılığını önemli ölçüde azalttı belirlenmiĢtir (Kim vd. 2017). Tez 

çalıĢmasında Ġnsan epidermal melanosit hücre hattı için ise IC50 değeri olarak 25 µM 
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olarak hesaplanmıĢtır ve Vulpinik asit A-375 hücre hattına kıyasla melanosit 

hücrelerinde hücre canlılığını önemli ölçüde etkilememiĢtir. 

Melanom hücrelerine daha önceki çalıĢmalarda farklı doğal bileĢikler uygulanarak 

etkileri araĢtırılmıĢtır. Liao vd.’nin 2017’deki yayınladıkları çalıĢmada geleneksel bir 

Hint baharatı olan zerdeçaldan (Curcuma longa) elde edilen Curcumin'in (Jeenger 

2015) insan melanomu A-375 hücrelerinin oksidatif strese bağlı apoptozunu ve altta 

yatan mekanizma araĢtırılmıĢtır (Liao vd. 2017). Hücre canlılığı deneyi MTT analizi ile 

yapılmıĢtır. Curcumin'in A-375 hücrelerinin zamana ve doza bağlı olarak hücre 

ölümünü indüklediğini belirlemiĢlerdir (Liao vd. 2017).  48. saatte, Curcumin'in A375 

hücreleri için IC50 değeri 80 μM bulunmuĢtur (Liao vd. 2017).  Farklı literatür sonuçları 

Curcumin'in düĢük konsantrasyonlarda antioksidan yeteneğe sahip olduğu belirtilmesine 

rağmen (Banerjee vd. 2008, Chen vd. 2011, Kma 2014), Liao vd.’nin 2017’deki 

çalıĢmalarında bunun aksini bulmuĢlardır ve bunun farklı hücresel modellerle iliĢkili 

olabileceğini belirlemiĢlerdir (Liao vd. 2017).  Ek olarak bağırsak ve karaciğerdeki 

yaygın metabolizması nedeniyle zayıf klinik biyoaktivitesi ile curcuminin, 

gastrointestinal sistemde birkaç saat boyunca konsantrasyonlarını koruyamamıĢ 

olduğunu belirterek (Phan 2003, Li vd. 2015, Mukkavilli vd. 2015) Curcumin'in oral 

uygulamasının sınırlı olduğunu ve intravenöz enjeksiyon, intramüsküler enjeksiyon, 

hipodermik enjeksiyon vb. yöntemlerinin (Zanella ve Haddock 2007, Chiu vd. 2011, 

Sinclair vd. 2013) çözüm olabileceğini tespit etmiĢlerdir (Liao vd. 2017). Tez 

kapsamında Vulpinik asitin A-375 hücre hattı için yüksek konsantrasyonlu bir IC50 

değerinin bulunmasının, vulpinik asitin melanom deri kanseri tedavisi için topikal yol, 

enjeksiyon yolu, transdermal yol (Pharmapproach 2020) gibi diğer ilaç uygulama 

yollarının kullanılması önerilmektedir. 

Melanom hücrelerinde hücre canlılığını belirlemek için MTT analizinin yanı sıra RTCA 

sistemi kullanılan farklı çalıĢmalar gerçekleĢtirilmiĢtir. Looi vd. 2013 yılında 

gerçekleĢtirdikleri çalıĢmada genellikle siyah kimyon olarak bilinen ve yaygın olarak 

körili baharat karıĢımları olarak kullanılan Centratherum anthelminticum tohumlarının 

kloroform fraksiyonunun (CACF) insan melanom hücreleri üzerindeki anti-kanser 

etkisini araĢtırmıĢlardır (Looi vd. 2013). MTT analizi ile bu bileĢiğin A-375 hücreleri 



70 

 

üzerinde IC50 <10 μg / ml ile en yüksek sitotoksisite, normal primer melanositler için 

daha az toksik etki gösterdiği belirlenmiĢtir (Looi vd. 2013). Daha sonra RTCA analizi 

gerçekleĢtirilmiĢtir. RTCA analizinde CACF ile muameleden sonra A-375 hücreleri 

proliferasyonunun doza bağlı bir Ģekilde azaldığı gösterilmiĢtir (Looi vd. 2013).  A375 

hücreleri 6.25 μg / ml'de yavaĢ bir hızda çoğalmıĢ, 2.5 μg / ml CACF ile tedavi 

edildiğinde çoğalma durağan kalmıĢtır (Looi vd. 2013).  Yüksek konsantrasyonda (50 

µg / ml) CACF ile muameleden yaklaĢık 1-2 saat sonra yüksek dozlarda akut toksisite 

gözlemlenmiĢtir. Hem MTT hem de RTCA sonuçları CACF ile tedavinin A-375 

melanom hücrelerinin çoğalmasını doza ve zamana bağlı bir Ģekilde inhibe ettiği 

belirlenmiĢtir (Looi vd. 2013). Tez kapsamında 200 µM’dan daha yüksek 

konsantrasyonlarda uygulanan Vulpinik asitin A-375 hücrelerinin canlılığını önemli 

ölçüde azaltması bu konsantrasyondan daha fazlasında sitotoksik etkisi olduğunu 

göstermiĢtir. 

Liu vd. 2015’teki çalıĢmalarında deniz kaynaklı bir Penicillium citrinum mantarından 

izole edilen yeni bir alkaloid olan Penisitrin A’nın insan melanom A-375 hücreleri 

üzerindeki sitotoksik etkisini ve apoptoz ve metastazı araĢtırılmıĢtır (Liu vd. 2015).   

RTCA analizi ile A-375 hücrelerinde penisitrin A'nın anti-proliferatif etkisi ve hücre 

canlılığı belirlenmiĢtir. Pozitif kontrol olarak kemoterapi ilacı 5-FU kullanılmıĢtır (Liu 

vd. 2015). Penisitrin A muamelesi sonrası A-375 hücre hattının IC50 değerleri 24. 

Saatte 30,88 μM, 48. saatte 12,78 μM ve 72. saatte 7,06 μM; 5-Fu muamelesi sonrası ise 

24. saatte 134,86 μM, 48. saatte 65,96 μM ve 72. saatte 35,23 μM olarak belirlenmiĢtir 

(Liu vd. 2015). Penisitrin A’nın A-375 hücrelerinin büyümesini doza ve zamana bağlı 

bir Ģekilde engellediği bulunmuĢtur ve 5-FU'dan daha güçlü antikanser aktivitesine 

sahip olduğunu belirlenmiĢtir (Liu vd. 2015). Liu vd. aynı zamanda çalıĢmalarında A-

375 hücrelerinde penisitrin A'nın hücre göçündeki iĢlevini araĢtırmıĢlardır (Liu vd. 

2015). Yara iyileĢtirme analizi ile A-375 hücreleri, penisitrin A (5, 10 veya 20 μM) ile 

24 saat süreyle inkübe edilmiĢ ve 0. ve 24. saatte fotoğrafları çekilmiĢtir (Liu vd. 2015).  

Hücrelerin doza bağımlı bir Ģekilde yaralı alana göç etmesinin önemli ölçüde 

engellendiğini belirlemiĢlerdir (Liu vd. 2015). Tez kapsamında vulpinik asitin A-375 

hücrelerinde hücre göçünü ve hücre-hücre etkileĢimini analiz etmek amacıyla yara 

iyileĢme deneyi yapılmıĢtır. Vulpinik asitin kontrole göre A-375 hücrelerinin yaralı 
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alana göç etmesini zamana bağlı olarak engellediği belirlenmiĢtir. Vulpinik asit 

muamelesi sonucu 0, 6, 12, 24, 48 ve 72. saatlerdeki yara alanı sırasıyla 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 programı ile hesaplanmıĢtır.  

Čáňová vd.’nin 2018’de yayınladıkları çalıĢmada farklı melanom hücre hatları A-375, 

BOWES ve RPMI-7951 kullanılarak Flubendazol’ün (FLU) malign melanom 

üzerindeki sitotoksik etkileri araĢtırılmıĢtır (Čáňová vd. 2018). WST analizi ve RTCA 

ile sitotoksisite belirlenmiĢtir (Čáňová vd. 2018).  FLU, BOWES ve RPMI-7951 

hücreleri için 1 μM ve A-375 hücreleri için 5 μM ile tedavi edildikten sonra 24. saatte 

konsantrasyon ve zamana bağlı sitotoksisite gösterildiği belirlenmiĢtir (Čáňová vd. 

2018). RTCA sistemi ile bu doprulanmıĢ ve IC50 değerleri A375, BOWES ve 

RPMI7951 hücre hatları için sırasıyla 0.96 μM, 0.90 μM ve 0.25 μM bulunmuĢtur 

(Čáňová vd. 2018). 

Tez kapsamında A-375 hücre hattına 100, 200, 400, 600, 800 ve 1000 µM 

konsantrasyonlarında vulpinik asit muamele edilmiĢ ve RTCA analizi ile hücre anti-

proliferasyonu belirlenmiĢtir. xCELLigence RTCA sistemi elektriksel empedansa dayalı 

ölçüm özelliğiyle hücre canlılığı için MTT gibi analizlerden farklı olarak hücre 

proliferasyonu hakkında anlık olarak bilgi alınmasını sağlamaktadır. A-375 hücre hattı 

için IC50 değeri 30. saatte 125,05 µM olarak hesaplanmıĢtır. Vulpinik asitin muamelesi 

sonucu A-375 hücre hattında 30. saate % 93.03 oranında hücre canlılığını inhibe ettiği 

belirlenmiĢtir. Vulpinik asitin konsantrasyonun artmasıyla beraber hücre canlılığı da 

buna bağlı olarak azalmıĢtır. Ġnsan epidermal melanosit hücre hattı 25, 50, 75, 100 ve 

200 µM konsantrasyonlarında Vulpinik asit muamele edilmiĢ ve xCELLigence RTCA 

sistemi ile hücre proliferasyonu belirlenmiĢtir. Ġnsan epidermal melanosit hücre hattı 

için ise IC50 değeri olarak 30. saate 25 µM olarak hesaplanmıĢtır.  

Kaspaz-3 aktivitesi kolorimetrik olarak çeĢitli çalıĢmalarda belirlenmiĢtir. Ale vd.’nin 

2011’de gerçekleĢtirdikleri çalıĢmada Sargassun henslowianum C.Agardh (FSAR) ve 

Fucus vesiculosus (FVES) kaynaklı Fukoz içeren sülfatlanmıĢ polisakkarit (FCSP) 

ürünlerinin melanom hücrelerinin proliferasyonuna ve apoptozuna etkisini 
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araĢtırmıĢlardır (Ale vd. 2011). Fukoz içeren sülfatlanmıĢ polisakkaritler (FCSP'ler) 

deniz yosunlarından ve özellikle kahverengi makro alglerden ekstrakte edilmektedir 

(Ale vd. 2011). Kaspaz-3 kolorimetrik deneyi ile kaspaz-3 aktivitesi ölçülmüĢ ve doza 

bağımlı bir Ģekilde artıĢ gösterildiği belirlenmiĢtir (Ale vd. 2011). Bu çalıĢmada 

FCSP'lerin tümör inhibe edici etkisi kaspaz-3'ün aktivasyonuyla da gösterilmiĢtir (Ale 

vd. 2011). Bir diğer çalıĢmada Jiang vd. 2006 yılında HUVEC hücrelerinde nitrik oksit 

sentazın (NOS) endojen bir inhibitörü olan asimetrik dimetilarginin (ADMA) kaynaklı 

apoptozu araĢtırmıĢlardır (Jiang vd. 2006). Kolorimetrik Kaspaz-3 analizi ile Kaspaz-3 

aktivitesinin kontrole kıyasla artıĢ gösterdiği belirtilmiĢtir (Jiang vd. 2006). ÇalıĢmada 

Kaspaz-3'ün endotel hücrelerinde ADMA kaynaklı apoptozda baskın bir hedef olarak 

göre aldığı düĢünülmüĢtür (Jiang vd. 2006). Yapılan tez kapsamında ise Kaspaz-3 

kolorimetrik analizi ile Kaspaz-3 aktivitesi belirlenmiĢtir. Vulpinik asit muamelesi 

sonrası A-375 hücrelerinde Kaspaz-3 aktivitesi kontrole kıyasla, A-375 hücresinde 3,12 

kat artıĢ göstermiĢtir. Tez çalıĢmasında A-375 hücre hattında Vulpinik asit aracılı 

apoptozun Kaspaz-3’e bağımlı olarak bir yol izlediği anlaĢılmıĢtır. 

Tümör protein 53, çeĢitli pro-apoptotik proteinlerin ifade seviyesini düzenler, ölüm 

reseptörlerine aracılık eder ve genellikle sitoplazmada mitokondriyal yolakları 

düzenlemekte görevlidir (Kruse ve Gu 2009, Yu vd. 2020). DNA hasarı, ultraviyole 

ıĢınlama, hipoksi, oksidatif stres ve ısı Ģoku gibi stresler aracılığıyla p53 hücre 

döngüsünü ve aynı zamanda apoptozu düzenleyen genlerin ekspresyonunu uyarır (Yee 

ve Vousden 2005, Riley vd. 2008, Green ve Kroemer 2009, Kim vd. 2019). Tümör 

baskılayıcı gen P53 çekirdekte Fas reseptörü ve TRAIL reseptörü ekspresyonunu 

artırarak dıĢsal apoptotik yolağı tetikler. Sitoplazma içindeyken ise PUMA, Bax, Bid ve 

Noxa gibi pro apoptotik proteinlerin ekspresyonunu artırarak sitokrom c salınımı sağlar 

ve içsel apoptotik yolu tetikler. TP53 ek olarak apoptozomun APAF-1'ini etkinleĢtirir            

(Fridman ve Lowe 2003, Maiuri vd. 2007, Mukhopadhyay vd. 2014). P53 aracılı 

apoptoz çeĢitli kanser hücrelerinde araĢtırılmıĢtır. Kim vd. 2019’da yaptıkları çalıĢmada 

uzun zamandır Doğu Asya'da çeĢitli rahatsızlıklar için bir gıda takviyesi ve geleneksel 

bitkisel ilaç olarak kullanılan Rhus verniciflua Stokes özütünün MCF-7 meme kanseri 

hücrelerinde apoptoza etkisini araĢtırmıĢlardır (Kim vd. 2019). Rhus verniciflua Stokes 

özütü muamelesi sonrası Westen Blot analizi ile P53 ve P21 ekspresyonunun doza 
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bağımlı bir Ģekilde önemli ölçüde ifade seviyesinin arttığı gösterilmiĢtir (Kim vd. 2019). 

Elde edilen bu sonuçla P53 ve P21'in bu çalıĢmada apoptoza aracılık ettiğini 

belirlemiĢlerdir (Kim vd. 2019). Bir diğer çalıĢmada Yu vd. (2020) belirli bir bitkisel 

formül olan Renshenwuweizi kaynatma iĢleminin A549 küçük hücreli olmayan akciğer 

kanseri üzerindeki etkisini araĢtırmıĢlardır (Yu vd. 2020). Bu çalıĢmada 

Renshenwuweizi kaynatma iĢlemi muamelesi ile P53 ifadesinin mRNA seviyesi qRT-

PCR analizi ile ve protein seviyesi western blot yöntemi ile belirlenmiĢ ve doza bağımlı 

bir Ģekilde P53 ifade seviyesinin artıĢ gösterdiği belirlenmiĢtir (Yu vd. 2020). 

Renshenwuweizi kaynatma iĢleminin A-549 hücre proliferasyonunu P53 yolu 

aracılığıyla apoptoz ve S-fazı hücre döngüsü durdurulmasıyla azalttığını belirlemiĢlerdir 

(Yu vd. 2020). TP53 geninin melanomun ortaya çıkması ve geliĢmesinde önemli bir 

iĢleve sahip olduğu belirtilmiĢtir (Genov vd. 2016, Zhang vd. 2018). Li vd. 2019’da 

gerçekleĢtirdikleri çalıĢmada farmakolojik bileĢen bufadienolidlerin A-375 melanoma 

hücre hattındaki etkisini ve altta yatan mekanizmayı araĢtırmayı amaçlamıĢlardır (Li vd. 

2019). Western blot sonuçlarına bakıldığında Bcl-2 ve Kaspaz-3'ün ifade seviyelerinin 

doza bağlı bir Ģekilde azaldığı belirtilmiĢtir (Li vd. 2019). Bunun tersi olarak Bax ve 

P53 ekspresyon seviyeleri bufadienolidlerin konsantrasyonlarının artmasıyla birlikte 

önemli ölçüde artıĢ gösterdiği raporlanmıĢtır (Li vd. 2019). Bu sonuçların 

gözlemlenmesiyle bufadienolidlerin apoptozu indükleyebildiğini ve teĢvik edebildiğini 

ileri sürmüĢlerdir (Li vd. 2019). Ramadan vd. 2019’da gerçekleĢtirdikleri çalıĢmada çay 

ağacı yağının insan deri kanseri tipi malign melanom (A-375) ve yassı epitel hücreli 

karsinom (HEp-2) hücrelerine karĢı sitotoksik etkilerini araĢtırmıĢlardır (Ramadan vd. 

2019). A-375 ve HEp-2 hücrelerinde çay ağacı yağı ile indüklenen apoptozun altında 

yatan moleküler mekanizmayı anlamak için P53, Bax ve Bcl-2 genlerinin mRNA ifade 

seviyelerini belirlemiĢlerdir (Ramadan vd. 2019). Sonuç olarak proapoptotik genler olan 

P53 ve Bax ifade seviyelerinin arttığı ve anti-apoptotik gen olan Bcl-2'nin gen ifade 

seviyesinin azaldığını belirtmiĢlerdir (Ramadan vd. 2019). Western blot sonuçları ise 

çay ağacı yağının muamelesinden sonra A-375 ve HEP-2'de P53 ve Bax pro-apoptotik 

proteinlerinin ifade seviyelerinin arttığı ve anti-apoptotik protein olan Bcl-2'nin ifadesi 

çay ağacı yağı ile  muamele edilmemiĢ kontrol hücrelerine göre inhibe edildiği 

gösterilmiĢtir (Ramadan vd. 2019). Sonuç olarak A-375 ve HEp-2 hücrelerinde çay 

ağacı yağı tarafından indüklenen apoptozun P53 ve Bax ifade seviyesini arttırdığı ve 
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Bcl-2 gen ifade seviyesini azalttığı ve Kaspaz aktivasyonu ile iliĢkilendirildiği 

raporlanmıĢtır (Ramadan vd. 2019). Tez kapsamında apoptoz yolağına ait genlerin 

transkript ifade düzeyi qRT-PCR analizi ile gerçekleĢtirilmiĢtir. Vulpinik asit 

muamelesi sonucu mRNA boyutunda TP53 gen ifade seviyesinde 62,39 kat oranında 

(p<0.01) artıĢ belirlenmiĢtir. TP53 gen ifade seviyesindeki artıĢa bakıldığında A-375 

melanom hücrelerine Vulpinik asit muamelesi sonrası TP53 geninin apoptozu 

uyarabileceği ve teĢvik edebileceği belirlenmiĢtir.  

Survivin hücre ölümü düzenlenmesinde rol oynamaktadır ve Kaspaz bağımlı ve 

bağımsız yollarla apoptozu engellediği belirlenmiĢtir (Jaiswal vd. 2015).  Aynı zamanda 

bir P53 hedefidir ve P53, Survivin’ın anti-apoptotik aktivitesini antagonize ederek 

apoptozu aktif hale getirebilmektedir (Wang vd. 2004, Jaiswal vd. 2015). Survivin 

malignant melanomada % 67.0 oranında ifade edilmektedir (Nasr ve El-Zammar 2008, 

Jaiswal vd. 2015). Survivin’ın hücre bölünmesi, apoptoz ve hareketliliğindeki çeĢitli 

iĢlevleri melanom tümör geliĢimi ve metastazı ile iliĢkilendirilmiĢtir (McKenzie ve 

Grossman 2012). Survivin inhibisyonu kemoterapinin etkinliğini artırdığı da bilinen 

tümör hücrelerinde kendiliğinden olan apoptozu teĢvik edebilme rolüne sahiptir 

(Zaffaroni ve Daidone 2002, Wall vd. 2003, Wu vd. 2013). Wu vd. 2013’te 

gerçekleĢtirdikleri çalıĢmada Herba epimedii'den izole edilen icariside II'nin 

melanomdaki antitümör etkilerini ve apoptoz mekanizmasını araĢtırmıĢlardır (Wu vd. 

2013). Western blot analizi ile Survivin ifadesinin doza bağımlı bir Ģekilde azaldığı 

görülmüĢtür (Wu vd. 2013). Bu çalıĢmada icariside II tarafından meydana gelen 

apoptozun azalmıĢ Survivin tarafından da oluĢtuğu belirlenmiĢtir (Wu vd. 2013). Tez 

çalıĢmasında Vulpinik asit muamelesi sonra mRNA boyutunda gen ifade seviyesi 

bakılan survivin geninin 0,96 oranında (p<0.001) azaldığı görülmektedir. Vulpinik asit 

muamelesi sonrası A-375 hücrelerinde survivinin inhibe edilerek apoptoza katkı 

sağladığı belirlenmiĢtir.  

Kontrol noktası kinaz 1 (CHEK1), hücre döngüsü düzenlemesinde ve DNA hasar 

tepkisinde önemli bir role sahiptir (Patil vd. 2013). RIPK2 ise TRAF1, TRAF5 ve 

TRAF6'ya bağlanan ve TNFR-1 ve CD40 reseptör sinyalleme komplekslerine katılarak 

hücre ölümünü indükleyen bir kinazdır (McCarthy vd. 1998). CHECK2, genomik 
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stabiliteyi korumak ve tümör oluĢumunu baskılamak için hücre döngüsü düzenlemesine 

ve apoptoza aracılık eder (Mustofa vd. 2020). Tez kapsamında CHEK1 ve CHECK2 gen 

ifade seviyesi sırasıyla 7,11 ve 5,86 kat artıĢ göstermiĢtir ve CHECK2 gen ifade seviyesi 

ise 0,73 kat gen ifade seviyesinde azalma belirlenmiĢtir. 

MYC onkogeni hücre döngüsü ve tümör dönüĢümünde görev almasının yanı sıra 

apoptozun indükleyicisi olarak da belirlenmiĢtir (Askew vd. 1991, Evan vd. 1992, 

Meyer vd. 2006). FOXO’lar Fas ligandı ve TNF ile iliĢkili apoptozu uyaran ligand ve 

Bim, bNIP3 ve Bcl-XL gibi Bcl-2 gen aile üyelerinide kapsayan ölüm reseptör 

ligandlarının ifadesini uyararak mitokondriden hem bağımsız ve hem bağımlı bir 

Ģekilde apoptozu tetiklemekte görev almaktadırlar (Fu ve Tindall 2008). Tümör 

baskılayıcı gen olan CDKN2A hücre döngüsü ilerlemesi, hücresel yaĢlanma ve 

apoptozda rol oynamaktadırlar (Jiao vd. 2018). Tez kapsamında MYC, FOXO3, 

CDKN2A genlerinde sırasıyla 5,99 (p<0.05), 1,84 (p<0.001) ve 1,99 (p<0.001) kat artıĢ 

belirlenmiĢtir. Semple vd. 2007’deki çalıĢmalarında CLSPN’nin anti-apoptotik aktivite 

gösterdiklerini ve CLSPN’nin hücrelerden yok olmasının apoptozu daha fazla 

tetiklediğini belirtmiĢlerdir (Semple vd. 2007). Tez çalıĢmasında da CLSP geninin 0.75 

(p<0.001) kat azalarak apoptozu uyarabileceği belirlenmiĢtir.  

Apoptotik kaskadlar dıĢsal ve içsel yolak olmak üzere iki ana yolağı izlemektedirler 

(Singh ve Bose 2015). DıĢsal yolak esas olarak sitoplazmik olmasına ve içsel yolak 

mitokondriden kaynaklanmasına rağmen bu yolaklardaki moleküller birbirleriyle 

iletiĢim kurabilirler ve bu belirli terapötik müdahaleye yönelik karıĢıklığı çözmede katkı 

sağlayabilirler (Singh ve Bose 2015). Kaspazlar, apoptotik kaspazlar tarafından 

uygulanan apoptoz ve enflamatuar kaspazlar tarafından gerçekleĢtirilen piroptoz gibi 

hücresel ölümle sonuçlanan sinyal olaylarını ortaya çıkarmak ve yaymakla görevli 

proteazlardır (Ramirez ve Salvesen 2018). Omurgalılarda apoptotik kaspazlar baĢlatıcı 

(Kaspaz-8, Kaspaz−9 ve Kaspaz−10) ve efektör (Kaspaz-3, Kaspaz−6 ve Kaspaz−7) 

kaspazlar olmak üzere alt bölümlere ayrılabilir (Fuentes-Prior ve Salvesen 2004, 

Ramirez ve Salvesen 2018). Son veriler Kaspaz-2'nin hücre döngüsü düzenlemesine 

katıldığını göstermiĢtir (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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kapsamında qRT-PCR analizi ile mRNA boyutunda Kaspazların gen ifade seviyeleri 

incelenmiĢtir. BaĢlatıcı Kaspazlar olan Kaspaz-8 ve Kaspaz−10’un ifade seviyeleri 

sırasıyla 6,02 (p<0.05) ve 1,40 kat artıĢ göstermektedir. Efektör kaspazlar Kaspaz-3 ve 

Kaspaz-7’nin ifade seviyeleri sırasıyla 0,49 (p<0.001) ve 0,87 (p<0.001) kat azalıĢ 

gösterirken Kaspaz-6’nın ifade seviyesinin 1,14 (p<0.001) kat artmıĢ olduğu 

belirlenmiĢtir. Enflamatuar Kaspazlar Kaspaz-1 ve Kaspaz- 5’in ifade seviyeleri 

sırasıyla 11,79 (p<0.01), 3,29 p<0.05 kar artıĢ gösterirken Kaspaz-4 ifade seviyesi 0,56 

(p<0.001) kat azaldığı belirlenmiĢtir. Kaspaz-2 ifade seviyesi ise 2,43 (p<0.01) kat 

artmıĢtır. Tez kapsamında Kaspaz-8 ve Kaspaz−10’un gen ifade seviyesindeki artıĢlar 

vulpinik asit aracılı apoptozun baĢlamasında katkı oluĢturduğunu, Kaspaz-6 gen ifade 

seviyesindeki artıĢın apoptozu efektör olarak etkileyebildiği belirlenmiĢtir. Aynı 

zamanda enflamatuar Kaspazlar Kaspaz-1 ve Kaspaz- 5’in ifade seviyesindeki artıĢlar 

vulpinik asit aracılı apoptozun uyarıldığını göstermektedir.  

Mitokondriyal yolak olarak da bilinen apoptozun içsel yolağı, UV radyasyonu, besin 

yoksunluğu, oksidatif stres ve replikasyon stresi gibi olumsuz çevresel koĢulları 

tarafından baĢlatılır. Ġçsel yolak mitokondriyal geçirgenliği ve ardından sitokrom c 

salımını arttırmak için etki eden Bcl-2 ailesindeki proapoptotik ve antiapoptotik 

moleküller tarafından düzenlenmektedir (Wong 2011, Broussard vd. 2018). Bcl-2 

ailesinin en önemli görevi apoptozun içsel (mitokondriyal) yolaklarının baĢlamasını 

düzenlemektir (Youle ve Strasser 2008, Czabotar vd. 2014, Hatok ve Racay 2016). Son 

araĢtırmalar, Bcl-2 ailesinin otofaji, endoplazmik retikulum (ER) stres tepkisi, hücre içi 

kalsiyum dinamikleri, mitokondriyal dinamikler ve enerji metabolizması ve hücre 

döngüsü ilerlemesi gibi hücre hayatta kalması üzerinde güçlü bir etkiye sahip diğer 

hücre içi yolakların düzenlenmesinde de önemli roller sergilediğini belirlemiĢlerdir 

(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, Lindqvist vd. 2016, Vervliet vd. 2016, Hatok ve Racay 2016).  BCL-2 proteinleri 

üç alt grup altında sınıflandırılır: anti-apoptotik (BCL-2, MCL-1, BCL-xL gibi), pro-

apoptotik efektörler (BOX , BAK ve BAX) ve pro-apoptotik sadece BH3 proteinleri 

(BAD, BID, BIM gibi). Bu proteinlerin tümü en az bir korunmuĢ BCL-2 Homoloji alanı 

(BH) içermektedirler (Singh ve Bose 2015). Apoptozun dıĢsal yolağı ise, FasL ve 
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TNFα'nın ilgili reseptörleri Fas ve TNF'ye bağlanmasının aracılık ettiği ölüm 

reseptörüdür. Bu reseptörlerin bağlanması, Fas ile iliĢkili ölüm alanı (FADD), proenzim 

kaspaz 8 ve TNF reseptörü ile iliĢkili ölüm alanı (TRADD) gibi proteinleri birleĢtiren 

bir ölüm alanını aktif hale getirir (Wong 2011, Broussard vd. 2018).  

Melanomda hem içsel hem de dıĢsal apoptoz yolağın aktive olduğu çalıĢmalar 

yayınlanmıĢtır. Hamsa ve Kuttan’ın 2011 yılında gerçekleĢtirdikleri çalıĢmada 

Harmin’in B16F-10 hücrelerindeki apoptozun rolünü araĢtırmıĢlardır (Hamsa ve Kuttan 

2011). RT-PCR analizi ile Bcl-2, P53, Kaspaz-3, 8, 9, Bid ve Bax genlerinin ifadesi 

ölçülmüĢtür (Hamsa ve Kuttan 2011). Harmin muamelesi ile Bcl-2 geninin ifadesinin 

azaldığı, P53, Kaspaz-3, 8, 9, Bid ve Bax genlerinin ifadesinin ise artıĢ gösterdiğini 

bulmuĢlar ve bu sonuçlar ile Harmin muamelesinin apoptozda, hem içsel hem de dıĢsal 

yolakta rol oynadığını belirlemiĢlerdir (Hamsa ve Kuttan 2011). Kwon vd.’nin 2013’te 

gerçekleĢtirdikleri bir diğer çalıĢmada ise Triptolide’in melanom hücresi SK-MEL-2 

üzerine hücre öldürücü etkisi araĢtırılmıĢtır (Kwon vd 2013). Western blot ile Kaspaz-8 

ve Kaspaz-9'un protein seviyelerine bakıldığı zaman Pro-kaspaz-8 ve Pro-kaspaz-9'un 

protein seviyeleri doza bağlı bir Ģekilde azalıĢ gösterirken bunların bölünmüĢ 

formlarının protein seviyeleri artmıĢtır (Kwon vd 2013). Triptolide’in aynı zamanda 

Kaspaz-3'ün aktivasyonuna ve daha sonra PARP'ın bölünmesine neden olduğu 

bulunmuĢtur (Kwon vd 2013).  Sonuçlar birlikte incelendiğinde Triptolide’in apoptozda 

iki yolağıda etkilemiĢ olduğu belirtilmiĢtir (Kwon vd 2013). DıĢ yolakla apoptozu 

doğrulamak için Fas, FasL ve FADD seviyelerine bakılmıĢ ve Fas ve FADD'nin ifade 

seviyeleri artıĢ gösterirken FasL, mRNA ve proteinin ifade seviyelerinde dikkate değer 

bir değiĢiklik belirlenmemiĢtir (Kwon vd 2013). Ayrı olarak Bid seviyesi azalmıĢtır ve 

bunun tBid üretimiyle sonuçlandığı belirlenmiĢtir (Kwon vd 2013). SK-MEL-2 

melanom hücrelerinde Triptolide ile apoptozun tBid aracılığıyla dıĢsal yolak ile içsel 

yolak aracılık edebileceği belirlenmiĢtir (Kwon vd 2013). Ġçsel yolakla apoptozu 

doğrulamak için ise Bcl-2, Bax ve Sitokrom-c seviyelerine bakılmıĢtır (Kwon vd 2013). 

Triptolide muamelesiden sonra Antiapoptotik protein olan Bcl-2 seviyesi azalırken, 

proapoptotik protein olan Bax seviyesi artıĢ göstermiĢtir (Kwon vd 2013). Triptolide 

muamelesiden sonra doza bağımlı bir Ģekilde sitokrom c’nin mitokondriden sitozole 

salındığı belirlenmiĢtir (Kwon vd 2013). Bu sonuçlarla birlikte SK-MEL-2 melanom 
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hücrelerinde Triptolide ile indüklenen apoptozun içsel yolağı etkilediği gösterilmiĢtir 

(Kwon vd 2013). 

Tümör nekroz faktörü (TNF) ailesi 19 ligand ve 29 reseptörden oluĢur ve vücutta 

oldukça çeĢitli rolleri vardır (Aggarwal 2012). TNF ailesi kısmen transkripsiyon faktörü 

NF-kB'nin aktivasyonu yoluyla proinflamatuar aktivite gösterirler (Aggarwal 2012). 

TNF ailesinin birkaç üyesi (TNF-α, TNF-β, GIRTL, BAFF, APRIL, TWEAK, RANKL, 

CD27L, CD40L, OX40L, LT-β) çeĢitli mitojenle aktifleĢtirilmiĢ kinazların aktivasyonu 

yoluyla hematopoietik hücreler üzerinde proliferatif aktivite sergiler, bazı üyeleri (TNF-

α, TNF-β, FasL, CD30L, CD40L, 4-1 BBL, TRAIL, TWEAK, LIGHT, VEGI, EDA-A1, 

EDA-A2) apoptozda rol oynar ve bazı üyelerinin de (TNF-α, EDA-A1, EDA-A2, FasL, 

TRAIL)  morfogenetik değiĢikliklerde ve farklılaĢmada rol oynadığı belirtilmiĢtir 

(Bhardwaj ve Aggarwal 2003, Gaur ve Aggarwal 2003, Aggarwal 2012). Tümör nekroz 

faktörü Reseptörle ĠliĢkili Faktörler (TRAF'ler), birçok reseptörün hücre içi alanlarıyla 

etkileĢime girerek sinyal iletiminde önemli rolleri bulunmaktadır (Arch vd. 1998, Luo 

vd. 2016). TRAF6, proinflamatuar sitokinlere yanıt olarak NF-κB yolağını aktive eden 

bir sinyal dönüĢtürücü olarak bilinmektedir ve onkogenik özelliklere sahip olduğu 

gösterilmiĢtir (Cao vd. 1996, Beroukhim vd. 2010, Starczynowski vd. 2011, Meng vd. 

2012, Sun vd. 2013, Sun vd. 2014, Luo vd. 2016).  TRAF1 ise hücre hayatta kalması, 

proliferasyonu, farklılaĢması ve stres tepkilerinin düzenlenmesinde rol oynamaktadır 

(Chung vd. 2002, Rajandram vd. 2012). TRAF1'in ana görevinin, TNF reseptörünün 

veya T hücre reseptörünün aktivasyonu ile indüklenen apoptozun bastırılması olduğu 

belirtilmektedir ve bu durumlarda anti-apoptotik bir role sahiptir (Sabbagh vd. 2006, 

Rajandram vd. 2012).  Tez kapsamında apoptozun dıĢsal yolağında görev alan ilgili 

genler Kaspaz-8, TNF gen ailesi, Tümör nekroz faktörü reseptörle lliĢkili faktörler 

(TRAF'ler), CRADD, FADD transkript ifade seviyeleri qRT-PCR ile analiz edilmiĢtir. 

CASP8 ifade seviyesi 6,02 (p<0.05) kat artıĢ göstermiĢtir. TNF gen ailesine ait 

araĢtırılan gen üyelerinin tümünün ifade seviyesi artmıĢtır örneğin TNFRSF10D gen 

üyesi 67,34 kat (p<0.001), TNFRSF8 gen üyesi 58,08 kat (p<0.001), TNFSF4 gen üyesi 

38,59 kat (p<0.001), CD40 gen üyesi 34,22 (p<0.001), TNFSF13 gen üyesi 42,52 kat 

(p<0.001) ve FasL gen üyesi 12,21 kat (p<0.001) artıĢ göstemiĢtir. Tümör nekroz 

faktörü reseptörle iliĢkili faktörlerin (TRAF'ler) ifade seviyelerine bakıldığında 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) artıĢ belirlenmiĢtir. CRADD ve FADD transkript ifade 

seviyeleri ise sırasıyla 10,39 (p<0.001) ve 11,00 (p<0.001) kar artıĢ göstermektedir. Bu 

genlerin ifade seviyelerinde gözlenen artıĢlar vulpinik asit muamelesinin A-375 

hücresinde apoptozun dıĢsal yolağını aktif hale getirdiğini belirlemektedir. Tez 

çalıĢmasında vulpinik asit muamelesinin A-375 hücresinde apoptozun içsel yolağını 

nasıl etkilediği belirlemek için BCL-2 ailesinin gen üyelerinin ifade seviyeleri de qRT-

PCR ile analiz edilmiĢtir. BCL-2 ailesinin gen üyelerinden BCL2L2, BCL10, BAX, BOK 

ve HRK gen ifade seviyeleri sırasıyla 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 artıĢ göstermektedir. APAF-1 Sitokrom-c 

salınımının ardından cevap olarak oligomerize olan ve apoptozom kompleksini 

oluĢturan bir moleküldür ve apoptozun içsel yolağında görev alır (Shakeri vd. 2017). 

Tez çalıĢmasında APAF-1 gen ifade seviyesinde ise 21,36 kat (p<0.001) artıĢ 

belirlenmiĢtir. Bu sonuçlara bakıldığında vulpinik asit muamelesinin A-375 hücresinde 

apoptozun dıĢsal yolağının yanında içsel yolağı da etkilediği anlaĢılmıĢtır.  

ĠyonlaĢtırıcı radyasyon, ER stresi ve kemoterapötik ilaçlar gibi çeĢitli uyaranlar 

apoptozu veya otofajiyi uyarabilmektedir (Lian vd 2010). Otofaji ve apoptoz fenotipi 

bazen bu yaygın uyaranlara yanıt olarak tespit edilebilir veya her iki süreç için değiĢken 

durumların veya iki yanıt arasındaki hücresel bir kararın sonucu olarak birbirini 

dıĢlayan bir Ģekilde ilerlemektedir (Lian vd 2010). Lian vd.’nin (2010) insan prostat 

kanseri hücreleri gerçekleĢtirdikleri çalıĢma Bcl-2 seviyesinin hücrelerin apoptoza veya 

otofajiye yönlendirilmesi için belirleyici rol oynadığını göstermektedir (Lian vd 2010). 

ÇalıĢmalarında BH3-mimetik (-)-gossipol muamelesi üzerine otofaji yüksek Bcl-2 

seviyelerine sahip apoptoza dirençli androjenden bağımsız (AI) prostat kanseri 

hücrelerinde indüklenmeyi tercih ederken apoptoz, androjen bağımlı veya düĢük Bcl-

2'ye sahip bağımsız hücrelerde indüklenmeyi tercih ettiği belirlenmiĢtir (Lian vd 2010). 

Bcl-2 inhibitörü (-) - gossipol ile muamele sonrası Bcl-2 seviyesi, prostat kanseri 

hücrelerinde hangi tip hücre ölümünün gerçekleĢeceğini belirlemektedir (Lian vd 2010). 

Melanom hücreleri besin yoksunluğu, hipoksi, düĢük ATP, olumsuz mikro çevre gibi 

metabolik stres koĢullarında otofaji sergileyebilmektedirler (Broussard vd. 2018). Tez 

kapsamda vulpinik asit muamele sonrası A-375 melanom hücre hattında BCL-2 geni 
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ifade seviyesi 10,90 kat (p<0.001) artıĢ göstemektedir ve bu sonucun otofajiyle iliĢkili 

olduğu düĢünülmektedir. 

Tez çalıĢmasında elde edilen sonuçlara göre vulpinik asit etkin bir ilaç aday molekülü 

olarak deri kanseri tedavisinde kullanılabilirliği belirlenmiĢtir. Vulpinik asitin sitotoksik 

etkisinin deri kanseri hücrelerinde daha fazla iken, normal melanosit hücrelerinde daha 

az olması kanser tedavilerindeki normal hücrelere zarar vermeden kanserli hücreleri 

hedef alması yönünde önemli bir avantaj sağlamaktadır. Vulpinik asit A-375 melanom 

hücrelerinde apoptozu birçok yoldan etkilediği gibi aynı zamanda otofaji ile de iliĢkisi 

olduğu belirlenmiĢtir. Melanom kanserinin tedavisinde vulpinik asitin kullanım Ģekli 

olarak topikal ve transdermal yol gibi farklı ilaç uygulaması yollarıyla ileride deri 

kanseri üzerinde uygulaması mümkün olabilecektir.  
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EK 1 

Vulpinik asitin A-375 hücre hattı ve melanosit hücre hattında apoptoz yolağına ait 

transkript ifade düzeyinin analizi Human Apoptosis Primer Library kullanılarak qRT-

PCR cihazı ile değerlendirilmiĢtir. Bu kütüphanedeki genlerin 96 kuyulu Apoptoz 

Panelindeki yer listesi ekte verilmiĢtir.  

EK 1 Apoptoz Kütüphanesindeki Genlerin Yer ve Ġsim Listesi 

Kuyu Gen Sembolü Gen Adı 

A1 APAF1 Apoptotik proteaz aktivasyon faktörü 

A2 ATM Mutasyona uğramıĢ Ataksi telanjiyektazi  

A3 BAG1 BCL2 ile iliĢkili atanojen 

A4 BAG3 BCL2 ile iliĢkili atanojen 3 

A5 BAG4 BCL2 ile iliĢkili atanojen 4 

A6 BAK1 BCL2-antagonist / öldürücü 1 

A7 BAX BCL2 ile iliĢkili X proteini 

A8 BCL10 B hücreli lenfoma / lösemi 10 

A9 BCL2 B hücreli lenfoma / lösemi 2 

A10 BCL2A1 BCL2- ilgili protein A1 
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EK 1 Apoptoz Kütüphanesindeki Genlerin Yer ve Ġsim Listesi (devam) 

Kuyu Gen Sembolü Gen Adı 

A11 BCL2L1 BCL2-benzeri 1 

A12 BCL2L11 BCL2-benzeri 11 (apoptoz kolaylaĢtırıcı) 

B1 BCL2L2 BCL2-benzeri 2 

B2 BFAR Çift fonksiyonlu apoptoz düzenleyici 

B3 BIK BCL2 ile etkileĢen öldürücü (apoptosis teĢvik edici) 

B4 BIRC1 Baculoviral IAP tekrar içeren 1 

B5 BIRC2 Baculoviral IAP tekrar içeren 2 

B6 BIRC3 Baculoviral IAP tekrar içeren 3 

B7 BIRC4 Baculoviral IAP tekrar içeren 4 

B8 BIRC5 Baculoviral IAP tekrar içeren 5 (survivin) 

B9 BIRC6 Baculoviral IAP tekrar içeren 6 (apollon) 

B10 BNIP3 BCL2 / adenovirus E1B 19kDa etkileĢen protein 3 

B11 BRE Beyin ve üreme organı eksprese edilen 

B12 BOK BCL2 ile iliĢkili yumurtalık öldürücü 
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EK 1 Apoptoz Kütüphanesindeki Genlerin Yer ve Ġsim Listesi (devam) 

Kuyu Gen Sembolü Gen Adı 

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 CASP8 iliĢkili protein 2 

C11 CFLAR CASP8 ve FADD benzeri apoptoz düzenleyici 

C12 CHEK1 CHK1 kontrol noktası homologu (S. pombe) 

D1 CHEK2 CHK2 kontrol noktası homologu (S. pombe) 

D2 CIDEA Hücre ölümüne neden olan DFFA benzeri efektör a 
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EK 1 Apoptoz Kütüphanesindeki Genlerin Yer ve Ġsim Listesi (devam) 

Kuyu Gen Sembolü Gen Adı 

D3 CIDEB Hücre ölümüne neden olan DFFA benzeri efektör b 

D4 CRADD CASP2 and RIPK1 domain containing adaptor 

D5 DAPK1 Ölümle iliĢkili protein kinaz 1 

D6 DAPK2 Ölümle iliĢkili protein kinaz 2 

D7 DFFA DNA fragmantasyon faktörü, 45kDa, alfa polipeptit 

D8 DFFB DNA fragmantasyon faktörü, 40kDa, beta polipeptit 

D9 FADD Fas (TNFRSF6) ile iliĢkili ölüm alanına sahip protein 

D10 GADD45A Büyümenin durdurulması ve DNA hasarına bağlı protein GADD45 alfa 

D11 HRK Harakiri, BCL2 etkileĢimli protein 

D12 LTBR Lenfotoksin beta reseptörü (TNFR süper ailesi, üye 3) 

E1 MCL1 Miyeloid hücre lösemi sekansı 1 (BCL2 ile ilgili) 

E2 MYD88 Miyeloid farklılaĢma birincil yanıtı 88 

E3 CARD4 Kaspaz alım alan ailesi, üye 4 

E4 FAS Fas (TNF reseptör süper ailesi, üye 6) 
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EK 1 Apoptoz Kütüphanesindeki Genlerin Yer ve Ġsim Listesi (devam) 

Kuyu Gen Sembolü Gen Adı 

E5 RIPK2 Reseptörle etkileĢen serin-treonin kinaz 2 

E6 RPA3 Replikasyon proteini A3, 14kDa 

E7 TANK RAF ailesi üyesi ile iliĢkili NF-kappa-B aktivatörü 

E8 TNF Tümör nekroz faktörü (TNF süper ailesi, 2) 

E9 TNFRSF10A Tümör nekroz faktörü reseptörü süper ailesi, üye 10a 

E10 TNFRSF10B Tümör nekroz faktörü reseptörü süper ailesi, üye 10b 

E11 TNFRSF10C Tümör nekroz faktörü reseptörü süper ailesi, üye 10c 

E12 TNFRSF10D Tümör nekroz faktörü reseptörü süper ailesi, üye 10d 

F1 TNFRSF11B Tümör nekroz faktörü reseptörü süper ailesi, üye 11b 

F2 TNFRSF17 Tümör nekroz faktörü reseptörü süper ailesi, üye 17 

F3 TNFRSF1A Tümör nekroz faktörü reseptörü süper ailesi, üye 1A 

F4 TNFRSF21 Tümör nekroz faktörü reseptörü süper ailesi, üye 21 

F5 CD40 CD40 antijen (Tümör nekroz faktörü reseptörü süper ailesi 5) 

F6 TNFRSF8 Tümör nekroz faktörü reseptörü süper ailesi, üye 8 
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EK 1 Apoptoz Kütüphanesindeki Genlerin Yer ve Ġsim Listesi (devam) 

Kuyu Gen Sembolü Gen Adı 

F7 TNFRSF9 Tümör nekroz faktörü reseptörü süper ailesi, üye 9 

F8 TNFSF10 Tümör nekroz faktörü (ligand) süper ailesi, üye 10 

F9 TNFSF11 Tümör nekroz faktörü (ligand) süper ailesi, üye 11 

F10 TNFSF13 Tümör nekroz faktörü (ligand) süper ailesi, üye 12 

F11 TNFSF13B Tümör nekroz faktörü (ligand) süper ailesi, üye 13b 

F12 TNFSF15 Tümör nekroz faktörü (ligand) süper ailesi, üye 15 

G1 TNFSF18 Tümör nekroz faktörü (ligand) süper ailesi, üye 18 

G2 TNFSF4 Tümör nekroz faktörü (ligand) süper ailesi, üye 4 

G3 CD40LG CD40 ligand (TNF süper ailesi, üye 5) 

G4 FASLG Fas ligand (TNF süper ailesi, üye 6) 

G5 TNFSF7 Tümör nekroz faktörü (ligand) süper ailesi, üye 7 

G6 TNFSF8 Tümör nekroz faktörü (ligand) süper ailesi, üye 8 

G7 TNFSF9 Tümör nekroz faktörü (ligand) süper ailesi, üye 9 

G8 TP53 Tümör proteini p53 



117 

 

EK 1 Apoptoz Kütüphanesindeki Genlerin Yer ve Ġsim Listesi (devam) 

Kuyu Gen Sembolü Gen Adı 

G9 TP73L Tümör proteini p73 benzeri 

G10 TRAF1 TNF reseptörü ile iliĢkili faktör 1 

G11 TRAF2 TNF reseptörü ile iliĢkili faktör 2 

G12 TRAF3 TNF reseptörü ile iliĢkili faktör 3 

H1 TRAF4 TNF reseptörü ile iliĢkili faktör 4 

H2 TRAF5 TNF reseptörü ile iliĢkili faktör 5 

H3 TRAF6 TNF reseptörü ile iliĢkili faktör 6 

H4 TRIP TRAF ile etkileĢen 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 Kütüphanesindeki Genlerin Yer ve Ġsim Listesi (devam) 

Kuyu Gen Sembolü Gen Adı 

H11 PPIA Peptidil prolil izomeraz A 

H12 RPL13A Ribozomal protein L13a 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


