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OZET

Felekoglu, R., Yeni Sentezlenen Antitirozinaz Aktiviteye Sahip Kojik Asit
Tiirevlerinin A375 Malin Melanoma Hiicre Hattinda Sitotoksisite ve Hiicre Oliimii
Uzerine Etkisinin Aydinlatilmasi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Biyokimya Programi Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2021. Bu tez ¢alismas1 kapsaminda,
tirozinaz inhibitori olan kojik asit tiirevi bilesikler incelenmistir. A375 insan malign
melanoma hiicrelerine karsi sitotoksik 6zelligi en kuvvetli bilesigin malign melanoma
hiicresini hangi mekanizmalarla 6liime gotirdiigii ve hiicre icerisinde hangi molekiiler
Olim yolaklarmi tetikledigi arastirilmigtir. Sitotoksisite i¢in yapilan SRB deneyi
sonucunda 1Cso degeri 9,81 uM olarak 6l¢giilen Bilesik-15"in canli hiicreleri etkili bir
bicimde 6liime gotiirdiigii gozlemlenmistir. Bilesik-15"in tirozinaz inhibisyonu etkinligi
icin  B16F10 hicrelerinin sitozolii ve kontrol olarak kojik asit kullanilarak
spektrofotometrik olarak belirlenmistir ve ¢ikan sonuglarda kojik asitle yarigabilecegi
gozlemlenmistir. Kojik asite ait 1Cso degeri 59,20 uM iken Bilesik-15"in ICso degeri 76,69
uM’dir. Ardindan, apoptoz deneyi yapilmistir, deney sonucunda Bilesik-15’in hiicreleri
apoptozun son asamasina kadar gotiirdigli gozlemlenmistir. Bilesik-15’in  A375
hiicrelerinde hangi apoptotik genleri etkiledigini tespit etmek icin hiicrelerden RNA
saflagtirilmig, ardindan cDNA olusturulmustur. Apoptotik p53 ve Bax, anti-apoptotik Bcl-
2 ve ayrica Jnk, Mdm2 ve Mdrl gen diizeyleri incelenmistir. Bcl-2’nin kontrole kiyasla
0,5 kat azalmas1 ve Bax’in kontrole kiyasla 2,4 kat artmasi ile Bilesik-15"in hiicreleri 24
saatte apoptoza gotlrdiigii gozlemlenmistir. p53°iin aktivitesini erkenden gosterdigi
Mdm2’nin oranin p53’e gore 3 kat yiiksek olmasi hiicrelerde yiikselmis olan p53
seviyesinin kontrol altina alinmisg olabilecegini desteklemistir. Mdr-1 geni igin ilk 24
saatte gordiigiimiiz tepkinin yiiksek oldugu gorilmiistir. Jnk geni igin herhangi bir
degisiklik gozlemlenmemistir. Bilesik-15’in melanoma hiicrelerinde tetikledigi 6liim
yolag1 akis sitometrisi ile belirlenmis ve calismadan elde edilen sonuglara gore geg
apoptoz oraninin %>58.8 olmasit A375 hiicrelerinin programli bir sekilde 0lime gittigi
sOylenebilir. A375 hiicrelerinde yapilan western blot analizi ile f-Aktin, P53 ve Mdrl
proteinleri icin yapilan analizlerin sonucunda bulgularin gen ekspresiyon sonuglari ile

tutarli oldugu gézlemlenmistir.
Anahtar Kelimeler: Kojik asit, p53, apoptoz, gen ekspresyonu, sitotoksisite

Bu tez Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimince

desteklenmistir. Proje No: 18107
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ABSTRACT

Felekoglu, R., The Effect of Kojic Acid Derivatives with New Synthesized
Antithyrosinase Activity on Cytotoxicity and Cell Death in the A375 Malign
Melanoma Cell Line, Hacettepe University Graduate School of Health Sciences
Biochemistry Department of Master Thesis, Ankara 2021. In this thesis study, kojic
acid derivative compounds which are tyrosinase inhibitors were investigated. The
mechanisms that lead to death and molecular death pathways in the cells caused by which
compound with the strongest cytotoxic properties against A375 human malignant
melanoma cells have been examined. As a result of the SRB test conducted for
cytotoxicity, it was observed that Compound-15, whose IC50 value was measured as 9.81
puM, effectively killed living cells. The enzymatic inhibition of Compound-15 was
determined spectrophotometrically using the cytosol of B16F10 mice cells and kojic acid
as a control. According to spectrophotometry results, it was demonstrated that Compound-
15 could compete with kojic acid. Furthermore, the IC50 values of kojic acid and
Compound-15 were obtained as 59.20 uM and 76.79 uM respectively. The apoptosis test
was carried out and as stated in test results, Compound-15 took the cells to the last stage
of apoptosis. Then, to determine which apoptotic genes in A375 cells affected by
Compound-15, RNA was purified from cells, and cDNA was synthesized. Apoptotic p53
and Bax, anti-apoptotic Bcl-2 as well as Jnk, Mdm2 and Mdr1 gene levels were examined.
Bcl-2 levels decreased 0.5 times and Bax levels increased 2.4 times compared to control.
Thus, it has been observed that Compound-15 leads cells to apoptosis in 24 hours. The
ratio of Mdm2 in which p53 showed early activity, increased 3 times compared to p53,
supports the idea that increased p53 level in cells may have been taken under control. The
results obtained in the first 24 hours for the Mdr-1 gene were high. No significant change
was observed in the Jnk gene compared to the control. The death pathway triggered by
Compound-15 in melanoma cells was determined by flow cytometry and according to the
results, it can be said that the late apoptosis rate of 58.8% leads A375 cells to more
effective programmed death. As a result of the western blot and B-Actin, p53 and Mdrl
protein analysis performed on A375 cells, it was concluded that the findings were

consistent with the gene expression results.
Key words : Kojic acid, p53, apoptosis, gene expression, cytotoxicity

This thesis was supported by Hacettepe University Scientific Research Coordination Unit.
Project Number: 18107
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1. GIRIS

Deride pigmentasyon yapan hiicrelerin malign tomorii olan melanoma,
diinyada goriilme siklig1 hizla artan ve yiiksek mortalite oranina sahip bir kanser
tiirtidiir ve diger kanser tiirlerine gore daha az siklikta goriilmesine ragmen yiiksek
6lim oran1 melanomay1 6nemli kilmaktadir. Genetik sebeplerin yani sira en biiyiik
etmenin ultraviyole 1sinlar1 oldugu diisiiniilmekte ve gilines 1s131na maruziyetin fazla
oldugu bolgelerde daha sik goriilmektedir. Melanin cilt renginden sorumlu olan
pigmenttir ve ultraviyole hasarina karsi cilt korunmasinda rol oynamaktadir.
Melaninin asir1 birikimi sonucunda melazma, ¢iller, ve yaslilik lekeleri gibi ¢ok sayida
cilt problemleri ile karsilasilabilmektedir (1).

Bu agresif kanser tiirti, V60OE adli bir nokta mutasyon ile metastatik 6zellik
kazanmaktadir. BRAF geninin 600 numarali kodonunda Valin’in Glutamat’a
doniistimii ile karakteristik 6zellik kazanan bu nokta mutasyon bircok metastatik
kanser turuinde de mevcuttur. Vemurafenib, 6zellikle bu mutasyonu hedef alan FDA
onayl bir ilagtir. Ancak gosterdigi yiiksek toksisite orant ve V60OE mutasyonunu
tagimayan melanoma tiirlerinde tiimor ilerlemesini arttirmaktadir.

Tirozinaz, melanin pigmentinin biyosentezinde katalizor olarak gorev alan ve
fenolik bilesiklerin kinonlara oksidasyonunu saglayan bir enzimdir. Melaninin
gorevlerinden biride, canlilarda ultraviyole 1sinlarina kars1 koruyuculuk saglamaktir.
Melanin pigmentin asir1 tretilmesi ve birikmesi hiperpigmentasyon, melazma,
postinflamatuar pigmentasyon ve patolojik durumlarda melanomaya yol agmaktadir.
Bu sonuglar dogrultusunda tip, gida endiistrisi ve kozmetikte melanin tretimini
engelleyen veya azaltabilen tirozinaz inhibitorleri i¢in yogun bir ilgi olusmaktadir.
Giiniimiizde dogal veya sentetik kaynakli bir¢ok tirozinaz inhibitdérii bulunmustur.
Tirozinaz inhibitorlerinin geneli, yapisal olarak tirozin veya L-DOPA'ya benzeyen
katesol veya fenol tiirevleridir. Ancak kojik asitin de dahil oldugu bu tiirevlerin
yagdaki ¢oziiniirliikleri sinirhidir ve stabiliteleri dayaniksizdir. Kojik asit, etkili ve
tersinir yarismali olarak insan melanosit tirozinazini inhibe eder ve boylece melanin
olusumunu dnler. Hiicresel melanin olusumunda kojik asit énemli bir rol oynar ve
bakir selatorlerinin  antikanser Ozellige sahip olduklar1 bilgisi literatiirde

bulunmaktadir. Kojik asitin tirozinaz ile bakir selasyonu yapmasi ve bu o6zelligi



barindiran yeni antiproliferatif ajanlarin gelistirilmesi i¢in oldukca giiglii bir 6rnek
olarak goriilmektedir.

Bu tez caligmasi kapsaminda, iiniversitemiz Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik
Kimya Anabilim Dal1 6gretim iiyesi ve proje arastirmacisi Prof. Dr. Mutlu Aytemir’in
sentezlemis oldugu Kkojik asit tiirevi bilesikler incelenmistir. A375 insan malign
melanoma hiicrelerine kars1 sitotoksik 6zelligi en kuvvetli bilesigin malign melanoma
hticresini hangi mekanizmalarla 6liime gotiirdiigii ve hiicre icerisinde hangi molekiiler
Olim yolaklarini tetikledigi arastirillmistir. Bu amagla, bu yiiksek lisans tez
calismasinda, sentezlenen bilesiklerin A375 insan malig

n melanoma hiicrelerinin canliligi nasil etkiledigi arastirilmistir. Sitotoksik
etkisi en yiiksek olan bilesik segilerek liminometrik bir yaklagsimla hiicre canliligi,
hiicre sitotoksisitesi, efektor kaspaz 3/7 aktivasyonlari agisindan etkinlikleri tayin
edilmistir. Ayni1 bilesigin melanoma hiicrelerinde tetikledigi oliim yolagi akis
sitometrisi ile belirlenmistir. Bu amagla A375 hiicrelerinin RNA’s1 izole edilerek 6liim
mekanizmalarinda rol alan genlerin (p53, Bax, Bcl-2, Jnk, Mdm2, Mdr1) ekspresyon
diizeyleri incelenmistir. Gen ekspresyon verilerini takiben apoptotik p53 ve mdrl
proteinlerinin ekspresyon diizeyi western blotlama ile Ol¢iilmiistiir. Son olarak
bilesigin tirozinaz enzim inhibisyonu B16F10 hcrelerinin sitozolil ve kontrol olarak
Kojik asit kullanilarak spektrofotometrik olarak belirlenmistir.

Biitiin bu agamalarin sonucunda bu tez ¢alismasinin nihai amaci: sentezlenen
bilesigin yarattig1 sitotoksiteden kaynaklanan hiicre 6limunun kalitatif ve kantitatif
olarak belirlenmesi, 6liim mekanizmalarini belirleyen genlerin diizeylerinin kantitatif
olarak incelenmesidir. Boylece secilimli olarak kanser hiicre hattinda etkili ama
saglikli hiicreye zarar vermeyen bir bilesigin etkisi enzimatik, sitotoksik, gen ve

protein ekspresyonu temelli olarak gdsterilmis olacaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kanser

En genel tanimiyla kanser, DNA hasar1 olusmasi sonucu hiicrelerin diizensiz
bir sekilde boliinerek kontrolsiiz biiytimesi ve yayilimasidir. Kanserde hicreler her
zamanki sinirlar1 diginda biiyiime gosterir, gevresinde bulunan normal hticreleri istila
eder ve diger organlara da yayilir. Kanser hiicreleri, birgok etkenden dolay1 degisim
gecirerek kontrolsiiz bir sekilde biyume ve bolinme (hiicre proliferasyonu) yetenegi
kazanirlar ve bunlarla birlikte olustugu yerden viicudun baska bir boliimiine yayilim
(metastaz) gosterme Ozelligini kazanirlar. Bulunduklar yerde kitle olusturup ¢ogalan
ve viicudun diger boliimlerine yerlesme egilimi gostermeyen tomdirlere benign timor
denirken ortaya c¢iktigi yerden diger dokulara yayilanlara ise malign tumor
denilmektedir. Malign tiimérler, primer lokalizasyonlarin digina tasarak viicudun
bagka bolgelerini ele gecirerek metastaz yaparlar ve olimcul hale gelirler. Kanser
hicreleri metastaz yaparken kan, lenf ya da viicut bosluklarini kullanarak diger
organlara sigrar, normal hiicrelerden gelen sinyallere cevap vermez, birbirlerine
yapismaz ve apoptoz siUrecine girmezler. Kanser olumlerinin en 6nemli sebebi
metaztazdir. Kanser meydana geldigi hiicrelerin tipine gore degerlendirilerek dort ana
baslik altinda incelenir. Bu basliklar; bag dokusu hiicrelerinde gorilen sarkoma, epitel
doku hiicrelerinde gorulen karsinoma, hematopoietik hiicrelerde ve lenf damarlarinda
gorulen lenfoma ve hematopoietik hiicrelerde gortlen l16semidir. Bir dokuda kanser
olusumu ve metastazin gelisiminin 10 temel 6zelligi vardir (Sekil 2.1) (2).

Normal hiicrelerde boliinme sayis1 sinirlidir ama bu durum kanser hiicrelerinde
sinirs1z olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Immortalite olarak bilinen bu mekanizmada
kromozom uglar1 olan telomerler bulunur. Normal hiicrelerin farklilagsmas1 durumunda
telomeraz enzimi de gittikge azalir ve bununla beraber telomerler de kisalir. Bu
sebepten dolay1 farklilasmais bir hiicre siklusu GO fazinda durur (senesans) ve sonunda
cogalma yetenegini kaybeder. Kanser hiicrelerinde ise telomeraz enzimi etkinligini
kaybetmez yani telomerlerin uzunlugu degismez ve hiicreler sinirsiz gogalma yetenegi
kazanir. DNA tamir mekanizmasinda saptanan eksiklikler genetik kararsizliga neden
olur. Bu durumlara bagl olarak kanser hiicrelerinin proliferasyon kontrol

mekanizmalarina cevap vermesi azalir. Diger doku ve organlarda yasama yetenegi



elde eden klonlar olustururlar ve metaztaz yapmaya baslarlar. Normal hiicreler
bulunduklar kiiltiir ortaminda yiizeye yapisamama durumunda boliinemezler. Normal
hiicreler 1lizerinde biiylidiikleri ylizeyi tek tabaka seklinde (monolayer)
doldurduklarinda besiyerleri bolinmeleri igin gerekli tim faktorleri (bUylme
faktorleri ve besinler) icerse bile boliinemezler. Kiiltiir ortaminda ise kanser hiicreleri
blylme faktorlerinden ve besinlerden bagimsiz bir sekilde proliferasyonuna devam
eder. Kanser hiicrelerinin yapisinda genellikle hiicreler arasi matriks bilesenlerini
sindirecek proteazlar bulunur, bu durumun ardindan normal dokular isgale ugrar. Yeni
kan damarlarinin olusumu i¢in kanser hiicrelerinde biiyliime faktorleri bulunmaktadir
ve tiimdr belli bir boyuta ulastig1 zaman kendisini beslemek i¢in yeni kan damarlar

(anjiyogenez) olusturulur (3).

1 - enerji metobolizmasini degistirme
2 — ¢cogalma sinyalini stirekli hale getirme
3 — biiytime baskilama sisteminden kagma
4 — bagisiklik sisteminden kagma
55— hiicresel dlumsiizligiin aktivasyonu
% 6 — kanserlesmeyi saglayan inflamasyon
7 — metastazin aktivasyonu

8 — yeni damar olusumunun saglanmasi

9 — genetik mutasyonlar

10 — apoptoza kars1 direng olusturma

Sekil 2.1. Kanserin temel 6zellikleri (4).

Kanserin olugsmasi siirecinde genetik faktorlerin disinda gevresel faktorlerin de
etkisi vardir. Kanser olusumunu tetikleyici giines 1181, 1s1, radyasyon, kronik
irritasyon, alkol, endiistriyel maddeler, beslenme sekli, stres, sigara, virls, immun
yetmezlik, hareketsiz bir yasam tarzi, yiiksek tansiyon gibi bir ¢ok faktor vardir (5).

Kanser insidans hiz1 ve profili az gelismis ve gelismis iilkelerde birbirinden
oldukga farklidir. Gelismis lilkeler bazinda erkeklerde akciger ve prostat kanserleri
cogunlukla goriiliirken, kadinlarda ise kolorektal ve meme kanserleri daha sik gorulir,
az gelismis iilkelerde bu durum erkeklerde akciger, karaciger ve mide kanserleri,

kadinlarda ise serviks ve meme kanserleri olarak gorulmektedir. Turkiye’de bu durum



erkeklerde mesane, akciger ve mide kanserleri olarak gortiliir, kadinlarda ise kolorektal
ve meme kanserlerinin daha sik goriildiigii tespit edilmistir. Kanser hticreleri kaynak
aldiklar1 organ-doku tiplerine gore g¢esitlendirilir.100 civarinda kanser ¢esidi olsa da
¢ok sik goriilen birkag¢ tiir kanser vardir (tablo 2.1). 2020 yilinda Diinya saglik
orgiitiinden elde edilen verilere gore insidansi yiiksek ve dliimciil olan kanserler

meme,akciger, prostat, kolorektal ve deri kanserleridir (6).

Tablo 2.1. Tahmini yeni kanser vakalar1 ve cinsiyete gore dliimlerde onde gelen on
kanser turi (7)

Tahmini Yeni Vakalar

Erkekler Kadinlar

Prostat 191,930 21% Gogus 276,480 30%
Akciger 116,300  13% ‘ Akciger 112,520 12%
Kolon ve Rektum 78,300 9% Kolon ve Rektum 69,650 8%
Mesane 62,100 7% Rahim 65,620 7%
Deri Melanomu 60,190 7% Tiroid 40,170 4%
Bobrek 45,520 5% Deri Melanomu 40,160 4%
Hodgkin olmayan lenfoma 42,380 5% Hodkink olmayan lenfoma 34,860 4%
Girtlak 38,380 4% Babrek 28,230 3%
Lasemi 35,470 4% Pankreas 27,200 3%
Pankreas 30,400 3% Losemi 25,060 3%
Tiim Siteler 893,660  100% ' Tiim siteler 912,930  100%

Tahmini Oliimler

Erkekler Kadinlar
Akciger 72,500 23% : Akciger 63,220 22%
Prostat 33,330 10% L Gogls 42170 15%
Kolon ve Rektum 28,630 9% Kolon ve Rektum 24,570 9%
Pankreas 24,640 8% [ Pankreas 22,410 8%
Karaciger ve Safra kanall 20,020 6% Yumurtalik 13,940 5%
Losemi 13,420 4% : Rahim 12,590 4%
Ozofagus 13,100 4% | Karaciger ve Safra kanali 10,140 4%
Mesane 13,050 4% | Lasemi 9,680 3%
Deri Melanomu 11,460 4% Deri Melanomu 8,480 3%
Beyin ve Sinir Sistemi 10,190 3% | Beyin ve Sinir Sistemi 7,830 3%
Tiim Siteler 321,160 100% Tiim Siteler 285,360 100%

2.2. Deri Kanseri

Deri, fiziksel koruyucu bariyer olarak siklikla ultraviyole 1sinlarina,
karsinojenlere ve serbest radikallere maruz kalan vicudun bir organidir. Diyetle
vicuda giren mikroorganizmalar ve ilacglar toksik etkilerini deri (zerinde
gosterebilirler. Deri kanserleri, beyaz tenlilerde fazla goériilen ve ozon tabakasinin

incelmesinden Oturt artan radyoaktif isinlarin etkisiyle insidanst surekli artan



malignitelerdir. Deri kanserleri, epidermiste apoptoz mekanizmasinin ¢ok az olmasi
veya hticrelerin prolifere olmasindan dolay1 diger kanser tiirlerinden ayirt edilmektedir
(8).

Deri kanserleri; melanoma, bazal hicre karsinomu ve skuamoz hiicre
karsinomu olmak {izere ii¢ baslikta toplanir (Sekil 2.2 ). Bazal hucreli ve skuamoz
hicre karsinomu, deri kanserleri arasinda en yaygin olan kanser trleridir. Melanom
deri kanseri ise skuamdz hiicre ve bazal hucreli deri kanserlerine oranla daha az

gorundr ancak ¢ok daha ciddi sonugclara sebep olurlar (9).

| skuamoz hiicre

bazal hiicre normal epidermis

melanositler

” melanom
bazal hiicre

karsinomu
skuamoz hiicre

karsinomu

Epidermis

Dermis

Sekil 2.2. Epidermis hicrelerde gorulen kanserler (10)

Bazal hiicreli karsinom, kil folikiiliinlin dig kok bolgesinden veya epidermisin
bazal hiicrelerinden bir 6nciil lezyon olmaksizin gelistigi bilinen, yavas blyuyen,
tedavi edilmedigi zaman doku hasar1 ve lokal invazyon olusturan, nadiren metastaz
yapan bir deri kanseri tliriidiir. Deri kanserlerinin % 80’ini olusturur ve beyaz tenli
populasyonda en ¢ok rastlanan kanser turudur. Timor, epidermisin bazal tabakasinda
ve bazal tabakanin eklerinden kaynaklanmaktadir. Bazal hiicreli karsinom insidansinin
diinya ¢apinda her y1l yaklasik olarak %10 oraninda arttig1 bilinmektedir (11).

Bazal hiicreli karsinom gelisiminin daha 1yi anlasilmast hedgehog ileti
yolaginin kesfedilmesiyle baslamistir. Bu yolak embriyonik biiylime sirasinda kas-
iskelet, sinir, hematopoetik sistem ve deride gorev almaktadir. Hedgehog ileti yolagi
derideki kok hiicrelerin sagkalimi ve kil folikiillerinin gelisimini de kontrol etmektedir.

Embriyonik gelisme donemde biiyiik bir 6neme sahip olan bu yollar eriskin donemde



oldukca azalmaktadir. Eger eriskin donemde bu yolak tekrar aktiflesirse timorogenez
ile sonuclanmaktadir. Bazal hiicre karsinomu ile iligkili en 6nemli risk faktorlerinden
biri de ultraviyole maruziyettir. Ultraviyoleye maruz kalinan yas, ultraviyole miktar1
ve siiresi ile birlikte spesifik polimorfik genler arasindaki etkilesim bazal hiicreli
karsinom yatkinligini belirleyen en 6nemli faktorlerden birisidir (12).

Skuamoz hucreli karsinom mukozal ve derideki epitelyal keratinositlerden
meydana gelen bir deri kanseri tiirlidiir. Skuamoz hiicreli karsinom hizli biiylime, lokal
invazyon ve metastaz yapabilme oOzellikleri barindirir ve en sik goriilen ikinci
malignitedir. Melanom dis1 deri kanserlerinde, Bazal hiicre karsinomunun orani % 80
iken Skuamoz hiicreli karsinom orani ise % 20’sini kapsamaktadir (13).

Genetik ve sonradan kazanilmig faktorler Skuamoz hiicreli karsinom igin
egilim yaratabilir. Ama yasam boyu maruz kalinan ultraviyole B 1s1n1 miktari Skuamoz
hiicreli karsinomda en 6nemli faktordiir. Aralikli olarak maruz kalindan ultraviyole
daha ¢ok Malign melanom ve Bazal hiicreli karsinom riskini artirir. Ultraviyole
1sinlarindan, 6zellikle ultraviyole (gilines spektrumunda 280-320 nm) B (UVB) 1511
derideki Skuamoz hiicreli karsinom’larinin en Onemli etken faktorii oldugu
kanitlanmistir. Tiim bunlarin diginda genetik etkenlerin de rol aldigi bilinmektedir

(14).
2.3. Malign Melanom

Malign melanom (MM) melanosit hiicrelerinden kdken alarak primer sekilde
ciltte olusum gosteren bir deri kanseri tirtidur. Melanosit hucreleri derinin epidermis
kisminda yer alirlar ve epidermis hiicrelerinin %10’luk kismin1 olusturmalarinin yani
sira cilt rengini olusturan melanin pigmentlerini iiretirler (15). Malign melanom, cilt,
g6z ve saca rengini veren melanositlerin malignant doniisimii ile kontrolsiiz
cogalmasina takiben olusan ve ¢oklu ilag direncinin eslik ettigi agresif kanser
tirlerinden biridir. Malign melanomalar ¢ogunlukla epidermiste ortaya ¢ikmaktadir ve
bunlar invaziv (dermise dogru ilerleyen) veya in-situ (tamamen epidermise gomuli)
olabilirler. Melanom erken evresinde sadece epidermiste gorullrken, ilerleyen
evrelerde ylzeyel papillar dermise kadar uzanabilen mikroinvazyonlar ve daha sonraki
evrelerde ise dermisin derinlerine kadar invazyon ile metastazlar gorilmesi
kaginilmazdir (16).



Malign Melanom patogenezi oldukc¢a komplekstir ve tam olarak anlagilmasi
oldukga giictiir. Tiim bunlarla birlikte genetik degisimlerin birikimi, cevresel
faktorlerle olan etkilesimler, onkogenlerin aktivasyonlari, timor supresor genlerin
inaktivasyonlar1 ve mekanizmasi bozulmus deoksiriboniikleik asit (DNA) onarimlari
malign melanoma patogenezlerinde 6nemli rol oynamaktadirlar (17).

Malign Melanom eger tedavi edilmezse metastaz durumuna gegerek 6limle
sonuglanmaktadir. Bununla birlikte, Malign Melanoma igin erken asamada tami
mimkin olursa ve tanidan hemen sonra tedaviye baslanirsa olgularin yasamini
stirdirmesi saglanabilir. Bu asamada Malign Melanoma olusumunda rol alan risk
faktorleri bilinirse ve risk durumundaki kisiler icin gerekli tedaviler saglanirsa hasta

say1st ve Oliimlerin azaltilmasi agisindan biyik 6nem tasir.
2.3.1. Malign Melanom Epidemiyolojisi ve Risk Faktorleri

Tiim deri kanserleri arasinda malign melanoma kanseri en 6liimciil olani olarak
bilinmektedir. Melanom deri kanserleri arasinda %3’ten az bir orana sahip olmasina
ragmen deri kanserine iligkin 6liimlerin yaklasik olarak %75’ inden sorumludur (18).
Melanom insidansi diger kanser formlari ile kiyaslandiginda, ¢ok hizli bir ivme
gosterdigi (son 30 yil igerisinde %237 kadar) bilinmektedir. Dinya Saglik Orgiitii
verilerine gore yi1lda 132.000 yeni malign melanom vakasi olusmaktadir. En ¢ok vaka
Avustralya’da gozlenmektedir. Avustralya’daki insidans oran1 40/100.000 kisi iken,
bu oran Kuzey Avrupa Ulkelerinde ise 5/100.000 kisidir. Genel olarak tim
Avrupa’daki melanom insidansi ise 12/100.000 kisidir. Yasam siiresi boyunca
melanom gelisme riski her yerde farklidir, Avustralya’da bu risk %4 iken, Amerika ve
Avrupa’daki tlkelerde ise bu risk %0,5 ile %1 arasinda degismektedir (19).
Tiirkiye’nin de i¢inde bulundugu Avrupa tilkelerindeki malign melanoma insidansinin
hesaplandigi GLOBOCAN arastirmasinda, Tirkiye’deki deri malign melanoma
goriilme aralig1 100.000 kiside 2.1 olarak bildirilmistir (20).

Diger deri kanserleri, melanomdan yaklasik olarak 20 kat daha sik
gorulebilmektedir. En sik gorulen deri kanseri bazal hicreli karsinom, ikinci olarak
gorilen tir ise skuamoz hucreli karsinomdur. Bazal hiicreli karsinom, skuamdz hiicreli

karsinomdan’dan yaklasik olarak 4 kat daha sik goriilebilmektedir (21).



Melanomun goriilme olasilig1 yasla birlikte artan bir durumken geng yaslarda
ise (20-45 yas arasi) en iist noktaya ulasir (22). SEER (Surveillance, Epidemiology,
and End Results)’in 2014-2016 yillar1 arasinda yaptigi ¢alismanin sonuglarinda
erigkinlerde, yasam siiresi boyunca malign melanoma gelisme riski yaklasik %2.3
olarak tespit edilmistir (23). Ultraviyole 1sinlardan kaynaklanan maruziyetin artis1 ve
solaryum kullanim1 nedeniyle gen¢ kadinlarda malign melanom insidansinda artis
oldugu da bildirilmistir.

Malign melanomanin ortaya ¢ikmasi ile bllylime evresinde rol oynayan baslica
3 ana risk faktorii vardir. Bunlar; ¢evresel olarak olusan risk faktorleri, genetik olarak
olusan risk faktorleri ve gen-gevre etkilesimi ortaya ¢ikan fenotipik risk faktorleridir
(Sekil 2.3.) (24). Cevresel ve genetik faktorler, DNA tamir mekanizmalarini bozabilen
genetik mutasyonlarin  birikmesine neden olur. Bu bozunmalar melanosit
proliferasyonun olugmasi, tiimor invazyonu gergeklesmesi, kan damari olusumlari ve

metastazlarin goriilmesidir (25).

Malign Melanoma igin Risk Faktorleri

Gevresel Etki ) Dir::ogtri:flle:e ) Ailesel, Genetik

ve Epigenetik

5 Sosyo-
UV Isigi e -
ekonomik ik sag rengi, %
statiisii renkli gozler, miRNA

Acik ten MITF, diger
— mutasyonlar
_ Coklu Atipik Yiiksek, Dusiik
Yas > 65 Neviis Riskli Alleller
Kanser gegmisi

Sekil 2.3. Malign Melanoma igin risk faktorleri (26).

Giines yanmig, 1518a bagl yaslanma (fotoaging), bagisiklik sistemi sorunlari,
DNA hasar1 ve deri kanserleri gibi potansiyel zararli etkenler goz 6nune alindiginda,
UV iginlarindan kagimmak son derce 6nemlidir. Malign melanom olusumu ve
gelisiminde goriilen son derece Onemli olan g¢evresel risk faktorii ultraviyole
radyasyonlaridir. Aralikli yada yogun ultraviyole maruziyeti malign melanom
olusumu ve gelisimi igin en Onemli etkenlerden birisidir (27).

Yeryiiziine ulasan giines 15181 iki tilir zararli 1gindan olusur, bunlar uzun dalga
ultraviole A (UVA, 320-380 nm) ve kisa dalga olan ultraviyole B (UVB, 280-320 nm)
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olarak bilinirler. Derimiz i¢in, UVA 1sinlar1 derinin en kalin tabakasina kadar yani
dermise etki edebilirken UVB 1sinlar1 ise sadece epidermise kadar etki edebilir (Sekil
2.4.). Ultraviyole 15181n sebep oldugu deri hasarlar1 genellikle fotosensitize islemler
tarafindan olusturulan serbest (singlet) oksijenler, siiperoksit anyonlar ve hidrojen
peroksitler gibi ROS (reaktif oksijen tirleri) tarafindan kaynaklandigi bilinmektedir
(28). UV radyasyonu tarafindan meydana gelen ROS, sadece deride dogrudan
oksidatif hasara neden olmaz, bunun yaninda hticre igindeki "serbest™ demirde de ani
artiglara neden olur. Serbest demirdeki ani artislar ROS'un protein, lipid ve DNA'daki
oksidatif reaksiyonlarda bir katalizor gibi davramis gostererek zararl etkisini
arttirdi@in1 gosterir. Serbest demir, redoks dongusiine hiicre indirgeyici ajanlarin
varhginda katilarak spesifik biyolojik hasarlar meydana getiren ilave ROS'un
olusmasma sebep olur. Bu sebeplerden dolay1r demir katalizli oksidatif hasar
Onlenemeyecek durumlar olusturmaktadir. Isinlanmaya maruz kalindiktan sonraki ilk
birka¢c saat boyunca demir hicre oksidatif hasarmi siddetlendirici kritik bir etki

stiresine sahiptir (29).

UVA UvB

HYPODERMIS

Sekil 2.4. UVA ve UVB 1simlariin insan derisi tizerindeki etkisi (28)

Ultraviyole maruziyeti ¢ok kisa siireli olsa bile ROS'un hiicre i¢erisinde mevcut
oldugunu unutmamak gerekir. Hiicrelerde mevcut olan ROS ilave fotosensitize
olmamis mekanizmalar tarafindan tretilmektedir. Bu durumun sebebi, NADPH

oksidaz gibi enzimatik sistemlerin siperoksit radikaller (reten aktivasyonunun
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olmasidir. Hucredeki fazla ROS Uretimi, iltihap olusturucu maddelerin sentezini
saglayan sinyal iletim siireglerini baslatir. Ayrica ferritin sentezini de kapsayacak

sekilde strese adaptif cevap olusturan yeni gen trtinlerinin olusumunu saglar (28).
2.3.2. Melanomadaki Genetik Faktorler

Malign melanoma, hiicre sikluslarindaki proto-onkogenlere yeni Ozellikler
kazandiran mutasyonlar ve tiimor baskilayici genlerindeki fonksiyonlarin kaybiyla
sonuglanan mutasyonlardan olusmaktadir (25, 27). Bir ¢ok kanser tipinde yaygin
oldugu gibi malign melanoma kanserinde de protoonkogenlerin mutasyonlar sonucu
onkogenlere doniismesine ek olarak, tumoér baskilayici genler ¢alismaktadir.
Melanomagenezdeki onkogenlerden olan BRAF, NRAS, KIT aktif duruma gegerken,
timor baskilayict genlerden CDKN2A, p53 ve PTEN ise inaktiv duruma
gecmektedirler (30).

Hiicre buyumesi ve bolunmesi igin negatif bir dizenleyici olan CDKN2A
genindeki sporadik ve germline olarak gorelen mutasyonlar ile hicre déngusiindeki
pozitif diizenleyicilerin aktivasyonu sonucu melanoma olusumu gorilmektedir.
CDKN2A geni hiicre dongiisiinii yavaglatabilen ve apoptozis mekanizmasinda gorev
alan pl4ARF ve pl6INK4a proteinlerini kodlar. P16INK4a ise CDKA4/6 yapisina
baglanarak bu yapiy1 inhibe etmektedir (31). Bunun sonucunda tiimor baskilayici
proteinlerden olan RM-1 (retinablastoma), CDK4/6 tarafindan fosforile edilemedigi
icin P16INK4a proteininde gortlen fonksiyon kayiplarina ek olarak hicre blytmesi
ve bolinmesi dongusiinde hasarlar ortaya ¢ikar ve bu hasarlar timér geligimini
hizlandirir (31).

P14ARF, MDM2 proteinine baglandigi zaman MDM?2 proteinini par¢alayarak
p53’iin dengelenmesini saglar. Yani pl4ARF proteini MDM2’yi aktivasyon durumuna
gecirerek p53 proteinin negatif olarak dizenlenmesini saglar. PA6INK4A proteini ve
p1l4ARF proteininin inaktivasyonlari sonucu p53 proteini de inaktive olur ve bu durum
melanoma olusum ve gelisiminde ¢ok dnemli bir basamak olarak gorilmektedir (32).

c-KIT reseptor tirozin kinaz, melanogenez olusum siirecinde MAPK sinyal
yolagini aktiflestirerek hiicre cogalmasinda rol almaktadir. MAPK sinyal yolagi RAF,
RAS, ERK, MEK proteinlerinin gesitli fonksiyonlara sahip oldugu, hiicre biylmesi

ve hicre ¢ogalmasindan sorumlu olan bir sinyal yolagidir (25, 27). Malign melanom
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timorlerinde RAF ve RAS mutasyonlar etkin bir sekilde gorulmektedirler. RAF kinaz
ailesinin bir tyesi olan BRAF geni mutasyonlarina erken melanoma evrelerinde sik
bir sekilde rastlaniimaktadir (33). BRAF mutasyonlarinin kesfedilmesi malign
melanom ¢alismalarinda 6nemli ilerlemeler saglarken, yeni tedavilerin gelistirilmesine
de dnculik etmektedir (27).

c-KIT c-KIT
0 39° mutasyona ugramis

15-50%
silinmis, mutasyona

ugramis, susturulmus J_

.
S s i
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mToR
K X v
B - B/ S
< L %90'a kadar okunmus
1020 gtiglendirilmis

.. mutasyona >
S 1 0% ugramis -

1\ *
‘ DNA hasari, hiicresel stres -

CDKNZA
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Sekil 2.5. Melanoma Sinyal Ag1: Melanomanin olusmasinda ve gelismesinde gérev
alan 3 ana mekanizmanin gosterilmektedir (34).

2.4 Apoptoz

Apoptoz organizmada hasara ugramis ya da gorevini tamamlamis hiicrelerin
cevresindeki diger hiicrelere zarar vermeden yok edildigi, genetik olarak kontrol ,
metabolizmadaki homeostazi koruyan, programlanmis hiicre o&liimi denilen
biyokimyasal bir olaydir. Apoptoz i¢in enerjiye ihtiya¢ duyulur. Homeostatik bir
mekanizma olan apoptoz dokulardaki hiicrelerin devamliligin1 saglar, bununla birlikte
cesitli hastaliklar durumunda ya da zararli ajanlarin hiicrelere zarar verdiginde immiin
reaksiyonlara benzeyen bir savunma mekanizmasi olusturur. Hiicre i¢inde olusan stres

artist, hiicre i¢i kalsiyum oraninin degismesi, reaktif oksijen tiirlerinde olusan artis gibi
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sebepler sonucunda hiicre dengesini kaybedip apoptoza gider. Bu olaylarin kontrol
edilememesi sonucunda hiicre iginde olusan diizensizlik, olas1 genetik bozulmalar ve
hatta kanser olusumunun goriilmesi ile sonuglandig1 i¢in apoptoz bu tarz hiicreleri yok

ederek organizmanin genel korunumunu saglar (Sekil 2.6.) (35).
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Sekil 2.6. Apoptozis ve kanser (36)

Apoptoz mekanizmasinin ¢caligsma asamlari; ilk olarak apoptozun baslatilmast,
daha sonra hiicre i¢i kaspazlarinda (proteazlar) aktivasyonun olusmasi, hiicrede ¢esitli
biyokimyasal degisikliklerin meydana gelmesi ve son adim olan fagositoz ile birlikte
dort asamadan meydana gelir. Hiicre tarafindan harekete gegirilen genetik mekanizma
hiicrenin apoptoza gitmesini saglar. Bu siirecte apoptoz i¢in hiicre i¢i veya hiicre dis1
olusan sinyallerden sonra hiicrede morfolojik ve biyokimyasal degisimler meydana
gelir. Hiicre igi kaspazlarin aktivasyonu, hiicre ic¢i ve hiicre dist olusan sinyallerin
yardimiyla saglanir (Sekil 2.7.). Meydana gelen uyarilarla sonucunda hiicre, yapisik
oldugu zeminden ve etrafindaki hiicrelerden ayrilarak kiiglilmeye baslar. Kiigiilen
hlcreler kondanse olur, hiicre iskeleti pargalanir, gekirdek zarmin bir bélima erir ve
cekirdegin DNA’s1 pargalarina ayrilir. DNA fragmantasyonu ve hemen ardindan

kromatin kondensasyonu ile sure¢ devam eder. Siure¢ devam ettikce membran ile
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cevrili olan vezikiiller goriilir ve bu vezikiiller, fagositler ya da komsu hiicreler
tarafindan fagosite edilir. Bir saniye i¢inde bir milyon kadar hicremiz apoptoz
mekanizmasi tarafindan viicuttan uzaklastirilmaktadir. Mitoz ile bu hicrelerin yerine
yeni hiicreler yapilmaktadir. Mitoz (yapim) ile apoptoz (yikim) arasinda kontrollii bir
denge durumu vardir. Homeostazi ¢ok hiicreli canlilarda, mitoz ve apoptoz arasindaki
denge ile saglanir. Bu denge durumunun apoptoz lehine ya da aleyhine gitmesi
sonucunda bir¢ok hastalik olusur. Mekanizmada ortaya ¢ikan bir aksaklik apotozun
inhibisyonuyla sonuglanip neoplastik hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde artmasina ve
timdr hiicrelerinin de bagigiklik sisteminden kagmasma neden olabilmektedir.
Apoptozun aktiflestigi durumlarda ise hepatit C enfeksiyonu, AIDS, nérodejeneratif
hastaliklar, insiilin bagiml1 diyabet, ateroskleroz, miyokard enfarktiisii, gibi hastaliklar
goriilebilir. Tiim bu sebeplerden dolayr bu denge viicudumuz igin biiyiik 6nem
tasimaktadir (37). Ayrica radyoterapi ve kemoterapinin apoptozu tetikleyerek
etkiledigi bilinmektedir, apoptoza yonelmeyen kanser hiicrelerinde terapiye yanit
alinamiyabilir. Bu nedenle apoptoz mekanizmasina karsi kanser hiicrelerinin
olusturdugu diren¢ blylk bir problem olusturmaktadir. Tiim bu bilgilerin 1s18inda
hicrelerin hangi yollarla veya sebeplerle hicre 6limune karsi direng kazandigi ve
apoptoz yolaginda olusan bozulmalarin kansere nasil sebebiyet verdigini anlamak ¢ok
onemli bir noktadir. Apoptoz mekanizmasinin yeterince aydinlatilmas1 mevcut tedavi

yontemlerinin gelistirilmesine katki saglayabilir (38).
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Sekil 2.7. Apoptoz mekanizmasi (39)

Apoptoz disinda bilinen bir baska hiicre 6liim yolu da nekrozdur (Sekil 2.8.) .
Nekroz mekanizmasinda ise hiicre zar1 veya hiicre i¢indeki metabolik streclerin hasar
gdrmesi durumunda zarin gegirgenligi ve islevi bozulur. Bunun sonucunda hiicre
sismeye baglar, daha sonra hiicre membrani patlar ve hiicrenin iginde bulunan
maddeler digsartya dogru dagilir. Béylece inflamasyon uyarilir. Nekroz mekanizmasina
ugrayan hicreler, biyolojik bir kaza sonucunda 6ltmle sonuclanan patolojik bir yola
girerler (40).



NEKROZIS , . APOPTOZIS
P riteN P :
Kromatin yigilmasi 0 vy '@ 55\%? Kromatln @
R . = Q) & sitoplazma
Organellerin sismesi |~ § IN4 i\ ¢ 8 Lond .
o JQ/ (@ g9g/ Ikondensasyonu
= =R

(gﬁ;\_ @) Niikleer fragmentasyon
Sel

Bleb olusumu

Apoptotik

16

Q@ cisimciklerin olusumu
Parcalanma Fagositoz
Apoptotik cisimcik
Hiicresel . ;;a/
icerigin salmmm \J
XA
( il \ Fagositik hiicre
N[ @ a

Inflamasyon

Sekil 2.8. Nekroz ve apoptozun karsilastirilmasi (41).

Bir hiicrenin nekroza ya da apoptoza gidecegi gelen sinyalin tipine veya
seviyesine baghdir. Radyasyon, sicaklik, sitotoksik antikanser ilaglar1 ve hipoksi gibi
uyaranlar diisiik dozda apoptoza, yiksek dozda ise nekroza sebep olabilmektedir.
Apoptoz kanser ile baglantili olup, kaspazlar olarak bilinen bir grup sistein proteazin
aktivasyonuna ve enerjiye gereksinim duyan bir sirectir. Hiicrede proapoptotik
proteinlerin, antiapoptotoik proteinlere gore orant daha yliksek diizeyde ise hicre
apoptoza yatkindir. Bunun tam tersi durumunda antiapoptotik proteinlerin oran1 daha
fazla ise hiicre apoptoza daha az yatkindir. Proapoptotik tiyeler; BAK, BAX, BAD,
BID, BOK/MTD, BIM, NOXA, HRK, PUMA, p53 olarak siralanabilir. Antiapoptotik
uyeler ise BCL-W, BCL-XL, BCL-2, BCL-B/BCL-2L10, Al/BF-1 ve MCL-1, olarak
siralanabilir. Hiicrenin apoptoza gitme durumu, hiicre i¢i BCL-2/BAX oraninin
seviyesine gore degerlendirilir. Hiicrede BAX oranin ylksek oldugu durumlarda
apoptoza gidilir. Eger hiicrede BCL-2 oranm1 daha fazla ise apoptoza gidilmez. Asiri
miktarda BCL-2 ifadesinin, melanoma hiicrelerinde TRAIL’in indiikledigi apoptozu
inhibe ettigi, timor malignite derecesinde artisa sebep oldugu anlasilmistir (35).

p53 proapoptotik bir proteindir. DNA koruyucusu ve tiimor baskilayicist olarak
gorev yapar (40). Kaspaz 3, 7, 8 ve 9 enzimlerinin aktivasyonunu saglayarak apoptoz
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mekanizmasini uyarir. Béylece malignant olusumu durdurulur. DNA veya hicre hasar
gordiigli zaman p53, DNA’da belli genlerin aktivasyonuna (Apaf-1, Fas, BAX), belli
genlerinde baskilanmasina (BCL-XL, BCL-2) sebep olarak apoptoz mekanizmasini
etkiler (40). Kanserde en sik rastlanan genlerden biri olan p53 (%50-55) mutant
genidir. Normal hiicrelerde DNA hasar1 meydana geldigi zaman bununla birlikte p53
seviyeside artar. Artan p53 seviyesiyle, hicre siklusu bdélinmesinin kontrol
noktalarindan biri olan G1’i durdurarak DNA tamiri icin hilicreye ekstra zaman
kazandirir. Bu siirede hasarin tamir edilmemesi durumunda bile hiicre apoptoza
gidebilir (42). Ancak hasarli hiicrelerde p53 proteini mutantsyon gegirirse, hiicre
bolinmesinde G1 fazinda duraklama olmaz, tamir igin yeterli siire de saglanmadigi
icin G1 fazindan sonra olusan S fazinda hata orani iki katina g¢ikar. Apoptozun
belirlenmesinde belli bash yontemler kullanilmaktadir; agaroz jel elektroforezi,
giemsa boyama, hematoksilen-eozin boyama, elektron mikroskopi, faz kontrast
mikroskopi, TUNEL yontemi, floresan mikroskopi, kaspaz 3-7 yontemi, ELIZA

yontemi, flow sitometri ve western blotting olarak sayilabilir (43).
2.4.1. Apoptozda Goriilen Morfolojik Degisiklikler

Apoptoz baslatici sinyal yolaklar1 aktif oldugu siirece hiicre i¢indeki kalsiyum
hiicre disina gonderilir ve hicredeki ATP’nin tamami kullanilir. Hiicre zari
patlamadan hicre kigilmeye dogru gider. Cekirdek zarina dogru kromatinler
ilerlemeye baglar. Sirasiyla, yiizeydeki organellerin kaybi, sitoplazmik baloncuklarin
goriilmesi ve apoptotik cisimlerin olugmasidir. Hiicreler apoptozun baglamasi ile ilk
olarak komsu hiicrelerle olan temaslarini kaybederler ve ardindan yuvarlaklasir.
Hiicreden hiicreye bu durumlar farklilik gosterebilir. Fakat ¢ogunlukla cekirdek
biizlisiir ve diizensizlesir. Kromatinler yogunlastiktan sonra parcalar halinde
toplanmaya baglarlar. K*, Na*, CI" pompalarinda ve iyon kanallarinda aktivasyon
sistemi durur. Bunun sonucunda hicre i¢i ve hiicre dis1 arasindaki sivi hareketi
gerceklesmez, hiicreler tutunma bolgelerinden apoptozun baslamasindan hemen sonra
ayrilir ve biiziilmeye baslarlar. Apoptozda goriilen morfolojik degisiklikler (Sekil
2.9.)’da belirtilmistir (44).
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Sekil 2.9. Apoptozda olusan morfolojik degisiklikler (44)

2.5. MAPK Sinyal fletim Yolagi ve BRAF Mutasyonu

MAP kinaz (mitogen-activated protein kinases) ailesi serin, treonin ve tirozine
0zgl bir sinyal yolagidir. TUm hucrelerde bulunur ve bilgilerin hiicre zarindan
cekirdege kadar aktarilmasinda rol alir. Ayrica MAPK sinyal yolagi RAF, RAS, ERK,
MEK proteinlerinin  fonksiyonel olarak c¢alistigi, embriyogenezis, yasama,
poliferasyon, farklilasma ve apoptozis olaylarinin diizenlenmesinde gorev alir (25, 27,
45). Tiimorlerde sikga goriilen RAF, RAS ailesi mutasyonlart sebebiyle MAPK sinyal
yolag aktiftir. Insan tiimérlerinin yaklagik olarak %30’unda MAPK sinyal yolunun
yogun aktivasyonu goriiliip melanomda ise bu oran yaklasik olarak %90’dir. RAS ve
RAF’ta gorulen mutasyonlar bu yogun aktivasyonun sorumlusu olarak bilinmektedir
(45). RAS ve RAF protoonkogen olarak bilinirler. Dinlenme durumundaki hiicrelerde
RAS proteinleri inaktif durumda bulunurlar. Hucrelere sinyal gdnderilmesi ile aktif
duruma gecen bu proteinler sinyali hizlica baslatirlar. Aktivasyon durumuna gegen
RAS proteinleri, RAF kinazlara baglanirken yiiksek bir afinite gosterirler ve RAF
kinazlarin hiicre membraninda yerlesmesini saglarlar. Bu aktivasyonlarin ardindan
sirastyla MEK ve ERK’in aktiflesmesi meydana gelir ve olusan sinyal c¢ekirdege
iletilir. RAF kinaz’1n inhibitorleri bir¢ok farkli kanser ve melanomda kullanilmaktadir
(46). RAS kinaz tiyesi oldugu bilinen BRAF mutasyonlarinin kesfedilmesi melanom
calismalarinda ilerleme ve yeni tedavilerin bulunmasinda ¢ok Onemli katkilar
saglamustir (25, 27).

BRAF geninin kodladigi bir serin/treonin kinaz proteini olan BRAF,
MAPK/ERK sinyal génderim yolaginda gdrev alan Raf kinaz ailesine tiyedir. Hucre
boliinmesi ve hiicre farklilagmasi olaylarinda gorev alir. BRAF geninde ortaya ¢ikan
mutasyonlar melanomun da iginde bulundugu ¢ogu kanser turtinde onemli roller
oynamaktadir. BRAF geninde en ¢ok goriilen mutasyonlar nokta mutasyonlaridir (47).

Yapilan kanser c¢alismalarinda melanom hiicrelerinin yaklasik %60’inda aktif
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durumda BRAF mutasyonu saptanmistir (48). Normal olarak BRAF geni hiicre
blylime sinyallerinin cevaplanmasinda diger RAF kinaz iyeleri ile homo-
heterodimerizasyon durumunda bulunmaktadir. Fakat aktive edici bir mutasyon ile
birlikte, BRAF sirekli kendi kendine yetebilen aktif monomer durumuna doniisiir.
Tiim bu siireclerin sonucunda ortaya ¢ikan kontrolsiiz hiicre cogalmasi, timor olusumu
ile bilyimesi ve gelismesinde rol oynamaktadir. BRAF’in aktivasyon gosterdigi
mutasyonlarin %90’inda glutamik asidin valin yerine gecerek V600E mutasyonu
gOstermesi ve bu mutasyonun tiim melanom vakalarinin yaklasik olarak %60’
olusturdugu bilinmektedir (48, 49). Melanom metastazlarindaki aktif BRAF varligi,
bu mutasyonun surekli olarak hiicre biiyiimesini stimiile ettigini gostermektedir. TUm
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bunlarin sonucunda, melanoma hastalarinda gézlenen bu yiiksek BRA orant,

anti-melanom tedavileri i¢in potansiyel hedef olarak gortlebilir (50).
2.6. Melanomda tedavi

Kanserdeki tedavi yontemleri hastaya bagli olarak degiskenlik gdsterir. Bu
degiskenlikler hastanin cinsiyetine, yasina, etnik kdkenine, sosyoekonomik durumuna,
aile gecmisine, herhangi bir mutasyonun gozlenip gozlenmedigi, daha 6nce kanser
geemisi olup olmadigina, bir otoimmun hastaliginin bulunup bulunmadigina, kanserin
evresine ve kanserin koken aldigi dokuya gore belirlenir. Baz1 durumlarda ilk olarak
timoriin kiigcilmesi i¢in ameliyat oncesinde kemoterapi uygulanmaktadir ve daha
sonra kullanilmak istenen yontem ise cerrahi miidahale ile kanser kitlesinin viicuttan
uzaklastirilmaya calisilmasi islemidir. Daha sonra ise kemoterapi ve radyoterapi
yontemlerine basvurulur, immunoterapi ve hedeflenmis tedavi (hasta odakli tedavi,
hastada gbzlenen mustasyon ve diger durumlara gore o hastaya 6zgii tedavi yontemleri
belirlenebilir) yontemleri de destek tedavi olarak uygulanabilmektedir (51).

Kanser hastaliinda yaygmn olarak kullanilan yOnetemlerden birisi
kemoterapidir. Kemoterapi kanserin ila¢ ve kimyasal maddeler ile tedavi edilmesi
stirecidir. Kemotarepi, hticrelerin biyokimyasal strecleri hedef alinarak hicrelerin
poliferasyonunu engellemek, normal hiicrelere zarar vermeden énce anormal hticreleri
etkisiz hale getirmek, metastaz olasiligini diisiirmek ve tiimor gelisimini durdurmak
icin kullanilir . Kemoterapide kullanilan ilaglar DNA alkilleyici ajanlar, topoizomeraz
inhibitorleri, mitotik inhibitorler, anti-timor antibiyotikler ve kortikosteroidlerdir (52).
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BRAF mutasyonu i¢in kullanilan BRAF inhibitorleri pozitif hastalarda
metastatik melanoma tedavisi igin ¢ok onemli gelismeler saglamistir. BRAF
mutasyonunun tedavisinde kullanilan bu inhibitérler daha sonra BRAF-MEK
mutasyonlar1 i¢in de ikili ajan kombinasyonlar1 olarak kullanilmaya baslanmistir.

BRAF mutasyonu inhibitorleri olan Vemurafenib ve Dabrafenib malign
melanom olgularinda antitiimoral etkinlik gostermis olup ve FDA tarafindan kullanim
onaylari alinan ilaglardir. MEK inhibitdrleri olan Trametinib ve Cobimetinib ise 2013
yilinda tek ajan inhibitorleri olarak FDA tarafindan onay almislardir (49).
Vemurofenib ve Dabrafenib tedavileri Dakarbazin tedavisiyle kiyaslandiginda malign
melanom olgularinda 6énemli 6lglide kanser progresyonunu durdurdugu, hastalarin
genel sagkalimini artirdigr gozlemlenmistir. Ayrica BRAF inhibitorleri MEK
inhibitorleri ile kombine edildikleri aktivasyonlarda MAP kinaz sinyal yolaginda
inhibisyonu destekledigi ve genel sagkalimi 6nemli bir derecede artirdiklar
gozlemlenmistir. BRAF-MEK inhibitorleri arasindaki kombinasyon dabrafenib-
trametinib ve vemurofenib-cobimetinib seklinde yapilip melanom tedavisinde gegcerli
standart bir tedaviye dontismiistiir (53).

Melanom tedavisinde BRAF ve MAPK inhibitOrlerinin gosterdigi umut verici
gelismelere ragmen, MAPK yolagindaki aktivasyonlara bagli olarak olustugu
diisiiniilen bir takim mekanizmalar sonucunda bu ilag ve ila¢g kombinasyonlarina karsi

direng gelisebilmektedir (54).
2.6.1. Vemurafenib

Vemurafenib BRAF mutant kinazlara karsi giiclii bir inhibitoriidiir. Mutant
form BRAF’mn inhibisyonunu saglayarak etki gosterdigi i¢in, Vemurafenib
melanomdaki BRAF mutasyonlari i¢in dnemli 0lgtide 6zgillik saglamaktadir. ik defa
kanser tedavisi alacak olan 675 hastada, Vemurafenib ve Dakarbazin’in etkinligi
karsilastirilmis ve c¢alismanin sonuglarina bakildiginda Vemurafenib’in, toplam
sagkalim ve toplamda en iyi cevap siiresi agisindan Dakarbazin’e gore oldukga Ustiin
sonuglara sahip oldugu gozlemlenmistir (49, 55). Yapilan klinik g¢alismalarin
sonucunda, Vemurafenib’in oldukg¢a etkili ve hastalar tarafindan iyi bir sekilde tolere
edilebildigi gosterildigi icin 2011 yilinda FDA tarafindan, BRAFY®® mutasyonlu

melanom hastalarinda kullanim onay1 verilen bir ilag olmustur (55).
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Sekil 2.10. Vemurafenib ¢alisma mekanizmasi

2.6.2. Dabrafenib

Dabrafenib, Vemurafenib’in etki mekanizmasina benzer aktivasyonu olan bir
ilagtir. BRAFY®%E mutasyonuna sahip 250 melanoma hastas1 iizerinde yapilan bir
calismada, Dabrafenib ile Dakarbazin ilaglarinin etkinlikleri karsilagtirilmistir ve elde
edilen verilere gore Dabrafenib’in daha gilivenli ve etkili oldugu anlasilmigtir. Ayni
zamanda sagkalim agisindan degerlendirildiginde Dakarbazin’den daha iistiin oldugu

anlasilmistir (54).
2.6.3. Trametinib

Trametinib, BRAFV®E mutasyonuna sahip ileri evre melanom hastalarinda
anlamli sonuglar gosteren bir MEK inhibitortdur. Etki mekanizmasi Vemurafenib ve
Dabrafenib’den farklilik gdsteren bir ilagtir. Tramatenib’in etki mekanizmasi, MEK
ekstraselller sinyal-diizenleyici kinazlarda olusturulacak inhibisyon ile BRAF’in
baskilanmasi esas alinmustir (55). Trametinib’in tek ajan hedefli olarak kullanildigt
tedavilerde ve Vemurafenib ile kombinasyon seklinde kullanildigi tedavilerde

etkinligi gbzlemlenmistir (56).
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Sekil 2.11. Dabrafenib ve Trametinib inhibitorlerinin ¢alisma mekanizmasi

2.6.4. Dakarbazin

Dakarbazin melanoma tedavisinde dncelikli olarak kullanilan kemoterapi ilact
olarak bilinir. Dakarbazin i¢in tibbi kullanim onay1 1975 yilindan bu yana Amerika
Birlesik Devletleri'nde almmustir. Diinya Saglik Orgiitii’niin ilag listesinde bulunan bir
ilagtir (57).

Dakarbazinin etki mekanizmas1 iki sekilde ¢alismaktadir; birinci etki
mekanizmasi DNA replikasyonunu baskilama iken ikincisi alkilleyici ajan olarak
normal DNA yapilari ile reaksiyona girip zincir kiriklarina neden olmaktir (58). Ayrica
p53 genini aktivite ederek melanoma hiicre Oliimlerini arttirmaktadir. Melanoma
tedavilerinde ilag ajani olarak Dakarbazin’in kullanildig: tedavilerde yaklagik olarak

%24 oraninda kiiglilme goriilmiistiir (58).
2.7. Tirozinaz Enzimi

Melanin pigmenti ¢esitli biyolojik calisma fonksiyonlara sahiptir. Bunlar
arasinda en cok bilinenler, antitimor, antioksidan ve antiviral aktiviteleridir. Sahip
oldugu radyasyon koruyucu 6zellikler nedeniyle cok kuvvetli bir UV filtresi gorevi
gostermektedir (59).

Melaninlerin bir ¢ok tiirii oldukca genis araliklarda elektromanyetik dalgalar

ile benzersiz bir etkilesime girme kapasitelerine sahiptirler. Bu sebepten dolay1 enerji
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toplayict ve koruyucu bir pigment olarak kendini gostermektedir. Radyoaktif olmadigi
bilinen fotonlarin dagilimini saglarken ve bunun sonucunda da serbest radikallerin
temizlenmesinde etkilidir. Metaller ile ¢ok gii¢lii bir sekilde selatlama yapabilir. Bu
islemin sonucunda da hiicreler kendilerini toksik metal iyonlarinin etkisinden korurlar
(60).

Melanin pigmenti 6zellikle kozmetik uygulamalarinda sikilikla kullanilir. Deri
kusurlarinin  giderilmesinde, cilt tonunun esitlenmesinde ve Ozellikle sag
beyazlamasinin siirecinin durdurulmaya caligilmasi islemlerinde melanin ve melanin
onciilleri ¢esitli formulasyonlarda kullanilmaktadir (61). Yuksek antioksidan
kapasitesi sebebiyle de oksidatif stresten koruyan bir biyomakromalekiil olmasindan
dolay1 farmasétik alani i¢in 6nemli bir biyopolimerdir.

Melanositler, melanoblast olarak bilinen pigmentsiz, renksiz ve embriyonik
noronal krest hucrelerinin evrilmesinden olusurlar (62). Melanositler derideki

keratinosit tabakasinin igerisinde gomiilii olarak bulunurlar (Sekil 2.12.) (61).

Sekil 2.12. Melanositler, melanozomlar ve deri igerisinde konumlari (61).

Melanin Gretilmesi sireci olarak adlandirilan melanogenez; melanositlerde
olusan enzimatik ve kimyasal reaksiyon siire¢lerinden olugsmaktadir. Bu slirecte ise bir
¢ok farkli hiicre sinyalizasyon yolagi diizenleyici olarak katilmaktadir. Melanin
uretiminde temel olan ii¢ 6nemli yapitasi; tirozinaz enzimi, dopakrom tatomeraz ve
tirozin-iligkili protein-1 olarak adlandirilan enzimleridir (63). Ancak bunlarin
arasinda; tirozinaz enzimi melanin tretiminde kilit bir noktadadir. Ayrica tim stirecin
hiz kisitlayici basamagida tirozinaz enzimidir.

L-tirozin amino asidinin Dopakinon’a veya L-DOPA’ya oksidasyonu ile

melanin sentezi baslamaktadir. Bu doniisiim asamasi ¢ok kritiktir ve bu asamada
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meydana gelen her hangi aksamada, melanin Uretim sirecinde de aksamaya ve

inhibisyona sebep olmaktadir (64).
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Sekil 2.13. Melanin pigmentinin biyosentetik yolagi (65)

Polifenol oksidaz (PPO) sinifina ait enzimlerden olan tirozinaz enzimi, bitkiler,
hayvanlar, funguslar ve diger mikroorganizmalarda bulunmaktadir. Glniimize kadar
en iyi seklide tamimlanmis ve yapist ayirt edilmis polifenol oksidaz enzimleri
arasindaki tirozinaz enzimi ilk sirada kendine yer bulmaktadir. Tirozinaz enziminin
aktif bolgesinde bulunan iki tane bakir atomu reaksiyonlarda énemli bir role sahiptir
(66). Tirozinaz enzimi c¢ift yonli olarak reaksiyonu Kkatalizler; monofenolaz
aktivitesindeki mono-fenollerin o-hidroksilasyonunu ve difenolaz aktivitesindeki o-
difenollerin o-kinonlara oksidasyonunu saglamaktadir (67).

Tirozinaz hemen hemen tiim canli yapilarda bulunan ve organizmanin tiiriinii
esas alarak farkli fizyolojik gorevler listlenen bir enzimdir. Tirozinaz enzimi omurgali
canlilar ve funguslarda melanin pigmentinin Uretilmesinden sorumludur. Bitkilerdeki
yaralanma ve doku hasarlarinda ise fenolik bilesiklerin enzimatik olarak
kararmasindan dolay1 kahverengilesmeye sebep olmaktadir (68). Melanin uretiminin
bitkilerde bir tiir stres adaptasyonu sagladigi bilinmektedir. Bu adaptasyonun ayni
zamanda bitkisel bagisiklik sisteminin bir yaniti oldugu bilinmektedir.

Tirozinaza bagli olarak gidalarda normal rengi disinda kararmalar olusabilir.

Bu durumun nedeni tirozinaz aktivitesidir. Bu tlr durumlar tiketiciler ve Ureticiler
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tarafindan istenmemektedir. Gida sektoriiniin maruz kaldigi en 6nemli sorunlardan bir
tanesi de tercih edilmeyen bu tur gidalardir. Boyle bir durum igin ¢dzim olarak

tirozinaz inhibitorleri kullanmaktadir (69).
2.7.1. Tirozinaz inhibisyonlar1

Tirozinaz enziminin kontrol altina alinmaya calisilmasi bir ¢cok alanda ihtiyag
duyulan bir arayigtir. Bu arayisin baslica nedenleri tarimsal Uriinlerinin uzun stre
saklanma ihtiyaci, zirai boceklerle miicadele, 6zellikle kozmetik alanlarinda deri
beyazlatici {irlin ve estetik amacli kullanilabilecek formulasyonlarin gelistirilmesi gibi
arayislar diger alanlara gore daha fazla olmaktadir (70).

Tirozinaz ile melanogenez inhibitorleri arasinda 6nemli farklar bulunmaktadir.
Bir molekulin tirozinaz inhibitdrl olarak kabul edilmesi icin DOPA ya da Tirozin
varhiginda dopakrom olusumunun inhibisyonunun saglanmasi gerekmektedir (71).

Mantar tirozinaz enzimi (Agaricus bisporus) olarak bilinen ve izole edilen bu
enzim ¢alismalarda en ¢ok kullanilan enzim tirtidiir. Ancak memeli tirozinaz enzimi
ile mantar tirozinaz enzimi arasindaki islevsel ve yapisal farkliliklar sebebiyle
kozmetik ve 6zellikle de farmasdtik alanda kullanilmak istenen maddelerin aktivite
caligmalarinda aldatici sonuglar da goriilebilmektedir (72). Memeli tirozinaz enzimi
glikoprotein yapidadir ve pek ¢ok hiicre i¢i sinyal yolag: ile siirekli bir iletisim
halindedir. Fakat mantar tirozinaz enzimi ise sitozol igerisinde serbest bir halde
bulunmaktadir. Bu sebeplerden dolay: bilinen bu yapisal farkliliklar dogrultusunda
mutlaka memeli hicre kalturlerinin laboratuvar ¢alismalarinda tirozinaz enzim
aktivitesi ve sitotoksisite deneylerinin yapilmast yeni etkili molekillerin
bulunmasinda en giivenli yontemlerden birisi olarak gorulmektedir (73).

Inhibisyon mekanizmasinin yani sira inhibisyon guct olarak bilinen ve enzim
aktivitesinin yaklagik olarak yarisin1 inhibe etmekte kullanilacak madde
konsantrasyonu (ICsg) da inhibisyon igin Onemli bir degerdir. Bu degerler
dorultusunda kendini kanitlamis olan kojik asit, arbutin ve hidrokinon gibi molekiiller

degerli referanslar olarak kullanilmaktadir. (71).
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2.7.2. Kojik Asit

Kojik asit endustrideki ticari uygulamalar sebebiyle son derece ilgi cekmekte
ve kozmetik, kimya, gida endiistrilerinde sik kullanilmaktadir. Ayrica tip ve tarim gibi
cesitli alanlarda ¢ok 6nemli uygulamalari bulunmaktadir. Glnlmuizde Kojik asit,
kozmetikte ¢ok Onemli bir yere sahiptir, en Onemli uygulanma alanmi ise UV
radyasyonuna karst cilt bakim iiriinlerinde yer almasidir. Bunun yani sira cilt
beyazlatici kremler sabunlar, cilt koruyucu 6zellikli losyonlar ve dis bakim iirtinlerinde
ultraviyole 1sinlara kars1 koruyucu goreve sahiptir. Kojik asit, cilt pigmentasyonun ana
enzimi olan tirozinaz olusumunu inhibe eder. Bdylece melanin olusumunu sinirlayarak
insan cildindeki hiperpigmentasyonu baskilama gorevini yerine getirir (74). Elma,
patates, pirin¢ ve bir ¢ok kabuklu cesidi ile farkli sebze ve meyvelerde polifenol
oksidaz icin inhibe edici bir aktiviteye sahiptir. Temelde enzimatik nedenlerle olusan
kararma igin kullanilan oksijene etki ederek o-kinonlari difenollere indirger ve
melanin pigmenti olusmasimi engeller (75). Ayrica Kojik asit’in agr1 kesici ve
antiinflamatuvar ilag olarak tip alaninda kullanilabilirligi 6ngoriillmektedir.

Kojik asitin kimyasal yontemler ile yapilan sentezinde canli hiicrelerde serbest
radikal Gretimi gorulmektedir. Boyle bir riskten kaginmak adina Kojik asit Gretimi i¢in
alternatif yontemler secilmektedir. Yapilan bu yontemler giivenli ve toksik olmayan
mikroorganizmalar tarafindan gergeklestirilen Kojik asit tiretimine odaklanmistir.
Aspergillus turlerinin yaptig1 aerobik fermantasyon sonucu Uretilen Kojik asit, cogu
endustride kullanilan en iyi tekniklerin baginda gelmektedir. Kojik asit tretimi igin
kullanilan Aspergillus,Penicillium ve Mucor gibi 5’°e yakin farkli mantar tiirii vardir
(76).
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Sekil 2.14. Kojik asitin kimyasal yapis1 (77).

Ultraviyole 1siktan etkilenen insan cildi giines yanigi, oksidatif stres ve cilt
kanseri gibi 6nemli cilt hastaliklarina sebep olabilir ve bu sekilde olusan hastaliklar
UV 1sigina maruz kalma miktart ve yogunluguyla iliskilidir. Kojik asit,

hiperpigmentasyon etkisini tirozinaz inhibitér olarak sinirlama islevine sahiptir ve
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bununla birlikte bir UV koruyucu olarakta kullanilabilir. Onemli bir cilt agic1 olarak
bilinen hidrokinonun (HQ) yan etkileri yiiziinden Kojik asit kozmetik alaninda daha
tercih edilebilir bir konuma yukselmektedir (77). Bunun yani sira Kojik asit yiiksek
dozlarda irite edici ve toksik olabilmektedir. Bu yiizden yan etkileri en aza indirip
etkinligini arttirmak i¢in Kojik asit tiirevleri sentezlenilmektedir.

Kojik asit yapisi sebebiyle genis biyolojik aktivitelere sahiptir. Bu nedenle tibbi
kimya arastirmalarinda miikemmel bir yere sahiptir. Melanositler epidermisin alt
katmaninda bulunur ve melanin dretiminden sorumludurlar. Epidermal keratinositler
icerisinde bulunan melanositler 6zgul dendritik hucrelerin bulundugu kategoride
simiflandirilir ve melanozom olarak isimlendirilen bir organelde melanin Gretiminde
ana rol alirlar ve bu sekilde ¢evre keratinositlere yayilirlar. Melanositlerin her biri
dendritik hiicrelerin farkli derecelerinde melanozomlarla temas ederek bircok
keratinositte dagilir. Karmasik polimerler olan melaninler, tirozin ve diger ara
maddelerden Uretilir. Cok kademeli bir oksidasyon surecinden sonra siyah-kahverengi
varyasyon olan eumelanin ve sari-kirmizi varyasyon olan feomelanine doniisiirler
(78). Tirozinaz, aktif bdlgesinde bakir iyonlarina sahiptir. Cilt ultraviyole i1sinlara
maruz birakildiginda bakir iyonlari tirozinazin daha aktif forma ge¢mesini saglarlar.
Kojik asit; tirozinazi yavas, etkili ve tersinir yarigmali olarak enzimin aktif
merkezindeki bakir iyonuyla selasyon sonucu inhibe ederek melanin olusumunu
onlemektedir. Kojik asitin gerceklestirdigi inhibisyon ile tirozinaz aktiviteleri
Onlenebilir (Sekil 2.15 ve 2.16) (79).
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Sekil 2.15. Melanin biyosentezinde KA'nin tirozinaz inhibitér mekanizmasi (80).
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Sekil 2.16. Tiroznaz inhibisyonu aktivitesi (80).

Melanin sentezinden sorumlu olan genlerinin transkripsiyonel inhibisyonunu
saglayan hucre ici sinyal aktivasyonunu veya inhibisyonunu dizenleyen ve bunlarin
disinda tirozinaz inhibisyonuna sahip olan ¢ok az bilesik vardir. Cilt rengini agan
bircok bilesigin, tirozinaz enzim aktivasyonunu inhibe ederek melanin sentezini
Onemli Olgiide azalttigi bilinmektedir. Ayrica bu bilesikler melanositlerde diisiik
toksisite etkisi gostermektedir. Bu cilt rengini a¢an bilesiklerden birkaginin, hiicre igi
sinyal yollarinda diizenleyici aktiviteye sahip oldugu ve melanosit hiicre 6lumiinde de
belli bir 6lglide artisa neden oldugu bilinmektedir (81).

Melanomda melanositlerin farklilagmas: ve proliferasyonu ¢ogunlukla
epidermisin bazal hiicre katmaninda gelisir. Melanositlerin bu degisimi diger
organlara gecebilir (metastaz) ve o organlarin fonksiyonlarinda bozulmalara sebebiyet
verebilir. Melanom stirecindeki molekiiler ve hiicresel mekanizmalarin daha iyi
anlasilmasi i¢in, in vitro incelemelerde insan melanom hicrelerinin deri modelleri
yaygin sekilde kullanilmaktadir. Hicre Olimind dlzenleyen anti-apoptotik
mekanizmalar bu sekilde aydinlatilabilir. Tiim bu sebeplerden dolayi, tiimor hiicresi
6limune neden olan sinyal iletim yollarinin detayl bilgisi, ila¢ direncine karsi daha
etkili ve melanom tedavisini daha ileriye tasimak igin yeni hedef molekiller
bulunabilir. Protein ve gen ekspresyonunda meydana gelen modifikasyonlarin disinda
da enzimatik degisikliklerde melanomlarda melanogenezi tetikleyebilir. Melanogenez
sentezindeki duizenleyicilerin kontrolt hormonlar, sitokinler, biiytime faktorleri ve
norotransmiterler tarafindan aktivasyonu saglanan reseptor aracili yollardir. Kojik
asitin etkisinin arastirilmasinda A375 insan melanom hicrelerinde gen ve protein

ekspresyon mekanizmasinin incelenmesi ve kanser tedavisi Uzerindeki etkisinin
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arastirtlmasi biiyiik 6nem tagimaktadir (82). Bu tez ¢alismasinda da Kojik asit tirevi
olan bilesiklerin in vitro deneyleri i¢in A375 insan melanom hiicreleri kullanilmistir.

Kojik asit tiirevi olan bilesikler ¢esitli biyolojik aktivite gostermektedirler.
Kojik asitin kendisi ve tirevleri antiviral, antimikrobiyal, antidiyabetik, antikanser,
antitumor (83), anti-parazitik ve bdcek oldurict faaliyetler olmak iizere gesitli
biyolojik aktiviteler gostermeleri sebebiyle giderek daha da 6nemli hale gelmistir.
Ayrica Kojik asit ve tiirevleri antioksidan olarakta kullanilmaktadir, tirozinaz
inhibitorlerinin aktiviteleri sebebiyle ila¢ ve kozmetik Urlinlerdeki antiinflamatuvar,
anti-proliferatif, radyasyon koruyucu ve cilt aydinlatma ajanlari en bilinenleridir (84).

A375 insan melanoma hiicreleri kanser tedavisinde kullanilarak Kojik asit ve
tirevlerinin ~ genotoksisitesi  incelenmistir.  Kojik  asit ve tlrevlerinin
konsantrasyonunun artmasiyla A375 hucrelerindeki blyumenin de direkt olarak
inhibisyona ugradigi gOriilmiistiir (85). Yapilan bir ¢cok ¢alismada A375 melanoma
hicre hattinda Kojik asit ve tirevlerinin antikanserojen etkisini 6grenmek icin Kojik
asit ve tirevlerinin uygulandigi A375 melanoma hiicre hattinda bazi proteinlerin
kanser agamalarinda 6nemli roller oynadigi, bu nedenle malign melanomanin tani ve
tedavisinde belirleyici bir basamak olarak kullanilabilirligi fark edilmistir (83).

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, {iniversitemiz Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik
Kimya Anabilim Dali 6gretim {iyesi ve proje arastirmacisi Prof. Dr. Mutlu Aytemir’in
sentezlemis oldugu kojik asit tiirevi bilesikler incelenmistir. A375 insan malign
melanoma hiicrelerine karst sitotoksik dzelligi en kuvvetli bilesigin malign melanoma
hiicresini hangi mekanizmalarla 6liime gotiirdiigii ve hiicre igerisinde hangi molekiiler
Olim yolaklarini tetikledigi arastirillmistir. Bu amagla, bu yiiksek lisans tez
calismasinda, sentezlenen bilesiklerin A375 insan malign melanoma hucrelerinin
canlilifi nasil etkiledigi arastirilmistir. Sitotoksik etkisi en yiiksek olan bilesik
secilerek ltiminometrik bir yaklagimla hiicre canliligi, hiicre sitotoksisitesi, efektor
kaspaz 3/7 aktivasyonlar1 agisindan etkinlikleri tayin edilmistir. Ayni bilesigin
melanoma hiicrelerinde tetikledigi 6lim yolagi akis sitometrisi ile belirlenmistir. Bu
amagcla A375 hiicrelerinin RNA’s1 izole edilerek 0lim mekanizmalarinda rol alan
genlerin (p53, Bax, Bcl-2, Jnk, Mdm2, Mdr1) ekspresyon diizeyleri incelenmistir. Gen
ekspresyon verilerini takiben apoptotik p53 proteininin ekspresyon diizeyi western
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blotlama ile Ol¢iilmiistir. Son olarak bilesigin enzimatik tirozinaz inhibisyonu igin

B16F10 hicrelerinin sitozoli kullanilarak spektrofotometrik olarak belirlenmistir.

Tablo 2.2. Tez kapsaminda kullanilan Kojik asit ve tiirevleri
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Gereg
3.1.1. Hucreler

A375 Insan Malign Melanoma ve B16F10 Fare Melanoma hiicreleri, Amerikan

Tip Kiltar Koleksiyonu (ATCC) isimli firmadan temin edilmistir.
3.1.2. Kitler ve Kimyasal Maddeler

Tez kapsaminda kullanilan kimyasal maddeler ve kitler tablo 3.1°de

listelenmistir.



Tablo 3.1. Kimyasal maddeler ve Kitler
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Kitler ve Kimzasal Maddeler Firma

DMEM Yiiksek Glikozlu
(hiicre kaltdra )
Fetal S1gir Serumu FBS
(hiicre kaltdrd )
ApotoxGlo Triplex Assay Kiti (sitotoksisite)

NucleoSpin® RNA izolasyon kiti (gen ekspresyonu)

GScript First-Strand Synthesis Kit (gen ekspresyonu)

GoTag® qPCR Master Mix
(gen ekspresyonu)
Bcl-2 primer antikor
(Western Blotting)
Mdrl primer antikor
(Western Blotting)

P53 primer antikor
(Western Blotting)
Tyripsine EDTA %0,25 Bio.Ind
(hiicre kaltdrd )
Penisilin/Streptomisin
(hiicre kaltdrd )
L-glutamin
(hiicre kaltdrd )
Sulforhodamine B
(sitotoksisite)

DMSO
(hiicre kalttri)
Precision Plus Protein Marker (western blotting)

(L-DOPA)
(sitotoksisite)
Power® SYBR Green Master Mix

FITC Annexin V
(Flow sitometri)
2X Laemmli Sample Buffer
(western blotting)
2-Mercaptoethanol
(western blotting)

Nu PAGE jel membran
(western blotting)
Western Bright™ Sirius
(western blotting)
Western Bright™ Peroxide
(western blotting)
Protease Inhibitor Cocktail
(western blotting)
NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Reaction
(western blotting)
BCA Assay Standart
(western blotting)
BCA Assay Reagent A
(western blotting)
BCA Assay Reagent B
(western blotting)

Biological Industries, Israil
Biological Industries, Israil

Promega, USA
LOT: 0000300702
Macherey-Nagel, Almanya
LOT: 1706/004
Gene Direx, USA
LOT: MB10860135
Promega, USA
LOT: 0000300603
Bio Legend, USA
LOT: B177370
Chemicon International, Almanya
LOT: 0605029843
Chemicon International, Almanya
LOT: 22120968
Biological Industries, Israil

Biological Industries, Israil
Biological Industries, Israil

Santa Cruz Biotechnology, ABD
LOT: DO714
Merck, Almanya
LOT: 67-68-5
BIO RAD, ABD
LOT: 161-0374
Sigma-Aldrich, Almanya
LOT: MKBQ8894V
ThermoFisher, ABD
LOT: 4367659
BioLegend, Japonya
LOT: 640945
BIO RAD, ABD
LOT: 161-0737
Merck , ALMANYA
LOT: TBF4973V
ThermoFisher, ABD
LOT: 19021170-0745
Advansta, ABD
LOT: 160229-95
Advansta, ABD
LOT: 160229-94
ThermoFisher, ABD
LOT: 58715
ThermoScientific, ABD
LOT: RG131971
Santa Cruz Tec., ABD
LOT: F1014
Santa Cruz Tec., ABD
LOT: F1014
Santa Cruz Tec., ABD
LOT: F1014
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3.1.3. Cihazlar

A375 ve B16F10 hucrelerinin ¢ogalmasi igin kullanilan inkiibator 37°C
sicaklik ve %5 CO2 icermektedir (Panasonic MCO-18 AC-PE, Japonya). Hicrelerin
gozlemlenmesi icin  NIKON Eclipse TS100 (ABD) marka 1sik mikroskobu
kullanilmistir. Hiicre kiiltlirii santrifiij islemlerinde Hettich Rotina 35R D78532
(Almanya) adli santrifiij cihazi kullanilmistir. RNA izolasyonu gibi yiksek devirli
islemler i¢in Hettich Universal 32R D78532 (Almanya) adli santrifiij cihaz
kullanilmistir. Hiicreler ve RNA 6rnekleri, yeniden kullanilmak (izere -86°C’lik derin
dondurucu (Panasonic MDF-U5386S-PE, Japonya)’da muhafaza edilmistir.

SRB deneylerinde floresans 1sima 6lgllmesi i¢in FLUOstar® Omega adli cihaz
(BMG LabTech, Almanya) kullanilmistir.

RNA ornekleri i¢in kullanilan jel elektroforez tanki Invitrogen (Amerika
Birlesik Devletleri) markadir. ZOOM Dual Power Supply (Amerika Birlesik
Devletleri) adli giic kaynagi kullanmilmistir. RNA 6rneklerinin UV  altinda
goruntulenmesi icin ise Gel Logic 200 Imaging System adli cihaz ve KODAK MI SE
adli programdan yararlanilmistir.

RNA saflagtirllmas1 ve cDNA icin gerekli istenilen sicaklik periyotlari, 96
kuyucuklu termal dongii cihazi (Applied Biosystems Veriti, ABD) tarafindan
yapilmistir. Gen ekspresyon tayini ve analizi iginse Applied Biosystems ViiA™ 7
(ABD) markali RT-PCR sistemi ile gerceklestirilmistir.

Flow sitometri deneyi icin, Hacettepe Universitesi Onkoloji Enstitiisii Temel
Onkoloji Anabilim Dali’na ait Flow sitometri (BD FACSCanto™ Il Flow Cytometer,
BD Biosciences, ABD) ile gergeklestirilmis ve elde edilen sonuglar BD FACS Diva
Software yazilimu ile analiz edilmistir.

Protein drneklerinin jel elektroforezinde ydritulmesi igin Invitrogen Novex
Mini-Cell (Amerika Birlesik Devletleri) marka dikey jel elektroforez tanki ve ZOOM
Dual Power Supply (Amerika Birlesik Devletleri) adli gii¢ kaynagindan
yararlanilmigtir. Jel trasferi icin iBlot™ (INVITROGEN, USA) cihazindan
yararlanilmistir. Protein drneklerinin Trans UV altinda goriintiilenmesi i¢cin BIO RAD
Universal Hood Il adli cihaz ve BioRad Image LabTM Software adli bilgisayar
programi kullanilmistir. Protein drnekleri icin miktar tayini FLUOstar® Omega adli
(BMG LabTech, Almanya) cihaz ile yapilmistir.
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3.2. Yontem
3.2.1. Hicre Kiltdri

Calismalarda kullanilan A375 ve B16F10 hiicre hatlar1i igin, %1
penisilin/streptomisin, %1 L-glutamin ve %10 FBS igeren DMEM besin ortami
kullanilmistir. Bu hiicre hatlar1 T75 hticre kultir flasklar iginde 37°C sicaklik ve %5
CO: igeren inkubatorde biiylimeye birakilmistir. Hucrelerde g6zlenen morfolojik
oOzellikler ve biiylime durumlari 151k mikroskobu yardimiyla gézlemlenmistir (Sekil
3.1) ve (Sekil 3.2.).

1.Gun 3.Giun

Sekil 3.1. Isik mikroskobu altinda gézlemlenen A375 hicreleri (10X).

1.Gln 5.Gun

Sekil 3.2. Isik mikroskobu altinda gdzlemlenen B16F10 hiicreleri (10X).
Hucre Serilerinin Kultire Edilmesi
Calismalarda kullanilan hicreler igin kullanilacak olan; %1 L-glutamin, %1

penisilin/streptomisin ve %10 FBS iceren iceren DMEM besi yeri su banyosunda 37
°C’ye getirilir ve daha sonra T75 kiiltiir kaplar1 i¢cin 13 mL besiyeri aktarilir. -80 °C
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‘deki saklanan hicreler 37 °C’deki su banyosunda hizlica eritilip T75 kultiir kaplarina
aktarilir ve hiicreler 37°C‘de, % 5 CO- igeren inkubatorde kulttre edilir.

Hucre Serilerinin Pasajlanmasi

Hiicreler kiiltiir kabinda yaklasik % 80 ile % 90 doluluga ulastiginda hiicre
kiiltirindeki kullanilmis eski besi vakumla cekilmistir. Daha sonra hicrelerin
bulundugu yiizeye 1X % 0,25 tripsin-EDTA sollisyonu eklenerek hiicreler kalkincaya
kadar (yaklasik 3 dakika) 37°C inkiibatérde bekletilmis ve yapisan hiicreler
mikroskopta kontrol edilerek flasktan kaldirilmistir. Tripsinin aktivasyonunu
durdurmak igin huicreler hemen besiyeri ilave edilmistir. Toplanan hucreler 15 mL’lik
santrifij tuplerine aktarilir ve 250xg’de 5 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda

hlcreler ImL besiyeri i¢inde slispanse edilmis ve flasklara bolinmdastiir.
Hiicre Serilerinin Stoklanmasi

Yeterli miktarda hiicre yogunluguna ulasan hiicre soylari, 1X tripsin-EDTA
yardimiyla kaldirilmigtir. Kiiltlir kabina eklenen tripsin-EDTA, hiicreler kalkincaya
kadar (yaklasik 3 dakika) 37°C inklbatorde bekletilmis ve bu sire icerisinde
hiicrelerin kalkip kalkmadigi mikroskopta kontrol edilmistir. Tripsinin hiicrelere zarar
vermesini engellemek icin hiicreler kalktiktan sonra hemen besi ortami ilave edilmis
ve homojenize bir hal almasi igin karistirilmis daha sonrada 250xg’de 5 dk santrifj
edilmistir. Santriflij sonrasinda besiyeri yardimiyla hiicre siispansiyonu hazirlanmas.
Suspanse hicrelerin canlilik oranlari belirlenmistir. Her bir kryotQp i¢in 1000 pL hiicre
kiiltiir igerigi konulmus ve her bir kryotipe %10 oraninda 100 uL DMSO c¢0zeltisi
ilave edilmis ve bu islemden sonra lizerlerine tarih yazilarak kryotiipler -20°C’ye
kaldirilmigtir. 3-4 saat sonra kryotipler, -86°C derin dondurucuya yerlestirilerek

stoklama islemi tamamlanilmistir.
3.2.2. B16F10 Hucrelerinden Tirozinaz Elde Edilmesi

Bu deney i¢in, Oncelikle B16F10 hiicreleri steril T75 flaska ekilmistir.
Hiicrelerin kuyucuklardaki doluluk orani %90’a ulastig1 zaman, hiicreler tripsinize
edilerek toplanmustir. 250xg’de 5 dakika santrifiijleyip slipernatani dokiilmiis ve
pelletin iizerine 1 mL soguk PBS eklenmis tekrardan 250xg’de 10 dakika
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santrifiijlenmistir. Santrifiijden sonra slipernatan uzaklastirilmistir. Tekrardan pelletin
uzerine 1 mL lizis tamponu % 0,1 Triton X-100 eklenmis ve 3 kere homojenize
edilmistir. Elde edilen karigim 1,5 mL ependorf tiipiine aktarilimis ve 12000xg’de 10
dakika ve 4°C’de santrifiijlenmistir. Stipernatan yeni bir ependorf tlipe aktarilmis ve

pellet atilmistir. Deneyin tiim agamalarinda hiicre buzun i¢inde tutulmustur.
3.2.3. B16F10 Hiuicreleri ile Enzim Aktivitesi Olgiimu

Bu calismada kullanilan enzim B16F10 hiicrelerinden elde edilmistir. Bilesik-
15’in tirozinaz enzimi Uzerindeki etkisini belirlemek icin 96 kuyucuklu plakanin
icerisine 100 uL (pH 6,8) 50 mM fosfat tamponu, 25 pL enzim, 15 uL inhibitér, 15
uL 3 mM L-DOPA konulmustur. Kontrol gruplari i¢in Bilesik-15 ve Kojik asit yerine
ayn1 hacimde DMSO eklenmistir. ilk asamada enzim ve inhibitor eklenmis ve 37°C’de
20 dakika sire ile preinkiibasyona tabi tutulmustur. Daha sonraki asamada ise L-
DOPA eklenmistir. Plaka 37°C’de 10 dakika boyunca inkiibasyona birakilmistir. Plaka
475 nm’de BioTek PowerWawe HT Elisa Plaka Okuyucuda absorbans degerleri
olgiilmiistiir. Ornek ve kontrol ¢ozeltileri icin n=3 olarak alinmistir. Maddelerin %
inhibisyonlari kontrol ¢ozeltiSine kiyaslanarak formiile edilmistir.

% inhibisyon = [(A-B)/A] x 100

Formilde A; DMSO, B ise orneklerin absorbansini gostermektedir. Veriler
GraphPad Prism 5.03 kullanilarak ¢izilmis, standart sapmalar1 ve ICso degerleri

hesaplanmustir.
3.2.4. Sulforodamin B (SRB) Deneyi

SRB deneyi, hiicre canliliginin dlgiilmesi i¢in in vitro olarak kullanilan
yontemlerden biridir (86). Aminoksanten bir boya olan SRB, yapisindaki stlfonik
gruplar sayesinde proteinlerin bazik amino asit kalintilarina baglanmaktadir.
Boyanmis hiicrelerdeki 6lgllen boya miktar: hiicre kiitlesi ile orantili olarak kabul
edilir (87).

A375 hiicreleri 96 kuyucuklu plakalara, kuyucuk basma 5x10° hiicre olacak
sekilde eklenmistir. Hiicrelerin kuyucuklardaki doluluk orani %90’a ulagtiginda, kojik
asit tirevleri uygulanmstir. Hiicreler 48 saat boyunca inkubatorde bekletildikten sonra

deney baslatilmistir.
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Ik adimda hiicreler, %10 (w/v)’luk Trikloroasetik asit (TCA) ile 1 saat
boyunca 4°C’de inkiibasyona birakilarak plakaya fikse edilmistir. Daha sonra dH>O
ile yikanan hiicrelerden TCA’nin uzaklastirilmasi saglanmistir. Plaka kurutulmus ve
hemen ardindan kuyucuklara %0,06 (w/v) SRB ¢ozeltisi eklenmistir. Plaka 30 dakika
boyunca oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Bu islem sonucunda boya
hiicresel proteinlere baglanmustir. Inkiibasyonun ardindan, plaka %1 (v/v) asetik asit
ile yikanmis ve baglanmamis boyalar ortamdan uzaklastirilmistir. Plaka tekrar
kurutulmus. Plakadaki her bir kuyucuga 200 uLL 10 mM Tris bazi1 (pH 10,5) eklenmis
ve homojen olmasi i¢in 10 dakika boyunca calkalayicida calkalanilmistir. Son
asamada ise her bir kuyucuk i¢in 510 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iilmiistir. Hig
bilesik eklenmemis kuyucuklardaki hiicre canliligi %100 kabul edilmistir. Her bir
bilesik igin ICso degerleri hesaplanmistir. Bu deney n=3 olacak sekilde yapilmistir.

3.2.5. Apoptoz Deneyi

A375 hiicre hatt1 96 kuyucuklu plakalara her bir kuyucukta 100 pL besiyeri
icinde 5x10° hiicre olacak sekilde ekKilip hiicrelerin tutunmasi i¢in 48 saat boyunca
inkiibe edilmistir. A375 hiicreleri % 1 (w/v) P/S, % 10 FBS ve % 1 1 X L-Glu karisimi1
iceren DMEM besi ortaminda ¢ogaltilmistir. 48 saatlik inkiibasyondan sonra, hiicreler
kuyucuklarda yaklasik % 80 doluluga ulasmis ve hiicreler FBS icermeyen besi
ortaminda inkiibatorde inkiibe edilmistir. Sitotoksisite deneylerinin sonucunda
kullanilmasi karar verilen Bilesik-15 maddesinin ICso konsantrasyonu n=3 olacak
sekilde kuyucuklara eklenip 24 saat boyunca ICso dozu etkilestirilmistir. 24 saatlik
stirenin sonunda segili kuyucuklardaki hiicrelere degisiklikler ApoTox-Glo Triplex
Assay Kiti kullanilmis hiicre canlilik yiizdesi, sitotoksisite yiizdesi ve kaspaz 3/7
oranlari belirlenmistir. Bu deneyin sonucunda elde edilecek bulgular ilag ve
sentezlenen bilesigin artan dozlarinda ytlizde canlilik seviyesinin miktarin1 ve efektor
kaspaz aktivasyonu tizerinden apoptotik hticre 6liimiinii kesin bir sekilde gdsterecektir.

Ik asama i¢in hiicre canlilig1 ve sitotoksisitesinin reaktifleri olan, GF-AFC ve
bis-AAF-R110 substratlar1 37°C’de ¢Ozdiirilmistiir. 2 mL hacme sahip olan test
tamponuna her bir 6rnek i¢in her bir substrattan 2 pL eklenmis ve pipetleme yontemi
ile homojenize edilmistir. Daha sonraki asamada belirlenen her bir kuyucuk i¢in

homojenize edilmis reaktiften 20 uL eklenilmis ve 37°C’de 30 dakika boyunca
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inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda plaka FLUOstar® Omega
floresansli plaka okuyucuda okunmustur. Asagidaki iki dalga boyu setinde floresan
Olclimii yapilmustir:

* 400 Ex/ 505 Em (Canlilik)

* 485 Ex/ 520 Em (Sitotoksisite)

Kazpaz 3/7 aktivitesinin 6lgumu igin belirlenen kuyucuklara 100 pL Caspase-
Glo® 3/7 reaktifi eklenmis ve pipetleme yontemi ile iyice karistirilmistir. Daha sonra
30 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda plaka

FLUOstar® Omega floresansli plaka okuyucuda liiminansi okunmustur.
3.2.6. Hiicrelerden RNA Saflastirilmasi

Oncelikle A375 hiicreleri 6 kuyucuklu plakalarin igerisine her bir kuyucukta
100,000 hiicre olacak sekilde ekilmistir. Bu hlcreler % 1 (w/v) P/S, % 10 FBS ve % 1
1 X L-Glu karigtimi igeren DMEM besi ortaminda ¢ogaltilmistir. Hiicreler
kuyucuklarda yaklasik % 80 doluluga ulastiginda artan dozlarda ilag uygulamasi
yapilmis ve hiicreler FBS i¢ermeyen besi ortaminda inkiibatorde inkiibe edilmistir. 24
saatlik siirenin sonunda total RNA, NucleoSpin RNA |1 izolasyon kiti (Macharey
Nagel) kullanilarak, iiretici firmanin belirledigi kullanma talimatina uygun olarak
gergeklestirilmistir.

Ilk adim olarak hiicreler tripsin ile toplanip 250 x g’de 5 dakika suiresince
santrifiij edilmis ve siipernatan atilmigtir. Pellet kismima 3,5 pL.  -merkaptoetanol
eklenmistir. Hemen ardindan hiicre lize edici RA1 tamponundan 350 pL eklenmis ve
homojen hale getirilmistir. Daha sonra filtreli toplama tiipiine alinan lizat hemen
ardindan 1 dakika siiresince 4°C’de 11000 x g’de santrifiij edilmistir. Tekrardan lizata
350 pL hacim icerisinde %70’lik alkol eklenmistir. Tekrardan ornekler yeni bir
filtreye sahip olan toplama tiiplerine alinmis ve 30 saniye siiresince 4°C’de 11000 x
g’de santrifiij edilmistir. Bu asamada 6rnekler filtre kisminda tutundugu icin yeni bir
toplama tiipiine yerlestirilmis ve tizerine 350 pL MBD (Membrane Desalting Buffer)
eklenmis ve 1 dakika siiresince 4°C’de 11000 x g’de santrifiij edilmistir. Orneklere
seyreltilmis olan stok DNaz’dan 95 pL eklenmis daha sonra da 15 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Bu siirenin sonunda 6rneklere 200 pL ikinci tampon
olan RAW2 eklenmis ve 30 saniye sliresince 4°C’de 11000 x g’de santrifiij edilmistir.
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Daha sonra orneklerin bulundugu filtreli tiip yeni toplama tiipline alindiktan sonra
orneklere 600 puL hacimdeki 3. tampon olan RA3 uygulanmig ve 30 saniye siiresince
4°C’de 11000 x g’de santrifiij edilmistir. Orneklerin i¢inde bulundugu filtreli tlpler
tekrardan yeni toplama tlplerine alinmis ve tekrardan Gg¢lnci tampon olan RA3’ten
bu sefer 250 pL eklenmis ve yeniden 2 dakika siiresince 4°C’de 11000 x g’de santrifiij
edilerek filtreli tupler yeni toplama tlplerine tagimmuistir. Son olarak 6rneklere 60 pL
RNaz icermeyen dH,0 eklenmis ve 1 dakika siiresince 4°C’de 11000 x g’de santrifiij
edilmistir. Elde edilmis olan RNA’nin 2 ul‘si RNA saflik ve konsantrasyon 6l¢timii
icin kullanildi. Kalan kisim ise ¢cDNA sentezi yapilmak Uzere -80 °C’lik derin
dondurucuya kaldirilmisatir.

RNA Kkalitesi ile miktarinin belirlenebilmesi i¢in nanospektrofotometre cihazi
kullanilmstir. Izole edilmis olan RNA 6rneklerindeki A260/A280 oranlarinin 1,8-2

civart olmasina dikkat edilmistir.
3.2.7. RNA’dan ¢cDNA Sentezi

cDNA sentezi i¢in GScript First-Strand Synthesis Kit kullanildi. DNA sentezi
icin, protokole gore asagidaki adimlar takip edildi. GScript First Strand Kit
cozlindukten sonra 10-15 saniye santifiij edildi. Asagdaki tabloya gére RNA

orneklerinden her biri i¢in karisim hazirlandi. Karisim dikkatli sekilde santrifiij edildi
(Tablo 3.1.).

Tablo 3.2. cDNA igin hazirlanan 1. karisim

Madde Hacim (ul)
RNA solusyonu 1 po/ul
Oligo(dT)20 1l

dNTP karisimi 1pl

dH20 13 pl’ye kadar
Toplam 13 ul

Elde edilen karisim 65°C’de 5 dakika inkiibe edildi. Daha sonra hemen buz
igerisinde 1 dakika bekletildi. 13 pL karisim igeren her tiipe 4 puL 2. adim karisimi
eklendi. Pipet ile alt-iist edilerek dikkatlice karigtirildi. 2. adim karigimi asagdaki
tabloya gore hazirlandi (Tablo 3.2.).
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Tablo 3.3. cDNA igin hazirlanan 2. karigim

Madde Hacim(ul)
5X 1st strand buffer 4 ul
DTT (0.1 M) 1 ul
GScript RTase 1pl
Toplam 6 ul

Hazirlanan tiipler PCR cihazina yerlestirilerek amplifikasyon basamaklar1 1.
basamak 50°C - 60 dk, 2. basamak 70°C - 15 dk ve 3. Basamak ise 4°C- o« dk soguma
olarak ayarlanmigtir. Bu asamalar igin 96 kuyucuklu termal dongii cihazi

kullanilmistir. cDNA &rnekleri - 20°C’de muhafaza edilmistir.
3.2.8. RT-PCR ile Gen ifadesi Analizi

A375 hiicresinden saflastirilan total RNA’lardan belli islemler sonucu elde
edilmis olan cDNA o6rnekleri, ¢oklu ilag¢ direnci genlerinin ekspresyon diizeyleri ve
belirli apoptotik yolaklarin arastirilmasinda kullanilmistir. Bu sebeple TP53, Mdmz2,
Bax ve Bcl-2 genleri apoptotik yolaklarin incelenmesinde kullanilmigtir. Mdr-1 geni
ise ¢coklu ilag direncinin incelenmesi icin secilmistir. Gapdh ise referans gen olarak
secilmistir. Gapdh’in ekspresyon diizeyi ile segilmis olan genlerinki normalize
edilmistir.

Ifadelenmede 6lcllecek olan her bir gen tasarimi igin, Biyoteknoloji Bilgisi
icin Ulusal Merkez (National Center for Biotechnology Information, NCBI) veri
tabani kullanilmistir. Kullanilmig olan primer dizileri i¢in erime sicakligi (melting

temperature, Tm) ve guanin-sitozin ylzdesi (Tablo 3.3.)’de verilmistir.
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Tablo 3.4. RT-PCR reaksiyonu icin kullanilmis olan ileri ve geri primer dizilerine ait
erime sicakliklart ve %Guanin-Sitozin verileri.

Erime Guanin
Primer Primer Dizisi (5' — 3") Sicakhig Sitozin
(Tm, °C) Yuzdesi
(%GC)
TP53ileri CACCATGAGCGCTGCCTCAGATAGC 67,60 60
TP53geri  ACAGGCACAAACACGCACCTCAAA 65,97 50
Mdm2 ileri AGGTCACTCCGATGAAAGGT 58,35 50
Mdm2 geri GTTGTCTAGTACCATTAACC 50,61 40
Bax ileri TTTCATCCAGGATCGAGCAG 57,39 50
Bax geri AAAGTAGAAAAGGGCGACAA 55,19 40
Bel-2ileri GTGTGTGGAGAGCGTCAACCGG 65,78 63,64
Bcl-2geri  TCAAACAGAGGCCGCATGCTGG 65,90 59,09
Mdr-1ileri TTCAACTATCCCACCCGACCGGAC 66,03 58,33
Mdr-1 geri ATGCTGCAGTCAAACAGGATGGGC 66,01 54,17
Gapdhileri ~ GTCGTATTGGGCGCCTGGTCAC 65,93 63,64
Gapdhgeri ~ GCCAGCATCGCCCCACTTGATT 66,00 59,09
Inkileri TCAAGAAGCTAAGCCGACCA 60,55 50
Ink geri AAACTCGTTCCTGCAGTCCT 61,62 55

RT-PCR i¢in “Power® SYBR Green Master Mix” kiti kullanildi. 0.2 mL’lik
tiplere her bir primer i¢in mastermiks karigimlari ayr1 hazirlanmistir ve bu ¢alimada 6
primer kullanilmigtir. Primer sayis1 kadar (6) mastermix hazirlandi. Toplam 6rnek
sayis1 6 oldugu icin “6x” seklinde her bir mastermiks miktar1 asagdaki tabloya gore

hesaplandi (Tablo 3.4.)

Tablo 3.5. RT-PCR deneyi i¢in olusturulan reaksiyon ¢ozeltisi

Materyal Final

SYBR Green Karigimi (2X) 12.5uL
fleri Primer (10 pM) 1 M
Geri Primer (10 uM) 1 uM
cDNA 100 ng

dH20 Degisken

Toplam 25 nLL
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Olusturulan reaksiyon c¢ozeltisi, RT-PCR deneyi igin cihaza uyumlu 96
kuyucuklu plakaya yiiklenmistir. Asagdaki sartlara gére PCR dongii programi
uygulanilarak ¢alistirilmistir (Tablo 3.5.).

Tablo 3.6. RT-PCR dongii kosullar

Sicakhik Zaman Dongu
95°C 10 dakika 1
95°C 15 saniye 40
60°C 1 dakika 40

Elde sonuclar daha sonra genlerin ekspresyon diizeyinin belirlenmesi icin ve
ilgili genlerin esik dongiisii (treshold cycle, Ct) degerlerinden referans Gapdh geninin
Ct degeri ¢ikartilarak ACt hesaplanmistir. EKspresyon diizeylerindeki degisimler kat
cinsinden AACt verileri kullanilarak elde edilmistir. Bu deneyde n=3 tekrar

yapilmistir.
3.2.9. Agaroz Jel Elektroforezi

1 X Tris Asetik Asit EDTA (40 mM Tris, 20 mM Asetik Asit, 1 mM EDTA ,
pH 8 ) tamponu igin % 2,5 agaroz jel hazirlandi. Hazirlanan soliisyon mikrodalgada
isitilmistir. Hazirlanan soliisyona denatiire etmesi i¢in % 1 ¢amasir suyu eklenmis ve
homojenize edilmistir. Soliisyona son derisim 2,5 pL 10 mg/mL olacak sekilde
etidyum bromir eklenmistir. Daha sonra jel elektroforez kasetine dokiilmiistiir. Jel
kalip haline geldikten sonra igerisinde 1 X TAE tamponu bulunduran elektroforez
tankinandaki 6zel bolmeye yerlestirilmistir ve -86°C’de saklanan RNA &rnekleri
alinmistir. Her bir kuyucuga dH20 ile seyreltilmis 6rneklerin her birinden 8 L ve
niikleik asit boyasi olarak bilinen Track It Cyan/Orange boyasindan 2 uL
kullanilmistir. Ornekler jele yiiklenip 30 dakika boyunca 100 V’da yiiriitiilmiistiir. Jel
KODAK jel goriintiileme cihazina yiiklenmistir. UV 15181 altinda fotografi ¢ekilen jel
hemen ardindan goriintii kaydedilmistir.

Goriintiilerde RNA 2 bant seklinde goriilmistiir. Bu sekilde de RNA’nin

degrade olmadig1 anlasilmistir.
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3.2.10. Akis Sitometri ile Apoptoz ve Canhilik Tayini

Apoptoz olayina giren hiicrelerde plazma membranindaki fosfolipid dengesi
kaybolmaktadir. Plazma membraninda bulunan fosfotidilserin i¢c membrandan dis
membrana ¢ikmaktadir. Bu olay hiicrelerdeki membran biitiinliigiiniin bozulmadig:
apoptozun erken asamalarinda goriilmektedir. Olmekte olan hiicrelerin tespitinde ise
fosfotidilserinlerin ortaya ¢ikmasi giiglii bir isaret olarak kabul edilmektedir. Annexin
V, kalsiyum varliginda fosfotidilserine kararli bir sekilde baglanir. Floresan (FITC)
isaretli Annexin V ile apoptoza giden hiicrelerin sayis1 akis sitometri ile tespit
edilebilir. Olii hiicrelerin plazma membranindan gecen Propidyum iyodiir (PI) boyasi
ise kromozomal DNA’ya baglanabilme 6zelligi tasidigindan gec¢ apoptotik ve 6li
hiicrelerin  sayisinin  belirlenmesinde kullanilmaktadir. Non-vital boya olan
Propidiyum iyodir (kirmiz1 floresan) ve Annexin V (yesil floresan) ile ayn1 zamanda
hicreler boyanir. Canli hiicreler (FITC-PI-), erken apoptotik hicreler (FITC+PI-) ve
geg apoptotik veya nekrotik hiicrelerin (FITC+PI+) birbirinden ayirt edilmesine izin
vermektedir (43).

A375 hiicrelerindeki apoptotik aktivitenin tespiti BD FACSCanto™ 11 Flow
Cytometer cihazi kullanilarak yapilmistir. 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina kuyucuk
basina 3,0x10° olacak sekilde hiicre ekimi yapildiktan sonra 48 saat siireyle hiicreler
besi ortami i¢inde iyice homojenize edildikten sonra 37°C‘de, % 5 CO2 igeren
inkiibatorde kiiltiire edilmistir. Inkiibasyon siiresinin ardindan ortamdan besiyerleri
uzaklastirilmig, hiicrelere FBS i¢ermeyen besi ortami eklenmis ve kuyucuklara n=3
olacak sekilde Bilesik-15 maddesi ekilmis ve n=3 olacak sekilde de kontrol grubu
birakilmistir. 24 saatlik 37°C ve % 5 CO» ortam kosullarindaki inkiibasyonundan sonra
kuyucuklardaki hticreler besiyerleri ile birlikte deney tiiplerine alinmigtir. Tabanda
kalan hiicreler i¢in kuyucuklar 2 mL PBS ile yikanmis sonra kuyucuklardaki PBS ayni
deney tiiplerine aktarilmistir. Ardindan her kuyuya 100 pL tripsin/EDTA enzim
cozeltisi ile 5 dakika siireyle 37°C’de inkiibe edilmistir. Tabandaki yiizeyden ayrilan
hiicrelerin lizerine taze besiyeri eklenerek ve pipetaj yapilmistir. Kuyucuklardaki
hiicre+tripsint+besiyeri iceren tiim karigimlar ayni deney tiiplerine aktarilmistir.
Hicreler 2000xg’de 5 dakika santrafiij edilmsitir. Siipernatant uzaklastirilmis ve pellet
100 uL baglama solusyonu nazikg¢e karistirilarak resiispanse edilmistir. Ardindan 100

UL hicre suspansiyonun tizerine 5 L Annexin V FITC ve 1 pL Propidiyum iyodir
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eklenmis ve nazik¢e karistirilmistir. Hiicreler karanlikta 15 dakika oda sicakliginda
inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra hiicreler hemen flow sitometre cihazinda (BD
FACSCanto™ 11 Flow Cytometer) 6l¢iim yapilmistir. Elde edilen sonuglar BD FACS

Diva Software yazilimi ile analiz edilmistir.
3.2.11. Western Blot Uygulamsi

Western Blot uygulamasi, icerisinde ¢ok sayida protein olan bir Ornegin
icerisinden istenilen tek bir proteini 6zgin olarak saptamaya yariyan yontemdir. Bu
uygulama sonunda ilgilenilen bir proteinin 6rnekte belirlendikten sonra yar1 kantitatif
bir sekilde farkli gruplar arasindaki miktar1 hesaplanabilir. Protokol ve kullanilan
boyalar degisiklik gosterebilir, bu yontem sayesinde membran Uzerindeki 5 ng
miktarmdaki proteinler bile tespit edilebilir.

Western blot islemi sirasiyla,

1 proteinin membrana aktarilma iglemi

2 bloklama iglemi

3 birincil antikor uygulanmasi iselmi

4 ikincil antikor uygulanmasi islemi

5 gorintileme islemi
islemlerinden olmak iizere temel olarak bes basamaktan meydana gelir. Western blot
islemine baslamadan 6nce, 6rnekte karisim halinde bulunan proteinler genellikle belli
oranda bir 6n ayrima tabi tutulmaktadir. Bu iglem sayesinde elde edilen parametreler

aranan proteinin tespitinde kullanilir.
Hucre Kiltiirii Hazirlama Asamasi

Oncelikle A375 hiicreleri 6 kuyucuklu plakalarin igerisine her bir kuyucukta
10° hiicre olacak sekilde ekilmistir. Bu hiicreler % 1 (w/v) P/S, % 10 FBS ve % 1 1 X
L-Glu karisimi igeren DMEM besi ortaminda ¢ogaltilmistir. Hiicreler kuyucuklarda
yaklasik % 80 doluluga ulastiginda ICsp dozunda Bilesik-15 uygulamasi yapilmis ve
hiicreler FBS icermeyen besi ortaminda inkiibatorde inkiibe edilmistir. 48 saatlik
siirenin sonunda A 375 hucreleri tripsin-EDTA ile muamele edilmis ve ardindan 5
dakika boyunca 500xg'de santrifiijlenmistir. Hiicre pelleti PBS ile suspanse edilerek

hiicreler yikanmistir. Daha sonra pellet 2 mL'lik bir mikrosantrifiyj tlplerine aktarilmig
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ve yuksek hizda 2-3 dakika vortekslenmis, pellet toplanmistir. Daha sonra pelletler
500 pL RIPA ¢ozeltisi (10 mM Tris, 1 mM EDTA, 0,5 mM EGTA, % 1 Triton x 100,
% 0,1 SDS, 150 mM NaCl, 1 mM PMSF, pH 8 ) igerisinde ¢dziilmiistiir. RIPA
cozeltisi igerigi Tablo.3.6.’da  gosterilmistir. Mikrosantrifiijlerdeki ~ 6rnekler
homojenizator kullanilarak 20 tekrar olmak (izere homojenize edilmistir. Ornekler 5
dakika siire ile buzda bekletilmis ve 4°C’de 15 dakika 14000xg’de santrifiijlenmistir.
Santriflj islemin hemen ardindan siipernatant Onceden sogutulmus bir tiiplere

aktarilmistir ve bu tiipler tekrar kullanilmak tizere -86°C’ye kaldirilmustir.

Tablo 3.7. Protein izolasyon i¢in hazrilanan RIPA Cozeltisi

10 mM Tris pH 8 100 mL
1 mMEDTA 37,2 mg

0,5mM EGTA 19 mg

% 1 Triton x 100 1mL

% 0,1 SDS imL
150 mM NaCl 820 mg

1 mM PMSF

(proteaz inhibitdri deney baslamadan 1,74 mg

hemen 6nce en son ekleniliyor)

Protein Miktar Tayini

Bir 6nceki adimda hazirlanan proteinler miktarlarina uygun olarak normalize
edilmek icin BCA deneyine tabi tutulmustur. Bu deney amino asit kalintilarinin Cu*’1
Cu™a indirgemesi temeline dayanmaktadir. Yiiksek sicakliklarda, proteinlerde
bulunan peptit baglarmda da bu reaksiyon gortlmektedir. Bu nedenle her bir Cu*!
tyonu BCA ¢ozeltisi ile mor renkli bir kompleks olusturmaktadir.

Ik asama olarak dncelikle 2000 pg/mL’e kadar artan derisimler igin 8 adet
standart c¢ozeltisi hazirlanmistir. Daha sonra 96 kuyucuklu bir plakada belirlenmis
kuyucuklara iki tekrarl: sekilde 25 pL eklenmistir. Ornekler igin ise kuyucuklara her
bir drnekten de 25 pL eklenmistir. Tekrardan standart ¢ozelti ve 6rneklerin oldugu
kuyucuklara 1:50 oraninda bakir siilfat ve bikinkoninik asit soliisyonlarindan olusan
¢ozeltiden 200 pL eklenmistir. 96 kuyucuklu plaka 37°C’de 30 dakika boyunca inkube

edilmistir. Inkiibasyonun hemen ardindan 562 nm dalga boyunda absorbans degerleri
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Olgiilmistiir. Standart kuyucuklarindan Olgllen absorbans degerleri yardimiyla
standart egri grafigi ve denklemi hesaplnamistir. Hesaplanan bu denklem sayesinde de

orneklerdeki protein miktar1 bulunmustur.
Western Bloot Asamasi

Western Bloot uygulamasina ge¢cmeden elimizdeki proteinler 10 pg olacak
sekilde hepsi esitlendi. Daha sonra elde ettigimiz proteinlerin primer yapsini
istedigimiz igin proteinler 96 kuyucuklu termal dongii cihazinda isleme tabi
tutulmustur. Proteinlerin tetramer ve sekonder yapilarini istemedigimiz i¢in 2X
Laemmli Sample Buffer ve 2-Mercaptoethanol soliisyonlar1 ile muamele edilmistir ve
hemen ardindan termal dongii cihazinda 95 °C’de 5 dakika siire ile denatiire edilmistir.

Jel yiirtitme tankina 1X MOPS tamponu eklendi ve ardindan hazir olarak alinan
jel tankin i¢ine yerlestirilmistir. Plakanin ilk kuyucuguna Precision Plus Protein Dual
Color Standarts isaretleyicisi 15uL olacak sekilde eklendi. Ornekler de isaretleyiciden
sonraki kuyucuklara 15 uL olacak sekilde sirayla eklenilmistir. Orneklerin hepsi jel
tankina yiiklenildikten sonra 6rnekler Dual Power Zoom cihazi ile 100 V’da 150
dakika boyunca yukaridan asagiya dogru yiiriitiilmiistiir. Daha sonra aradaki siirede
tamponlar hazirlandi. 10X 1-Tween tamponu kullanilmistir. Yikama yapmak i¢in
dH20 igerisine 1/10 oraninda 10X TBS ve 1/2000 oraninda Tween 20 eklenmistir.
Antikor muamelesi i¢in ise 50’lik falkon tiipline %S5 siit tozu igerisine 1X TBS 1-
Tween eklenmistir. Belirlenen yiiriitme siiresi bittikten sonra jel kaliplart ¢ikarilmistir.
Kalibin ti¢ kenar1 kirilarak agilmustir, jel diizgiin bir sekilde ve jel pargalanmamasina
dikkat edilerek ¢ikartilmistir. iBlot™ transfer makinesine kullanma kilavuzunda
belirtilen sekilde kurutma kagidi konulmustur, iyice 1slanmasi igin transfer buffer
dokiilmistiir ve tizerinde higbir sekilde kabarcik kalmamasina dikkat edilmistir. Kuru
kalmamasina izin verilmeyen PVD membran, kurutma kagidinin istiine
yerlestirilmistir. Jel, membran ise bunlarin tizerine gelecek sekilde yerlestirilmistir.
Daha sonra 7 dakika siire ile isleme tabi tutulmustur. Ortamdaki 1slaklik elektrik
gecirgenligini arttirarak Ustten alta ilerleyecek sekilde, yani jelden membrana dogru
protein transferini gerceklestirir. Slrenin sonunda makineden kurutma kagitlart
arasindaki membran, jelden ayirilarak ¢ikarilir. Blokaj yapilir, membran %5 st tozu

icinde 1X TBS 1-Tween igerisinde oda sicakliginda 1 saat calkalanarak
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gercgeklestirilmistir. Daha sonra membran, birincil antikor ¢dzeltisi 10 mL %S5 siit tozu
icinde 1X TBS 1- Tween soliisyonu igerisine 1/1000 gelecek sekilde karistirilmis ve
gece boyu 4 °C calkalanilmistir. Siirenin sonunda primer antikor ¢ozeltisi tekrardan
kullanilmak i¢in saklama tlplne alinmis ve membran yikamaya alinmistir. Yikama
islemi i¢in 10 mL yikama soliisyonu olan TBST (TBS+ %0.1 Tween-20) eklenerek 3
kez 10 dakika boyunca calkalayicida bekletilerek yikama yapilmistir. Yikamalarin
sonunda ikincil antikor ¢ozeltisi icin 10 mL %5 st tozu icinde 1X TBS 1-Tween
igerisine 1/1000 oraninda ikincil antikor eklenilmistir. Tekrardan 1 saat boyunca
calkalayicida calkalanmistir. Siirenin sonunda ikincil antikor ¢ozeltisi yeniden
kullanilmak iizere ayrilmis ve membran yikamaya alinmistir. Ustiine 10 mL yikama
solisyonu olan TBST (TBS+ %0.1 Tween-20) eklenerek 3 kez 10
dakika c¢alkalayicida bekletilerek yikama yapilmigtir. Membran bir plastik seffaf
dosya yapraginin lizerine konulmustur. Kurumamasina dikkat edilmistir. Daha sonra
Western Bright™ Peroxide ve Western Bright™ Sirius ajanlar1 1/1 oraninda 2 mL
olacak sekilde karistitilmis ve steril bir pipetle tiim membran yiizeyine uygulanmigtir
ve reaksiyon i¢in 5 dakika beklenilmistir. Bu ajanlar, ikincil antikor i¢in ayni1 konjiige
grubu tasimak zorundadir bu sekilde de ikincil antikora baglanarak 1sima yaparlar.
Daha sonra membran seffaf plastik ile birlikte okuma yapacak olan BIO RAD

Universal Hood II cihazina yerlestirilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. SRB Deneyi Sonuclar:

A375 hiicrelerinin maruz birakildig1 kojik asit tiirevleri sonucunda yapilan

SRB deneyi sonuglari agagida gosterilmistir.
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Sekil 4.1. A375 hicrelerinde Bilesik-2 etkilesimi sonucu olusan % canlilik grafigi
(n=4)

Tablo 4.1. Bilesik-2’nin A375 hiicrelerindeki % canlilik degeri
Canhihlk %

Konsantrasyon Ylzde

59,775
69,20 74,30 79,60 72,70 73,950 4,327
88,30 92,90 96,30 105,50 92,500 4,015
81,80 87,40 92,60 104,70 94,900 8,876
86,00 92,60 95,70 11230 96,650 11,190
91,10 94,40 99,30 111,90 99,175 9,128
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Sekil 4.2. A375 hiicrelerinde Bilesik-3 etkilesimi sonucu olusan % canlilik grafigi
(n=4)

Tablo 4.2. Bilesik-3"tin A375 hiicrelerindeki % canlilik degeri
Canhlhik %

Konsantrasyon Yuzde
M

23,960
28,26 21,20 23,01 23,91 24,095 2,996
21,01 22,28 25,36 25,91 23,640 2,371
29,17 42,39 42,03 42,21 38,950 6,521
53,80 57,07 60,51 64,13 58,877 4,446
57,25 71,01 41,67 63,04 58,242 12,405
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Sekil 4.3. A375 hiicrelerinde Bilesik-4 etkilesimi sonucu olusan % canlilik grafigi
(n=4)

Tablo 4.3. Bilesik-4’iin A375 hiicrelerindeki % canlilik degeri
Canhhk %

Konsantrasyon Ylzde

56,58 42,45 62,90 51,910
43,16 46,29 58,76 60,72 55,256 7,826

45,17 66,33 60,60 63,49 58,897 9,445
92,58 102,16 51,32 116,46 90,630 27,983

M
101,39 120,72 100,62 112,21 108,735 9,583

96,54 127,64 11363 110,38 112,047 12,765
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Sekil 4.4. A375 hiicrelerinde Bilesik-5 etkilesimi sonucu olusan % canlilik grafigi
(n=4)

Tablo 4.4. Bilesik-5’in A375 hiicrelerindeki % canlilik degeri
Canhhk %

Konsantrasyon Yuzde

56,10
6780 67,40 67,30 6200 66,125 2,758
99,90 8760 87,00 7510 87,400 10,128
9160 9350 86,10 79,70 87,725 6,202
106,10 9960 8660 8360 93975 10,656
95,90 89,60 70,10 62,60 79,550 15,757
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Sekil 4.5. A375 hiicrelerinde Bilesik-9 etkilesimi sonucu olusan % canlilik grafigi
(n=4)

Tablo 4.5. Bilesik-9’un A375 hiicrelerindeki % canlilik degeri
Canhhk %

Konsantrasyon Ylzde

M
62,49
76,62 74,61 62,43 8519 74,712 9,385
6154 10511 60,30 4280 75650 25,520
101,15 90,04 79,40 91,04 90,407 8,890
92,05 10854 97,07 90,10 96,940 8,271
11552 123,80 106,12 107,66 113,275 8,135

86,31 66,10 68,76 70,915
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Sekil 4.6. A375 hiicrelerinde Bilesik-10 etkilesimi sonucu olusan % canlilik grafigi
(n=4)

Tablo 4.6. Bilesik-10’nun A375 hiicrelerindeki % canlilik degeri
Canhhk %

Konsantrasyon Ylzde

M
75,20

74,80 81,90 91,00 6500 78,175 11,004
99,90 104,30 99,20 9430 99,425 4,095
13550 112,50 130,20 105,10 108,800 5,232

108,00 112,00 9840 97,30 103,925 7,216
92,00 91,50 47,90 1510 91,750 0,353

80,60 54,50 55,10 66,350
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Sekil 4.7. A375 hiicrelerinde Bilesik-11 etkilesimi sonucu olusan % canlilik grafigi
(n=4)

Tablo 4.7. Bilesik-11’in A375 hiicrelerindeki % canlilik degeri
Canhhk %

Konsantrasyon Ylzde

25,80 30,250 5,083
2940 3220 34,20 2220 29,500 5,249

M
4350 70,30 81,30 7040 56,900 18,950

76,50 5590 4320 3630 58533 16,805
11360 9250 5380 47,60 103,050 14,910

117,20 99,40 97,00 97,00 97,800 1,385
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Sekil 4.8. A375 hiicrelerinde Bilesik-13 etkilesimi sonucu olusan % canlilik grafigi
(n=4)

Tablo 4.8. Bilesik-13’tin A375 hiicrelerindeki % canlilik degeri
Konsantrasyon Ylizde Canhhk % ORT SD

150 23,30 20,90 23,00 21,40 22,150 1,178
100 51,10 30,30 48,70 24,40 38,625 13,276
75 74,50 72,60 71,50 61,60 70,050 5,768
50 52,20 47,20 56,40 50,90 51,675 3,795
25 89,50 87,30 94,40 91,40 90,650 3,009
12,5 93,90 92,80 94,90 97,10 94,675 1,830
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Sekil 4.9. A375 hiicrelerinde Bilesik-14 etkilesimi sonucu olusan % canlilik grafigi
(n=4)

Tablo 4.9. Bilesik-14’tin A375 hiicrelerindeki % canlilik degeri

Konsantrasyon Ylizde Canhhk % ORT SD
M
7040 58,10 8360 5390 66,500 13,378
76,30 80,70 92,80 87,70 84375 7,320

9440 9630 99,80 87,90 94,600 4,995
25

90,10 87,90 96,10 94,30 92,100 3,762

. 10440 96,70 10550 9840 97,550 1,202
88,90 9420 73,20 98,80 93,966 4,954
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Sekil 4.10. A375 hiicrelerinde Bilesik-17 etkilesimi sonucu olusan % canlilik grafigi
(n=4)

Tablo 4.10. Bilesik 17’in A375 hiicrelerindeki % canlilik degeri
Canhhk %

Konsantrasyon Ylzde
M

61,50 75,20 61,075
57,40 71,30 64,00 87,00 69,925 12,720
79,80 82,40 104,90 104,20 81,100 1,838
75,90 68,30 91,20 91,30 81,675 11,483
83,00 95,60 94,50 97,60 88,750 8,131
79,60 87,00 73,80 80,30 82,300 4,085
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Sekil 4.11. A375 hiicrelerinde Bilesik-18 etkilesimi sonucu olusan % canlilik grafigi
(n=4)

Tablo 4.11. Bilesik-18’in A375 hiicrelerindeki % canlilik degeri
Konsantrasyon Ylizde Canhhk % ORT SD

150 55,90 54,10 48,50 49,00 51,875 3,688
100 64,60 62,10 64,70 64,70 64,024 1,284
75 111,70 89,40 84,10 76,30 83,266 6,589
50 102,20 89,00 80,90 80,70 88,200 10,102
25 108,40 97,80 90,30 88,10 96,150 9,161
12,5 107,70 99,30 87,30 94,70 97,250 8,542
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Sekil 4.12. A375 hiicrelerinde Bilesik-19 etkilesimi sonucu olusan % canlilik grafigi
(n=4)

Tablo 4.12. Bilesik-19"un A375 hiicrelerindeki % canlilik degeri
Konsantrasyon Ylizde Canhhk % ORT SD

150 47,70 44,20 47,80 44,70 46,100 1,916
100 59,50 59,20 60,40 51,50 57,650 4,131
75 88,90 111,00 93,00 65,40 77,150 16,617
50 92,50 102,90 89,20 75,50 85,733 9,014
25 87,70 92,30 86,60 79,90 86,625 5,118
12,5 83,30 83,50 61,90 55,00 83,400 0,141
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Sekil 4.13. A375 hiicrelerinde Bilesik-15 etkilesimi sonucu olusan % canlilik grafigi
(R?:0,9443) (n=4)

Tablo 4.13. Bilesik-15"in A375 hiicrelerindeki % canlilik degeri
Canhhk %

Konsantrasyon Ylzde
M

28,456
28,18 28,78 27,58 24,58 27,280 1,865
33,43 51,86 23,23 28,71 28,456 5,104
19,86 45,57 17,99 23,38 34,475 15,690
53,14 43,32 44,74 56,29 49,372 6,328
92,04 86,64 86,94 102,98 92,150 7,633



62

150 uM 100 uM 75 uM

50 uM 25 puM

Sekil 4.14. A375 hiicrelerinde Bilesik-15 etkilesiminin mikroskop goriintiileri (10X)



4.2. B16F10 Hucreleri ile Enzim Aktivitesi Olguimii
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Sekil 4.15. Kojik asitin B16F10 hucrelerindeki tirozinaz tGzerine inhibitor etkisi
(n=3)
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Sekil 4.16. Bilesik-15’in B16F10 hiicrelerindeki tirozinaz tizerine inhibitor etkisi
(n=3)
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4.3.Apoptoz Deneyi Sonuclar:

Bilesik-15"in, A375 hiicrelerinde efektor kaspaz mekanizmasi ile apoptoza
yonelme siireci apoptoz deneyi ile incelenmistir. Elde edilen sonuclarda hiicre hatti
i¢cin kazpaz 3/7, sitotoksik ve canli hiicrelerin yiizde degerleri Sekil 4.17., 4.18. ve

4.19.’de sunulmustur.

4=
*
3-
T
2

Kazpaz/Canlilik

Sekil 4.17. 24 saat siiresince Bilesik-15’in ICso degerine maruz birakilan A375
hlcrelerinin kazpaz 3/7 yizdeleri (n>3; *p<0,05)
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Sekil 4.18. 24 saat siiresince Bilesik-15’in ICsp degerine maruz birakilan A375
hlcrelerinin sitotoksite ylzdeleri (n>3; **p<0,01)
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Sekil 4.19. 24 saat siiresince Bilesik-15"in ICsp degerine maruz birakilan A375
hiicrelerinin canlilik yiizdeleri (n>3; **p<0,01)



66

4.4. Saflastirllan RNA Orneklerinin Saflik Diizeyi ve Miktar1

Bilesik-15’e maruz birakilan A375 hiicrelerinin total RN A’lar1 izole edilmistir.
Elde edilen bu RNA’lar 1/10 oraninda seyreltilmis ardindan saflik ve miktar tayinleri

yapilmustir Tablo 4.14..

Tablo 4.14. 24 saat siiresince Bilesik-15’e maruz birakilan A375 hiicrelerinin total
RNA orneklerine ait 260/280 nM dalga boyu (n=3).

A375 Saflik(A260/A280) Miktar (ng/pL)
Kontrol 1 2,9 35,14
Kontrol 2 1,94 161,71
Kontrol 3 1,94 214,09
Bilesik-15 1 1,92 126,55
Bilesik-15 2 1,85 64,22
Bilesik-15 3 2,17 77,46

4.5. A375 Hiicrelerinden Elde Edilen Total RNA Orneklerinin Agaroz

Jel Goruntuleri

A375 hiicrelerinden saflastirilan RNA 6rneklerinin goriintiisti elde edilmistir.
Fotografta 18S rRNA ve 28S rRNA bantlar1 goézlemlenmistir. Bu bantlarin
gbzlemlenmesi total RNA’nin hiicrelerden basarili bir sekilde saflagtirildigini
gostermektedir Sekil 4.20.
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Sekil 4.20. Saflastirilan total RNA 6rneklerinin jel fotografi.

4.6. cDNA Orneklerine Ait Derisim

Bilesik-15’e maruz birakilmis olan A375 hiicrelerinden saflastirilmis olan
RNA ornekleri kalip gorevinde kullanilarak cDNA sentezlenmistir. A375 hicreleri
icin cDNA’lerin miktarlar1 Tablo 4.15.’te gosterilmistir.

Tablo 4.15. cDNA 6rneklerinin miktart (n=3).

A375 Saflik(A260/A280) Miktar (ng/pL)
Kontrol 1 1,74 620,13
Kontrol 2 1,77 639,71
Kontrol 3 1,75 571,99
Bilesik-15 1 1,73 477,44
Bilesik-15 2 1,74 484,52
Bilesik-15 3 1,76 468,71
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4.7. A375 Hucresinde P53, MDM2, BAX, BCL-2, MDR-1 ve JINK

Genlerinin Ekspresyon Diizeyi Bulgular:

Bilesik-15 uygulamasi yapilmamis ve Bilesik-15 uygulamasi yapilmis olan
A375 hiicresinde P53, Mdm2, Bax, Bcl-2, Jnk ve Mdr-1 genleri icin RT-PCR islemi
ile ekspresyon duzeylerinin belirlenmistir ve Gapdh ise kontrol gen olarak secilmistir.

Deneyde tekrarlar n=3 olacak sekilde yapilmistir. Sonuglarin ortalamalar1 ve
standart sapmalar1 hesaplanmistir. Bu hesaplamalar ve GraphPad grafik programi
yardimiyla gen ekspresyon grafikleri ¢izilmistir.

24 saat boyunca Bilesik-15’¢ maruz birakilmis A375 hiicrelerinin Bilesik-15
uygulanmamis kontrol grubuna kiyasla elde edilen gen ekspresyon duizeylerine ait
ortalama ve standart sapma degerleri Tablo 4.16.’de bildirilmistir. Bu genlerin

ekspresyon diizeylerine ait grafikler ise Sekil 4.24.’de bir arada sunulmustur.
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Sekil 4.21. 24 saat siiresince Bilesik-15’¢ maruz birakilmig A 375 hicrelerinde P53
ve Mdm?2 ekspresyon diizeylerinde saptanan degisiklikler (n>3; *p<0,05)
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Sekil 4.22. 24 saat siiresince Bilesik-15’¢ maruz birakilmig A375 hicrelerinde Bax
ve Bcl-2 ekspresyon diizeylerinde saptanan degisiklikler
(n>3;***p<0,001).)
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Sekil 4.23. 24 saat siiresince Bilesik-15’e maruz birakilmis A 375 hicrelerinde Jnk
ve Mdr-1 ekspresyon diizeylerinde saptanan degisiklikler (n>3; *p<0,05)
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Sekil 4.24. 24 saat siiresince Bilesik-15’e maruz birakilmis A 375 hiicrelerinde
TP53, Mdm2, Bax, Bcl-2, Jnk ve Mdr-1 genlerinin ekspresyon
diizeylerinde saptanan degisiklikler (n>3; *p<0,05, ***p<0,001)

Tablo 4.16. 24 saat boyunca Bilesik-15’¢ maruz birakilmis A375 hiicrelerinin
Bilesik-15 uygulanmamis kontrol grubuna kiyasla elde edilen gen
ekspresyon diizeylerine ait ortalama ve standart sapma degerleri (n>3).

A375

Gen Kontol Bilesik-15
Ort. 1,000 0,170
TP53 Std. S. 0,408 0,077
Ort. 1,000 1,383
Mdmz2 Std. S. 1,708 1,330
Ort. 1,000 0,080
Bax Std. S. 2,401 0,092
Ort. 1,000 0,048
Bcl-2 Std. S. 0,464 0,233
Ort. 1,000 0,102
Mdr-1 Std. S. 2,480 0,398
Ort. 1,000 0,177
Jnk Std. S. 0,954 0,078

Elde edilen sonuglara gore, A375 hiicrelerinde Bilesik-15 uygulamasina yanit
olarak tiimor baskilayici gen olan p53°iin ekspresyonunda kontrole anlamli bir sekilde
azaldig1 goriilmiistiir. Mdm?2 geni p53°in hiicresel inhibitori olarak bilinir ve bu genin

ekspresyon profili, p53°ten daha yiiksek bigimde elde edilmistir.
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Bax ve hcresel inhibitéri olan Bcl-2’ye ait ifadelenme dizeyleri A375
hiicreleri i¢in bakildiginda, Bax’da kontrole gore anlamli bir artis gézlemlenmistir.
Bax/Bcl-2 oran1 apoptotik bir belirte¢ olarak goriildiigii i¢in bu oran hesaplanmustir.
Bu deger 2,4 kat olarak hesaplanmis ve kontrole kiyasla yiikseldigi sonucu elde
edilmistir.

Ilag direnci geni olarak bilinen Mdr-1’in ekspresyonu, A375 hiicrelerinde
Bilesik-15 verildigi hiicrelerde kontrole kiyasla biiylik bir artis gézlemlenmistir ve bu
artis istatistiksel acidan anlamlidir.

Jnk’nin ekspresyonu, A375 hiicrelerinde Bilesik-15 ve kontrolde anlamli bir

farklilik gézlemlenmistir.
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Sekil 4.25. RT-PCR islemi sirasinda genlerin gosterdigi piklerin grafigi

4.8. Akis Sitometri ile Apoptoz ve Canlilik Tayini

Hiicrelerde olusan apoptozun belirlenmesinde kullanilan Annexin V/PI
boyama yontemi flow sitometri analizi ile degerlendirildi. Bu ydntemde hiicreler
Annexin V-FITC ve PI boyalar ile boyanma durumlarina gore; canli (Annexin V -/
Pl -), erken apoptotik (Annexin V + / Pl -), gec apoptotik (Annexin V + / Pl +) ve
nekrotik (Annexin V -/ PI +) olarak degerlendirildi Sekil 4.26. ve Sekil 4.27.
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Sekil 4.26. Akis sitometri analizinde A375 hicrelerine 24 saat siresince kontrol
uygulanmasindan sonra Annexin V ve PI boyalarla boyanma sekline gore
degerlendirilmesi.(Q1:Erken Apoptoz, Q2:Geg¢ Apoptoz, Q3:Nekroz,

Q4:Canlilik)
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Sekil 4.27. Akis sitometri analizinde A375 hiicrelerine 24 saat siiresince Bilesik-
15’in uygulanmasindan sonra Annexin V ve PI boyalarla boyanma
sekline gore degerlendirilmesi.(Q1:Erken Apoptoz, Q2:Ge¢ Apoptoz,
Q3:Nekroz, Q4:Canlilik)
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Sekil 4.28. A375 hiicrelerine 24 saat siiresince Bilesik-15’in uygulanmasi ile
uygulanan deney ve kontrol gruplarindaki A375 hiicrelerinin % hiicre
degerlerinin gosterimi (n>3; *p<0,05, ***p<0,001)
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Tablo 4.17. A375 hiicrelerine 24 saat siiresince Bilesik-15’in uygulanmasi ile uygulanan deney ve kontrol gruplarindaki A375
hiicrelerinin % hiicre degerlerinin grafigi

% | Kontrol Bilesik-15
annexin V+ PIl- | annexinV+ Pl+ |PI+ annexin V- |annexin V- Pl- |annexin V+ PIl- | annexinV+ PI+ | Pl+ annexin V- | annexin V- PI-
(early apoptotic) | (late apoptotic) | (hecrotic) (viable) (early apoptotic) | (late apoptotic) | (necrotic) (viable)

n=1 |8,44 13,3 0,54 77,7 14,3 58,8 5,29 21,7

n=2 | 2,57 7,0 7,0 83,4 8,75 58,6 4,2 28,5

n=3 |6,0 14,9 4,0 75 5,6 33,2 30,1 31,1

Ort. | 5,670 11,733 3,846 78,700 9,550 50,200 13,196 27,100

SD (2,948 4,176 3,232 4,288 4,404 14,722 14,648 4,853
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4.9. Protein Miktar Tayini Bulgular:

A375 hicrelerindeki total protein dizeyinin belirlenmesi protein miktar tayini
deneyinin yapilmasina karar verilmistir.

Belirli derisimlerde protein bulunduran standartlarin BCA deneyi sonunda 562
nm dalga boyundaki absorbans degerleri 6l¢tilmiistur. Elde edilen bu verilerin standart
egri grafigi ¢izilmistir. Deney sonucunda elde edilen drneklerin standart absorbanslari
Tablo.4.18.’de verilirken; standart egri grafigi ve denklemi ise Sekil.4.29.’da

gosterilmistir.

Tablo 4.18. 2000 pg/mL igerecek sekilde artan derisimlerde 8 adet protein
standartina ait 562 nm’de dl¢iilen absorbans degerleri (n=2).

pg/mL Absorbans (562 nm) Ort. Ort. - Kor

0 0,326 0,34 0,333 0,000
125 0,272 0,285 0,278 0,021
250 0,306 0,226 0,266 0,033
500 0,192 0,196 0,194 0,059
750 0,167 0,149 0,158 0,095
1000 0,123 0,142 0,1325 0,167
1500 0,118 0,122 0,120 0,179

2000 0,099 0,099 0,099 0,234
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Sekil 4.29. BCA deneyi sonucu elde edilen standart degerlerinin standart egri grafigi
ve denklemi (n=2).

A375 hiicrelerinin 48 saat boyunca Bilesik-15’¢ maruz birakilmalarinin
ardindan western blot deneyine gore normalize edilmesine ait hesaplamalar asagida

Tablo.4.19.’de gosterilmistir.

Tablo 4.19. 48 saat boyunca Bilesik-15’e maruz birakilan A375 hiicrelerinin BCA
deneyi ile 6lgulen total protein diizeyleri (n=2).

Kontrol 1 1,095 1,056 1,075 9693
Kontrol 2 1,052 1,066 1,059 9528
Kontrol 3 1,070 1,055 1,062 9563
Bilesik-15 1 0,807 0,860 0,833 7273
Bilesik-15 2 0,852 0,885 0,868 7623

Bilesik-15 3 0,864 0,907 0,885 7793
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4.10. Western Blot Bulgular:

A375 hcrelerinde yapilan western blot analizi sonucunda B-Actin, P53 ve
Mdr1 proteinlerinin ¢esitli diizeylerde eksprese edildigi gozlemlenmistir. Yapilan bu
western blot analizi sonucunda da bu proteinlerin belirli diizeylerde Bilesik-15 ve

kontrol gruplarinda eksprese oldugu gozlemlenmistir.

EEE % % %
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Sekil 4.30. Bilesik-15 uygulamasi sonucunda elde edilen Mdrl ve p53 genlerinin
western blot analiz sonuglari.
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5. TARTISMA

Melanoma diinyada mortalitesi en yiiksek olan kanser tiirlerinden biridir. Bu
agresif kanser tiirii, V60OE adi verilen bir imza mutasyon ile beraber metastatik dzellik
kazanmaktadir. B-Raf genine ait 600 numarali kodonunda Valin’in Glutamat’a
doniistimii ile karakterize olan bu nokta mutasyon bircok metastatik kanser tiiriinde
mevcuttur. Vemurafenib, 6zellikle bu mutasyonu hedef alan FDA onayli bir ilagtir.
Ancak toksisitesi ¢ok yiiksektir ve V600E mutasyonunu tasimayan melanoma
tirlerinde timor progresyonunu arttirmaktadir. Bu sebeple toksisitesi diisiik, A375
insan malign melanoma hiicrelerinde segici olarak etkili tiirevlerin eldesi dnemli bir
eksiklik arz etmektedir. Ekibimiz tarafindan gerceklestirilen daha Onceki bir
calismalarda, antimelanoma etki gdsteren Mannich bazlar1 sentezlenmis ve tirozinaz
inhibisyonu etkinlikleri gosterilmis, ¢alismanin sonuglar1 yaymlanmistir. Bilesiklerin
hiicre canlilig1 tizerine etkileri, A375 insan melanoma, HGF-1 gingival ve MRC-5
hiicre hatlar1 tizerinde sitotoksik etkileri spektrofotometrik olarak Siilforodamin B
testiyle belirlenmistir ve yaymlanmistir (65). Sonuclar ile de 13.12.2017 tarihinde
Tiirk Patent Enstitiisiine “Kojik Asit Tiirevi Bilesiklerin Antikanser ve Antitirozinaz
Aktiviteleri” baslikli bulusla (TR2017/20155) basvurulmus ve kabul edilmistir.

Bu calismada, tiniversitemiz Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Kimya Anabilim
Dalinda 6gretim iiyesi ve proje arastirmacisi Prof. Dr. Mutlu Aytemir ve ekibinin
sentezlemis ve karekterizasyonu yapilmis olan Mannich Bazi tiirevi bilesikler
kullanilmigtir. Bilesiklerin kimyasal yapis1 Tablo 2.2°de gosterilmistir.

Ekibimiz tarafindan yillardir yiiriitilmekte olan c¢aligmalarda piperidin
halkasina sahip bilesiklerin diger yapilara sahip bilesiklere kiyasla daha yiiksek
sitotoksik aktivite gosterdigi belirlenmistir. Bunun sebebinin ise piperidin halkasinin
par¢alanmasi sonucu alkil gruplarina dontismesi oldugu disiinilmektedir, zira
bilindigi {lizere alkil gruplart g¢ogunlukla DNA bazlarina baglanmak suretiyle
replikasyonu sekteye ugratir ve hiicre boliinmesini engellemekteir. Yapida goriilen bu
degisim ve daha Onceki caligmalarda elde edilen sonuglar yapilmasi planlanan
caligmanin hipotezinin ortaya konulmasina neden olmustur.

Bu bilgiler dogrultusunda yapilmis olan bu tez ¢aligmasinda Tablo2.2.’de
sunulan bilesiklerin igerisnde A375 insan malign melanoma hiicrelerine karsi

sitotoksik Ozelligi en kuvvetli bilesigin malign melanoma hiicresini hangi
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mekanizmalarla ©liime gotirdiigii ve hiicre icerisinde hangi molekiiler 6lim
yolaklarimi tetikledigi arastirilmistir. Bu amagla, bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda,
sentezlenen bilesiklerin A375 insan malign melanoma hiicrelerinin canlili§i nasil
etkiledigi arastirilmustir. Sitotoksik etkisi en yiiksek olan Bilesik-15 (Sekil.6.1.) icin
liiminometrik bir yaklasimla hiicre canlilig1, hiicre sitotoksisitesi, efektér kaspaz 3/7
aktivasyonlar1 acisindan etkinlikleri tayin edilmistir. Bilesik-15’in  melanoma
hiicrelerinde tetikledigi 6liim yolagi akis sitometrisi ile belirlenmistir. Bu amagla A375
hiicrelerinin RNA’s1 izole edilmis 61iim mekanizmalarinda rol alan genlerin (p53, Bax,
Bcl-2, Jnk, Mdm2, Mdrl) ekspresyon diizeyleri incelenmistir. Gen ekspresyon
verilerini takiben apoptotik p53 ve mdrl proteinlerinin ekspresyon diizeyi western
blotlama ile Ol¢ilmiistiir. Son olarak bilesigin enzimatik inhibisyonu B16F10
farelerinin sitozolii ve kontrol olarak mantar tirozinazi kullanilarak spektrofotometrik

olarak belirlenmistir.

cl
Bilesik-15
/ N S Cl

C23H29Cl2N303
Mol. Wt.: 466,401

Sekil 5.1. Bilesik-15’1n fiziksel ve kimyasal yapis1

Tablo 2.2.’de gosterilen bilesiklerin sitotoksisiteleri, ATCC’den temin edilen
A375 insan melanoma hiicre hattt SRB deneyi ile incelenmistir. Hlcresel proteinlerin
icerigini kolorimetrik olarak belirleyerek élcen SRB deneyi, diger bilinen sitotoksisite
deneylerinden farkli bir sekilde elektrokimyasal potansiyel (zerinden &lglim
yapmamaktadir. SRB’nin 6l¢iim prensibi canli hiicrelerdeki protein igerigi lizerinden
yapilmaktadir. SRB deneyinden alinan sonuglarin canlilik ile dogrusal, genis 6l¢ekli
ve tekrarlanabilir ilag taramalar1 i¢in oldukga uygundur. 2008 yilindan bu yana SRB,
Amerikan Ulusal Kanser Enstitisi (NCI) tarafindan sitotoksisite Ol¢ciim yontemi

olarak kabul edilmistir.

Bilesikler 150, 100, 75, 50, 25 ve 12,5 uM’lik azalan konsantrasyonlarda
calisilmistir. Bilesik 2-5, 9-11, 13-15 ve 17-19°un A375 hiicrelerine kars1 gosterdigi
ICso degerleri uM olarak Tablo.2.2’deki sirasiyla 175,4; 45,42; 86,3; 135,7; 249,7;
182,5; 74,63; 79,45; 202,4; 9,81; 365,2;152,1 ve 139,4 uM olup; bu bilesiklerin daha
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once yapilan caligmalardaki referanslara gore (Vemuranfenib; ICsp: 4,58 pM,
Dakarbazin; ICso: 69,57 uM, Kojik Asit; 1Cs50:98,77 uM) daha diisiikk dozlarda A375
insan melanoma hiicre hattina sitotoksik oldugu goriilmiistiir. Bu bilesikler i¢inde
bulunan Bilesik-15, sitotoksisite agisindan en etkili bilesik olmustur ve en diisiik ICso
degerine sahiptir Sekil 4.13.. 1Cso degeri 9,81 uM olan Bilesik-15’in Dakarbazin ve
Kojik asite gore daha az sitotoksik oldugu saptanirken, Vemurafenib ile yarigabilecegi
gbzlenmemistir (65). Deneylerde 13 bilesik kullanilmigtir. Kullanilan tiim bilesikler
icin A375 hiicre hattinda canlilik diizeylerinde doza bagimli bir azalma
gozlemlenmistir. Bu azalma istatiksel olarak da ve mikroskop altinda da
gbzlemlenmistir. Ayrica en etkili bilesik se¢ilen Bilesik-15’in diger bilesiklerden daha
etkili olmas1 konformasyonel yapisindaki metil grubunun pozisyonundan
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Tirozinaz enzim inhibisyonu incelenmesi i¢in B16F10 fare kaynakl: hiicre hatt1
kullanilmigtir. BI6F10 hiicrelerinin bu asamada kullanilmasinin nedeni ise bu hiicre
hattinin yuksek melanosit aktivitesi gdstermesidir. Standart bilesik olarak Kojik asit
kullanilmistir. inhibisyon oranlar1 nonlineer regresyon yontemi ile istatistiksel olarak
hesaplanmistir. Cizim programi olan GraphPad Prism 5.03 ile ¢izilmis, 1Cso Ve
standart sapma degerleri hesaplanmistir. Sekil.4.15. ve Sekil.4.16.”da etkin tirozinaz
inhibisyonu Bilesik-15 ile Kojik asitin L-DOPA’ya kars1 62,50, 125, 250, 500 ve 1000
uM doz araliklarindaki 492 nm’deki absorbans degerleri verilmistir. Bu degerler
sonucunda her bir doza karsilik gelen % inhibisyon degerleri hesaplanmustir. Bilesik-
15 ve Kojik asitin B16F10 tirozinaz enzim inhibisyonu 1Cso degerleri. Sekil.4.15. ve
Sekil.4.16.’da ayr1 ayr1 verilmistir.

Kojik asite ait 1Cso degeri 59,20 uM Sekil.4.15. iken en yuksek inhibisyonu
gosteren Bilesik-15’in ICso degeri 76,69 uM’dir. Sekil.4.16. Bilesik-15’in gosterdigi
ICso degeri Kojik asit ile karsilagtirilinca aralarinda yiiksek bir ICso degeri
gozlemlenmemistir. Bunun sonucunda Bilesik-15’in B16F10 tirozinaz inhibisyonu
icin Kojik asitle yarigabilecegi gozlemlenmistir.

Tezin Uglncli basamaginda apoptoz deneyi yapilmistir, yontem kisminda
anlatildig1 sekilde hiicreler 96 kuyucuklu plakalara ekilmis ve belirlenen kuyucuklara
Bilesik-15’in ICsp dozunda ilag uygulamasi yapilmistir. Apoptozda hayati bir dneme

sahip olan Kkaspazlar, sistein-aspartik-proteazlar olarak bilinirler. Apoptozun
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baglatilma ve uygulanma slrecinde kaspaz ailesi Gyeleri ¢ok ©6nemli roller
almaktadirlar. Bu kaspaz ailesi iki grupta incelenir; bir sinyal sonucunda ilk olarak
devreye giren baslatici1 kaspazlar (kaspaz 2, 8, 9 ve 10) ve apoptoz son asamasi olan
yikim siirecinden gorev alan efektor kaspazlar (kaspaz 3, 6 ve 7) Sekil.5.2. Bilinen
bircok kanser tedavisi, kansere yakalanmis hiicreyi apoptoza goétlrebilmek icin bu
kaspazlari direkt ya da dolayli olarak etkiler (88). Efektor kaspazlardan olan kaspaz 3,
6 ve 7 aktive edildigi zaman; endonikleaz aktivasyonu, DNA fragmantasyonu, niikleer
proteinlerin imha edilmesi, fagositik hiicreler i¢in ligand ekspresyonun olusmasi ve
son olarak apoptotik cisimlerin gozlemlenmesi olarak gergeklesir (89). Bilesik-15 ile
muamele edilmis olan A375 hiicrelerinde, apoptoz yiizdesinin arttig1 ve kaspaz 3/7
aktivitesinin kontrol gruplarina gére daha yiiksek oldugu bulunmustur. Bilesik-15’in
sitotksisite yoniinden kontrol grubuna gore 2.5 kat daha yiiksek oldugu saptanmustir.
Hiicrelerdeki canlilik orani incelendiginde ise kontrol grubundaki hiicrelerin Bilesik-
15 uygulanmis hiicrelerden daha yiiksek oranda anlamli bir canlilik yiizdesi
gostermektedir. Boylelikle Bilesik-15’in ICsp degerine maruz birakilan canli
hicrelerin yizdesini etkili bir bi¢imde azalttigi ve bu etkinin belirgin oldugu
kanitlanmistir. Tiim bu bilgilerin 1s181nda efektor kaspazlar apoptotik cisimciklerin son
asamas1 olarak gorildiigli icin Bilesik-15"in hiicreleri apoptozun son asamasina

gotiirdiigline 1saret etmektedir.

Ugand
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Sekil 5.2. Apoptoz mekanizmasi ve efektor kaspazlari (90)
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Akis sitometrisi, tek bir hiicre bazinda canliligi, apoptozu nekrozu
degerlendirmek icin yaygin olarak kullanilmaktadir(91, 92). Olu hiicrelerin plazma
membranindan gecen Propidyum iyodiir (PI) boyasi ise kromozomal DNA’ya
baglanabilme o6zelligi tasidigindan ge¢ apoptotik ve Olii hiicrelerin  sayisinin
belirlenmesinde kullanilmaktadir (43). Ge¢ apoptozda ise nekroza benzer fizyolojik
mekanizmalar goriilmesine ragmen nekrozdan farkli olarak hiicre 6liimiinii kontrollii
bir sekilde saglanir. Ge¢ apoptoz nekrozdan farkli olarak ¢evredeki saglikli hiicrelere
zarar verme egiliminde bulunmaz. Geg¢ apoptotik ve nekrotik hiicreler genellikle
bagisiklik sisteminin aktivatorleri olarak kabul edilirler, dahasi, hem erken hem de ge¢
apoptotik hiicrelerin sinyallesme tizerindeki etkileri, nekrotik hiicrelere gére daha fazla
baskin olmustur (93-95). Bu nedenlerden dolay1 ¢alismada elde edilen ge¢ apoptoz
oraninin yliksek olmas1 A375 hiicrelerini daha etkili daha etkili bir programli 6liime
gotlirdiigii yani DNA’ya baglanarak etkin bir sekilde ¢alistigi sdylenebilir. Erken ve
gee apoptoz doz bagimli degiskenlik gosterebilir. Ayrica bu ¢alismanin sonuglar

kazpaz 3/7 deneyi ile anlaml1 ve olumlu sonuglar gosterdigi sdylenebilir.

Tezin bu basamaginda, Bilesik-15’in A375 hiicrelerinde hangi apoptotik
genleri etkiledigini tespit etmek i¢in hiicrelerden RNA saflastirilmig, ardindan cDNA
olusturulmustur. Bu cDNA’lar RT-PCR yoOntemi ile gen ekspresyon diizeylerinin
belirlenmesinde kullanilmistir. Apoptoz yolaginda aktif genlerden biri olan p53 geni
ve bu genin hicresel inhibitori olan Mdm2, Bcl-2 ailesinin ilk dyesi olan ve anti-
apoptotik 6zelik gosteren Bcl-2, yine Bcl-2 ailesinden olan ve pro-apoptotik dzellik
gosteren Bax, ¢coklu ila¢ direnci geni olan Mdrl ve Mitojenle aktive olan protein kinaz
(MAPK'ler) ailesinden olan Jnk genlerinin ekspresyon dizeyleri incelenmistir. Bu
diizeyler hiicrelerde ekspresyon diizeyi her kosulda ayni kalan Gapdh geni ile
kiyaslandirilmistir.  Bu genlerin gosterdigi iliski Sekil 5.2. ve Sekil 5.3.’te
gosterilmistir. Gen ekspresyon duzeylerinin incelenmesi sonucu elde edilen verilerde
gozlenen doza bagh degisiklikler Student’s t test ile analiz edilmistir. Bu analizlerin
istatistiksel agidan anlamli olup olmadiklari incelenilmistir. GraphPad isimli yazilim
programi ile bu testin degerlendirilmesi yapilmistir. Olusturulan cDNA’lar gen
ekspresyonlarinin belirlenmesi amaciyla RT-PCR islemine tabi tutulmustur. Diizeyleri
belirlenmek istenen genler sirasiyla apoptotik p53 ve Bax, anti-apoptotik Bcl-2 ve

ayrica Jnk, Mdm2 ve Mdr1 genleri incelenmistir.
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Bcl-2 ailesi Uyeleri hem proapoptotik hem de antiapoptotik fonksiyonlar
gosterirler ve intrinsik apoptotik mekanizmada 6nemli roller oynarlar. intrinsik
mitokondriyal apoptotik program icin Bcl-2 ailesi Uyeleri merkezi duzenleyici
proteinlerdir. Bu protein ailesinin etkilesimleri sayesinde hucrenin apoptoza gidip
gitmeyecegi belirlenir (96, 97). Proapoptotik proteinler fazla ise hiicre apoptoz egilimi
gosterir. Ancak antiapoptotik proteinlerin fazla olmasi1 durumunda ise hiicre apoptoza
daha az egilim g0sterir (98). Proapoptotik tyeler BAX, BAD, BID, BAK, BCLXS,
BiM, NOXA ve PUMA’dir. Sitozolde yer alan bu proteinler, Apoptoz indikleyici
faktor (AIF) ve Sitokrom-c’yi artirarak apoptozu indiiklerler. Bu proteinlerin zitt1 olan
antiapoptotikler ise Bcl-xL, Bcl-2 ve Mcl-1dir. Antiapoptotik proteinler ise gekirdek
zart, mitokondrinin dis membranind ve endoplazmik retikulumda bulunurlar.
Hicrelerde por olusumunda goérev alarak iyon transportunu duzenlemektedirler.
Ozellikle hiicre icindeki Ca** oranimm kontrol altinda tutarlar. Kaspazlarin éncii
formlariyla birlikte devreye girdiklerinde ise AIF ve Sitokrom-c salinimini bloke edip
apoptozu inhibe ederler (96, 97, 99, 100). Bcl-2/Bax oran1 hematolojik malignitelerde
prognostik faktor isareti olarak kullanilmaktadir (101). Yapilan birgok calismada,
yiuksek Bcl-2/Bax oranmna sahip kanserli hastalarda uygulanan radyoterapiye
verdikleri yanitin oldukea diisiik oldugu belirlenmistir. Bu c¢alismalar, radyoterapi
direncini tahmin etmek igin, potansiyel bir molekdler belirte¢ olarak Bcl-2/Bax
oranina bakilmasina yonlendirmektedir (102). Bcl-2’nin kontrole kiyasla azalmasi ve
Bax’m kontrole kiyasla 2,4 kat artmas1 Bilesik-15’in hiicreleri 24 saatte apoptoza
gotiirdiigli gozlemlenmistir ve Bilesik-15’in intrinsik apoptotik mekanizmada etkili
oldugu gozlemlenmistir.

p53 proteini DNA’ya baglanabildigi yer olan hiicre ¢ekirdeginde
bulunmaktadir. p53 proteini DNA hasari sirasinda bu hasari degerlendirir ve ileri yanit
dizenlemektedir. DNA’nin aldigi hasar diizeltilebilecek bir durumdaysa p53, hucre
dongiistinii G1/S fazinda durdurarak DNA onarict genleri devreye sokarak hasarin
onarilmasini saglar. Daha sonrasinda ise hiicre dongiisiinii durdurdugu yerden devam
ettirir. Eger DNA’da meydana gelen bu hasar onarilamayacak derecede ise p53,
hicrenin bélinmesini engeller ve hiicreyi apoptoz mekanizmasina sokar. p53 proteini
hiicrede DNA’y1 baglayarak p21 proteinini uyarir. p21 proteini ise dogruca sikline
bagimli kinaz 2 (CDK2) ile kompleks olusturur ve hiicre boliinemez Sekil 5.3.. p53
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geninde herhangi bir mutasyon olusursa bu protein DNA’ya uygun bir sekilde
baglanamaz ve bu durum p21 dretiminde aksaklik yaratacagi igin hicrenin
¢ogalmasimi durduracak sinyal olusmaz. Bu durumun sonucunda ise hucreler
kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmaya devam ederler (89, 96, 103, 104). p53 proteininin
aktivasyonu; UV, kimyasal ajanlar ve oksidatif stres gibi DNA hasarina yol agan
faktorler sayesinde olur. Yapilan deneyde p53°lin aktivitesini erkenden gosterdigi
diistiniilmiistiir ve bu ¢ikarima ise Bax’in aktivitesinin yiiksek olmasi sebebiyle

varilmstir.

Onkogen aktivasyonu DNA hasan

v
E2F-1, RAS, RAF |

ATM, ATR

Protzomml .

degredasyon

Sekil 5.3. Mdm2’nin p53’ii diizenlemesi (105)

Mdm?2, p53’iin tanimlanan ilk transkripsiyonel hedeflerinden biridir. Mdm?2,
yapisinda bulunan p53 baglama bolgesi ile p53’tn N-terminal transaktivasyon
bolgesine baglanir ve bu baglanma p53°tin aktif transkripsiyon yeteneginin
baskilanmasina sebep olur (106). Ayrica Mdm?2, p53’tin C-terminal dizenlenme
bolgesinde ubikuitinlenerek p53’iin proteazom aracili par¢alanmasini saglar. p53-
Mdm?2 iliskisi inhibe edildiginde ise transkripsiyonel olarak aktif p53 birikimine yol
acar. Mdm?2’nin p53 iizerindeki denetimi p53’iin normal bir hiicrede diisiik seviyede
tutulmasinda gorevli oldugunu gostermektedir (107). p53’iin proteini ¢ekirdege giris

icin gerekli olan cekirdek translokasyon dizisine sahiptir ancak c¢ekirdek c¢ikis
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dizisinden yoksundur. p53’iin gekirdekte aktivite gosterdigi bilinirken, sitoplazmada
yikildig1 goriilmiistiir. Bu sebeple ¢ekirdekte biriken p53’iin sitoplazmaya taginarak
yikima ugratilmas1 gerekmektedir. Bu asamada tasima islemi i¢cin Mdm2 devreye
girer. Cekirdege giris ve ¢ikis dizisine sahip olan Mdm?2, ¢ekirdege girerek p53°e
baglanir ve p53°iin ¢ekirdekten sitoplazmaya tasinmasini sagladiktan sonra ubikuitin
aracili proteazom yolu ile pargalanmasina aracilik eder. Hiicredeki p53 seviyesi,
stirekli olarak bazal bir diizeyde tutulmasi gerekir, bu durum hicre dénglsunin
kontrolli icin son derece 6nemlidir. p53, kendi transkripsiyonel aktivasyonunu
tetikleyerek hiicredeki p53 seviyesini arttirir, diger taraftan da parcalanmasina sebep
olan Mdm2’nin transkripsiyonel aktivasyonunu tetiklemektedir. Sonug olarak,
hiicredeki p53 seviyesinin siki kontrolii, yine kendisi tarafindan yonetilen pozitif ve
negatif geri bildirim (feedback) mekanizmalari ile gergeklesmektedir (108-110). Tum
bu bilgiler 1s18inda yapilan ¢alismada Mdm2’nin oranin p53’e gore yiiksek olmasi
hiicrelerde yiikselmis olan p53 seviyesinin kontrol altina alinmis olabilecegini
desteklemektedir.

Ilag direnci ilk defa fare 16semik hiicrelerinde 4-amino-N10-metil-
pteroilglutamik asite kars1 direng olustugunun deneysel olarak anlasilmasiyla 1950
yilinda anlasilmistir. ilag yada ajan ile tedavi edilen hiicreler fonksiyonel ve yapisal
olarak birbiriyle iligkisi olmayan diger ila¢ ve ajanlarin sitotoksik etkilerine karsi
direnc ortaya koymasi olarak bilinen ¢oklu ilag direnci genellikle Mdr1 iligkilendirilir.
Mdr1 geni ekspresyonunda, Mdr1 geninin Grtini olan P-glikoprotein ile iliskilendirilir.
170 kD’luk bir glikoprotein olan P-glikoproteinin varlig1 bir ¢ok hiicre hattinin ilag
direng derecesi ile birliktelik gosterdigi anlasiimigtir (111-114).

P-glikoprotein saflagtirilmast 1979 yilinda yapilmustir (115). 1982 yilinda ise
direncli hiicre hatlarindan alinan DNA’nin direngli olmayan hiicrelere aktarilmasi
sonucunda proteinin ekspresyonu ile uyumlu sekilde direncli olmayan hiicrelerde de
direng gelistirdigi gosterilmis ve bununla birlikte P-glikoproteinin hiicrelerdeki ilag
direnci roli somut bir kanitla ortaya konulmustur. 1985°te ise P-glikoproteininin
kodlayicist olan Mdr-1 geni klonlanmistir (116). Bir ¢ok kanser turiinde ilaglara karsi
gelistirilen ¢oklu ilag direnci, bir ¢ok kemoterapinin basarisizlikla sonuglanmasina
sebep olmustur (117, 118). Bu bilgiler dogrultusunda Mdr-1 geni icin ilk 24 saatte

gordiigiimiiz tepkinin yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bilesik-15 kimyasal bir ajan veya
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her hangi bir kemoterapik ajan ile birlikte hlcreye verilebilirse Mdr-1’in etkisini
degisebilecegi beklenilebilir. Daha az Mdr-1 aktivitesi goriilmesi igin de Bilesik-15
daha diisiik dozlarda hiicrelere uygulanabilir. Buna ek olarak Bilesik-15’in 48 ve 72
saatlik uygulamalariyla Mdrl oraninda degisiklik goriilebilecegi diisiiniilmektedir.

MAPK ailesinden olan Jnk geni; reseptor olmayan serin-treonin kinazlara ait
bir alt Gyedir. Jnk; apoptoz, proliferasyon ve farklilasma gibi hiicresel olaylarini
duzenlemekte rol oynar. Bunlarin yani sira hormonlar, oksidatif stres, ozmotik stres ve
hicresel tepkilerde bulunan sinyal iletim yollarna da aracilik eder (119). Jnk
genlerinin 10 farkli izoformu vardir. Jnk1 ve Jnk2 formlari neredeyse tim hiicrelerde
ifade edilir, Jnk3 ise beyin, kalp, pankreas ve testis gibi belirli organlarin hiicrelerinde
ifade edilmektedir. Jnk’nin kisa siireli aktivasyonu proliferasyonu tetiklerken, Jnk’ya
ait uzun sureli aktivasyon ise apoptozu tetiklemektedir (120). Oksidatif stres ile olusan
Jnk aktivasyonunda, Sitokrom-c mitokondriden sitoplazmaya birakilir ve bu
durumunda kaspaz aktivasyonu ile sonlandigi bilinmektedir (121). Bu bilgiler
dogrultusunda Jnk geninde kontrole kiyasla anlamli  bir degisiklik
gozlemlenilmemistir. Bu sebeple apoptoz mekanizmamiz Jnk yolag: {izerinden etki
etmemektedir yada Jnk ila¢ uygulamasindan sonra erken evrede aktivasiyon gosterip
yeniden bazal seviyesine donmiistiir. Bu ¢ikarimlar1 desteklemek igin ise ileri ve
detayli deneylere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Tezin son asamasi olarak yapilan western blot deneyinde elde edilen sonuglar
gen ekspresyonu deneyi sonuglari ile tutarhidir. Sekil 4.30.°daki bulgular
dogrultusunda A375 hiicrelerinin Bilesik-15 ile 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda
Mdr1 protein diizeyinde kontrol grubuna kiyasla artis gzlemlenmistir. Buna zit olarak
Bilesik-15 uygulamasit P53 diizeyinin baskilanmasma sebep olmustur. Bu durum

Mdm?2 gen ekspresyon diizeyinin artisi ile agiklanabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Ileride yapilacak olan ¢aslismalarda daha fazla hiicre hatt ile deneyler yapilip
kiyaslanma yapilabilir. Diger melanoma hiicre hatlar iizerinde de denenebilir. Diger
melanoma tedavisinde klinikte kullanilan kemoterapi yada immiinoterapi ajanlariyla
birlikte uygulanarak sinerjik etkisi arastirilabilir. Bilesik-15’in sitotoksik etkisini
DNA’ya interkale olarak m1 yoksa farkli bir mekanizma iizerinden gosterdigi
incelenebilir bu amagla molekiiler docking calismalar1 yapilabilir. Bilesik-15’in
intrinsik apoptotik yolagi aktive ettiginin daha ileri diizeyde kanitlanmasi amaciyla
kaspaz 8 ve kaspaz 9’un yani sira farkli belirleyici proteinlerin diizeyleri Olciilebilir.
Bileigk-15’in hiicre dongiistinii hangi fazda durdurdugu arastirilabilir. Son olarak
Bilesik-15’in farkli formiilasyonlart ve bu formiilasyonlarin in-vivo sistemlerdeki

potansiyel anti-timaor aktivitesi gozlemlenebilir.
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