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ÖZET 

 

Melanom Hücre Hatlarında Borik Asit Uygulamasının Tirozinaz Enzim 

Aktivitesi Üzerine Etkisinin İncelenmesi 

Malign melanom; cilt, göz ve saç rengini belirleyen nöral krest kökenli 

melanin üreten melanosit hücrelerinin malign tümörü olup görülme sıklığı hızla artış 

gösteren ve mortalitesi yüksek olan bir kanser türüdür. Tirozinaz enzimi 

(EC.1.14.18.1) melanositlerde melanin oluşumundan sorumlu enzim olup melanom 

kanserinde aktivitesinin arttığı gösterilmiştir. Tirozinaz enzimi yıllardır melanom 

teşhisinde biyobelirteç olarak kullanılmaktadır. Tirozinaz enziminin inhibitörlerinin 

melanom hücrelerindeki tirozinaz enzim aktivitesini inhibe etmesiyle hücrelerin 

apoptoz yolağına girdiğinin anlaşılması melanom tedavisinde son derece önemli bir 

yaklaşımı beraberinde getirmiştir. 

 Borik asidin (BA, H3BO3) kanser hücre hatlarında oksidatif strese, hücre 

büyümesinin inhibisyonuna, apoptoza ve hücre morfolojisinde değişikliklere neden 

olduğu bilinmektedir. Bu çalışmanın amacı, SK-MELL-30 ve WM115 melanom hücre 

hatlarında BA’nın, tirozinaz enzim aktivitesi üzerindeki etkisinin araştırılmasıdır. 

Söz konusu çalışmamızda SK-MELL-30 ve WM115 hücre hatlarına 2,5-250 

mM arasında 6 farklı konsantrasyonda borik asit uygulanmıştır. L-DOPA tirozinaz 

enziminin substratı olarak kullanılmıştır. Tirozinaz enzim aktivitesi 475 nm dalga 

boyunda spektrofotometrik olarak tespit edilmiştir. BA uygulaması tirozinaz 

enziminin bilinen en iyi inhibitörü Kojik asit (KA) ile karşılaştırma yapıldığında ise,  

WM115 hücre hattında anlamlı bir inhibisyon göstermiştir (p=0,046) SK-MELL-30 

hücre hattında ise anlamlı bir sonuç elde edilememiştir (p=0,085). BA kullanımının 

tirozinaz enzimi üzerindeki inhibisyon mekanizmalarını geniş çapta aydınlatmak için 

analitik yöntemlerin kullanılması ve mekanizmaların açıklığa kavuşturulması bir 

sonraki deneysel çalışmalarımızın hedefini oluşturmuştur.   

 

Anahtar kelimeler: Borik Asit, Kanser, Melanom, Tirozinaz 
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ABSTRACT 

 

The Effect of Boric Acid on Tyrosinase Activity in Melanoma Cell Lines 

 

Malignant melanoma; It is a malignant tumor of melanin-producing 

melanocyte cells originating from the neural crest, which determines skin, eye and hair 

color, and is a cancer type with a rapidly increasing incidence and high mortality.The 

enzyme tyrosinase (EC.1.14.18.1) is the enzyme responsible for the formation of 

melanin in melanocytes, and its activity has been shown to be increased in melanoma 

cancer. The enzyme tyrosinase has been used for years as a biomarker in the diagnosis 

of melanoma. The finding that cells enter the apoptosis pathway by inhibiting the 

activity of the tyrosinase enzyme in melanoma cells by inhibitors of the tyrosinase 

enzyme brought an extremely important approach to the treatment of melanoma. 

 

Boric acid (BA, H3BO3) is known to cause oxidative stress, inhibition of cell 

growth, apoptosis, and changes in cell morphology in cancer cell lines. The aim of this 

study is to investigate the effect of BA on tyrosinase enzyme activity in SK-MELL -

30 and WM115 melanoma cell lines. 

 

In our study, boric acid was applied to SK-MELL -30 and WM115 cell lines 

at 6 different concentrations between 2.5-250 mM. It was used as a substrate of the 

enzyme L- DOPA tyrosinase. Tyrosinase enzyme activity was determined 

spectrophotometrically at a wavelength of 475 nm. When comparing the use of BA 

with kojic acid (KA), the best known inhibitor of the tyrosinase enzyme, there was 

significant inhibition in cell line WM115 (p=0.046), but no significant result in cell 

line SK-MELL -30 (p=0.085). The use of analytical methods to comprehensively 

elucidate the inhibition mechanisms of the use of BA on the enzyme tyrosinase and 

the elucidation of the mechanisms were the goal of our next experimental studies. 

 

 

Keywords: Boric Acid, Cancer, Melanoma, Tyrosinase  
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SİMGELER VE KISALTMALAR DİZİNİ 

 

B                    : Bor 

DNA              : Deoksiribo nükleik asit 

BA                 : Borik asit 

P53                : Tümör protein 53 

P21                : Tümör protein 21 

RAS               : Ras geni tarafından üretilen protoonkogen protein 

RB                 : Retinoblastoma 

VEGF            : Vasküler endotelyal büyüme faktörü 

TRP-1            : Tirozinazla ilişkili protein 1 

TRP-2            : Tirozinazla ilişkili protein 2 

MITF             : Mikroftalmi ile ilişkili transkripsiyon faktörü 

DICEA          : Sodyum dietil-ditiyokarbamat 

PVP               : Polivinilpirolidin 

Cu+2                       : Bakır iyonu 

KA                 : Kojik asit 

NAD              : Nikotinamid adenin dinükleotid 

L-DOPA        : 3,4-dihidroksi-L-fenilalanin 

PMSF            : Fenilmetilsülfonil florür 

PBS               : Fosfat tamponlu tuz 

DMEM         : Dulbecco’s modified eagle medium 

RPMI            : Roswell Park Memorial Institute 

FBS               : Fetal sığır serumu 

DMSO           : Dimetil Sulfoksit 

HCI                : Hidrojen klorür 

UV                 : Ultraviole ışık 

WST-1           : Water-soluble tetrazolium salt 

CDKN2A       : Sikline bağımlı kinaz inhibitörü 2A 

 Ink4A            : Sikline bağımlı kinaz inhibitörü 4A 

BRAF             : hücre sinyal sistemi proteini  
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 N-Ras            :NRAS geni tarafından kodlanan enzim 

 Raf                 : Rapidly accelerated fibrosarcom 

Ras                  : Rat sarcoma 

MAPK            : Mitojenle aktive olan protein kinaz 

α                     : Alfa  

β                     : Beta  

γ                     : Gama  

δ                     : Delta  

ζ                     : Zeta  

η                     : Eta  

θ                     : Teta  

լ                      : İota  

µM                 : mikromolar  

nM                 : nanomolar 
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1. GİRİŞ 

 

 

Kanser, vücuttaki bazı hücrelerin kontrolsüz bir şekilde büyüdüğü ve 

vücudun diğer bölgelerine yayıldığı bir hastalıktır (1). Melanositler, cilt, göz ve saçın 

rengini belirleyen koyu renkli bir pigment olan melanin üreten hücrelerdir. Melanom 

melanositlerden kaynaklanan malign (kötü huylu) bir kanser türü olup ilaç direnci 

geliştirme, metastatik hale gelme ve kötü prognoz taşıma eğilimi ile iyi bilinir (2).  

Deri kanserine bağlı ölümlerin % 75’i melanom nedeniyle gerçekleşir (3). Bütün bu 

zorlukları ortadan kaldırmak için hedefe yönelik terapiler oldukça önemlidir. 

 

 Tirozinaz enzimi (EC.1.14.18.1) katekoloksidaz, polifenol oksidaz ya da 

difenolaz isimleriyle de bilinen Cu+2 içeren, melanin sentezinde hız sınırlayıcı bir 

enzim olarak rol oynayan çok işlevli bir metaloenzimdir (4). Tirozinaz enzimi 

bitkilerde, hayvanlarda ve mikroorganizmalarda yaygın olarak bulunur. Melanom 

oluşumunda kritik bir role sahip olduğu düşünüldüğünde, aktivitesinin izlenmesi ve 

farmakolojik olarak düzenlenmesi hastalığın tanı ve tedavisine yardımcı olacaktır (3, 

4). Deri kanserlerinde tirozinaz enzim aktivitesinin arttığı gösterilmiştir olup yıllardır 

melanom teşhisinde biyobelirteç olarak kullanılmaktadır (5,6). Tirozinazı inaktif hale 

getirecek inhibitörler geliştirilmiştir. Tirozinaz inhibitörlerini kaynağına göre doğal, 

sentetik ve yarı sentetik olarak üçe ayırabiliriz. Genellikle bitkiler ve mantarlar 

içerdikleri fenolik bileşenler, steroidler ve polifenollerle doğal tirozinaz inhibitörlerine 

temel kaynaklardır (4). Tirozinaz inhibitörleri endüstriyel ve gıda alanlarında oldukça 

yaygın kullanılırken melanom tedavisinde de kullanılmıştır (3, 4, 6). Tirozinaz enzim 

inhibitörlerinin yüksek toksite etki göstermeleri sebebiyle daha az zararlı ve etkili 

inhibitörlerin keşfi oldukça önem kazanmıştır. Yapılan çalışmalar, tirozinazın inhibe 

edilmesiyle melanom hücrelerinin apoptoza gittiğini göstermiştir (3, 5, 6). 

 

 Doğada elementel formda bulunmayan Bor (B), yaygın olarak borat 

formlarında (borik asit ve boraks gibi) bulunmaktadır (7). B elementinin bitkilerde 

esansiyel olarak keşfedilmesiyle hayvan hücreleri için de gerekli olduğu yapılan 

çalışmalar ile gözlenmiştir (8). Bu çalışmalar ile B elementinin etkilerinin kemik, 
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mineral, lipid, enerji metabolizması, immün sistem, endokrin fonksiyonu lipid 

peroksidasyonu ve antioksidan sistem ile DNA harabiyetinin önlenmesinde olumlu 

etkilerinin olabileceği belirtilmiştir (9-11). Borik asitin (BA) kanser hücre hatlarında 

oksidatif strese, hücre büyümesinin inhibisyonuna, apoptoza ve hücre morfolojisinde 

değişikliklere neden olduğunu gösteren çalışmalar mevcuttur (12). Ayrıca BA 

bileşiğinin, insan deri melanom hücre hatlarında hücre proliferasyonunu inhibe ettiğini 

gösteren çalışmalar bulunmaktadır  (13). 

 

 Araştırmamızın en önemli hedefi;  önemli bir molekül olan BA’nın melanom 

hücrelerinde tirozinaz enzim aktivitesi üzerindeki etkisi incelenerek kanser 

tedavisinde tirozinaz enziminin yerinin ne olacağı ve bu söz konusu enzimin 

inhibisyon sonuçlarının melanom tedavisinde yeni aday moleküllerinin sentezinin 

mümkün olup olamayacağını belirlemektedir. 

 

 Çalışmamamızda tirozinaz enzim üzerindeki borat formunun son derece 

önemli inhibisyon etkisi göstermesi bor kaynaklarının melanom üzerindeki tedaviye 

yönelik şansını arttırdığı söylenebilir.   
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2. GENEL BİLGİLER 

 

 

2.1. Kanser 

 

Kanser, vücudun belirli bir bölgesindeki hücrelerin kontrolsüz bir şekilde 

büyüdüğü ve çoğaldığı bir durumdur. Kanserli hücreler, organlar da dahil olmak üzere 

çevredeki sağlıklı dokuyu istila edip yok edebilir (14). Uluslararası kanser 

araştırmaları ajansının 2020 yılı kanser istatistiklerine göre dünya çapında tahminen 

19,3 milyon yeni kanser vakası ve yaklaşık 10 milyon ölüm olduğu bildirilmiştir (15). 

 

Hücrelerin, hangi boyuta ulaşacağı, hangi sıklıkla bölüneceği ve ne zaman 

öleceği gibi fonksiyonlar genler tarafından kontrol edilir. Genlerde meydana gelen bir 

veya daha fazla mutasyon sonucu hücrelerin kontrolsüz bölünmeleriyle hücre yığınları 

meydana gelir. Bu oluşumlarla iyi huylu tümör (benign tümör) olabilir ya da kan 

dolaşımına girip, diğer dokuları istila ederek ikincil tümörleri oluşturup kötü huylu 

tümör olabilirler (Şekil 2.1) (14). 

 

 

 

Şekil 2.1. Hücre bölünmesi sonucu iyi huylu ve kötü huylu tümör oluşumu (14) 
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Tümörler cildi, kemikleri, dokuları, organları ve bezleri etkileyebilir. Tümörlerin 

nerede oluştuğuna göre kanserin türü belirlenirken, tümör hücrelerinin büyümeye 

başladığı doku türüne göre de kanser türleri belirlenmektedir. Bu ayrıma göre 5 tip 

tümör vardır: 

 

• Karsinom: Epitel dokusundaki bazal hücrelerin değişimi sonucu oluşurlar. Epitel 

dokusu deriyi, organları ve iç geçiş yollarını (yemek borusu gibi) örter. Cilt, 

göğüs, böbrek, karaciğer, akciğer, pankreas, baş ve boyun kanserlerinin çoğunu 

karsinomlar oluşturmaktadır. 

 

• Sarkom: Yumuşak doku kanseri de denilen sarkomlar kas, kemik, yağ ve bağ doku 

hücrelerinin değişimi sonucu oluşurlar. Yetmişten fazla tipi olmasına rağmen sık 

görülmeyen bir kanser türüdür. 

 

• Lösemi: Kan hücrelerinin özellikle de akyuvarların anormal şekilde çoğalması 

sonucu oluşurlar. Vücuttaki lenfatik sistem ve kemik iliğini etkileyen kanserlerdir. 

Lösemiler tümörün yayılım ve gelişim özelliklerine göre akut veya kronik 

olabilirler. Genellikle akut lösemiler çocuklarda ortaya çıkarken, kronik lösemiler 

yetişkinlerde görülür. 

 

• Lenfoma: Kemik iliğinden üretilen vücudun savunma hücreleri olan lenfositlerin 

kontrolsüz şekilde çoğalması sonucu oluşurlar. en çok vücudun en önemli 

savunma mekanizması olan lenf bezlerinde görülürler. 

 

• Miyeloma: Antikor üreten plazma hücrelerinden kaynaklanan kanser türüdür. 

Miyelom hücreleri anormal antikorlar üretir. Bu anormal antikorlar özellikle 

kemik iliğinde birikirler. (14, 16).  

 

 

2.1.1. Kanser İlişkili Genler 

 

Tüm kanserler, bir hücredeki bir veya daha fazla gen mutasyona uğradığında 

başlar. Kansere sebep olan bu genler üç kategoriye ayrılırlar: Tümör baskılayıcı genler, 

protoonkogenler, DNA onarım genleri. 
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Tümör baskılayıcı genler, koruyucu genler olup, hücre döngüsü kontrol 

noktalarını düzenleyen ve apoptozis sürecini başlatan genlerdir (17). Tümör 

baskılayıcı genler mutasyona uğradıklarında, hücrenin apoptozise uğramasını engeller. 

 

P53 proteini, hücre döngüsünü düzenleyen bir transkripsiyon faktörüdür. P53 

mutasyonlarının büyük çoğunluğu DNA bağlama domaininin yer aldığı 4. ve 9. 

ekzonlarda meydana gelir. P53 proteini, ilgili genlerin transkripsiyonunu düzenleyerek 

veya doğrudan DNA ile fiziksel olarak etkileşime girerek DNA tamiri, hücre döngüsü 

kontrolü, gen ifadesinin düzenlenmesi, yaşlanma ve apoptozis işlevlerini 

gerçekleştirir. P53, DNA’ya bağlanarak P21 proteinin kodlayan bir genin 

transkripsiyonunu uyarır. P21 proteini, CDK4/siklin D1 kompleksini inhibe eder ve 

böylece hücrenin G1 aşamasından S aşamasına geçişini önler. Böylece DNA’da hasar 

var ise replikasyondan önce hücre döngüsü durdurulup DNA hasarının tamir edilmesi 

sağlanır. Eğer DNA hasarı tamir edilemeyecek ise P53 hücre ölümünü tetikler. İnsan 

kanserlerinin % 50’den fazlasında P53 mutasyonu görülmüştür (17, 18). 

 

Protoonkogenler, hücre büyümesini ve bölünmesini sağlayan genlerdir. 

Mutasyona uğradıklarında hücre devamlı bölünür ve kanserleşme meydana geldiği 

için onkogen olarak isimlendirilirler (19). RAS genleri onkogen ailesinin bir üyesidir. 

Ras proteinlerinin hücre içinde protein kinaz MAP kaskadını aktifleştirmesiyle oluşan 

devamlı mitojenik sinyal sonucu ölümsüz hücreler oluşur. İnsan kanserlerinde RAS 

protoonkogeni mutasyonları en sık görülen genetik değişikliklerdendir (20).  

 

DNA onarım genleri, DNA’nın tamir edilmesini ve genomik kararlılığın 

devamlılığını sağlar. DNA replikasyonu sırasında hatalar meydana gelebilir ve bunlar 

mutasyona sebep olabilir. DNA tamir genlerinde meydana gelen mutasyonlar sonucu 

hatalı DNA’nın replikasyonu durdurulamaz ve kanserleşme süreci tetiklenir (16). 

 

 

2.1.2. Kanserin Karakteristik Özellikleri 

 

İnsanlarda karsinogenez, çok aşamalı genetik değişiklikler sebebiyle normal 

hücrelerin yeni özellikler kazanması ve tümör hücrelerine dönüşmesi sürecidir. Bu 

özelliklerin sayısı artabildiği gibi her kanser hücresinde bulunan, kanserin 
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karakteristik özelliği olan altı temel özellik vardır (18) (şekil 2.2). Bu özellikler; 

apoptozdan kaçış, büyüme sinyallerine bağlı olmadan kendi kendine yetebilme, 

büyümeyi engelleyici sinyallere duyarsızlık, sınırsız replikasyon potansiyeli, 

anjiyogenez ile invazyon ve metastaz gelişmesi olarak sınıflandırılır. 

 

 

 

               Şekil 2.2. Kanser hücrelerinin özellikleri (18) 

 

Apoptozdan kaçış: Apoptozis hücrelerin programlanmış biçimde ölmelerini 

sağlayan normal fizyolojik bir süreçtir. Apoptoz, dokulardaki hücre sayısının sabit 

tutulmasını, organizma için tehlike arz eden hücrelerin ortadan kaldırılmasını sağlar. 

Apoptozis böylece dinamik dengenin sağlanmasının önemli bir mekanizmadır. 

Apoptozis mekanizmasının başlatılmasında görevli olan tümör baskılayıcı genlerde 

mutasyon meydana geldiğinde hücrenin apoptoza gitmesi engellenir. Böylece hasarlı 

hücreler apoptozdan kaçarak karsinogenezi başlatırlar (16,17). 

 

Büyüme sinyallerine bağımlı olmadan kendi kendine yetebilme: Normal 

hücrelerin bölünmek için aktif hale geçebilmeleri öncelikle büyüme sinyalleri 

tarafından uyarılmalarını gerektirmektedir. Protoonkogenlerin ürünleri olan bu sinyal 

molekülleri büyüme faktörleri, ekstraselüler matriks bileşenleri ve hücreler arası 

adezyon molekülleri olup hücrenin membranındaki reseptörlere bağlanarak çekirdeğe 

kadar giden yolakların uyarılmasını sağlarlar. Bu mekanizmanın ardından hücreye 
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bölünme emri verilir (18, 21). Kanser hücrelerindeki onkogenler, büyüme faktörlerinin 

sentezinin artması, büyüme faktörü reseptörlerindeki mutasyonlar veya hücre 

döngüsünü düzenleyen proteinlerin aktive/ inaktive edilmesiyle hücre membranından 

çekirdeğe kadar olan sinyal sistemini sürekli uyarırlar. Bunun sonucu olarak hücreler 

kontrolsüz şekilde çoğalırlar. (21). 

 

Büyümeyi engelleyici sinyallere duyarsızlık: Normal dokularda büyümeyi 

engelleyici sinyaller, hücrelerin bölünmeden kalmalarını ve doku homeostazını 

sağlarlar. Hücre döngüsünde hücrenin sessizliğini koruması için görevli olan 

retinoblastoma (RB) geninde meydana gelen mutasyonla hücre denetlenemez ve 

devamlı olarak bölünür. Kanserlerin neredeyse tümünde RB geni ilişkili mutasyonlar 

nedeniyle hücre sessizliği bozulur ve devamlı olarak bölünür (22). 

 

Sınırsız replikasyon potansiyeli: Hücreler zamanla kromozomlarının ucunda yer 

alan kodlanmayan özelleşmiş DNA tekrar dizileri olan telomer adı verilen bölgelerinin 

kısalmasıyla yaşlanırlar ve ölürler. Kanser hücreleri ise telomer kısalmalarını, 

telomeraz adı verilen enzimle, yeni tekrarlar ekleyerek ortadan kaldırır (23). Böylece 

kanser hücreleri sınırsız sayıda bölünerek ölümsüzlük kazanırlar. 

 

Anjiyogenez geliştirme: Kanser hücrelerin artan oksijen ve besin ihtiyaçlarını 

karşılamaları için yeni damar oluşumları gerekmektedir. Bu yeni damarların oluşumu 

anjiyogenik ve anti-anjiyogenik faktörler arasındaki dengenin denetimiyle gerçekleşir. 

Bu oluşumda vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF) önemli roller üstlenir (24). 

VEGF endotelial hücre yüzeyinde bulunan reseptörüne bağlanır. Endotelial hücre 

sitoplazmasında üretilen düzenleyici proteinler nükleusta ilgili genlerin 

transkripsiyonunu aktive eder. Böylece yeni endotelial hücre çoğalmasını uyaran 

proteinlerin üretilmesi sağlanır. Yeni damar oluşumuyla kanser hücreleri hem gerekli 

besini ve oksijeni alarak sürekli büyür hem de kan dolaşımına geçerek metastaz yapıp 

tümörün yayılmasını sağlarlar (25). 

 

İnvazyon ve metastaz: Metastaz, bir tümör hücresinin bulunduğu yerden 

vücudun başka bir yerine yerleşip yeni oluşumlar yapmasıdır (26). Tümör hücresini 

çevresine fiziksel olarak bağlayan proteinler mutasyona uğradığında tümör hücresi 

adhezyonunu kaybeder. Örneğin, normal dokularda hücre-hücre tutunması için 
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gereken E-kadherin proteini epitel tümörlerinde normal seviyeden daha az 

bulunmaktadır. Ayrıca, proteolitik enzimler tümör hücrelerinde artarak hücredeki 

düzenleyici moleküllere duyarsızlığı sağlarlar böylece tümörün agresifliğini    

arttırırlar (18). Yanlış sentezlenen hücre adhezyon molekülleri ve artmış proteinaz 

enzimleri tümör hücrelerinin normal hücre sınırlamalarından kaçmasını ve bu 

sınırlarda delikler oluşturarak dolaşım sistemine girmesini sağlarlar (23- 26). 

 

 

2.1.3. Melanom 

 

Melanom, cilde, saça ve göze rengini veren nöral krest kökenli melanosit denilen 

hücrelerin kontrolden çıktığında meydana gelen kanserdir (5). Melanosit hücreleri 

deri, mukoza, göz ve santral sinir sistemlerinde bulunurlar. Melanosit hücreleri 

melanin pigmentinin yapımından sorumludur. Melanositlerden pigment yapımı 

“melanozom” adı verilen hücre içi organellerinde bir dizi reaksiyon zinciri ile 

sentezlenir (şekil 2.3) (27, 28). Melanozom, melanositin sitoplazması içindeki 

organeldir. Melanozom; tirozinaz enzimiyle melanin pigmenti oluşturan bir 

sitoplazmik organeldir. Melanozomlar melanin biyosentezini düzenleyen tirozinaz 

gibi enzimleri bulundurur (28). 
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Şekil 2.3. Derinin yapısı ve melanozom (28) 

 

 Derinin melanositik sisteminden kaynaklanan primer kutanöz melanom, 

dünyadaki kanser ölümlerinin % 1-2’sini oluşturmaktadır. Melanom diğer cilt 

kanserlerine göre daha az görülse de daha agrasiftir. Deri kanserleri içinde ölümcül 

olarak ilk sırada (% 75) yer alır (27). Ayrıca, melanom beyin metastazı yapmada 

akciğer kanseri ve meme kanserinden sonra üçüncü sırada beyin metastazı yapan 

kanser türüdür. Melanom hastalarının yaklaşık % 75’inde beyine metastaz görülür. 

Beyin metastazı olan hastaların % 95'inde ise ölüm görülmektedir (29). Melanomun 5 

yıllık sağ kalımı % 98 olmasına rağmen ileri seviye melanom veya metastatik 

melanom teşhisi olan hastalarda bu yüzde önemli ölçüde düşer (30).  

 

 

2.1.3.1. Melanomun Risk Faktörleri 

 

Melanomun yüksek metastatik potansiyeli nedeniyle, melanomla ilişkili risk 

faktörlerini belirlemek bu agresif cilt kanserini teşhis ve tedavi etmek için araştırmalar 

devam etmektedir. Melanom gelişimi için risk faktörleri başta UV maruziyeti olmak 

üzere genetik belirteçler (CDKN2A, Ink4A, BRAF ve N-Ras mutasyonu ile 

Raf/Ras/MAPK yolağındaki anomaliler), deri tipi, aile öyküsü, DNA onarım defektleri 

gösterilmiştir (31-39).  
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2.1.3.2. Melanomun Klinik Özellikleri 

 

Melanomların % 25’i önceden olan bir deri lezyonu üzerinden gelişirken birçoğu 

normal görünen deri üzerinden gelişmektedir. Klinik olarak melanomun bulguları 

asimetri, sınır düzensizliği, renk değişikliği, çap ve elevasyondur (40). ABCDE 

tanımlamasına göre melanom için şüpheye sebep olabilecek özellikler şunlardır; A) 

Lezyonun iki taraf asimetrik ise bu durum melanom için bir uyarı olabilir. B) 

Melanomun sınırları düzensiz olma eğilimindedir. Düzensiz, bulanık veya çentikli 

kenarlar melanomu düşündürebilir. C) İyi huylu bir ben tek renktir. Eğer deri lezyonu 

içinde birden fazla renk mevcutsa melanomu işaret edebilir. D) Çapı 6 mm'den büyük 

olan lekeler melanomu düşündürür. E) Boyutu, şekli veya rengi değişen bir ben veya 

deri lezyonu melanomla ilgilidir (41).  

 

Melanomda, tümör in situ dönemindeyken radyal (yanal) bir büyüme gösterir. 

invazif döneminde ise vertikal (dikey) büyümesi söz konusudur (42).  

 

 

2.1.3.3. Melanomun Sınıflandırılması 

 

Malign melanomlar olan kutanöz melanomlar histolojik olarak 4 alt tipe 

ayrılırlar: 

 

 Yüzeyel Yayılan Melanom (% 70): En yaygın melanom türüdür. Beyaz ırkta 

görülen melanomların % 60-70’ini oluşturur (5). Kadınlarda erkeklere oranla daha sık 

görülür. Önceden olan bir deri lezyonundan gelişen melanositik yapıların en çok 

görülenleri bu tiptedir (5, 42). 

 

Nodüler Melanom (% 15): Genellikle mavi veya siyah olan ve hızla genişleyen 

kabarık veya polipoid lezyonlardan kaynaklanır. Yüksek metastaz oranı ile ilişkili bir 

büyüme fazına sahiptir. Erkeklerde kadınlara göre daha sık rastlanır (5,43). 

 

Lentigo Maligna Melanom (% 5): Radyal büyüme fazı en uzun olup en iyi 

prognozlu ve ikinci en yaygın kutanöz melanom türüdür (5). Tipik olarak küçük çil 
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benzeri bir yapı olarak başlar. Zamanla büyür, koyulaşır, asimetrik hale gelir ve dikey 

bir büyüme evresi gösterir. Yaşlı hastalarda daha sık görülür (44). 

 

Akral Lentiginöz Melanom (% 10): Tırnak ve tırnak çevresindeki mukozalarda 

yerleşen melanom tipidir.  En çok siyah ve sarı ırkları etkileyen melanom tipidir (5). 

Lezyonlar önceden var olan bir lezyondan gelişmez. Genellikle sağlam deride ortaya 

çıkar. Ayağın fazla basınca maruz kaldığı topuğu ve tabanında sık olarak           

görülürler (5). Klinik olarak düzensiz sınırlı bir pigmentasyon gösterir. Tipik olarak, 

kadın ağırlıklı yaşlı hastaları etkiler (45).  

 

 

2.1.3.4. Melanomun Tedavisi 

 

Melanom tedavisinde, cerrahi rezeksiyon, kemoterapi, immünoterapi ve hedefe 

yönelik tedavi seçenekleri bulunmaktadır (46). Cerrahi işlemler tümörün klinik-

patolojik özelliklerine göre farklılık göstermektedir. Eksizyon, in situ melanomlarda 

0,5 cm olarak yapılırken kalınlığı 2 mm’ye kadar olan tümörlerde 1 cm, kalınlığı 2 

mm’den büyük olanlar için 2 cm olarak yapılır (47). 

 Melanom tedavisinde, eğer tümör ilk yerinden yayılım göstermediyse tedaviye 

cevap oluşturulabilir ve 5 yıllık sağ kalım oranı % 90’dır (48). Metastatik melanom 

hastalarının ortalama yaşam süresi genellikle 6-9 aydır (49).  Metastatik melanom 

tedavisi oldukça toksik yan etkiler içeren kemoterapi, biyoterapi, biyokemoterapi ve 

tek ajan seçeneklerinin kombinasyonlarıyla yapılmaktadır (5). Melanom için 

kemoterapi tedavisinde kullanılan Dakarbazin ve Temozolomid son derece önemlidir 

(50-52). Dakarbazin, melanom tedavisi için 1975 yılında Gıda ve İlaç İdaresi (FDA) 

tarafından onaylanmış, alkilleyici bir ajandır. Diğer bir kemoteraötik ilaç olan 

Temozolomid ise Dakarbazin analoğu olarak kabul edilir ve oral uygulama avantajına 

sahiptir. Bu ilaç, melanomun metastaz yaptığı en yaygın yerlerden biri olan merkezi 

sinir sistemine ulaşabildiği için melanom tedavisi için önem taşır (53). Metastatik 

melanomlu hastalar için prognozu büyük ölçüde iyileştirmeyi hedefleyen yeni ilaç 

keşifleri kemoterapiye olan ilgiyi azalmıştır (54).  

 

İmmünoterapi Melanom, immün sisteme en duyarlı tümörlerden biridir. 

Metastatik melanom tedavisinde sitotoksik T lenfosit (CTLA4) antijene karşı 
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antikorlar çalışılmıştır. Bu sayede melanom hücrelerindeki immün sistem 

düzenlenmesi hedeflenmiş olup sürekli yanıt sağlandığı görülmüştür (50).  

 

Kutanöz melanomların % 60'ından fazlası BRAF geninde bir mutasyon 

barındırır ve bunların % 80'ninden fazlasında spesifik V600E mutasyonu 

bulunmaktadır (55). BRAFV600E'ı hedef alan tedaviler, büyümeyi inhibe etmesi, 

anjiyogenezi önlemesi, invazyon ve metastazı azaltması, tümör hücre ölümünü 

indüklemesi veya tümör farklılaşmasını teşvik ederek malign tümörlerin ilerlemesini 

durdurması gibi önemli potansiyele sahiptir. Klinik öncesi çalışmalardan elde edilen 

kanıtlar, BRAFV600E'ın melanom tedavisinde önemli bir hedef olma potansiyeline 

sahip olduğunu göstermiştir (56). Vemurafenib (VMF) (PLX-4032), primer hedefi B-

Raf proteini olan ve BRAFV600E mutasyonuna özgü kullanılan bir ilaçtır (57). VMF, 

mutasyona uğramış BRAF monomerinin ATP bağlayıcı bölgesini bloke ederek MAPK 

yolunu inhibe eder (58). Tafinlar olan Dabrafenib (DAB) ise primer hedefi B-Raf 

proteini olan ve BRAF mutasyonu pozitif hastalarda kullanılan bir ilaçtır (58). 

Melanomdaki yüksek dirençlilik melanom tedavisi için yeni ve etkili stratejilerin 

gelişimini hızlandırmıştır. 

 

 

2.1.3.5. Melanogenez 

 

Melanogenez, insan derisine, gözüne ve saçına renk veren pigment olan 

melaninlerin melanositlerden sentezlenmesi işlemidir (Şekil 2.4.) (59). Melanogenez 

ve cilt pigmentasyonu, güneşten gelen ultraviyole radyasyonun zararlı etkilerine ve cilt 

karsinogenezine yanıt olarak en önemli koruyucu faktördür (4). 

 

 Melanositlerin artmış melanin sentezi ve birikimi Acanthosis nigricans, 

Servikal Poikiloderma, melazma, Periorbital hiperpigmentasyon, Lentiginler, 

Parkinson hastalığı ile ilişkili nöro-dejenerasyon ve cilt kanseri riski dahil olmak üzere 

birçok cilt rahatsızlığı tipinde ortaya çıkar (4). Deri kanserlerinde de tirozinaz enzim 

aktivitesinin arttığı gösterilmiştir ve yıllardır melanom teşhisinde biyobelirteç olarak 

kullanılmaktadır (3, 4, 6). Tirozinazı inaktif hale getirecek inhibitörler geliştirilmiştir 

ve bunlar melanom tedavisinde kullanılmıştır. Yapılan çalışmalar tirozinazın inhibe 

edilmesiyle melanoma hücrelerinin apoptoza gittiğini göstermiştir (3). 
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Melanogenez sürecinde melanozomların zarında tirozinaz, tirozinaza benzer 

(%40 homolog amino asitler) tirozinaz ilişkili protein-1 (TRP-1), protein-2 (TRP-2) 

ve mikroftalmi ile ilişkili transkripsiyon faktörü (MITF) melanin sentezinde önemli 

rol oynarlar (60, 61). Rolü tam olarak netleşmemekle birlikte TRP-1'in tirozinazın 

aktivasyonu ve stabilizasyonunda, melanozom sentezinde, eumelanin/feomelanin 

oranının artmasında ve peroksidaz etkisinden dolayı oksidatif strese karşı rol oynadığı 

düşünülmektedir (62). 

 

Tirozinaz enzimi, melanin sentezinde hız sınırlayıcı ve sentezin 

durdurulmasında kritik bir role sahiptir. Melanogenezi inhibe etmek için tirozinaz 

inhibitörlerini kullanmak yaygın bir yaklaşımdır (3, 4).  

 

 

          Şekil 2.4. Melanogenez reaksiyonları (27) 

 

Melanogenez birçok enzimatik ve kimyasal reaksiyonun yer aldığı kompleks bir 

yolaktır (Şekil 2.5). Melanositlerde iki tip melanin sentezi gerçekleştirilir (Şekil2.5): 

eumelanin (kahverengi-siyah) ve feomelanin (kırmızı-sarı) formlarına sırasıyla 

glutatyon ve sistein rezidülerinin bağlanmasıyla farklılık oluşur (59). 
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Şekil 2.5. İki tip melanin sentezi (63) 

 

 

 Melanogenez, tirozinaz aktivitesiyle L-tirozinin dopakinona oksidasyonuyla 

başlatılır. Dopakinon, eumelanin ve feomelanin sentezi için substrat görevi görür. 

Dopakinon oluşumu hız sınırlayıcı basamaktır ve melanin sentezinin diğer 

reaksiyonları uygun pH olan 7,4’de kendiliğinden gerçekleşmektedir (Şekil.2.4) (27, 

59, 63). 
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2.2. Tirozinaz Enzimi 

 

Tirozinaz enzimi (monofenol monooksijenaz, EC.1.14.18.1) sadece 

melanozomların zarında bulunan zara bağlı bir glikoproteindir (30, 31). Tirozinaz aktif 

bölgesinde iki tane tip3 Cu atomu bulunduran bir metaloenzimdir (4). İki Cu+2 merkez, 

endojen bir koordinasyon köprüsü ile bağlanır. Merkezde bulunan Cu+2 altı tane 

histidin aminoasidiyle çevrelenmiştir (Şekil 2.6) (59, 64). Tirozin ve diğer maddeler, 

enzimin aktif merkezi ile hidroksil grubu arasındaki bağ yoluyla enzimle kompleks 

oluşturur.  

 

 

Şekil 2.6. Tirozinaz enzim yapısı (64)  

 

Tirozinaz enzimi hidroksilasyon ve oksidasyon tepkimeleriyle aktivasyon 

gösterir (30). Monofenolü o-difenole katalizleyen (monofenolaz aktivite) 

hidroksilasyon basamağının ardından o-difenolü o-kinona çeviren oksidasyon 

(difenolaz aktivite) basamağını katalizleyerek kimyasal tepkimelerini gerçekleştirir 

(Şekil 2.7). Tirozin aminoasitinden tirozinazın aktivitesiyle melanin öncüsü dopakinon 

oluşturulur (61). 
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Şekil 2.7. Tirozinaz reaksiyonları (61) 

 

Tirozinaz, melanozomlarda melanin üretiminde kontrol noktalarında yer alan 

önemli bir enzimdir. Enzimde Cu+2 oksitlenirse enzim inaktive olur. L-DOPA,  

süperoksit anyonu ve muhtemelen nitrik oksit elektronları tarafından aktive edilebilir 

(65, 66). Tirozinaz enzimi, süperoksit anyonunu melanogenez için substrat olarak 

kullanabildiğinden, melanositleri reaktif oksijen türlerinden koruyabilir (67, 68).  

 

Tirozinaz oksidasyon mekanizmasıyla dopamin oksidasyonunun dopakinonlar 

ürettiği nöromelanin üretim sürecini de katalizler. Bununla birlikte aşırı dopakinon 

üretimi nöronal hasara ve hücre ölümüne neden olur. Bu tirozinazın insan beynindeki 

nöromelanin oluşumunda önemli bir rol oynayabileceğini, Parkinson hastalığı ve 

Hungtington hastalıkları ile ilişkili nörodejenerasyondan sorumlu olabileceğini 

düşündürmektedir (69). 

 

 

2.2.1. Tirozinaz Enziminin Tarihçesi 

 

Oksidazlara karşı ilk ilgi 1856 yılında Schoenbein’in Boletus luridus mantarının 

oksijeni oksitleyici ajan olarak kullanarak, bitkilerde aerobik solunumla mavi pigment 

oluşumuna neden olduğunu fark etmesiyle başlamıştır. Yoshida yaptığı çalışmasıyla 

lak ağacının lateksinde lakkazın varlığını göstermiştir (70). Yoshida’nın çalışmasının 

ardından Bertrand, bazı mantar türlerinde lakkaz enziminin var olduğunu bulmuştur. 

Bourquelot ve Bertrand çalışmalarında Russula nigricans mantarının ekstraktından 

kristal halinde bir madde ayrıştırıp, çözeltisini mantar ekstraktı ile temas 

ettirdiklerinde kırmızı renkli çözeltinin siyaha döndüğünü gözlemlemişlerdir. Bu 

kristal maddeye Bertrand tarafından tirozinaz ismi verilerek yeni bir oksidazın keşfi 
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gerçekleştirilmiştir (71). Bertrand bilinen diğer oksidaz enzimlerinden farklı olarak 

tirozinaz enziminin tirozin aminoasitinin oksidasyonunu sağladığını bildirmiştir.   

 

Bertrand’ın tirozinaz ile ilgili çalışmalarının ardından, polifenol oksidaz 

enzimlerine olan ilgi artmıştır. Tirozinaz enzimi oksijeni doğrudan fenolün yapısına 

katabilen enzimlerden ilk olarak keşfedilen enzimdir ve afinite kromatografisi ile 

saflaştırılan ilk enzimdir (71). 

 

 

2.3. Tirozinaz İnhibitörleri 

 

Tirozinaz enziminin katalizlediği reaksiyonlar sonucu meyve veya sebzelerde 

kararmalar meydana gelir. Tirozinaz enzim aktivitesi meyve sularında bulanıklık 

oluşması gibi istenmeyen durumlar meydana getirir (28). Kararma reaksiyonlarını 

engellemek amacı ile gıda endüstrisinde tirozinaz inhibitörleri kullanılmaktadır ve bu 

konu ile ilgili literatürde birçok çalışma mevcuttur (72-74). Siyanür (CN), karbon 

monoksit (CO), sodyum dietil-ditiyokarbamat (DICEA), askorbik asit (C6H8O6), azit 

(HN3) gibi moleküller tirozinaz enziminin merkez atomu olan Cu+2 ile şelat oluşturarak 

enzimi inhibe ederler (75). Polivinilpirolidin (PVP) gibi çözünebilir polimerler de 

tirozinazın inhibitörleri arasında yer almaktadır (76). Tirozinaz enziminin hidrojen 

peroksit, askorbik asit, fenil hidrazin, gallik asit, ferrosiyanür ve hidroksil amin gibi 

indirgeyici ajanlarla reaksiyonu sonucu tirozinazın prostetik grubunda bulunan 

Cu+2’nin indirgenerek tirozinazın inhibe edildiği bulunmuştur (77). Azelaik asit (1,7-

heptandikarboksilik asit), Pityrosporum ovale mayasının ürettiği düz zincirli doymuş 

dikarboksilik asittir. Melanom hücreleriyle yapılan çalışmada azelaik asitin hücrelerde 

apoptozu indüklediği gösterilmiştir (75). Kojik asit (5-hidroksi-2-(hidroksimetil)-4-

piron) ilk olarak buharda pişirilmiş pirinç üzerindeki Aspergillus oryzae mantarının 

doğal metabolitlerinden izole edilmiştir. Aspergillus niger ve penicillum mantar 

türlerinin aerobik fermantasyonuyla üretildiği gibi çeşitli substratların kimyasal 

dönüşümünden de sentezlenmektedir. Kojik asit, geçiş metal iyonları için iyi bir 

şelatlayıcıdır ve serbest radikal tutucudur (Şekil 2.8) (78). Kojik asitin, melanin 

sentezinin birinci ve ikinci basamağını etkili bir şekilde inhibe ettiği bildirilmiştir (77). 
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Şekil.2.8. Kojik asit(79) 

 

Tirozinaz enzimi katalitik reaksiyonlarını esnasında ortamda inhibitör 

bulunmamasına rağmen inaktive olabilmektedir. Bu inaktivasyon tirozinaz enziminin 

306. pozisyondaki histidin amino asidinin kaybı ve buna bağlı olarak bir bakır 

atomunun salınmasıyla gerçekleştiği bildirilmiştir (75). 

Deri kanserlerinde tirozinaz enzim aktivitesinin arttığı gösterilmiş ve bu 

enzimin yıllardır melanom teşhisinde biyobelirteç olarak kullanıldığı bilinmektedir (5, 

6). Melanin sentezi tirozinazın inhibe edilmesiyle, UV’ ye maruziyetin azaltılmasıyla, 

melanosit hücrelerinin proliferasyonuyla inhibe edilebilir (65). Tirozinazı inaktif hale 

getirecek inhibitörler geliştirilmiştir ve bunlar hastalığın tedavisinde kullanılmıştır. 

Tirozinaz enziminin monofenolaz, difenolaz ya da her iki reaksiyonunu da inhibe eden 

doğal kaynaklı çeşitli tirozinaz inhibitörleri klinik olarak kullanılmaktadır (Tablo 2.1). 

Fakat tirozinaz inhibitörlerinin toksite veya saklama koşullarının zorluğundan dolayı 

yeni inhibitörlerin geliştirilmesi büyük önem taşımaktadır. 
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Tablo 2.1. Doğal kaynaklı çeşitli tirozinaz inhibitörleri (75)

 

 

 

 2.4. Bor ve Borik Asit 

 

 Bor elementi 1808 yılında Fransız kimyagerler J.L. Gay-Lussac ve Baron L. 

J. Thenard tarafından keşfedilmiştir (80). Adını Arapça Buraq ve Farsça Burah 

kelimesinden almıştır. Atom numarası 5 ve simgesi "B"dir. Bor, yarı metaller 

grubunda yer alır ve metaloidlerden biridir. 10,81 g/mol molekül ağırlığında ve 2,34 

g/cm3 özkütleye sahiptir. Doğada katı halde bulunan B metali 2076 °C sıcaklıkta erir, 

3927 °C sıcaklıkta ise kaynar (81-83).  
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Şekil 2.9. Bor madeni (84) 

 

Bor, oksijene ilgisinin fazla olması nedeniyle doğada borat olarak 

adlandırılan çok çeşitli bor-oksijen bileşikleri şeklinde bulunur. Bor oksit (B2O3) ve 

borik asit (BA, H3BO3 ) bu bileşikler içinde en basit yapılı olanlardır (Şekil 2.10). 

 

 

Şekil 2.10. Borik asit (85) 

 

Ayrıca bor kalsiyum, magnezyum ve sodyum elementleri ile de bileşikler oluştur ve 

bunlardan, boraks (Na2B4O7.10H2O), kolemanit (Ca2B6O11.5H2O) ve üleksit 

(NaCaB5O9.8H2O) önemli olan bileşiklerdir. Bu bileşikler doğal boratlar olarak da 

bilinmektedir (Şekil 2.11) (86).  
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Şekil 2.11. Bazı bor bileşikleri(86) 

 

Dünyanın en büyük B rezervi Türkiye, Amerika, Rusya, Arjantin, Şili, Çin ve 

Peru’da bulunmaktadır. Türkiye’de % 58’lik oranda bulunması, ülkemizi ilk sıraya 

taşımaktadır (Şekil 2.12) (87).  

 

Türkiye’de bor rezervleri, Eskişehir-Kırka (Tinkal), Balıkesir-Bigadiç (Üleksit, 

Kolemanit), Bursa- Kestelek (Kolemanit) ve Kütahya-Emet (Kolemanit)’te yoğun 

olarak bulunmaktadır (88). Günümüzde bor madeni Türkiye'nin elinde bulundurduğu 

önemli, stratejik ve gelecek için çok önemli bir role sahip madendir. Bu açıdan 

özellikle ülke ekonomisi ve geleceği açısından önemi oldukça fazladır. 

 

Mevcut dünya bor rezervlerine bakıldığında, Türkiye'deki mevcut bor rezervi, 

tüm dünya için tek başına 400 yıl yeterli olabilecektir. Bu sürenin ise, ikinci ve üçüncü 

büyük rezerve sahip ABD ve Rusya için 77 yıl civarında olacağı tahmin ediliyor (89).  
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Şekil.2.12. Dünya bor madeni rezervleri dağılımı (90) 

 

Bor, çeşitli sektörde direkt olarak bor ya da rafine bor ürünleri olarak 

kullanılmaktadır. Bor minerallerinin en sıklıkla kullanıldığı alan cam ve ürünleridir. 

Ayrıca seramik, çimento sektöründe de sıklıkla kullanılan bor, tarım, deterjan, sağlık, 

sanayi gibi çoğu sektörde de farklı şekillerde kullanılmaktadır (91). 

Bor, diyet ve içme suları ile alınan vücut için esansiyel bir elementtir. Bor ve 

formları, denizler, su kaynakları ve toprak yoluyla çevrede yayılır. Bu yayılım 

sonucunda, bitkiler doğrudan bor alımı yapar, ayrıca dolaylı yoldan hayvan ve insan 

vücuduna bor alımı gerçekleşir. Canlı vücuduna girişi, başta ağızdan olmak üzere, 

solunum ve deri yoluyla da olabilir (92). Diyet ile alınan B, vücutta borik asite dönüşür 

ve normal metabolik aktivitelerde önemli rol oynar. Kimyasal olarak zayıf bir asit olan 

BA, bazı organik bileşikler ile tepkimeye girmesi sonucu kuvvetli asit gibi 

davranabilir. Bu özelliği sayesinde, tepkime sırasında kolay proton verir, bu da BA’nın 

kolay bir şekilde tepkimeye girmesini sağlar (93). Son yıllarda yapılan çalışmalarda 

bor bileşiklerinin normal bir metabolik aktivitenin devamlılığı için önemi ve 

hastalıkların tedavisinde olası yararlı etkilerinden söz edilmektedir (11). 

Bor, insan vücuduna çeşitli yiyecek türlerinden alınır. Literatürde yapılmış 

araştırmalara göre kabuklu yemişler, kuru baklagiller, meyve ve sebzelerin yüksek 

oranda bor ihtiva ettiği bildirilmiştir. Özellikle, pirinç, mısır ve buğdayda yüksek 

oranda bulunur (şekil.2.13) (86). Türkiye’de tüketimi fazla olan çayda ortalama 1,05 

ppm, Türk kahvesinde 14,33 ppm fındıkta 18 ppm konsantrasyonlarda bor olduğu 

tespit edilmiştir (86, 94).  
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Şekil.2.13. Borun en fazla bulunduğu gıdalar (86) 

 

Hatay’da yapılan bir çalışmada kekik, nane, kırmızı lahana, bakla, ayva, nar ve 

portakalın yüksek konsantrasyonda bor içerdiği tespit edilmiştir (95). Türkiye’de bor 

madeni üretimi yapılan bölgelerden toplanan gıda örneklerinde fıstık, üzüm yaprağı, 

vişne ve ayvanın yüksek konsantrasyonda bor içerdiği belirlenmiştir (96).Ayrıca, borik 

asit uçucu bir yapıya sahiptir. Bu nedenle, gıdaların hızla pişirilmesi, ürünlerdeki borik 

asit konsantrasyonunu azaltır (97).  

Borik asit emilimi, gastrointestinal sistem tarafından gerçekleşir. Vücutta 

hemen hemen her dokuda borik asit bulunur. Borik asitin vücutta atılımı ise, 

çoğunlukla idrar yolu ile olur. Borik asit yaklaşık % 95 oranla vücuttan atılır, borik 

asitin birikimi yalnızca kemik, tırnak, kıl gibi yapılarda ve karaciğer, dalak gibi 

organlarda olur (şekil2.14) (86,92). 
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Şekil 2.14. Bor metabolizması (86) 

 

 

Bor kemik gelişimi, yara iyileşmesi, enerji metabolizması ve immün sistemde 

önemli rol oynarken aynı zamanda oksidatif hasara karşı koruyucu bir ajan olarak 

antioksidan savunmada; süperoksid dismutaz ve glutatyon peroksidaz gibi antioksidan 

enzimlerin düzeylerini artırarak kullanılabileceği rapor edilmektedir (9, 10, 11). 

Diyetle alınan borun dışında bor içeren ilaçları fazlaca kullanmak ya da mesleki 

nedenle yüksek miktarda bora maruz kalmak toksiteye, gastrointestinal rahatsızlıklara, 

deri ve mukozanın dökülmesine, sperm sayısında azalmaya neden olabileceği 

çalışmalarda gösterilmiştir (98, 99). 

 

 

2.4.1. Borik Asit ve Kanser Tedavisi 

 

Yapılan çalışmalarda B’nin akciğer kanseri, meme kanseri ve prostat kanseri 

gibi pek çok kanser riskinin azaltılmasına katkı sağlayabileceği bildirilmiştir (12, 13). 

B’nin tümör hücrelerine nasıl etki ettiğini açıklayan olası mekanizmalar literatürde 

mevcutken, normal hücrelere etkisi tam olarak açıklanmamıştır. Borun hangi formda 

olduğu, hangi dozda ve hangi sıklıkla kullanıldığına bağlı olarak B’nin kanser tedavisi 

için salternatif bir terapötik ajan olarak kullanılabileceği belirtilmektedir (99, 100). 
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Doza bağlı olarak BA’nın etkisi araştırıldığında düşük dozlarda BA varlığında 

hücrelerde nükleik asit/protein oranında bir artış görülmektedir ve bunun hücrelerin 

aktif olarak replike olduğu göstermektedir. Buna karşılık lipid/protein oranında 

herhangi bir değişiklik görülmemektedir. Yüksek doz borik asit uygulamasında ise 

nükleik asit/protein oranı düşük olarak tespit edilmekte ve bu durum hücrelerde 

replikasyonun olmadığı yani hücrelerin bölünmediğini göstermektedir. Bununla 

birlikte yüksek dozlarda hücre canlılığında belirgin bir azalma olmaktadır ve borik 

asitin kanser hücrelerinin proliferasyonunu inhibe ettiği görülmektedir (13).   

 

 Bor bazlı içerikler birçok tıbbi tedavi uygulamasında görülmektedir. 

Osteoartriti, osteoporozsa, viral ve bakteriyal enfeksiyonlar gibi hastalıkların yanı sıra 

kanser tedavisinde de Bortezamid adlı, bor içeren ve Amerikan Gıda ve İlaç İdaresi 

(Food and Drug Administration, FDA) tarafından onaylı bir ilaç ve Bor-radyoterapi 

tedavi şekilleri uygulanmaktadır (101). Bor nötron yakalama terapisi (Boron Neutron 

Capture Therapy, BNTC) yöntemiyle, beyin tümörlerinin iyileştirilmesinde, yanık 

tedavilerinde, yara iyileşmesinde, antiseptik olarak lens solüsyonlarında, 

merhemlerde, gargaralarda ve göz damlalarında kullanıldığı görülmekle beraber, 

sağlıklı hücrelere en az zarar ile kanser hücreleri öldürülerek önemli bir yaklaşım elde 

edilmiştir (102-104).  

 

 Borik asit, B içeren kimyasallar içerisinde en çok çalışılan ve birçok kanser 

hücresinde proliferasyonu kontrol ettiği gösterilmiştir (12, 13).  Borik asit peptidaz, 

proteaz, protozom, arjinaz, nitrik oksit sentaz ve dehidrogenaz aktivitesini inhibe eder. 

BA bu inhibisyon mekanizmasını NAD+ (nikotinamid adenin dinükleotit) ve serin 

aminoasitindeki OH- gruplarına bağlanarak gerçekleştirmektedir (102, 104). 

 

 BA proteazları inhibe etmesiyle kanser hücrelerinin göçünü ve yaşamalarını 

inhibe eder. Bor içeren kimyasallar ayrıca Ca2+ reseptörlerini etkileyerek hücre 

bölünmesini inhibe ederler (105). Borun atom kütlesinin küçük olması ( 10,811 g/mol) 

ve kimyasının nötrofilik ve elektrofilik reaktivite içermesi nedeniyle B bazlı geniş bir 

dizi kimyasal kanser tedavisi için çalışılabilir  (104). 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

 

3.1. Materyal 

 

Çalışmada kullanılan metastatik hücre hattı SK-MELL-30 (03010901) ve primer 

melanoma hücre hattı WM115 (WM115-01-0001) sırasıyla T.C. Tarım ve Orman 

Bakanlığı ŞAP Enstitüsü Hücre Bankası’ndan ve Rockland firmalarından temin 

edilmiştir. 

 

3.1.1. Çalışmada Kullanılan Kimyasal Maddeler 

 
 

Çalışmada kullanılan kimyasal maddeler Tablo 3.1’de gösterilmiştir. 

 

 

Tablo 3.1. Çalışmada kullanılan kimyasal malzemelerin listesi. 

 

Adı Üretici Firma 

DMEM Gibco, Life Tech, ABD 

RPMI 1640 Biowest, ABD 

FBS Capricorn Scientific GmbH, Almanya 

Tripsin/EDTA Gibco, Life Tech, ABD 

WST-1 Reaktifi Celltechgen, LLC, ABD 

PBS Gibco, Life Tech, ABD 

PMSF BioVision, ABD 

Triton X-100 MERCK, Almanya 

L-DOPA Cayman Chemical Company, ABD 

Kojik Asit BLDpharm, Çin 

Borik Asit Sigma, Almanya 
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3.1.2. Çalışmada Kullanılan Cihazlar ve Sarf Malzemeler 

 

Çalışmada kullanılan sarf malzemeler ve cihazlar Tablo 3.2 ve Tablo3.3’de 

gösterilmiştir. 

 

Tablo 3.2. Çalışmada kullanılan sarf malzemelerin listesi. 

 

 

 

Tablo 3.3. Çalışmada kullanılan cihaz ve aletlerin listesi. 

 

Adı Üretici Firma 

Distile Su Cihazı ELGA / LA621 

Sıcak Su Banyosu MemMert/WNB 14 

Soğutmalı Santrifüj Hettich / Universal 320 R 

Otomatik Pipetler Eppendorf, ABT 

Şarjlı Otomatik Pipet Pompası Eppendorf / Easypet 3 

Işık Mikroskobu Nikon / Eclipse E100 

Hassas Terazi MRC / ASB-220-C2 

+4° C Buzdolabı Klimasan / S 900 SC DD 

Thoma Lamı ISOLAB 

İnkübatör Panasonic/mco-170AICUV 

Spektrofotometre BioTek/Epoch2C 

 

 

Adı Üretici Firma 

Falkon Tüpler Greiner bio-one, Almanya 

Serolojik Cam Pipetler Greiner bio-one, Almanya 

Otomatik Pipet Uçları ISOLAB, Wertheim, Almanya 

Lamel ISOLAB, Wertheim, Almanya 

Tartım Kapları ISOLAB, Wertheim, Almanya 

Spatüller ISOLAB, Wertheim, Almanya 

Flask  Greiner bio-one, Almanya 

1.5 Mikrosantrifüj tüpleri BIOLOGIX, ABD 
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3.1.3. Kullanılan Çözeltiler ve Hazırlanması 

 

Borik asit örneği çözeltileri: 0,309 g borik asit hassas terazi ile tartıldı. Üzerine 

30°C’daki distile su eklenip son hacim 10 mL olacak şekilde tamamlanıp 0,5 M 

konsantrasyonda stok çözelti hazırlandı.  

 

Kojik asit örneği çözeltileri: 0,0014 g kojik asit hassas terazi ile tartıldı. Distile 

su ile son hacim 10mL olacak şekilde tamamlanıp 0.001 M konsantrasyonda stok 

çözelti hazırlandı. 

 

L-DOPA örneği çözeltisi: 0,207 g L-DOPA hassas terazi ile tartıldı. Son hacim 

10 mL olacak şekilde distile su ile tamamlanıp 0,1 M stok çözelti hazırlandı. Her bir 

örnek için 10 µL hacminde uygulama yapıldı. 

 

Lizis tampon çözeltisi: 0,1742 g PMSF (fenilmetilsülfonil florid) hassas terazi 

ile tartılıp son hacim 10 mL olacak şekilde tamamlanıp 0,1 M stok çözelti hazırlandı. 

%1 lik Triton X-100 ve 0,5 mM PMSF soğuk 0,1 M PBS içerisinde süspanse edilip 

çözelti hazırlandı. 

 

 

3.2. Yöntem 

 

 

3.2.1. Hücre Kültürü 

 

-80 C°’daki SK-MELL-30 ve WM-115 hücreleri oda sıcaklığına getirildi. T25 

flask içerisine alınan SK-MELL-30 ve WM-115 hücreleri için sırasıyla RPMI 1640 

besiyeri, DMEM besiyeri eklenerek son hacim 5mL olacak şekilde besiyeri ile 

tamamlanmıştır. Hücreler %10 FBS, %1 Penicillin-Streptomycin içeren RPMI 1640 

ve DMEM besiyerleri kullanılarak 37C° sıcaklık ve %5 CO2 içeren koşullarda 

muhafaza edilmiştir (106).  
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Şekil 3.1. Sırasıyla SK-MELL-30 ve WM-115 melanom hücrelerinin 10x mikroskop 

görüntüleri 

 

3.2.2. Besiyeri Değişimi 

 

Hücrelerin canlılıklarını koruyabilmeleri için besiyeri değişimi yapılmıştır. 

Hücreler %80-90 doluluğa ulaştıklarında pasajlama işlemi yapılmıştır. 

 

 

 

Şekil 3.2. T25 flaskta hücrelerin inkübasyonu 
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3.2.3. Hücrelerin Pasajlanması 

 

Pasajlama işlemi için hücrelerin bulunduğu besiyeri ortamı uzaklaştırılmıştır. 5 

mL PBS ile yıkama yapılmıştır. Yıkama işleminden sonra PBS çekilerek 1mL Tripsin 

eklenmiş ve hücreler üç dk etüvde inkübasyona bırakılmıştır. Etüvden çıkarılan flaskta 

hücrelerin olduğu duvara doğru pipet ile çek-bırak yapılarak hücrelerin tamamen 

ayrılması sağlanmıştır. Sonrasında flaskın tabanına doğru beş defa çek-bırak 

yapılmıştır. 5 mL PBS eklenerek süspanse edilmiştir. 617 g’de 10 dk santrifüj edilmiş 

ve süpernatant atılmıştır. Pelletin üzerine medium eklenmiştir. Flasklara bölünen 

hücreler 37 C° sıcaklık ve % 5 CO2 içeren koşullarında inkübasyona bırakılmıştır 

(107).  

 

3.2.4. Hücrelerin Dondurulması 

 

Hücrelerin bulunduğu ortam uzaklaştırıldıktan sonra PBS ile yıkama yapılmıştır. 

1 mL Tripsin eklenerek hücreler kaldırılmıştır. 5 mL besiyeri eklenerek süspanse 

edilmiştir ve 50’lik steril falkona aktarılmıştır. Ardından 617 g’de 10 dk santrifüj 

edilmiştir .Satrifüj sonrası süpernatant atılmış, pellet % 95 FBS, %5 DMSO dondurma 

solüsyonu ile homojenize edilmiş ve kryotüpler içine 1 mL hacimde olacak şekilde 

alınmıştır. Tüpler hazırlandıktan sonra -20 C°de 1 saat, -80 C°’de bir gece bekletilmiş 

ve ardından azot tankına kaldırılmıştır (108).  

 

 

3.2.5. Hücre Sayımı 

 

Hücre sayımı için hücre süspansiyonu ve tripan mavisinden 1:1 oranında 10’ar 

µL alınarak karıştırılmıştır. Bu karışımdan 10 µL alarak Thoma lamına alınarak sayım 

işlemi gerçekleştirilmiştir. 

 

Thoma lamında hücreler 16 adet büyük karede 40X objektifte sayılarak hücre 

sayımı gerçekleştirilir (Şekil 3.3). Hücreler sayılırken; AxSFx10000 formülünden 

hesaplanır. Formülde, A: 16 büyük karede sayılan hücre adeti, SF: Seyreltme faktörü, 

10000: 1 mL süspansiyondaki hücre sayısını bulabilmek için kullanılan sabittir (107).  
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Şekil 3.3. Thoma lamı (107) 

 

Hücre sayımında canlı olan hücreler boyayı içine alamayacaklarından şeffaf 

renkte gözükürler. 

 

3.2.6. Hücre Hatlarına Borik Asit Uygulanması ve Sitotoksitite Testi 

 

Melanom hücre hatlarına uygun konsantrasyondaki BA miktarını bulmak için 

BA uygulaması ve WST-1 sitotoksisite testi yapılmıştır. 

 

3.2.6.1. Borik Asit Uygulaması 

 

 Hücrelerin bulunduğu ortam uzaklaştırıldıktan sonra PBS ile yıkama 

yapılmıştır. 1 mL Tripsin eklenerek hücreler kaldırılmıştır. 5 mL besiyeri eklenerek 

süspanse edilmiştir ve steril falkona aktarılmıştır. Ardından 617g’de 10 dk santrifüj 

edilmiş. Süpernatant atılmıştır. 

 

Santrifüjden çıkan SK-MELL-30 hücrelerin üzerine %10 FBS içeren RPMI 

1640 eklenerek 10800 µL hücre karışımı hazırlanmıştır. WM-115 hücrelerin üzerine 

%10 FBS içeren DMEM eklenerek 10800 µL hücre karışımı hazırlanmıştır. 

Hazırlanan bu karışımlardan her kuyucuğa 300µL olacak şekilde 96’lı well-plate 

kuyucuklarına ekim yapılmıştır. 24 saatlik ve 48 saatlik ölçümler için her iki hücre 

hattı için ikişer tane 96’lık well-plate hazırlanmıştır. Sırasıyla negatif kontrol için 

DMSO, pozitif kontrol için sadece medium, tirozinazı inhibe ettiği bilinen KA 0, 5, 
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10, 25, 50, 100, 200, 300 µM konsantrasyonlarında, deney grubu için BA 0, 2.5, 5, 10, 

25, 50, 100, 200 mM konsantrasyonlarında hazırlanıp test edilmiştir (60). 

 

 

3.2.6.2. WST-1 Hücre Canlılık Testi 

 

WST-1 testi hücrelerin canlılığının spektrofotometrik olarak ölçülmesini 

sağlayan bir yöntemdir. Bu testin prensibi, WST gibi tetrazolyum tuzlarının elektron 

alarak indirgenmeleriyle formazan denilen yapıya dönüşmelerinin sonucu renk 

değişimi meydana gelmesine dayanır (Şekil 3.2). Tetrazolyum halkası yanlızca aktif 

mitokondri tarafından kırılabilir bu yüzden sadece renk değişim reaksiyonu canlı 

hücreler tarafından gerçekleştirilebilir. Ölü hücreler ise tetrazolyum bileşiklerini 

indirgeme yeteneğini kaybederler ve bu yüzden şeffaf renkte görünürler (107). 

 

 

Şekil 3.4. Tetrazolyum tuzu WST’nin formazona dönüşümü (109) 

 

WST-1 testi için SK-MELL-30 ve WM-115 hücreleri 96’lı platelere ekilip 

inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyondan sonra sırasıyla 5, 10, 25, 50, 100, 200, 300 

µM konsantrasyonlarında KA ve 2.5, 5, 10, 25, 50, 100, 200 mM konsantrasyonlarında 

BA ile muamele edilmiştir. Kontrol kuyucuklarına sadece medium eklenmiştir. 24 ve 

48 saat sonra canlılık testi yapılmıştır (13). 
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Her bir kuyucuğa 10µL WST-1 solüsyonu ilave edilip 37 °C’de 3 saat 

inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonrası 450 nm dalga boyunda 

spektrofotometrede ölçüm yapılmıştır. Hücreler için uygun BA ve KA 

konsantrasyonları belirlenmiştir. 

 

Hücrelerin canlılık değerleri hesaplanırken; 

 

formülü kullanılmıştır. 

 

 

3.2.7. Tirozinaz Enzim Aktivite Tayini 

 

6’lı well plate içerisindeki hücrelerin üzerine belirlenen dozlarda BA ve KA 

uygulandıktan sonra 24 ve 48 saat inkübasyona bırakıldı. Hücrelerden lizat hazırlamak 

için hücrelerin besiyeri uzaklaştırıldı. PBS ile her kuyu iki kez yıkandı. Önceden 

hazırlanan lizis tampon solüsyonundan her kuyuya 100 µL eklendi. Her kuyu içinde 

kazıyıcı yardımıyla hücreler kaldırıldı. Her kuyu içindeki hücreler ayrı ayrı ependorf 

tüplerin içerisine aktarıldı. Bütün işlemler buz üzerinde gerçekleştirildi. +4°C’de 

1600g’de 15 dk santrifüj edildi. 90 µL süpernatantdan alınarak 96’lı well plate 

aktarıldı.  Her kuyuya 10 µL 0,1 M L-DOPA eklendi. 37°C’de 1 saat inkübasyona 

bırakıldı. Biotek Epoch Reader Spektrofotometre cihazında 475 nm’de absorbans 

değeri ölçüldü (110). 

 

 

3.2.8. İstatistiksel Analiz 

 

İstatiksel analizler ve hesaplamalar için GraphPad Prism Version 8.4.2 (679) 

programı kullanılmıştır. İkili gruplar Student’s t testi, üçlü karşılaştırmalar ise tek 

yönlü ANOVA testi kullanılarak yapılmıştır. Testlere uygun grafikler çizilerek 

sonuçlar değerlendirilmiştir. Analiz sonucunda test istatistiği ve p değeri verilmiştir. 

İstatistiksel anlamlılık düzeyi p<0,05 kabul edilmiştir. 
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4. BULGULAR 

 

 

4.1. SK-MELL-30 Melanom Hücrelerinde BA ve KA Uygulamasının 

Sitotoksik Etkilerinin Belirlenmesi 

 

SK-MELL-30 melanom hücrelerinin üzerine sırasıyla 0, 2,5, 5, 10, 25, 50, 100, 

200 mM konsantrasyonlarda BA uygulanmıştır. 48 saatin sonunda sırasıyla hücre 

canlılıkları % 100, % 71,4, % 94,5, % 112,7, % 95,1, % 113, % 119,5, % 70,7 olarak 

ölçülmüştür.  

 

 

 

 

Şekil 4.1. SK-MELL-30 hücrelerine uygulanan BA sonucu hücrelerin 48 saatteki % 

canlılık grafiği 

 

SK-MELL-30 melanom hücrelerinin üzerine sırasıyla 0, 5, 10, 25, 50, 100, 

200,300 µM konsantrasyonlarda KA uygulanmıştır. 48 saatin sonunda, % 100, % 90,9, 

% 72,4, % 73,7, % 72, % 57,7, % 47,4, % 45,7 canlılık olarak ölçülmüştür. KA için 

IC50 değeri 219,7 µM olarak hesaplanmıştır. 
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Şekil.4.2. SK-MELL-30 hücrelerine uygulanan KA sonucu hücrelerin 48 saatteki % 

canlılık grafiği 

 

 

4.2. WM-115 Melanom Hücrelerinde BA ve KA Uygulamasının  

Sitotoksik Etkilerinin Belirlenmesi 

 

WM-115 melanom hücrelerinin üzerine sırasıyla 0, 2,5, 5, 10, 25, 50, 100, 200 

mM konsantrasyonlarda BA uygulanmıştır. 48 saat sonunda sırasıyla hücre canlılıkları 

% 100, % 61,7, % 68,7, % 35,7, % 15,1, % 14,1, % 13,8, % 12,8 olarak ölçülmüştür. 

BA için IC50 değeri 106.0 mM olarak hesaplanmıştır. 

 

 

 

Şekil.4.3. WM-115 hücrelerine uygulanan BA sonucu hücrelerin 48 saatteki % 

canlılık grafiği 
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WM-115 melanom hücrelerinin üzerine sırasıyla 0, 250, 300, 350, 400, 500, 

550, 600 µM konsantrasyonlarda KA uygulanmıştır. 48 saatin sonunda sırasıyla hücre 

canlılıkları % 100, % 86,4, % 82,5, % 67,1, % 66,8, % 65,8, % 63,0, % 58,2 olarak 

ölçülmüştür. KA için IC50 değeri 754,2 µM olarak hesaplanmıştır. Literatürle uyumlu 

olarak   IC50 353,6 µM konsantrasyon deneyimizde kullanılmıştır (60). 

 

 

Şekil.4.4. WM-115 hücrelerine uygulanan KA sonucu hücrelerin 48 saatteki % 

canlılık grafiği 

 

 

4.3. SK-MELL-30 Melanom Hücrelerinde BA ve KA Uygulamasının 

Tirozinaz Enzim Aktivitesine Etkilerinin Belirlenmesi 

 

SK-MELL-30 melanom hücrelerinin üzerine sırasıyla 0, 150, 200, 250 mM 

konsantrasyonlarında BA uygulanmıştır. 48 saat sonunda sırasıyla tirozinaz enzim 

inhibisyonları % 0, % 25,31, % 45,85, % 60,31 olarak hesaplanmıştır.  

 

 

Şekil.4.5. SK-MELL-30 hücrelerine uygulanan BA sonucu tirozinaz enziminin 48 

saatteki % inhibisyon grafiği 
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SK-MELL-30 melanom hücrelerinin üzerine sırasıyla 0, 200, 250, 300, 400 µM 

konsantrasyonlarda KA uygulanmıştır. 48 saat sonunda sırasıyla tirozinaz enzim 

inhibisyonları % 0, % 13,4, % 41,0, % 58,4, % 71,2 olarak hesaplanmıştır. 

 

 

Şekil.4.6. SK-MELL-30 hücrelerine uygulanan KA sonucu tirozinaz enziminin 48 

saatteki % inhibisyon grafiği 

 

BA ve KA uygulanan SK-MELL-30 melanom hücrelerindeki tirozinaz enzim 

aktivitesinde bir düşüş olmuştur ama istatiksel olarak anlamlı değildir (P=0,085). 
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Şekil.4.7. SK-MELL-30 hücrelerine uygulanan KA ve BA sonucu tirozinaz 

enziminin inhibisyonu (p=0.085)  
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4.4. WM-115 Melanom Hücrelerinde BA ve KA Uygulamasının Tirozinaz 

Enzim Aktivitesine Etkilerinin Belirlenmesi 

 

WM-115 melanom hücrelerinin üzerine sırasıyla 0, 100, 150, 200, 250 mM 

konsantrasyonlarında BA uygulanmıştır. 48 saat sonunda sırasıyla tirozinaz enzim 

inhibisyonları % 0, % 26,5, % 52,4, % 62,2, % 64,3 olarak hesaplanmıştır.  

 

 

Şekil.4.7. WM-115 hücrelerine uygulanan BA sonucu tirozinaz enziminin 48 saatteki 

% inhibisyon grafiği 

 

WM-115 melanom hücrelerinin üzerine sırasıyla 0, 200, 250, 300, 400 µM 

konsantrasyonlarda KA uygulanmıştır. 48 saat sonunda sırasıyla tirozinaz enzim 

inhibisyonları % 0, % 67,6, % 72,2, % 73,4, % 74,7 olarak hesaplanmıştır. 

 

 

Şekil.4.8. WM-115 hücrelerine uygulanan KA sonucu tirozinaz enziminin 48 

saatteki % inhibisyon grafiği 
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WM-115 melanom hücrelerindeki tirozinaz enzim aktivitesinde istatiksel olarak 

anlamlı bir azalma gözlenmiştir (P=0,046). 
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Şekil.4.9. WM-115 hücrelerine uygulanan KA ve BA sonucu tirozinaz enziminin 

inhibisyonu (p=0.046)  
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5. TARTIŞMA 

 

Melanom epidermisteki melanosit hücrelerinin düzensiz bir şekilde 

çoğalmasıyla meydana gelen bir malign tümördür (5). Melanomun geç fark 

edilmesiyle ve tedaviye direnç göstermesiyle deri kanserleri içinde en tehlikeli tür 

olarak teşhis edildiği bilinmektedir.  

 

Melanomun teşhisinde bir biyobelirteç olarak kullanılan tirozinaz enzimi bu 

hastalık için büyük önem taşımaktadır (6). Tirozinaz enzimi bitki, hayvan, mantar ve 

mikroorganizmalarda bulunan, cilt, saç ve hayvanlarda kürk rengini belirleyen 

melanin pigmentin biyosentezinden sorumlu bakır içeren, oksidaz enzim türlerinden 

olup hız sınırlayıcı bir rol oynayan çok işlevli bir metaloenzimdir (4). Tirozinaz, 

melanin biyosentez yolağında hidroksilasyon tepkimeleriyle monofenolaz aktivite ve 

oksidasyon tepkimeleriyle difenolaz aktivite göstererek anahtar bir role sahiptir  (111). 

Metabolizmadaki kimyasal reaksiyonların büyük önemi nedeniyle melanin sentezinde 

meydana gelen herhangi bir değişiklik hastalık durumuyla sonuçlanabilmektedir. 

Melanin sentezini inhibe eden tirozinaz inhibitörlerinin hiperpigmentasyon, güneşe 

bağlı lentigo ve inflamatuar hastalıkların güncel tedavilerinde kullanıldığı 

bilinmektedir (113). Dolayısıyla tirozinaz inhibitörlerinin, gıda alanında meyve ve 

sebze kararmalarının önlenmesinde, kozmetikte cilt aydınlatıcı kremlerin 

üretilmesinde ve tıp alanında hastalıkların tedavisinde önemleri giderek artmakta, 

çeşitli bileşiklerinin araştırılması için tirozinaz önemli bir hedef haline gelmektedir.  

 

 Deri kanserlerinde tirozinaz enzim aktivitesinin arttığı bilinmektedir (3, 4). 

Sitotoksik T hücreleri üzerinde yapılan çalışmalar, tirozinazın immün sistem 

tarafından HLA-restricted bir biçimde tanındığını ortaya koymuştur (6). Rekombinant 

üretilen, tirozinaz ile immünizasyon sonucu elde edilen T311 antikorunun 

melanomlarda yüksek bir duyarlılığa sahip olduğu bildirilmektedir (6). Yapılan bir 

diğer çalışmada histolojik boyamayla, primer veya metastatik melanomların tümünde 

tirozinaz antikorları ile pozitif bir artış olduğu bildirilmiştir. Tüm melanomlarda 

pozitiflik oranı %58 iken, metastaz yapmış melanomlarda %83 olduğu         

saptanmıştır (114).  
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Tirozinazı inhibe edecek moleküller sentezlenmiştir (4). Tirozinaz 

inhibitörlerini kaynağına göre doğal, sentetik ve yarı sentetik olarak üçe ayırabiliriz. 

Bitkiler ve mantarlar içerdikleri steroidler, polifenoller ve fenolik bileşikler doğal 

tirozinaz inhibitörlerine temel oluşturmaktadırlar. Dut bitkisinin yapraklarında 

bulunan betulinik asidin tirozinazı inhibe ettiği belirtilmektedir (115). A vitaminin 

melanositlerde tirozinaz aktivitesini inhibe ettiği bildirilmiştir  (116). Kükürtlü 

bileşiklerin de iyi bir tirozinaz inhibitörü olduğu belirtilmekle beraber yüksek oranda 

kükürt içeren sarımsak ile yapılan çalışmada tirozinazı inhibe ettiği bildirilmiştir (75). 

Nar bitkisinin tirozinaz inhibitörü olan gallik asit, Kojik asit, kafeik asit, ellagik asit 

gibi çeşitli bileşikleri bulundurduğu literatürde belirtilmektedir (117). Narın deriyi 

yaşlanmaya karşı koruduğu ve nar tohum yağının farelerde deri kanserini önlediğine 

dair çalışmalar mevcuttur (75, 118). Deri hastalıklarında kullanılan kremlerin 

içeriğindeki bitkisel kaynaklı kuarsetin, kaemferol gibi antioksidan bileşiklerin 

tirozinaz inhibitörü olduğu bildirilmektedir (119). Bitkilerde bulunan antioksidan 

bileşiklerin tirozinazı inhibe etmesinin nedeni yapısında bulunan serbest -OH 

gruplarından olabilir (74, 75). Ayrıca polifenoller, flavonoitler, izoflavonlar, 

kurkuminoidler, kalkonlar, fenolik asitler ve terpenoid türevleri gibi bazı doğal 

kaynaklı bileşenler sentetik kaynaklı olarak da üretilebilmektedirler (4). Son yıllarda 

yeni tirozinaz enzim inhibitörlerinin sentezi sıklıkla araştırılan bir çalışma konusu 

haline gelmiştir. Bunun temelindeki en önemli sebep, tirozinaz enzim inhibitörlerinin 

çoğunda yüksek toksisite problemidir. Dolayısıyla, bu tür sınırlandırmalar yan etkisi 

az ve güçlü tirozinaz inhibitörlerinin keşfini çok önemli kılmaktadır. 

 

Kojik asit, tirozinaz enzimindeki iki önemli basamağı inhibe ederek tirozinaz 

için önemli bir inhibitör olup sıklıkla kullanılmaktadır. Biz de çalışmamızda pozitif 

kontrol olarak KA kullandık. Kojik asit cilt beyazlatıcı kremlerde kullanılan bileşikler 

içinde birinci sırada yer alır. Ayrıca, melazma tedavisi, gıdalarda kararmayı önleciyi 

koruyucu ve antioksidan amaçlı, zararlı mikroorganizmalar üzerinde pestisit ve 

antimikrobiyal maddeler, antibiyotik, metal şelasyonu olarak da kullanımı mevcuttur. 

Bilinen bu özelliklerinden dolayı pek çok çalışmada pozitif kontrol olarak 

kullanılmaktadır (75). Ancak, deride alerjik reaksiyonlar geliştirdiği ve saklama 

süresindeki dayanıksızlığı nedeniyle kullanımı sınırlanmakta ve bu yüzden yeni 

tirozinaz inhibitörlerine ihtiyaç duyulmaktadır. Ayrıca hayvan deneyi çalışmalarında 

tümör oluşumunu artırdığı bildirilmiştir (75). Bu çalışmada, dünya bor rezervlerinin 
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%73'üne sahip olan ülkemizde bulunan bor elementinin tirozinaz enzimi üzerine olan 

etkisinin incelenmesi planlanmıştır. 

 

 

Literatürde yapılan çalışmalar incelendiğinde, tirozinaz inhibitörlerinin 

melanomu önlediği bildirilmiştir (3). Melanogenez yolağının inhibe edilmesindeki 

hedef tirozinazın inhibe edilmesidir. Tirozinaz sadece melanosit hücrelerinde 

üretildiğinden, tirozinaz inhibitörleri avantajlı şekilde diğer hücrelere zarar vermeden 

spesifik olarak melanogenezi inhibe etmektedir. Tirozinazın katalitik bölgesini inhibe 

ederek veya bakır iyonlarını şelatlayarak, tirozinazın inhibe edilmesiyle 

melanogenezin inhibisyonu sağlandığında melanom hücrelerinin kemoterapiye olan 

direnci kaldırılıp siklofosfamidin ilacına duyarlı hale getirildiği bildirilmiştir (13). 

Tirozinazın inhibe edilmesiyle hücre içinde biriken L-DOPA, lenfosit 

proliferasyonunu inhibe edip, hücre döngüsünün G1/0 evresinde kalmasını sağlayarak 

hücre döngüsünü durdurmuştur.  Ayrıca, IL-1β, TNF- α, IL-6 VE IL-10 üretimi inhibe 

edilerek de hücre proliferasyonu durdurulmuştur. Bu nedenle, melanogenezin inhibe 

edilmesi, ilerlemiş melanomların tedavisi için seçenek olabilir (120). Bu çalışmada, 

tirozinazın inhibitörü olabileceğini düşündüğümüz bor ile melanogenezi inhibe ederek 

melanom tedavisi için seçenek oluşturmak hedeflenmiştir. 

 

Doğada elementel formda bulunmayan Bor, yaygın olarak borat formlarında 

(borik asit ve boraks gibi) bulunmaktadır (7). Bor iz elementinin kemik, mineral, lipid, 

enerji metabolizması, immün sistem, endokrin fonksiyonu lipid peroksidasyonu ve 

antioksidan sistem ile DNA harabiyetini önleyebileceği düşünülmektedir  (9-11). 

Borik asitin kanser hücre hatlarında oksidatif strese, hücre büyümesinin 

inhibisyonuna, apoptoza ve hücre morfolojisinde değişikliklere neden olduğu 

bildirilmiştir (12).  

 

Bor bileşikleri, yüksek maligniteye sahip bazı kanser türlerinin 

kemoterapisinde giderek daha sık kullanılmaya başlandı (99). Bor içerikli ilaçlar ile 

tedaviden en sık etkilenen kanser türleri prostat, meme, servikal ve akciğer 

kanserleridir (99-102).Bor bazlı tedavilerin kullanımı arttıkça farklı kanser türlerinin 

insidansı, borun hangi moleküler mekanizmaya nasıl etki ettiği ile ilgili çalışmalar 

yapmak gerekmektedir. İlaçların içerisindeki borun aktivitesiyle, kanser 
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hücrelerindeki serin proteaz, NAD dehidrogenaz, mRNA ekleme, hücre bölünmesi ve 

enzim aktivitesi mekanizmalarına müdahale edilir (121). Ayrıca B’nin andojen duyarlı 

kanser hücrelerinin çekirdeğindeki androjen reseptörlerine bağlanarak, hücre 

proliferasyonu için gereken PSA’yı (Prostatic Serum Antigen) inhibe etmesiyle 

apoptozu indüklediği bildirilmiştir (122).  

 

Servikal kanser, dünya çapında kadınlarda en sık görülen ikinci kanser türü 

olmasına karşın Türkiye’de % 7 oranıyla düşük insidansa sahiptir (123). Bunun 

sebebinin Türkiye topraklarının B ile zengin olduğunu savunan hipotezler mevcutken 

içme suyuyla alınan borun servikal kanser riskini azalttığı bildirilmiştir. Yapılan bir 

diğer çalışmada kadınlara borla zengin diyet uygulanmıştır. Çalışmanın sonucunda 

kadınlarda servik ve akciğer kanseri riskinin önemli ölçüde azaltıldığı bildirilmiştir 

(94, 124, 125).  

 

Borik asit ile muamele edilen melanom hücrelerinde tripan boyama yapıldığında 

BA konsantrasyonu arttıkça hücre canlılığının azaldığı bildirilmiştir (13). FPA (Focal 

Plane Array) dedektörü ile yapılan FTIRI (Fourier Transform InfraRed Imaging) 

görüntülemesiyle, BA uygulamasının hücrelerdeki lipit/protein oranı önemli bir 

değişikliğe uğratmamasına karşılık nükleik asit/protein oranını önemli ölçüde azalttığı 

gösterilmiştir (13). Bu sonuçlar yüksek BA konsantrasyonunun, melanom 

hücrelerinde apoptozu indüklediğini göstermektedir. Çalışmamamızda tirozinaz 

enzim üzerindeki borat formunun son derece önemli inhibisyon etkisi göstermesi bor 

kaynaklarının melanom üzerindeki tedaviye yönelik şansını arttırdığı söylenebilir.  

 

Mevcut çalışmamızda borik asitin SK-MELL-30 ve WM115 melanom hücre 

hatlarında tirozinaz enzim aktivitesi üzerine etkisinin araştırılması amaçlanmıştır. 

Tirozinazın sadece melanosit hücrelerinde bulunması nedeniyle SK-MELL-30 ve 

WM115 melanom hücre hatları literatürle uyumlu olarak inkübe edildi (106). 

 

 BA ve KA moleküllerinin SK-MELL-30 ve WM-115 melanom hücre hatlarında 

sitotoksisite aktivitesini belirlemek için WST-1 yöntemi kullanılmıştır (57). WST-1 

yöntemi; kültür ortamındaki mitokondrial aktivitesi devam eden canlı hücrelerin 

kantitasyonunu sağlar. IC50 değeri; inhibe edici özelliği olduğu düşünülen maddenin 

tam inhibisyonu sağlayacak konsantrasyonunun yarı değerini vermektedir(107). 
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WST-1 yöntemi sırasında metastatik melanom hücre hattı olan SK-MEL-30 24. 

saat ve 48. saat olarak iki aralıkta ve sekiz farklı konsantrasyonda (0, 2.5, 5, 10, 25, 

50, 100, 200 Mm) BA uygulanmıştır. Ayrıca WST-1 yöntemi sırasında metastatik 

melanom hücre hattı olan SK-MEL-30 hücrelerine tirozinazın bilinen inhibitörü KA 

24. saat ve 48. saat aralıklarında ve 8 farklı konsantrasyonda (0, 5, 10, 25, 50, 100, 

200, 300 µM) uygulanmıştır. BA uygulaması sonrasında SK-MELL-30 hücre hattı için 

IC50 değeri elde edilememiştir. KA uygulaması sonrasında SK-MELL-30 melanom 

hücre hattı için, GraphPad Prism Version 8.4.2(679) programıyla t testi ile IC50 değeri 

219,7 µM değeri olarak tespit edilmiştir. Primer malign melanom hücre hattı olan 

WM-115 24. saat ve 48. saat olarak 2 aralıkta ve 8 farklı konsantrasyonda (0, 2,5, 5, 

10, 25, 50, 100, 200 mM) BA uygulanmıştır. Ayrıca WST-1 yöntemi sırasında primer 

malign melanom hücre hattı olan WM115 hücrelerine tirozinazın bilinen inhibitörü 

KA 24. saat ve 48. saat aralıklarında ve 8 farklı konsantrasyonda (0, 250, 300, 350, 

400, 500, 550, 600µM) uygulanmıştır. BA uygulaması sonrasında WM-115 hücre hattı 

için, GraphPad Prism Version 8.4.2(679) programıyla t testi ile IC50 değeri 106,0 mM 

değeri olarak tespit edilmiştir. KA uygulaması sonrasında,  IC50 değeri 754,2 µM 

değeri tespit edilmiştir. Literatürle uyumlu olarak IC50 değeri 353,6 µM konsantrasyon 

deneyimizde kullanılmıştır. 

 Deneysel verilere göre BA’nın WM115 primer melanom hücre hattı için yüksek 

konsantrasyonlarda hücreleri inhibe ettiği desteklenmiştir. SK-MELL-30 metastatik 

melanom hücre hattı için değişen BA konsantrasyonlarının ise farklı etki gösterdiği 

gözlenmiştir. Bilinen en iyi tirozinaz inhibitörü olan KA ise her iki hücre hattı üzerinde 

toksik etkiye sebep olmuştur. 

 

Çalışmamızın ikinci kısmında ise tirozinaz enzim aktivitesindeki değişimi 

belirlemek için BA ve KA’yı SK-MELL-30 hücrelerine uygulanarak enzim aktivitesi 

ölçülmüştür. 48 saat sonunda 475 nm dalga boyunda spektrofotometrik ölçüm 

yapılmıştır. Kontrol grubu için % 0 enzim inhibisyonu kabul edilerek BA için %43,82, 

KA için %46,00 tirozinaz enzim inhibisyonu belirlenmiştir. Tek yönlü ANOVA testi 

kullanılarak p= 0,084 (p>0,05) bulunmuştur ve BA için anlamlı bir enzim inhibisyonu 

görülmediği saptanmıştır.  WM115 hücrelerinin 48 saat uygulama sonrasındaki 

sonuçları Kontrol grubu için % 0 enzim inhibisyonu kabul edildiğinde BA için 

%51,35, KA için % 71,15 tirozinaz enzim inhibisyonu belirlenmiştir. Tek yönlü 

ANOVA testi kullanılarak p= 0,046 bulunmuştur (p<0,05) ve BA için anlamlı bir 
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enzim inhibisyonu görülmüştür. Bu sonuçlar bize BA’nın tirozinazı inhibe etmesiyle 

melanom tedavisine katkı sağlayabileceğini göstermiştir. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

➢ Bu tez çalışmasında BA’nın melanin pigmentinden sorumlu olan tirozinaz 

enziminin aktivitesi üzerine etkisi incelenmiştir. 

 

➢ BA’nın sitotoksik etkisinin belirlenmesi için WST-1 testi uygulanmıştır. SK-

MELL-30 hücre hattı için sitotoksik etki gözlenemezken WM-115 için IC50 

106,0 mM olarak bulunmuştur. KA uygulamasının WST-1 testi sonuçları SK-

MELL-30 için IC50 219,7 µM WM115 için IC50 754,2 µM olarak bulunmuştur.  

 

➢ BA uygulaması tirozinaz enziminin bilinen inhibitörü KA ile 

karşılaştırıldığında WM115 hücre hattında anlamlı bir inhibisyona sebep 

olurken (p=0,046) SK-MELL-30 hücre hattında anlamlı bir sonuç 

göstermemiştir (p=0,085). 

 

➢ Melanomu önlemede melanogenezisin inhibe edilmesi önemliyken bunu 

sağlamakta tirozinaz inhibitörleri büyük önem taşımaktadırlar. Literatürde yer 

alan tirozinaz inhibitörlerinin kanserojen yapıda olmaları yeni inhibitörlerin 

çalışılmasını gerektirmektedir. 

 

➢ Çalışmamızda BA uygulamasının tirozinaz enziminin primer melanom 

hücrelerinde anlamlı bir inhibisyon sağlaması erken dönemdeki melanom 

tedavisi için umut vericidir. 

 

➢ Bor madeni ülkemiz için büyük önem taşımaktadır. Bu değerli madenin klinik 

alandaki çalışma sahasının genişletilmesi ülkemize ulusal pazarda avantaj 

sağlayabilir. 

 

➢ Bor bileşiklerinin prostat, meme, servik ve akciğer kanser vakalarında tedavi 

seçeneği olabildiği gösterilmiştir. Diğer kanser türleri için de çalışmaların 

yapılması gerekmektedir. 

 

➢ Melanom hücrelerinde BA uygulamasının hücre proliferasyonunu engellediği 

bildirilmiştir. Mekanizmasının açıklığa kavuşturulması gerekmektedir. 
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➢ BA uygulamasının tirozinaz enzimindeki inhibisyonunu hangi mekanizma ile 

sağladığını açıklamak için ileri çalışmalar gerekmektedir. 
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