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OZET

Melanom Hiicre Hatlarinda Borik Asit Uygulamasinin Tirozinaz Enzim

Aktivitesi Uzerine Etkisinin incelenmesi

Malign melanom; cilt, g6z ve sa¢ rengini belirleyen noral krest kokenli
melanin lireten melanosit hiicrelerinin malign timori olup goriilme sikligi hizla artig
gosteren ve mortalitesi yiiksek olan bir kanser tiirtidir. Tirozinaz enzimi
(EC.1.14.18.1) melanositlerde melanin olusumundan sorumlu enzim olup melanom
kanserinde aktivitesinin arttigi gosterilmistir. Tirozinaz enzimi yillardir melanom
teshisinde biyobelirte¢ olarak kullanilmaktadir. Tirozinaz enziminin inhibitorlerinin
melanom hiicrelerindeki tirozinaz enzim aktivitesini inhibe etmesiyle hiicrelerin
apoptoz yolagina girdiginin anlasilmasi melanom tedavisinde son derece énemli bir

yaklasimi beraberinde getirmistir.

Borik asidin (BA, H3BOs) kanser hiicre hatlarinda oksidatif strese, hiicre
biliyiimesinin inhibisyonuna, apoptoza ve hiicre morfolojisinde degisikliklere neden
oldugu bilinmektedir. Bu ¢alismanin amaci, SK-MELL-30 ve WM115 melanom hiicre

hatlarinda BA’nin, tirozinaz enzim aktivitesi iizerindeki etkisinin arastirilmasidir.

S6z konusu ¢alismamizda SK-MELL-30 ve WM115 hiicre hatlarina 2,5-250
MM arasinda 6 farkli konsantrasyonda borik asit uygulanmistir. L-DOPA tirozinaz
enziminin substrati olarak kullanilmistir. Tirozinaz enzim aktivitesi 475 nm dalga
boyunda spektrofotometrik olarak tespit edilmistir. BA uygulamasi tirozinaz
enziminin bilinen en iyi inhibitorii Kojik asit (KA) ile karsilastirma yapildiginda ise,
WMI115 hiicre hattinda anlamli bir inhibisyon gostermistir (p=0,046) SK-MELL-30
hiicre hattinda ise anlamli bir sonug elde edilememistir (p=0,085). BA kullaniminin
tirozinaz enzimi tizerindeki inhibisyon mekanizmalarini genis ¢apta aydinlatmak igin
analitik yontemlerin kullanilmasi ve mekanizmalarin agikliga kavusturulmasi bir

sonraki deneysel ¢alismalarimizin hedefini olusturmustur.

Anahtar kelimeler: Borik Asit, Kanser, Melanom, Tirozinaz



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



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

DNA
BA
P53
P21
RAS
RB
VEGF
TRP-1
TRP-2
MITF
DICEA
PVP
Cu*?
KA
NAD
L-DOPA
PMSF
PBS
DMEM
RPMI
FBS
DMSO
HCI
uv
WST-1
CDKNZ2A
Ink4A
BRAF

: Bor
: Deoksiribo niikleik asit
: Borik asit
: Timdr protein 53
: Tiimdr protein 21
: Ras geni tarafindan tiretilen protoonkogen protein
- Retinoblastoma
- Vaskiiler endotelyal biiytime faktorii
: Tirozinazla iliskili protein 1
: Tirozinazla iliskili protein 2
: Mikroftalmi ile iligkili transkripsiyon faktorii
: Sodyum dietil-ditiyokarbamat
: Polivinilpirolidin
: Bakir iyonu
: Kojik asit
: Nikotinamid adenin diniikleotid
: 3,4-dihidroksi-L-fenilalanin
: Fenilmetilsiilfonil floriir
: Fosfat tamponlu tuz
: Dulbecco’s modified eagle medium
: Roswell Park Memorial Institute
: Fetal s1g1r serumu
: Dimetil Sulfoksit
: Hidrojen kloriir
. Ultraviole 151k

: Water-soluble tetrazolium salt

: Sikline bagimli kinaz inhibitorii 2A
: Sikline bagimli kinaz inhibitorii 4A

- hiicre sinyal sistemi proteini
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N-Ras :NRAS geni tarafindan kodlanan enzim

Raf : Rapidly accelerated fibrosarcom
Ras : Rat sarcoma

MAPK : Mitojenle aktive olan protein kinaz
a : Alfa

B : Beta

Y : Gama

) : Delta

¢ . Zeta

n : Eta

0 : Teta

1 : Tota

uM : mikromolar

nM : nanomolar
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1. GIRIS

Kanser, viicuttaki bazi hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde biiytidigi ve
viicudun diger bolgelerine yayildigi bir hastaliktir (1). Melanositler, cilt, g6z ve sagin
rengini belirleyen koyu renkli bir pigment olan melanin tireten hiicrelerdir. Melanom
melanositlerden kaynaklanan malign (kotii huylu) bir kanser tiirii olup ilag direnci
gelistirme, metastatik hale gelme ve kotii prognoz tasima egilimi ile iyi bilinir (2).
Deri kanserine bagli 6liimlerin % 75’1 melanom nedeniyle gergeklesir (3). Biitiin bu

zorluklar1 ortadan kaldirmak i¢in hedefe yonelik terapiler oldukg¢a 6nemlidir.

Tirozinaz enzimi (EC.1.14.18.1) katekoloksidaz, polifenol oksidaz ya da
difenolaz isimleriyle de bilinen Cu*? iceren, melanin sentezinde hiz siirlayici1 bir
enzim olarak rol oynayan ¢ok islevli bir metaloenzimdir (4). Tirozinaz enzimi
bitkilerde, hayvanlarda ve mikroorganizmalarda yaygin olarak bulunur. Melanom
olusumunda kritik bir role sahip oldugu diisiiniildiigiinde, aktivitesinin izlenmesi ve
farmakolojik olarak diizenlenmesi hastaligin tan1 ve tedavisine yardimei olacaktir (3,
4). Deri kanserlerinde tirozinaz enzim aktivitesinin arttigi gosterilmistir olup yillardir
melanom teshisinde biyobelirteg olarak kullanilmaktadir (5,6). Tirozinazi inaktif hale
getirecek inhibitorler gelistirilmistir. Tirozinaz inhibitorlerini kaynagina gore dogal,
sentetik ve yar1 sentetik olarak {ige ayirabiliriz. Genellikle bitkiler ve mantarlar
igcerdikleri fenolik bilesenler, steroidler ve polifenollerle dogal tirozinaz inhibitdrlerine
temel kaynaklardir (4). Tirozinaz inhibitorleri endiistriyel ve gida alanlarinda oldukga
yaygin kullanilirken melanom tedavisinde de kullanilmustir (3, 4, 6). Tirozinaz enzim
inhibitorlerinin yiiksek toksite etki gostermeleri sebebiyle daha az zararli ve etkili
inhibitorlerin kesfi olduk¢a 6nem kazanmistir. Yapilan ¢aligmalar, tirozinazin inhibe

edilmesiyle melanom hiicrelerinin apoptoza gittigini gostermistir (3, 5, 6).

Dogada elementel formda bulunmayan Bor (B), yaygin olarak borat
formlarinda (borik asit ve boraks gibi) bulunmaktadir (7). B elementinin bitkilerde
esansiyel olarak kesfedilmesiyle hayvan hiicreleri i¢in de gerekli oldugu yapilan

calismalar ile gozlenmistir (8). Bu calismalar ile B elementinin etkilerinin kemik,

1



mineral, lipid, enerji metabolizmasi, immiin sistem, endokrin fonksiyonu lipid
peroksidasyonu ve antioksidan sistem ile DNA harabiyetinin énlenmesinde olumlu
etkilerinin olabilecegi belirtilmistir (9-11). Borik asitin (BA) kanser hiicre hatlarinda
oksidatif strese, hiicre biiylimesinin inhibisyonuna, apoptoza ve hiicre morfolojisinde
degisikliklere neden oldugunu gosteren caligmalar mevcuttur (12). Ayrica BA
bilesiginin, insan deri melanom hiicre hatlarinda hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini

gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir (13).

Arastirmamizin en énemli hedefi; 6nemli bir molekiil olan BA’nin melanom
hiicrelerinde tirozinaz enzim aktivitesi tizerindeki etkisi incelenerek kanser
tedavisinde tirozinaz enziminin yerinin ne olacagi ve bu s6z konusu enzimin
inhibisyon sonuglarmin melanom tedavisinde yeni aday molekiillerinin sentezinin

miimkiin olup olamayacagini belirlemektedir.

Calismamamizda tirozinaz enzim iizerindeki borat formunun son derece
onemli inhibisyon etkisi gostermesi bor kaynaklarinin melanom iizerindeki tedaviye

yonelik sansini arttirdigi sdylenebilir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, viicudun belirli bir bolgesindeki hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde
biiytidiigii ve ¢ogaldigi bir durumdur. Kanserli hiicreler, organlar da dahil olmak t{izere
cevredeki saglikli dokuyu istila edip yok edebilir (14). Uluslararas1 kanser
arastirmalart ajansinin 2020 yili kanser istatistiklerine gore diinya capinda tahminen

19,3 milyon yeni kanser vakasi ve yaklasik 10 milyon 6liim oldugu bildirilmistir (15).

Hiicrelerin, hangi boyuta ulasacagi, hangi siklikla boliinecegi ve ne zaman
Olecegi gibi fonksiyonlar genler tarafindan kontrol edilir. Genlerde meydana gelen bir
veya daha fazla mutasyon sonucu hiicrelerin kontrolsiiz boliinmeleriyle hiicre yiginlari
meydana gelir. Bu olusumlarla iyi huylu tiimor (benign tiimor) olabilir ya da kan
dolagimina girip, diger dokulari istila ederek ikincil tiimérleri olusturup kotii huylu

tumor olabilirler (Sekil 2.1) (14).

iyi huylu timor Kotii huylu tiimor
2] ™ ® 4
® @
<o &
e ® 0! ®
Hicreler kanserlegsmez ve Hiicreler kanserlesir ve diger
yayilmaz doku ve organlara yayilir

Sekil 2.1. Hiicre boliinmesi sonucu iyi huylu ve koétii huylu timor olusumu (14)



Tiimdrler cildi, kemikleri, dokulari, organlari ve bezleri etkileyebilir. Tiimdrlerin
nerede olustuguna gore kanserin tiirii belirlenirken, tiimdr hiicrelerinin biiylimeye
basladig1 doku tiiriine gore de kanser tiirleri belirlenmektedir. Bu ayrima gore 5 tip

timor vardir:

e Karsinom: Epitel dokusundaki bazal hiicrelerin degisimi sonucu olusurlar. Epitel
dokusu deriyi, organlari ve i¢ gegis yollarin1 (yemek borusu gibi) orter. Cilt,
gogls, bobrek, karaciger, akciger, pankreas, bas ve boyun kanserlerinin ¢ogunu

karsinomlar olusturmaktadir.

e Sarkom: Yumusak doku kanseri de denilen sarkomlar kas, kemik, yag ve bag doku
hiicrelerinin degisimi sonucu olusurlar. Yetmisten fazla tipi olmasina ragmen sik

goriilmeyen bir kanser tliriidiir.

e Losemi: Kan hiicrelerinin 6zellikle de akyuvarlarin anormal sekilde ¢ogalmasi
sonucu olusurlar. Viicuttaki lenfatik sistem ve kemik iligini etkileyen kanserlerdir.
Losemiler tiimoriin yayilim ve gelisim Ozelliklerine gore akut veya kronik
olabilirler. Genellikle akut 16semiler ¢ocuklarda ortaya ¢ikarken, kronik 16semiler

yetigkinlerde goriiliir.

e Lenfoma: Kemik iliginden iiretilen viicudun savunma hiicreleri olan lenfositlerin
kontrolsiiz sekilde c¢ogalmasi sonucu olusurlar. en c¢ok viicudun en 6nemli

savunma mekanizmasi olan lenf bezlerinde goriiliirler.

e Miyeloma: Antikor iireten plazma hiicrelerinden kaynaklanan kanser tiiriidiir.
Miyelom hiicreleri anormal antikorlar tretir. Bu anormal antikorlar 6zellikle
kemik iliginde birikirler. (14, 16).

2.1.1. Kanser lliskili Genler

Tiim kanserler, bir hiicredeki bir veya daha fazla gen mutasyona ugradiginda
baslar. Kansere sebep olan bu genler ii¢ kategoriye ayrilirlar: Tiimor baskilayici genler,

protoonkogenler, DNA onarim genleri.



Timor baskilayict genler, koruyucu genler olup, hiicre dongiisii kontrol
noktalarmi diizenleyen ve apoptozis siirecini baglatan genlerdir (17). Timor

baskilayici genler mutasyona ugradiklarinda, hiicrenin apoptozise ugramasini engeller.

P53 proteini, hiicre dongiisiinli diizenleyen bir transkripsiyon faktoriidiir. P53
mutasyonlariin biiyiik ¢ogunlugu DNA baglama domaininin yer aldigr 4. ve 9.
ekzonlarda meydana gelir. P53 proteini, ilgili genlerin transkripsiyonunu diizenleyerek
veya dogrudan DNA ile fiziksel olarak etkilesime girerek DNA tamiri, hiicre dongiisii
kontrolii, gen ifadesinin dilizenlenmesi, yaslanma ve apoptozis islevlerini
gerceklestirir. P53, DNA’ya baglanarak P21 proteinin kodlayan bir genin
transkripsiyonunu uyarir. P21 proteini, CDK4/siklin D1 kompleksini inhibe eder ve
boylece hiicrenin G1 agamasindan S asamasina gecisini 6nler. Boylece DNA’da hasar
var ise replikasyondan 6nce hiicre dongiisti durdurulup DNA hasarinin tamir edilmesi
saglanir. Eger DNA hasar1 tamir edilemeyecek ise P53 hiicre liimiinii tetikler. Insan

kanserlerinin % 50’den fazlasinda P53 mutasyonu gorilmiistiir (17, 18).

Protoonkogenler, hiicre biiylimesini ve boliinmesini saglayan genlerdir.
Mutasyona ugradiklarinda hiicre devamli boliiniir ve kanserlesme meydana geldigi
icin onkogen olarak isimlendirilirler (19). RAS genleri onkogen ailesinin bir iiyesidir.
Ras proteinlerinin hiicre i¢inde protein kinaz MAP kaskadini aktiflestirmesiyle olusan
devaml1 mitojenik sinyal sonucu 6liimsiiz hiicreler olusur. Insan kanserlerinde RAS

protoonkogeni mutasyonlari en sik goriilen genetik degisikliklerdendir (20).

DNA onarim genleri, DNA’nin tamir edilmesini ve genomik kararliligin
devamliligini saglar. DNA replikasyonu sirasinda hatalar meydana gelebilir ve bunlar
mutasyona sebep olabilir. DNA tamir genlerinde meydana gelen mutasyonlar sonucu

hatali DNA’nin replikasyonu durdurulamaz ve kanserlesme siireci tetiklenir (16).

2.1.2. Kanserin Karakteristik Ozellikleri

Insanlarda karsinogenez, cok asamali genetik degisiklikler sebebiyle normal
hiicrelerin yeni 6zellikler kazanmas1 ve tiimor hiicrelerine donilismesi siirecidir. Bu

ozelliklerin sayis1 artabildigi gibi her kanser hiicresinde bulunan, kanserin



karakteristik 6zelligi olan alti temel 6zellik vardir (18) (sekil 2.2). Bu ozellikler;
apoptozdan kagis, biiylime sinyallerine bagli olmadan kendi kendine yetebilme,
biiyiimeyi engelleyici sinyallere duyarsizlik, sinirsiz replikasyon potansiyeli,

anjiyogenez ile invazyon ve metastaz gelismesi olarak siiflandirilir.

biylime sinyallerine bagh
olmadan kendi kendine yetebilme

blylimeyi engelleyici
sinyallere duyarsizlik

apoptozdan kagis

7 7 3 invazyon ve metastaz
anjiyogenez gelistirme

sinirsiz replikasyon potansiyeli

Sekil 2.2. Kanser hiicrelerinin 6zellikleri (18)

Apoptozdan kag¢is: Apoptozis hiicrelerin programlanmis bigimde 6lmelerini
saglayan normal fizyolojik bir siirectir. Apoptoz, dokulardaki hiicre sayisinin sabit
tutulmasini, organizma i¢in tehlike arz eden hiicrelerin ortadan kaldirilmasini saglar.
Apoptozis boylece dinamik dengenin saglanmasinin 6nemli bir mekanizmadir.
Apoptozis mekanizmasinin baslatilmasinda goérevli olan timor baskilayict genlerde
mutasyon meydana geldiginde hiicrenin apoptoza gitmesi engellenir. Boylece hasarli

hiicreler apoptozdan kagarak karsinogenezi baslatirlar (16,17).

Biiyiime sinyallerine bagimli olmadan kendi kendine yetebilme: Normal
hiicrelerin  boliinmek igin aktif hale gegebilmeleri Oncelikle biiylime sinyalleri
tarafindan uyarilmalarini gerektirmektedir. Protoonkogenlerin iiriinleri olan bu sinyal
molekiilleri biiylime faktorleri, ekstraseliiler matriks bilesenleri ve hiicreler arasi
adezyon molekiilleri olup hiicrenin membranindaki reseptorlere baglanarak ¢ekirdege

kadar giden yolaklarin uyarilmasini saglarlar. Bu mekanizmanin ardindan hiicreye
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boliinme emri verilir (18, 21). Kanser hiicrelerindeki onkogenler, biiyiime faktorlerinin
sentezinin artmasi, billylime faktorii reseptorlerindeki mutasyonlar veya hiicre
dongiisiinii diizenleyen proteinlerin aktive/ inaktive edilmesiyle hiicre membranindan
cekirdege kadar olan sinyal sistemini stirekli uyarirlar. Bunun sonucu olarak hiicreler

kontrolsiiz sekilde ¢cogalirlar. (21).

Biiyiimeyi engelleyici sinyallere duyarsizlik: Normal dokularda biiyiimeyi
engelleyici sinyaller, hiicrelerin boliinmeden kalmalarint ve doku homeostazini
saglarlar. Hiicre dongiisiinde hiicrenin sessizligini korumasi i¢in gorevli olan
retinoblastoma (RB) geninde meydana gelen mutasyonla hiicre denetlenemez ve
devamli olarak boliiniir. Kanserlerin neredeyse tiimiinde RB geni iliskili mutasyonlar

nedeniyle hiicre sessizligi bozulur ve devamli olarak boliiniir (22).

Stnrsiz replikasyon potansiyeli: Hiicreler zamanla kromozomlarinin ucunda yer
alan kodlanmayan 6zellesmis DNA tekrar dizileri olan telomer ad1 verilen bolgelerinin
kisalmasiyla yaslanirlar ve oOliirler. Kanser hiicreleri ise telomer kisalmalarini,
telomeraz adi verilen enzimle, yeni tekrarlar ekleyerek ortadan kaldirir (23). Boylece

kanser hiicreleri sinirsiz sayida boliinerek 6liimsiizliik kazanirlar.

Anjiyogenez gelistirme. Kanser hiicrelerin artan oksijen ve besin ihtiyaglarimni
karsilamalar1 igin yeni damar olusumlar1 gerekmektedir. Bu yeni damarlarin olusumu
anjiyogenik ve anti-anjiyogenik faktorler arasindaki dengenin denetimiyle gergeklesir.
Bu olusumda vaskiiler endotelyal biiytime faktorii (VEGF) 6nemli roller tistlenir (24).
VEGF endotelial hiicre ylizeyinde bulunan reseptoriine baglanir. Endotelial hiicre
sitoplazmasinda  tretilen diizenleyici proteinler niikleusta ilgili  genlerin
transkripsiyonunu aktive eder. Boylece yeni endotelial hiicre gogalmasini uyaran
proteinlerin {iretilmesi saglanir. Yeni damar olusumuyla kanser hiicreleri hem gerekli
besini ve oksijeni alarak siirekli biiyiir hem de kan dolagimina gecerek metastaz yapip

timoriin yayilmasini saglarlar (25).

Invazyon ve metastaz: Metastaz, bir tiimor hiicresinin bulundugu yerden
viicudun bagka bir yerine yerlesip yeni olusumlar yapmasidir (26). Tiimor hiicresini
cevresine fiziksel olarak baglayan proteinler mutasyona ugradiginda tiimor hiicresi

adhezyonunu kaybeder. Ornegin, normal dokularda hiicre-hiicre tutunmasi igin
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gereken E-kadherin proteini epitel tiimorlerinde normal seviyeden daha az
bulunmaktadir. Ayrica, proteolitik enzimler tiimér hiicrelerinde artarak hiicredeki
diizenleyici molekiillere duyarsizligi saglarlar boylece tiimoriin  agresifligini
arttirirlar (18). Yanlis sentezlenen hiicre adhezyon molekiilleri ve artmis proteinaz
enzimleri timor hiicrelerinin normal hiicre smirlamalarindan kagmasimi ve bu

sinirlarda delikler olusturarak dolagim sistemine girmesini saglarlar (23- 26).

2.1.3. Melanom

Melanom, cilde, saga ve goze rengini veren noral krest kokenli melanosit denilen
hiicrelerin kontrolden ¢iktiginda meydana gelen kanserdir (5). Melanosit hiicreleri
deri, mukoza, g6z ve santral sinir sistemlerinde bulunurlar. Melanosit hiicreleri
melanin pigmentinin yapimindan sorumludur. Melanositlerden pigment yapimi
“melanozom” adi verilen hiicre i¢i organellerinde bir dizi reaksiyon zinciri ile
sentezlenir (sekil 2.3) (27, 28). Melanozom, melanositin sitoplazmasi igindeki
organeldir. Melanozom; tirozinaz enzimiyle melanin pigmenti olusturan bir
sitoplazmik organeldir. Melanozomlar melanin biyosentezini diizenleyen tirozinaz

gibi enzimleri bulundurur (28).



Melanozomlar / Keratinositler
Melanosit

Sekil 2.3. Derinin yapisi ve melanozom (28)

Derinin  melanositik sisteminden kaynaklanan primer kutanéz melanom,
diinyadaki kanser oOliimlerinin % 1-2’sini olusturmaktadir. Melanom diger cilt
kanserlerine gore daha az goriilse de daha agrasiftir. Deri kanserleri i¢inde 6limciil
olarak ilk sirada (% 75) yer alir (27). Ayrica, melanom beyin metastazi yapmada
akciger kanseri ve meme kanserinden sonra l¢iincii sirada beyin metastazi yapan
kanser tiiriidiir. Melanom hastalarinin yaklasik % 75’inde beyine metastaz goriiliir.
Beyin metastazi olan hastalarin % 95'inde ise 6liim goriilmektedir (29). Melanomun 5
yillik sag kalimi % 98 olmasina ragmen ileri seviye melanom veya metastatik

melanom teshisi olan hastalarda bu yiizde 6nemli 6lgiide diiser (30).

2.1.3.1. Melanomun Risk Faktorleri

Melanomun yiiksek metastatik potansiyeli nedeniyle, melanomla iliskili risk
faktorlerini belirlemek bu agresif cilt kanserini teshis ve tedavi etmek i¢in aragtirmalar
devam etmektedir. Melanom gelisimi i¢in risk faktorleri bagta UV maruziyeti olmak
tizere genetik belirtegler (CDKN2A, Ink4A, BRAF ve N-Ras mutasyonu ile
Raf/Ras/MAPK yolagindaki anomaliler), deri tipi, aile ykiisii, DNA onarim defektleri
gosterilmistir (31-39).



2.1.3.2. Melanomun Klinik Ozellikleri

Melanomlarin % 25’1 6nceden olan bir deri lezyonu iizerinden gelisirken birgogu
normal goriinen deri tizerinden gelismektedir. Klinik olarak melanomun bulgular:
asimetri, smir dizensizligi, renk degisikligi, ¢ap ve elevasyondur (40). ABCDE
tanimlamasina gore melanom i¢in siipheye sebep olabilecek 6zellikler sunlardir; A)
Lezyonun iki taraf asimetrik ise bu durum melanom i¢in bir uyar1 olabilir. B)
Melanomun sinirlart diizensiz olma egilimindedir. Diizensiz, bulanik veya g¢entikli
kenarlar melanomu diisiindiirebilir. C) Iyi huylu bir ben tek renktir. Eger deri lezyonu
icinde birden fazla renk mevcutsa melanomu isaret edebilir. D) Cap1 6 mm'den biiyiik
olan lekeler melanomu diisiindiiriir. E) Boyutu, sekli veya rengi degisen bir ben veya

deri lezyonu melanomla ilgilidir (41).

Melanomda, tiimér in situ donemindeyken radyal (yanal) bir biiyiime gosterir.

invazif doneminde ise vertikal (dikey) biiyiimesi s6z konusudur (42).

2.1.3.3. Melanomun Simiflandirilmasi

Malign melanomlar olan kutandz melanomlar histolojik olarak 4 alt tipe

ayrilirlar:

Yiizeyel Yayilan Melanom (% 70): En yaygin melanom tiiriidiir. Beyaz 1rkta
goriilen melanomlarin % 60-70’ini olusturur (5). Kadinlarda erkeklere oranla daha sik
goriiliir. Onceden olan bir deri lezyonundan gelisen melanositik yapilarin en ¢ok

gortilenleri bu tiptedir (5, 42).
Nodiiler Melanom (% 15): Genellikle mavi veya siyah olan ve hizla genisleyen
kabarik veya polipoid lezyonlardan kaynaklanir. Yiiksek metastaz orani ile iliskili bir

biiylime fazina sahiptir. Erkeklerde kadinlara gére daha sik rastlanir (5,43).

Lentigo Maligna Melanom (% 5): Radyal biiyiime fazi en uzun olup en iyi

prognozlu ve ikinci en yaygin kutandz melanom tiiriidiir (5). Tipik olarak kiiciik ¢il
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benzeri bir yap1 olarak baglar. Zamanla biiyiir, koyulasir, asimetrik hale gelir ve dikey

bir biiylime evresi gosterir. Yasl hastalarda daha sik goriiliir (44).

Akral Lentiginoz Melanom (% 10): Tirnak ve tirnak ¢evresindeki mukozalarda
yerlesen melanom tipidir. En ¢ok siyah ve sar1 irklar1 etkileyen melanom tipidir (5).
Lezyonlar 6nceden var olan bir lezyondan gelismez. Genellikle saglam deride ortaya
cikar. Ayagin fazla basinca maruz kaldigi topugu ve tabaninda sik olarak
gortlirler (5). Klinik olarak diizensiz sinirli bir pigmentasyon gosterir. Tipik olarak,

kadin agirlikli yash hastalari etkiler (45).

2.1.3.4. Melanomun Tedavisi

Melanom tedavisinde, cerrahi rezeksiyon, kemoterapi, immiinoterapi ve hedefe
yonelik tedavi segenekleri bulunmaktadir (46). Cerrahi islemler tiimériin klinik-
patolojik 6zelliklerine gore farklilik gostermektedir. Eksizyon, in situ melanomlarda
0,5 cm olarak yapilirken kalinligi 2 mm’ye kadar olan tiimorlerde 1 cm, kalinlig: 2
mm’den biiyiik olanlar i¢in 2 cm olarak yapilir (47).

Melanom tedavisinde, eger tiimor ilk yerinden yayilim gostermediyse tedaviye
cevap olusturulabilir ve 5 yillik sag kalim orant % 90’dir (48). Metastatik melanom
hastalarinin ortalama yasam siiresi genellikle 6-9 aydir (49). Metastatik melanom
tedavisi oldukga toksik yan etkiler igeren kemoterapi, biyoterapi, biyokemoterapi ve
tek ajan segeneklerinin kombinasyonlariyla yapilmaktadir (5). Melanom ig¢in
kemoterapi tedavisinde kullanilan Dakarbazin ve Temozolomid son derece 6nemlidir
(50-52). Dakarbazin, melanom tedavisi icin 1975 yilinda Gida ve Ilag¢ Idaresi (FDA)
tarafindan onaylanmis, alkilleyici bir ajandir. Diger bir kemoteraétik ila¢ olan
Temozolomid ise Dakarbazin analogu olarak kabul edilir ve oral uygulama avantajina
sahiptir. Bu ilag, melanomun metastaz yaptig1 en yaygin yerlerden biri olan merkezi
sinir sistemine ulasabildigi i¢in melanom tedavisi i¢in 6nem tasir (53). Metastatik
melanomlu hastalar i¢in prognozu biiyiik dl¢lide iyilestirmeyi hedefleyen yeni ilag

kesifleri kemoterapiye olan ilgiyi azalmigtir (54).

Immiinoterapi Melanom, immiin sisteme en duyarli tiimorlerden biridir,

Metastatik melanom tedavisinde sitotoksik T lenfosit (CTLA4) antijene kars
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antikorlar calisilmistir. Bu sayede melanom hiicrelerindeki immiin sistem

diizenlenmesi hedeflenmis olup siirekli yanit saglandigi goriilmistiir (50).

Kutanéz melanomlarin % 60'indan fazlasi BRAF geninde bir mutasyon
barindirir ve bunlarin % 80'minden fazlasinda spesifik V600E mutasyonu
bulunmaktadir (55). BRAFV600E'1 hedef alan tedaviler, biiyiimeyi inhibe etmesi,
anjiyogenezi Onlemesi, invazyon ve metastazi azaltmasi, timdr hiicre oliimiinii
indiiklemesi veya tiimor farklilasmasini tesvik ederek malign tiimorlerin ilerlemesini
durdurmasi gibi 6nemli potansiyele sahiptir. Klinik 6ncesi ¢alismalardan elde edilen
kanitlar, BRAFV600E'in melanom tedavisinde énemli bir hedef olma potansiyeline
sahip oldugunu gostermistir (56). Vemurafenib (VMF) (PLX-4032), primer hedefi B-
Raf proteini olan ve BRAFV600E mutasyonuna 6zgii kullanilan bir ilagtir (57). VMF,
mutasyona ugramis BRAF monomerinin ATP baglayici1 bolgesini bloke ederek MAPK
yolunu inhibe eder (58). Tafinlar olan Dabrafenib (DAB) ise primer hedefi B-Raf
proteini olan ve BRAF mutasyonu pozitif hastalarda kullanilan bir ilagtir (58).
Melanomdaki yiiksek direnglilik melanom tedavisi igin yeni ve etkili stratejilerin

gelisimini hizlandirmastir.

2.1.3.5. Melanogenez

Melanogenez, insan derisine, goziine ve sagina renk veren pigment olan
melaninlerin melanositlerden sentezlenmesi islemidir (Sekil 2.4.) (59). Melanogenez
ve cilt pigmentasyonu, giinesten gelen ultraviyole radyasyonun zararli etkilerine ve cilt

karsinogenezine yanit olarak en 6nemli koruyucu faktordiir (4).

Melanositlerin artmis melanin sentezi ve birikimi Acanthosis nigricans,
Servikal Poikiloderma, melazma, Periorbital hiperpigmentasyon, Lentiginler,
Parkinson hastalig1 ile iligkili noro-dejenerasyon ve cilt kanseri riski dahil olmak {izere
bir¢ok cilt rahatsizlig1 tipinde ortaya ¢ikar (4). Deri kanserlerinde de tirozinaz enzim
aktivitesinin arttig1 gosterilmistir ve yillardir melanom teshisinde biyobelirte¢ olarak
kullanilmaktadir (3, 4, 6). Tirozinazi inaktif hale getirecek inhibitorler gelistirilmistir
ve bunlar melanom tedavisinde kullanilmigtir. Yapilan ¢aligmalar tirozinazin inhibe

edilmesiyle melanoma hiicrelerinin apoptoza gittigini géstermistir (3).
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Melanogenez siirecinde melanozomlarin zarinda tirozinaz, tirozinaza benzer
(%40 homolog amino asitler) tirozinaz iliskili protein-1 (TRP-1), protein-2 (TRP-2)
ve mikroftalmi ile iliskili transkripsiyon faktorii (MITF) melanin sentezinde dnemli
rol oynarlar (60, 61). Rolii tam olarak netlesmemekle birlikte TRP-1'in tirozinazin
aktivasyonu ve stabilizasyonunda, melanozom sentezinde, eumelanin/feomelanin
oraninin artmasinda ve peroksidaz etkisinden dolay1 oksidatif strese karsi rol oynadigi

diistiniilmektedir (62).

Tirozinaz enzimi, melanin sentezinde hiz smirlayict ve sentezin
durdurulmasinda kritik bir role sahiptir. Melanogenezi inhibe etmek i¢in tirozinaz

inhibitorlerini kullanmak yaygin bir yaklagimdir (3, 4).

= 8 Ll

Tirozinaz Tirozinaz

TiROZIN Monofenolaz DOPA DOPAKINON
Tirozinaz
MELANIN g <
= <§
polimerizasyon
DOPAKROM

Sekil 2.4. Melanogenez reaksiyonlari (27)

Melanogenez birgok enzimatik ve kimyasal reaksiyonun yer aldigi kompleks bir
yolaktir (Sekil 2.5). Melanositlerde iki tip melanin sentezi gergeklestirilir (Sekil2.5):
eumelanin (kahverengi-siyah) ve feomelanin (kirmizi-sar1) formlarina sirasiyla

glutatyon ve sistein rezidiilerinin baglanmasiyla farklilik olusur (59).
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Sekil 2.5. Iki tip melanin sentezi (63)

Melanogenez, tirozinaz aktivitesiyle L-tirozinin dopakinona oksidasyonuyla
baslatilir. Dopakinon, eumelanin ve feomelanin sentezi icin substrat gorevi goriir.
Dopakinon olusumu hiz sinirlayict basamaktir ve melanin sentezinin diger

reaksiyonlart uygun pH olan 7,4’de kendiliginden gergeklesmektedir (Sekil.2.4) (27,
59, 63).
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2.2. Tirozinaz Enzimi

Tirozinaz enzimi  (monofenol monooksijenaz, EC.1.14.18.1) sadece
melanozomlarin zarinda bulunan zara bagli bir glikoproteindir (30, 31). Tirozinaz aktif
bolgesinde iki tane tip3 Cu atomu bulunduran bir metaloenzimdir (4). iki Cu*? merkez,
endojen bir koordinasyon kopriisii ile baglanir. Merkezde bulunan Cu*? alt1 tane
histidin aminoasidiyle ¢evrelenmistir (Sekil 2.6) (59, 64). Tirozin ve diger maddeler,
enzimin aktif merkezi ile hidroksil grubu arasindaki bag yoluyla enzimle kompleks

olusturur.

Sekil 2.6. Tirozinaz enzim yapisi (64)

Tirozinaz enzimi hidroksilasyon ve oksidasyon tepkimeleriyle aktivasyon
gosterir  (30). Monofenolii  o-difenole katalizleyen (monofenolaz aktivite)
hidroksilasyon basamaginin ardindan o-difenolii o-kinona c¢eviren oksidasyon
(difenolaz aktivite) basamagini katalizleyerek kimyasal tepkimelerini gergeklestirir
(Sekil 2.7). Tirozin aminoasitinden tirozinazin aktivitesiyle melanin 6nciisti dopakinon
olusturulur (61).
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Sekil 2.7. Tirozinaz reaksiyonlar1 (61)

Tirozinaz, melanozomlarda melanin iiretiminde kontrol noktalarinda yer alan
onemli bir enzimdir. Enzimde Cu*? oksitlenirse enzim inaktive olur. L-DOPA,
stiperoksit anyonu ve muhtemelen nitrik oksit elektronlar1 tarafindan aktive edilebilir
(65, 66). Tirozinaz enzimi, siiperoksit anyonunu melanogenez igin substrat olarak

kullanabildiginden, melanositleri reaktif oksijen tiirlerinden koruyabilir (67, 68).

Tirozinaz oksidasyon mekanizmasiyla dopamin oksidasyonunun dopakinonlar
iirettigi noromelanin iiretim siirecini de katalizler. Bununla birlikte asir1 dopakinon
iiretimi noronal hasara ve hiicre 6liimiine neden olur. Bu tirozinazin insan beynindeki
noromelanin olusumunda 6nemli bir rol oynayabilecegini, Parkinson hastaligi ve
Hungtington hastaliklar1 ile iliskili ndrodejenerasyondan sorumlu olabilecegini

diistindiirmektedir (69).

2.2.1. Tirozinaz Enziminin Tarihcesi

Oksidazlara kars1 ilk ilgi 1856 yilinda Schoenbein’in Boletus luridus mantarinin
oksijeni oksitleyici ajan olarak kullanarak, bitkilerde aerobik solunumla mavi pigment
olusumuna neden oldugunu fark etmesiyle baslamistir. Yoshida yaptigi ¢aligmasiyla
lak agacinin lateksinde lakkazin varligini géstermistir (70). Yoshida’nin ¢alismasinin
ardindan Bertrand, bazi mantar tiirlerinde lakkaz enziminin var oldugunu bulmustur.
Bourquelot ve Bertrand ¢alismalarinda Russula nigricans mantarinin ekstraktindan
kristal halinde bir madde ayristirip, ¢ozeltisini mantar ekstrakti ile temas
ettirdiklerinde kirmizi renkli ¢ozeltinin siyaha dondiiglinii gézlemlemislerdir. Bu

kristal maddeye Bertrand tarafindan tirozinaz ismi verilerek yeni bir oksidazin kesfi
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gerceklestirilmistir (71). Bertrand bilinen diger oksidaz enzimlerinden farkli olarak

tirozinaz enziminin tirozin aminoasitinin oksidasyonunu sagladigini bildirmistir.

Bertrand’in tirozinaz ile ilgili c¢alismalarimin ardindan, polifenol oksidaz
enzimlerine olan ilgi artmigtir. Tirozinaz enzimi oksijeni dogrudan fenoliin yapisina
katabilen enzimlerden ilk olarak kesfedilen enzimdir ve afinite kromatografisi ile
saflastirilan ilk enzimdir (71).

2.3. Tirozinaz inhibitorleri

Tirozinaz enziminin katalizledigi reaksiyonlar sonucu meyve veya sebzelerde
kararmalar meydana gelir. Tirozinaz enzim aktivitesi meyve sularinda bulaniklik
olusmasi gibi istenmeyen durumlar meydana getirir (28). Kararma reaksiyonlarini
engellemek amaci ile gida endiistrisinde tirozinaz inhibitorleri kullanilmaktadir ve bu
konu ile ilgili literatiirde birgok ¢alisma mevcuttur (72-74). Siyaniir (CN), karbon
monoksit (CO), sodyum dietil-ditiyokarbamat (DICEA), askorbik asit (C¢HgOs), azit
(HNs) gibi molekiiller tirozinaz enziminin merkez atomu olan Cu*?ile selat olusturarak
enzimi inhibe ederler (75). Polivinilpirolidin (PVP) gibi ¢oziinebilir polimerler de
tirozinazin inhibitorleri arasinda yer almaktadir (76). Tirozinaz enziminin hidrojen
peroksit, askorbik asit, fenil hidrazin, gallik asit, ferrosiyaniir ve hidroksil amin gibi
indirgeyici ajanlarla reaksiyonu sonucu tirozinazin prostetik grubunda bulunan
Cu*?’nin indirgenerek tirozinazin inhibe edildigi bulunmustur (77). Azelaik asit (1,7-
heptandikarboksilik asit), Pityrosporum ovale mayasinin iirettigi diiz zincirli doymus
dikarboksilik asittir. Melanom hiicreleriyle yapilan ¢alismada azelaik asitin hiicrelerde
apoptozu indiikledigi gosterilmistir (75). Kojik asit (5-hidroksi-2-(hidroksimetil)-4-
piron) ilk olarak buharda pisirilmis piring {izerindeki Aspergillus oryzae mantarinin
dogal metabolitlerinden izole edilmistir. Aspergillus niger ve penicillum mantar
tirlerinin aerobik fermantasyonuyla iiretildigi gibi cesitli substratlarin kimyasal
doniisimiinden de sentezlenmektedir. Kojik asit, gegis metal iyonlart i¢in iyi bir
selatlayicidir ve serbest radikal tutucudur (Sekil 2.8) (78). Kojik asitin, melanin

sentezinin birinci ve ikinci basamagini etkili bir sekilde inhibe ettigi bildirilmistir (77).

17



OH

HO

@)

Sekil.2.8. Kojik asit(79)

Tirozinaz enzimi katalitik reaksiyonlarin1 esnasinda ortamda inhibitor
bulunmamasina ragmen inaktive olabilmektedir. Bu inaktivasyon tirozinaz enziminin
306. pozisyondaki histidin amino asidinin kaybi ve buna bagl olarak bir bakir

atomunun salinmasiyla gergeklestigi bildirilmistir (75).

Deri kanserlerinde tirozinaz enzim aktivitesinin arttigi gosterilmis ve bu
enzimin yillardir melanom teshisinde biyobelirteg olarak kullanildigi bilinmektedir (5,
6). Melanin sentezi tirozinazin inhibe edilmesiyle, UV’ ye maruziyetin azaltilmasiyla,
melanosit hiicrelerinin proliferasyonuyla inhibe edilebilir (65). Tirozinaz1 inaktif hale
getirecek inhibitorler gelistirilmistir ve bunlar hastaligin tedavisinde kullanilmistir.
Tirozinaz enziminin monofenolaz, difenolaz ya da her iki reaksiyonunu da inhibe eden
dogal kaynakli ¢esitli tirozinaz inhibitorleri Klinik olarak kullanilmaktadir (Tablo 2.1).
Fakat tirozinaz inhibitorlerinin toksite veya saklama kosullarinin zorlugundan dolay1

yeni inhibitorlerin gelistirilmesi biiylik 6nem tagimaktadir.
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Tablo 2.1. Dogal kaynakli gesitli tirozinaz inhibitorleri (75)

INHIBITOR KAYNAK

Arbutin Aretostaphylos uva-ursi
Aloesin Aloe barbadensis
Anakardik asit Anacardium occidentale
Anisik asit Pimpinella anisum
Agaritin Agaricus bisporus
Anisaldehit Pimpinella anisum
Kumic asit Cuminum cyminum
Kuminaldehit Cuminum cyminum
p-Kumarik asit Panax ginseng

ECG Thea ginseng

EGCG Thea ginseng

La Agaricus hortensis

3,4-Dihidroksinnamik asit | Pulsatilla cernua

Oksiresveratrol Morus alba
Kaempferol Crocus sativus
Trans-Sinnamaldehit Cinnamomum cassia
Lb Agaricus hortensis
4-Hidroksi-3-

metoksinnamik asit Pulsatilla cernua
9-Hidroksi-4-

metoksipisoralin Angelica dahurica

5-Hidroksimetil-2-furfural | Dictyophora indusiata

2.4. Bor ve Borik Asit

Bor elementi 1808 yilinda Fransiz kimyagerler J.L. Gay-Lussac ve Baron L.
J. Thenard tarafindan kesfedilmistir (80). Adin1 Arap¢a Buraq ve Farsca Burah
kelimesinden almigtir. Atom numarasit 5 ve simgesi "B"dir. Bor, yar1 metaller
grubunda yer alir ve metaloidlerden biridir. 10,81 g/mol molekiil agirhiginda ve 2,34
g/cm® 6zkiitleye sahiptir. Dogada kat1 halde bulunan B metali 2076 °C sicaklikta erir,
3927 °C sicaklikta ise kaynar (81-83).
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Sekil 2.9. Bor madeni (84)

Bor, oksijene ilgisinin fazla olmasi nedeniyle dogada borat olarak
adlandirilan ¢ok ¢esitli bor-oksijen bilesikleri seklinde bulunur. Bor oksit (B203) ve
borik asit (BA, HsBOs3 ) bu bilesikler iginde en basit yapili olanlardir (Sekil 2.10).

Sekil 2.10. Borik asit (85)

Ayrica bor kalsiyum, magnezyum ve sodyum elementleri ile de bilesikler olustur ve
bunlardan, boraks (Na:B4O7.10H20), kolemanit (Ca:BsO1:.5H.0) ve iileksit
(NaCaBs09.8H20) 6nemli olan bilesiklerdir. Bu bilesikler dogal boratlar olarak da
bilinmektedir (Sekil 2.11) (86).
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BORIK ASIT

Sekil 2.11. Bazi bor bilesikleri(86)

Diinyanin en biiyiik B rezervi Tiirkiye, Amerika, Rusya, Arjantin, Sili, Cin ve
Peru’da bulunmaktadir. Tiirkiye’de % 58’lik oranda bulunmasi, iilkemizi ilk siraya
tasimaktadir (Sekil 2.12) (87).

Tiirkiye’de bor rezervleri, Eskisehir-Kirka (Tinkal), Balikesir-Bigadi¢ (Uleksit,
Kolemanit), Bursa- Kestelek (Kolemanit) ve Kiitahya-Emet (Kolemanit)’te yogun
olarak bulunmaktadir (88). Giiniimiizde bor madeni Tiirkiye'nin elinde bulundurdugu
onemli, stratejik ve gelecek i¢in ¢ok Onemli bir role sahip madendir. Bu agidan

ozellikle tilke ekonomisi ve gelecegi agisindan 6nemi oldukca fazladir.
Mevcut diinya bor rezervlerine bakildiginda, Tiirkiye'deki mevcut bor rezervi,

tiim diinya i¢in tek basina 400 y1l yeterli olabilecektir. Bu siirenin ise, ikinci ve ii¢lincii

biiyiik rezerve sahip ABD ve Rusya i¢in 77 yil civarinda olacagi tahmin ediliyor (89).
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Diinya Bor Madeni Rezervleri

10%‘ Turkiye

ABD

23% 58% Rusya

= Diger Ulkeler

Sekil.2.12. Diinya bor madeni rezervleri dagilimi (90)

Bor, cesitli sektorde direkt olarak bor ya da rafine bor iiriinleri olarak
kullanilmaktadir. Bor minerallerinin en siklikla kullanildigi alan cam ve tirtinleridir.
Ayrica seramik, ¢imento sektoriinde de siklikla kullanilan bor, tarim, deterjan, saglik,

sanayi gibi ¢ogu sektorde de farkli sekillerde kullanilmaktadir (91).

Bor, diyet ve igme sulari ile alinan viicut i¢in esansiyel bir elementtir. Bor ve
formlar1, denizler, su kaynaklar1 ve toprak yoluyla c¢evrede yayilir. Bu yayilim
sonucunda, bitkiler dogrudan bor alimi1 yapar, ayrica dolayli yoldan hayvan ve insan
viicuduna bor alimi gergeklesir. Canli viicuduna girisi, basta agizdan olmak iizere,
solunum ve deri yoluyla da olabilir (92). Diyet ile alinan B, viicutta borik asite doniistir
ve normal metabolik aktivitelerde 6nemli rol oynar. Kimyasal olarak zayif bir asit olan
BA, bazi organik bilesikler ile tepkimeye girmesi sonucu kuvvetli asit gibi
davranabilir. Bu 6zelligi sayesinde, tepkime sirasinda kolay proton verir, bu da BA’nin
kolay bir sekilde tepkimeye girmesini saglar (93). Son yillarda yapilan ¢aligmalarda
bor bilesiklerinin normal bir metabolik aktivitenin devamliligi i¢in Onemi ve

hastaliklarin tedavisinde olas1 yararl etkilerinden s6z edilmektedir (11).

Bor, insan viicuduna ¢esitli yiyecek tiirlerinden alinir. Literatiirde yapilmis
aragtirmalara gore kabuklu yemisler, kuru baklagiller, meyve ve sebzelerin yiiksek
oranda bor ihtiva ettigi bildirilmistir. Ozellikle, piring, muisir ve bugdayda yiiksek
oranda bulunur (sekil.2.13) (86). Tiirkiye’de tiiketimi fazla olan ¢ayda ortalama 1,05
ppm, Tiirk kahvesinde 14,33 ppm findikta 18 ppm konsantrasyonlarda bor oldugu
tespit edilmistir (86, 94).
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Sekil.2.13. Borun en fazla bulundugu gidalar (86)

Hatay’da yapilan bir ¢calismada kekik, nane, kirmizi1 lahana, bakla, ayva, nar ve
portakalin yiiksek konsantrasyonda bor igerdigi tespit edilmistir (95). Tiirkiye’de bor
madeni tiretimi yapilan bélgelerden toplanan gida 6rneklerinde fistik, liziim yapragi,
visne ve ayvanin yiiksek konsantrasyonda bor igerdigi belirlenmistir (96). Ayrica, borik
asit ucucu bir yapiya sahiptir. Bu nedenle, gidalarin hizla pisirilmesi, iirtinlerdeki borik

asit konsantrasyonunu azaltir (97).

Borik asit emilimi, gastrointestinal sistem tarafindan gergeklesir. Viicutta
hemen hemen her dokuda borik asit bulunur. Borik asitin viicutta atilimi ise,
cogunlukla idrar yolu ile olur. Borik asit yaklasik % 95 oranla viicuttan atilir, borik
asitin birikimi yalnizca kemik, tirnak, kil gibi yapilarda ve karaciger, dalak gibi
organlarda olur (sekil2.14) (86,92).
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Sekil 2.14. Bor metabolizmasi (86)

Bor kemik gelisimi, yara iyilesmesi, enerji metabolizmasi ve immiin sistemde
onemli rol oynarken ayni zamanda oksidatif hasara karsi koruyucu bir ajan olarak
antioksidan savunmada; stiperoksid dismutaz ve glutatyon peroksidaz gibi antioksidan
enzimlerin diizeylerini artirarak kullanilabilecegi rapor edilmektedir (9, 10, 11).
Diyetle alinan borun disinda bor igeren ilaglar1 fazlaca kullanmak ya da mesleki
nedenle yiiksek miktarda bora maruz kalmak toksiteye, gastrointestinal rahatsizliklara,
deri ve mukozanin dokiilmesine, sperm sayisinda azalmaya neden olabilecegi

calismalarda gosterilmistir (98, 99).

2.4.1. Borik Asit ve Kanser Tedavisi

Yapilan ¢aligmalarda B’nin akciger kanseri, meme kanseri ve prostat kanseri

gibi pek ¢ok kanser riskinin azaltilmasina katki saglayabilecegi bildirilmistir (12, 13).

B’nin tiimor hiicrelerine nasil etki ettigini agiklayan olast mekanizmalar literatiirde

mevcutken, normal hiicrelere etkisi tam olarak agiklanmamistir. Borun hangi formda

oldugu, hangi dozda ve hangi siklikla kullanildigina bagli olarak B nin kanser tedavisi

icin salternatif bir terapotik ajan olarak kullanilabilecegi belirtilmektedir (99, 100).
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Doza bagli olarak BA’nin etkisi arastirildiginda diisik dozlarda BA varliginda
hiicrelerde niikleik asit/protein oraninda bir artis goriilmektedir ve bunun hiicrelerin
aktif olarak replike oldugu gostermektedir. Buna karsilik lipid/protein oraninda
herhangi bir degisiklik goriilmemektedir. Yiiksek doz borik asit uygulamasinda ise
niikleik asit/protein orani diisiik olarak tespit edilmekte ve bu durum hiicrelerde
replikasyonun olmadigi yani hiicrelerin boliinmedigini gostermektedir. Bununla
birlikte yiiksek dozlarda hiicre canliliginda belirgin bir azalma olmaktadir ve borik

asitin kanser hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi goriilmektedir (13).

Bor bazli igerikler bircok tibbi tedavi uygulamasinda goriilmektedir.
Osteoartriti, osteoporozsa, viral ve bakteriyal enfeksiyonlar gibi hastaliklarin yani sira
kanser tedavisinde de Bortezamid adli, bor igeren ve Amerikan Gida ve Ila¢ Idaresi
(Food and Drug Administration, FDA) tarafindan onayli bir ila¢ ve Bor-radyoterapi
tedavi sekilleri uygulanmaktadir (101). Bor ntron yakalama terapisi (Boron Neutron
Capture Therapy, BNTC) yontemiyle, beyin tiimoérlerinin iyilestirilmesinde, yanik
tedavilerinde, yara iyilesmesinde, antiseptik olarak lens soliisyonlarinda,
merhemlerde, gargaralarda ve goz damlalarinda kullanildigi goériilmekle beraber,
saglikl hiicrelere en az zarar ile kanser hiicreleri oldiirtilerek 6nemli bir yaklagim elde

edilmistir (102-104).

Borik asit, B igeren kimyasallar igerisinde en ¢ok ¢alisilan ve bir¢ok kanser
hiicresinde proliferasyonu kontrol ettigi gosterilmistir (12, 13). Borik asit peptidaz,
proteaz, protozom, arjinaz, nitrik oksit sentaz ve dehidrogenaz aktivitesini inhibe eder.
BA bu inhibisyon mekanizmasini NAD* (nikotinamid adenin diniikleotit) ve serin

aminoasitindeki OH" gruplarina baglanarak ger¢eklestirmektedir (102, 104).

BA proteazlari inhibe etmesiyle kanser hiicrelerinin gogiinii ve yasamalarini
inhibe eder. Bor igeren kimyasallar ayrica Ca®*" reseptorlerini etkileyerek hiicre
boliinmesini inhibe ederler (105). Borun atom kiitlesinin kiigiik olmasi ( 10,811 g/mol)
ve kimyasinin notrofilik ve elektrofilik reaktivite icermesi nedeniyle B bazli genis bir

dizi kimyasal kanser tedavisi i¢in ¢alisilabilir (104).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
Calismada kullanilan metastatik hiicre hatt1 SK-MELL-30 (03010901) ve primer
melanoma hiicre hatt WM115 (WM115-01-0001) sirasiyla T.C. Tarim ve Orman

Bakanligi SAP Enstitlisii Hiicre Bankasi’ndan ve Rockland firmalarindan temin

edilmistir.

3.1.1. Cahismada Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan kimyasal maddeler Tablo 3.1°de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan kimyasal malzemelerin listesi.

Adi Uretici 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, Cin

Borik Asit Sigma, Almanya




3.1.2. Calismada Kullanilan Cihazlar ve Sarf Malzemeler

Calismada kullanilan sarf malzemeler ve cihazlar Tablo 3.2 ve Tablo3.3’de

gosterilmistir.

Tablo 3.2. Calismada kullanilan sarf malzemelerin listesi.

Adi Uretici Firma

Falkon Tiipler Greiner bio-one, Almanya
Serolojik Cam Pipetler Greiner bio-one, Almanya
Otomatik Pipet Uglar ISOLAB, Wertheim, Almanya
Lamel ISOLAB, Wertheim, Almanya
Tartim Kaplari ISOLAB, Wertheim, Almanya
Spatiiller ISOLAB, Wertheim, Almanya
Flask Greiner bio-one, Almanya

1.5 Mikrosantrifiij tiipleri BIOLOGIX, ABD

Tablo 3.3. Calismada kullanilan cihaz ve aletlerin listesi.

Adi Uretici Firma

Distile Su Cihazi ELGA / LA621

Sicak Su Banyosu MemMert/WNB 14
Sogutmali Santrifiij Hettich / Universal 320 R
Otomatik Pipetler Eppendorf, ABT

Sarjli Otomatik Pipet Pompasi Eppendorf / Easypet 3
Isik Mikroskobu Nikon / Eclipse E100
Hassas Terazi MRC / ASB-220-C2

+4° C Buzdolab1 Klimasan / S 900 SC DD
Thoma Lami ISOLAB

Inkiibator Panasonic/mco-170AICUV
Spektrofotometre BioTek/Epoch2C
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3.1.3. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Borik asit 6rnegi ¢ozeltileri: 0,309 g borik asit hassas terazi ile tartildi. Uzerine

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

konsantrasyonda stok ¢dzelti hazirlandi.

Kojik asit 6rnegi ¢ozeltileri: 0,0014 g kojik asit hassas terazi ile tartildi. Distile

su ile son hacim 10mL olacak sekilde tamamlanip 0.001 M konsantrasyonda stok

¢Ozelti hazirlandi.

L-DOPA &rnegi ¢ozeltisi: 0,207 g L-DOPA hassas terazi ile tartildi. Son hacim

10 mL olacak sekilde distile su ile tamamlanip 0,1 M stok ¢ozelti hazirlandi. Her bir
ornek i¢in 10 pL hacminde uygulama yapildi.

Lizis tampon ¢ozeltisi: 0,1742 g PMSF (fenilmetilsiilfonil florid) hassas terazi

ile tartilip son hacim 10 mL olacak sekilde tamamlanip 0,1 M stok ¢ozelti hazirlandi.
%1 lik Triton X-100 ve 0,5 mM PMSF soguk 0,1 M PBS igerisinde siispanse edilip

¢Ozelti hazirlandi.

3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

-80 C°’daki SK-MELL-30 ve WM-115 hiicreleri oda sicakligina getirildi. T25
flask igerisine alinan SK-MELL-30 ve WM-115 hiicreleri i¢in sirasiyla RPMI 1640
besiyeri, DMEM besiyeri eklenerek son hacim 5mL olacak sekilde besiyeri ile
tamamlanmigtir. Hiicreler %10 FBS, %1 Penicillin-Streptomycin igeren RPMI 1640
ve DMEM besiyerleri kullanilarak 37C° sicaklik ve %5 CO2 iceren kosullarda
muhafaza edilmistir (106).
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Sekil 3.1. Sirasiyla SK-MELL-30 ve WM-115 melanom hiicrelerinin 10x mikroskop

goriintiileri

3.2.2. Besiyeri Degisimi

Hiicrelerin canliliklarin1 koruyabilmeleri i¢in besiyeri degisimi yapilmustir.

Hiicreler %80-90 doluluga ulastiklarinda pasajlama islemi yapilmistir.

Sekil 3.2. T25 flaskta hiicrelerin inkiibasyonu
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3.2.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Pasajlama islemi ig¢in hiicrelerin bulundugu besiyeri ortami uzaklastirilmistir. 5
mL PBS ile yikama yapilmistir. Yikama isleminden sonra PBS ¢ekilerek 1mL Tripsin
eklenmis ve hiicreler ti¢ dk etiivde inkiibasyona birakilmistir. Etiivden ¢ikarilan flaskta
hiicrelerin oldugu duvara dogru pipet ile ¢ek-birak yapilarak hiicrelerin tamamen
ayrilmasi saglanmigtir. Sonrasinda flaskin tabanimna dogru bes defa ¢ek-birak
yapilmustir. 5 mL PBS eklenerek siispanse edilmistir. 617 g’de 10 dk santrifiij edilmis
ve siipernatant atilmistir. Pelletin iizerine medium eklenmistir. Flasklara boliinen
hiicreler 37 C° sicaklik ve % 5 CO: igeren kosullarinda inkiibasyona birakilmistir
(207).

3.2.4. Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicrelerin bulundugu ortam uzaklastirildiktan sonra PBS ile yikama yapilmstir.
1 mL Tripsin eklenerek hiicreler kaldirilmistir. 5 mL besiyeri eklenerek siispanse
edilmistir ve 50°lik steril falkona aktarilmistir. Ardindan 617 g’de 10 dk santrifiij
edilmistir .Satrifiij sonrasi siipernatant atilmis, pellet % 95 FBS, %5 DMSO dondurma
soliisyonu ile homojenize edilmis ve kryotiipler igine 1 mL hacimde olacak sekilde
alimmuastir. Tipler hazirlandiktan sonra -20 C°de 1 saat, -80 C°’de bir gece bekletilmis

ve ardindan azot tankina kaldirilmistir (108).

3.2.5. Hiicre Sayim

Hiicre sayimu igin hiicre siispansiyonu Ve tripan mavisinden 1:1 oraninda 10’ar
pL alinarak karistirilmistir. Bu karisimdan 10 pL alarak Thoma lamina alinarak sayim

islemi gerceklestirilmistir.

Thoma laminda hiicreler 16 adet biiyiik karede 40X objektifte sayilarak hiicre
sayimi gerceklestirilir (Sekil 3.3). Hiicreler sayilirken; AxSFx10000 formiiliinden
hesaplanir. Formiilde, A: 16 biiyiik karede sayilan hiicre adeti, SF: Seyreltme faktorii,
10000: 1 mL siispansiyondaki hiicre sayisini bulabilmek i¢in kullanilan sabittir (107).
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Sekil 3.3. Thoma lami1 (107)

Hiicre sayiminda canli olan hiicreler boyay: i¢ine alamayacaklarindan seffaf

renkte goziikiirler.

3.2.6. Hiicre Hatlarina Borik Asit Uygulanmasi ve Sitotoksitite Testi

Melanom hiicre hatlarina uygun konsantrasyondaki BA miktarin1 bulmak i¢in

BA uygulamasi ve WST-1 sitotoksisite testi yapilmistir.

3.2.6.1. Borik Asit Uygulamasi

Hiicrelerin bulundugu ortam uzaklastirildiktan sonra PBS ile yikama
yapilmistir. 1 mL Tripsin eklenerek hiicreler kaldirilmistir. 5 mL besiyeri eklenerek
siispanse edilmistir ve steril falkona aktarilmistir. Ardindan 617g’de 10 dk santrifiij

edilmis. Siipernatant atilmistir.

Santrifiijden ¢ikan SK-MELL-30 hiicrelerin iizerine %10 FBS iceren RPMI
1640 eklenerek 10800 pL hiicre karisimi hazirlanmistir. WM-115 hiicrelerin {izerine
%10 FBS igeren DMEM eklenerek 10800 pL hiicre karisimi hazirlanmistir.
Hazirlanan bu karigimlardan her kuyucuga 300uL olacak sekilde 96’11 well-plate
kuyucuklarma ekim yapilmistir. 24 saatlik ve 48 saatlik Sl¢limler igin her iki hiicre
hatt1 i¢in ikiser tane 96’lik well-plate hazirlanmigtir. Sirasiyla negatif kontrol igin

DMSO, pozitif kontrol i¢in sadece medium, tirozinazi inhibe ettigi bilinen KA 0, 5,
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10, 25, 50, 100, 200, 300 uM konsantrasyonlarinda, deney grubu i¢in BA 0, 2.5, 5, 10,
25, 50, 100, 200 mM konsantrasyonlarinda hazirlanip test edilmistir (60).

3.2.6.2. WST-1 Hiicre Canhlik Testi

WST-1 testi hiicrelerin canliliginin spektrofotometrik olarak 6l¢iilmesini
saglayan bir yontemdir. Bu testin prensibi, WST gibi tetrazolyum tuzlarinin elektron
alarak indirgenmeleriyle formazan denilen yapiya doniismelerinin sonucu renk
degisimi meydana gelmesine dayanir (Sekil 3.2). Tetrazolyum halkasi yanlizca aktif
mitokondri tarafindan kirilabilir bu ylizden sadece renk degisim reaksiyonu canli
hiicreler tarafindan gerceklestirilebilir. Olii hiicreler ise tetrazolyum bilesiklerini

indirgeme yetenegini kaybederler ve bu yiizden seffaf renkte goriiniirler (107).

v

Sekil 3.4. Tetrazolyum tuzu WST’nin formazona doniisiimii (109)

WST-1 testi i¢in SK-MELL-30 ve WM-115 hiicreleri 96’11 platelere ekilip
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra sirastyla 5, 10, 25, 50, 100, 200, 300
UM konsantrasyonlarinda KA ve 2.5, 5, 10, 25, 50, 100, 200 mM konsantrasyonlarinda
BA ile muamele edilmistir. Kontrol kuyucuklarina sadece medium eklenmistir. 24 ve

48 saat sonra canlilik testi yapilmugtir (13).
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Her bir kuyucuga 10uL WST-1 soliisyonu ilave edilip 37 °C’de 3 saat
inkiibasyona  birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi1 450 nm dalga boyunda
spektrofotometrede Ol¢lim  yapilmistir. Hiicreler i¢in uygun BA ve KA

konsantrasyonlar1 belirlenmistir.

Hiicrelerin canlilik degerleri hesaplanirken;

(%_) CANLILIK - ort. absorbans drnek X 1 00

ort. absorbans kontrol

formiilii kullanilmastir.

3.2.7. Tirozinaz Enzim Aktivite Tayini

6’11 well plate igerisindeki hiicrelerin iizerine belirlenen dozlarda BA ve KA
uygulandiktan sonra 24 ve 48 saat inkiibasyona birakildi. Hiicrelerden lizat hazirlamak
i¢in hiicrelerin besiyeri uzaklastirildi. PBS ile her kuyu iki kez yikandi. Onceden
hazirlanan lizis tampon soliisyonundan her kuyuya 100 uL eklendi. Her kuyu iginde
kaziyic1 yardimiyla hiicreler kaldirildi. Her kuyu icindeki hiicreler ayr1 ayr1 ependorf
tiiplerin igerisine aktarildi. Biitiin islemler buz iizerinde gergeklestirildi. +4°C’de
1600g°de 15 dk santrifiij edildi. 90 pL silipernatantdan alinarak 96’1 well plate
aktarildi. Her kuyuya 10 uL 0,1 M L-DOPA eklendi. 37°C’de 1 saat inkiibasyona
birakildi. Biotek Epoch Reader Spektrofotometre cihazinda 475 nm’de absorbans
degeri 6l¢iildii (110).

3.2.8. istatistiksel Analiz

Istatiksel analizler ve hesaplamalar i¢in GraphPad Prism Version 8.4.2 (679)
programi kullanilmustir. Ikili gruplar Student’s t testi, {i¢lii karsilastirmalar ise tek
yonlii ANOVA testi kullanilarak yapilmistir. Testlere uygun grafikler ¢izilerek
sonuglar degerlendirilmistir. Analiz sonucunda test istatistigi ve p degeri verilmistir.

[statistiksel anlamlilik diizeyi p<0,05 kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. SK-MELL-30 Melanom Hiicrelerinde BA ve KA Uygulamasinin
Sitotoksik Etkilerinin Belirlenmesi

SK-MELL-30 melanom hiicrelerinin {izerine sirasiyla 0, 2,5, 5, 10, 25, 50, 100,
200 mM konsantrasyonlarda BA uygulanmistir. 48 saatin sonunda sirasiyla hiicre
canliliklar1 % 100, % 71,4, % 94,5, % 112,7, % 95,1, % 113, % 119,5, % 70,7 olarak

Olglilmiistiir.
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Sekil 4.1. SK-MELL-30 hiicrelerine uygulanan BA sonucu hiicrelerin 48 saatteki %

canlilik grafigi

SK-MELL-30 melanom hiicrelerinin {izerine sirasiyla 0, 5, 10, 25, 50, 100,
200,300 uM konsantrasyonlarda KA uygulanmistir. 48 saatin sonunda, % 100, % 90,9,

% 72,4, % 73,7, % 72, % 57,7, % 47,4, % 45,7 canlilik olarak ol¢iilmiistiir. KA i¢in
ICs0degeri 219,7 uM olarak hesaplanmistir.
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Sekil.4.2. SK-MELL-30 hiicrelerine uygulanan KA sonucu hiicrelerin 48 saatteki %
canlilik grafigi

4.2. WM-115 Melanom Hiicrelerinde BA ve KA Uygulamasinin
Sitotoksik Etkilerinin Belirlenmesi

WM-115 melanom hiicrelerinin iizerine sirasiyla 0, 2,5, 5, 10, 25, 50, 100, 200
mM konsantrasyonlarda BA uygulanmistir. 48 saat sonunda sirasiyla hiicre canliliklari
% 100, % 61,7, % 68,7, % 35,7, % 15,1, % 14,1, % 13,8, % 12,8 olarak Sl¢iilmiistiir.
BA i¢in ICsodegeri 106.0 mM olarak hesaplanmustir.
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Sekil.4.3. WM-115 hiicrelerine uygulanan BA sonucu hiicrelerin 48 saatteki %
canlilik grafigi
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WM-115 melanom hiicrelerinin iizerine sirasiyla 0, 250, 300, 350, 400, 500,
550, 600 uM konsantrasyonlarda KA uygulanmistir. 48 saatin sonunda sirasiyla hiicre
canliliklar1 % 100, % 86,4, % 82,5, % 67,1, % 66,8, % 65,8, % 63,0, % 58,2 olarak
Ol¢iilmiistiir. KA igin ICso degeri 754,2 uM olarak hesaplanmistir. Literatiirle uyumlu
olarak 1Cs0353,6 uM konsantrasyon deneyimizde kullanilmistir (60).
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Sekil.4.4. WM-115 hiicrelerine uygulanan KA sonucu hiicrelerin 48 saatteki %
canlilik grafigi

4.3. SK-MELL-30 Melanom Hiicrelerinde BA ve KA Uygulamasinin
Tirozinaz Enzim Aktivitesine Etkilerinin Belirlenmesi

SK-MELL-30 melanom hiicrelerinin {izerine sirasiyla 0, 150, 200, 250 mM
konsantrasyonlarinda BA uygulanmustir. 48 saat sonunda sirasiyla tirozinaz enzim
inhibisyonlar1 % 0, % 25,31, % 45,85, % 60,31 olarak hesaplanmustir.

% inhibisyon
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Sekil.4.5. SK-MELL-30 hiicrelerine uygulanan BA sonucu tirozinaz enziminin 48

saatteki % inhibisyon grafigi
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SK-MELL-30 melanom hiicrelerinin {izerine sirasiyla 0, 200, 250, 300, 400 uM
konsantrasyonlarda KA uygulanmistir. 48 saat sonunda sirasiyla tirozinaz enzim
inhibisyonlar1 % 0, % 13,4, % 41,0, % 58,4, % 71,2 olarak hesaplanmuistir.
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Sekil.4.6. SK-MELL-30 hiicrelerine uygulanan KA sonucu tirozinaz enziminin 48
saatteki % inhibisyon grafigi

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

aktivitesinde bir diisiis olmustur ama istatiksel olarak anlamli degildir (P=0,085).
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Sekil.4.7. SK-MELL-30 hiicrelerine uygulanan KA ve BA sonucu tirozinaz
enziminin inhibisyonu (p=0.085)
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4.4. WM-115 Melanom Hiicrelerinde BA ve KA Uygulamasinin Tirozinaz
Enzim Aktivitesine Etkilerinin Belirlenmesi

WM-115 melanom hiicrelerinin {izerine sirasiyla 0, 100, 150, 200, 250 mM
konsantrasyonlarinda BA uygulanmistir. 48 saat sonunda sirasiyla tirozinaz enzim

inhibisyonlar1 % 0, % 26,5, % 52,4, % 62,2, % 64,3 olarak hesaplanmustir.
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Sekil.4.7. WM-115 hiicrelerine uygulanan BA sonucu tirozinaz enziminin 48 saatteki

% inhibisyon grafigi

WM-115 melanom hiicrelerinin iizerine sirastyla 0, 200, 250, 300, 400 uM
konsantrasyonlarda KA uygulanmistir. 48 saat sonunda sirasiyla tirozinaz enzim

inhibisyonlar1 % 0, % 67,6, % 72,2, % 73,4, % 74,7 olarak hesaplanmistir.

80

70
< 60
50
40
30
20
10

% inhibisyo

100 150 200 250 300 350 400 450

kojik asit konsantrasyonu (uM)

o
wu
o

Sekil.4.8. WM-115 hiicrelerine uygulanan KA sonucu tirozinaz enziminin 48

saatteki % inhibisyon grafigi



WM-115 melanom hiicrelerindeki tirozinaz enzim aktivitesinde istatiksel olarak

anlamli bir azalma gozlenmistir (P=0,046).
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Sekil.4.9. WM-115 hiicrelerine uygulanan KA ve BA sonucu tirozinaz enziminin
inhibisyonu (p=0.046)
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5. TARTISMA

Melanom epidermisteki melanosit hiicrelerinin diizensiz bir sekilde
cogalmasiyla meydana gelen bir malign timoérdir (5). Melanomun ge¢ fark
edilmesiyle ve tedaviye direng gostermesiyle deri kanserleri i¢inde en tehlikeli tiir

olarak teshis edildigi bilinmektedir.

Melanomun teshisinde bir biyobelirte¢ olarak kullanilan tirozinaz enzimi bu
hastalik i¢in biiyiik 6nem tagimaktadir (6). Tirozinaz enzimi bitki, hayvan, mantar ve
mikroorganizmalarda bulunan, cilt, sa¢ ve hayvanlarda kiirk rengini belirleyen
melanin pigmentin biyosentezinden sorumlu bakir igeren, oksidaz enzim tiirlerinden
olup hiz sinirlayici bir rol oynayan ¢ok islevli bir metaloenzimdir (4). Tirozinaz,
melanin biyosentez yolaginda hidroksilasyon tepkimeleriyle monofenolaz aktivite ve
oksidasyon tepkimeleriyle difenolaz aktivite gostererek anahtar bir role sahiptir (111).
Metabolizmadaki kimyasal reaksiyonlarin biiyiik dnemi nedeniyle melanin sentezinde
meydana gelen herhangi bir degisiklik hastalik durumuyla sonug¢lanabilmektedir.
Melanin sentezini inhibe eden tirozinaz inhibitorlerinin hiperpigmentasyon, giinese
bagli lentigo ve inflamatuar hastaliklarin giincel tedavilerinde kullanildig:
bilinmektedir (113). Dolayisiyla tirozinaz inhibitorlerinin, gida alaninda meyve ve
sebze kararmalarmin Onlenmesinde, kozmetikte cilt aydinlatict kremlerin
uretilmesinde ve tip alaninda hastaliklarin tedavisinde onemleri giderek artmakta,

cesitli bilesiklerinin arastirilmasi i¢in tirozinaz 6nemli bir hedef haline gelmektedir.

Deri kanserlerinde tirozinaz enzim aktivitesinin arttig1 bilinmektedir (3, 4).
Sitotoksik T hiicreleri iizerinde yapilan caligmalar, tirozinazin immiin sistem
tarafindan HLA-restricted bir bicimde tanindigin1 ortaya koymustur (6). Rekombinant
tretilen, tirozinaz ile immiinizasyon sonucu elde edilen T311 antikorunun
melanomlarda yiiksek bir duyarliliga sahip oldugu bildirilmektedir (6). Yapilan bir
diger ¢alismada histolojik boyamayla, primer veya metastatik melanomlarin tiimiinde
tirozinaz antikorlar1 ile pozitif bir artis oldugu bildirilmistir. Tiim melanomlarda
pozitiflik oran1 %58 iken, metastaz yapmis melanomlarda %83 oldugu

saptanmustir (114).
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Tirozinazi inhibe edecek molekiiller sentezlenmistir (4). Tirozinaz
inhibitorlerini kaynagina gore dogal, sentetik ve yar1 sentetik olarak iice ayirabiliriz.
Bitkiler ve mantarlar igerdikleri steroidler, polifenoller ve fenolik bilesikler dogal
tirozinaz inhibitorlerine temel olusturmaktadirlar. Dut bitkisinin yapraklarinda
bulunan betulinik asidin tirozinazi inhibe ettigi belirtilmektedir (115). A vitaminin
melanositlerde tirozinaz aktivitesini inhibe ettigi bildirilmistir (116). Kiikiirtlii
bilesiklerin de iyi bir tirozinaz inhibitorii oldugu belirtilmekle beraber yiiksek oranda
kiikiirt igeren sarimsak ile yapilan ¢alismada tirozinazi inhibe ettigi bildirilmistir (75).
Nar bitkisinin tirozinaz inhibitorii olan gallik asit, Kojik asit, kafeik asit, ellagik asit
gibi gesitli bilesikleri bulundurdugu literatiirde belirtilmektedir (117). Narmn deriyi
yaslanmaya kars1 korudugu ve nar tohum yaginin farelerde deri kanserini onledigine
dair c¢alismalar mevcuttur (75, 118). Deri hastaliklarinda kullanilan kremlerin
icerigindeki Dbitkisel kaynakli kuarsetin, kaemferol gibi antioksidan bilesiklerin
tirozinaz inhibitori oldugu bildirilmektedir (119). Bitkilerde bulunan antioksidan
bilesiklerin tirozinazi inhibe etmesinin nedeni yapisinda bulunan serbest -OH
gruplarindan olabilir (74, 75). Ayrica polifenoller, flavonoitler, izoflavonlar,
kurkuminoidler, kalkonlar, fenolik asitler ve terpenoid tiirevleri gibi bazi dogal
kaynakl bilesenler sentetik kaynakli olarak da iiretilebilmektedirler (4). Son yillarda
yeni tirozinaz enzim inhibitorlerinin sentezi siklikla arastirilan bir ¢alisma konusu
haline gelmistir. Bunun temelindeki en 6nemli sebep, tirozinaz enzim inhibitorlerinin
cogunda yiiksek toksisite problemidir. Dolayisiyla, bu tiir sinirlandirmalar yan etkisi

az ve gliclli tirozinaz inhibitdrlerinin kesfini cok 6nemli kilmaktadir.

Kojik asit, tirozinaz enzimindeki iki 6nemli basamagi inhibe ederek tirozinaz
icin onemli bir inhibitoér olup siklikla kullanilmaktadir. Biz de ¢calismamizda pozitif
kontrol olarak KA kullandik. Kojik asit cilt beyazlatici kremlerde kullanilan bilesikler
icinde birinci sirada yer alir. Ayrica, melazma tedavisi, gidalarda kararmay1 onleciyi
koruyucu ve antioksidan amagli, zararli mikroorganizmalar {izerinde pestisit ve
antimikrobiyal maddeler, antibiyotik, metal selasyonu olarak da kullanimi mevcuttur.
Bilinen bu ozelliklerinden dolayr pek ¢ok ¢aligmada pozitif kontrol olarak
kullanilmaktadir (75). Ancak, deride alerjik reaksiyonlar gelistirdigi ve saklama
siresindeki dayaniksizligi nedeniyle kullanimi sinirlanmakta ve bu yiizden yeni
tirozinaz inhibitdrlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayrica hayvan deneyi ¢alismalarinda

timor olusumunu artirdigr bildirilmistir (75). Bu ¢alismada, diinya bor rezervlerinin
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%73"line sahip olan tlilkemizde bulunan bor elementinin tirozinaz enzimi tizerine olan

etkisinin incelenmesi planlanmustir.

Literatiirde yapilan c¢alismalar incelendiginde, tirozinaz inhibitorlerinin
melanomu 6nledigi bildirilmistir (3). Melanogenez yolaginin inhibe edilmesindeki
hedef tirozinazin inhibe edilmesidir. Tirozinaz sadece melanosit hiicrelerinde
iretildiginden, tirozinaz inhibitdrleri avantajli sekilde diger hiicrelere zarar vermeden
spesifik olarak melanogenezi inhibe etmektedir. Tirozinazin katalitik bolgesini inhibe
ederek veya bakir iyonlarim1 gelatlayarak, tirozinazin inhibe edilmesiyle
melanogenezin inhibisyonu saglandiginda melanom hiicrelerinin kemoterapiye olan
direnci kaldirilip siklofosfamidin ilacina duyarli hale getirildigi bildirilmistir (13).
Tirozinazin inhibe edilmesiyle hiicre i¢inde biriken L-DOPA, lenfosit
proliferasyonunu inhibe edip, hiicre dongiistiniin G1/0 evresinde kalmasini saglayarak
hiicre dongiisiinii durdurmustur. Ayrica, IL-18, TNF- o, IL-6 VE IL-10 iiretimi inhibe
edilerek de hiicre proliferasyonu durdurulmustur. Bu nedenle, melanogenezin inhibe
edilmesi, ilerlemis melanomlarin tedavisi i¢in segenek olabilir (120). Bu ¢alismada,
tirozinazin inhibitori olabilecegini diistindiigiimiiz bor ile melanogenezi inhibe ederek

melanom tedavisi i¢in se¢enek olusturmak hedeflenmistir.

Dogada elementel formda bulunmayan Bor, yaygin olarak borat formlarinda
(borik asit ve boraks gibi) bulunmaktadir (7). Bor iz elementinin kemik, mineral, lipid,
enerji metabolizmasi, immiin sistem, endokrin fonksiyonu lipid peroksidasyonu ve
antioksidan sistem ile DNA harabiyetini onleyebilecegi diistiniilmektedir (9-11).
Borik asitin kanser hiicre hatlarinda oksidatif strese, hiicre biiylimesinin
inhibisyonuna, apoptoza ve hiicre morfolojisinde degisikliklere neden oldugu

bildirilmistir (12).

Bor  bilesikleri, yiliksek maligniteye sahip baz1 kanser tiirlerinin
kemoterapisinde giderek daha sik kullanilmaya baglandi (99). Bor igerikli ilaglar ile
tedaviden en sik etkilenen kanser tiirleri prostat, meme, servikal ve akciger
kanserleridir (99-102).Bor bazli tedavilerin kullanimi arttik¢a farkli kanser tiirlerinin
insidansi, borun hangi molekiiler mekanizmaya nasil etki ettigi ile ilgili ¢caligmalar

yapmak gerekmektedir. laglarin icerisindeki borun aktivitesiyle, kanser
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hiicrelerindeki serin proteaz, NAD dehidrogenaz, mRNA ekleme, hiicre boliinmesi ve
enzim aktivitesi mekanizmalarina miidahale edilir (121). Ayrica B’nin andojen duyarl
kanser hiicrelerinin ¢ekirdegindeki androjen reseptorlerine baglanarak, hiicre
proliferasyonu icin gereken PSA’y1 (Prostatic Serum Antigen) inhibe etmesiyle

apoptozu indiikledigi bildirilmistir (122).

Servikal kanser, diinya ¢apinda kadinlarda en sik goriilen ikinci kanser tiirti
olmasina karsin Tirkiye’de % 7 oraniyla diisiik insidansa sahiptir (123). Bunun
sebebinin Tiirkiye topraklarinin B ile zengin oldugunu savunan hipotezler mevcutken
icme suyuyla alinan borun servikal kanser riskini azalttigi bildirilmistir. Yapilan bir
diger caligmada kadinlara borla zengin diyet uygulanmigtir. Calismanin sonucunda
kadinlarda servik ve akciger kanseri riskinin énemli 6l¢lide azaltildigi bildirilmistir

(94, 124, 125).

Borik asit ile muamele edilen melanom hiicrelerinde tripan boyama yapildiginda
BA konsantrasyonu arttikg¢a hiicre canliliginin azaldigi bildirilmistir (13). FPA (Focal
Plane Array) dedektorii ile yapilan FTIRI (Fourier Transform InfraRed Imaging)
goriintiilemesiyle, BA uygulamasinin hiicrelerdeki lipit/protein oran1 O6nemli bir
degisiklige ugratmamasina karsilik niikleik asit/protein oranini 6nemli 6l¢iide azalttig1
gosterilmistir  (13). Bu sonuglar yiiksek BA konsantrasyonunun, melanom
hiicrelerinde apoptozu indiikledigini gostermektedir. Calismamamizda tirozinaz
enzim lizerindeki borat formunun son derece 6nemli inhibisyon etkisi gostermesi bor

kaynaklarinin melanom iizerindeki tedaviye yonelik sansini arttirdigi soylenebilir.

Mevcut ¢alismamizda borik asitin SK-MELL-30 ve WM115 melanom hiicre
hatlarinda tirozinaz enzim aktivitesi lizerine etkisinin arastirilmasi amaclanmistir.
Tirozinazin sadece melanosit hiicrelerinde bulunmasi nedeniyle SK-MELL-30 ve

WM115 melanom hiicre hatlar1 literatiirle uyumlu olarak inkiibe edildi (106).

BA ve KA molekiillerinin SK-MELL-30 ve WM-115 melanom hiicre hatlarinda
sitotoksisite aktivitesini belirlemek i¢in WST-1 yontemi kullanilmistir (57). WST-1
yontemi; kiiltlir ortamindaki mitokondrial aktivitesi devam eden canli hiicrelerin
kantitasyonunu saglar. 1Cso degeri; inhibe edici 6zelligi oldugu diisiiniilen maddenin

tam inhibisyonu saglayacak konsantrasyonunun yar1 degerini vermektedir(107).
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WST-1 yontemi sirasinda metastatik melanom hiicre hatti olan SK-MEL-30 24.
saat ve 48. saat olarak iki aralikta ve sekiz farkli konsantrasyonda (0, 2.5, 5, 10, 25,
50, 100, 200 Mm) BA uygulanmigtir. Ayrica WST-1 yOntemi sirasinda metastatik
melanom hiicre hatt1 olan SK-MEL-30 hiicrelerine tirozinazin bilinen inhibitori KA
24. saat ve 48. saat araliklarinda ve 8 farkli konsantrasyonda (0, 5, 10, 25, 50, 100,
200, 300 uM) uygulanmistir. BA uygulamasi sonrasinda SK-MELL-30 hiicre hatt1 igin
ICs0 degeri elde edilememistir. KA uygulamasi sonrasinda SK-MELL-30 melanom
hiicre hatt1 i¢in, GraphPad Prism Version 8.4.2(679) programiyla t testi ile ICso degeri
219,7 uM degeri olarak tespit edilmistir. Primer malign melanom hiicre hatt1 olan
WM-115 24. saat ve 48. saat olarak 2 aralikta ve 8 farkli konsantrasyonda (0, 2,5, 5,
10, 25, 50, 100, 200 mM) BA uygulanmistir. Ayrica WST-1 yontemi sirasinda primer
malign melanom hiicre hatt1 olan WMI115 hiicrelerine tirozinazin bilinen inhibitorii
KA 24. saat ve 48. saat araliklarinda ve 8 farkli konsantrasyonda (0, 250, 300, 350,
400, 500, 550, 600uM) uygulanmistir. BA uygulamasi sonrasinda WM-115 hiicre hatti
i¢in, GraphPad Prism Version 8.4.2(679) programiyla t testi ile 1Csg degeri 106,0 mM
degeri olarak tespit edilmistir. KA uygulamasi sonrasinda, 1Csp degeri 754,2 uM
degeri tespit edilmistir. Literatiirle uyumlu olarak 1Csodegeri 353,6 uM konsantrasyon
deneyimizde kullanilmistir.

Deneysel verilere gére BA’nin WM115 primer melanom hiicre hatti igin yiiksek
konsantrasyonlarda hiicreleri inhibe ettigi desteklenmistir. SK-MELL-30 metastatik
melanom hiicre hatti i¢in degisen BA konsantrasyonlarinin ise farkli etki gosterdigi
gbzlenmistir. Bilinen en iyi tirozinaz inhibitori olan KA ise her iki hiicre hatti tizerinde

toksik etkiye sebep olmustur.

Calismamizin ikinci kisminda ise tirozinaz enzim aktivitesindeki degisimi
belirlemek i¢in BA ve KA’y1 SK-MELL-30 hiicrelerine uygulanarak enzim aktivitesi
Olgiilmiistir. 48 saat sonunda 475 nm dalga boyunda spektrofotometrik 6l¢tim
yapilmistir. Kontrol grubu i¢in % 0 enzim inhibisyonu kabul edilerek BA igin %43,82,
KA i¢in %46,00 tirozinaz enzim inhibisyonu belirlenmistir. Tek yonlii ANOVA testi
kullanilarak p= 0,084 (p>0,05) bulunmustur ve BA igin anlamli bir enzim inhibisyonu
goriilmedigi saptanmustir.  'WMI115 hiicrelerinin 48 saat uygulama sonrasindaki
sonuglar1 Kontrol grubu i¢in % 0 enzim inhibisyonu kabul edildiginde BA i¢in
%51,35, KA icin % 71,15 tirozinaz enzim inhibisyonu belirlenmistir. Tek yonlii
ANOVA testi kullanilarak p= 0,046 bulunmustur (p<0,05) ve BA igin anlamli bir
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enzim inhibisyonu goriilmiistiir. Bu sonuclar bize BA’nin tirozinazi inhibe etmesiyle

melanom tedavisine katki saglayabilecegini gostermistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda BA’nin melanin pigmentinden sorumlu olan tirozinaz

enziminin aktivitesi tizerine etkisi incelenmistir.

BA’nin sitotoksik etkisinin belirlenmesi i¢in WST-1 testi uygulanmigtir. SK-
MELL-30 hiicre hatt1 i¢in sitotoksik etki gozlenemezken WM-115 igin 1Csp
106,0 mM olarak bulunmustur. KA uygulamasinin WST-1 testi sonuglar1 SK-
MELL-30 i¢in 1Cs0 219,7 uM WM115 igin ICsp 754,2 uM olarak bulunmustur.

BA uygulamasi tirozinaz enziminin Dbilinen inhibitéri KA ile
karsilagtirildiginda WMI115 hiicre hattinda anlamli bir inhibisyona sebep
olurken (p=0,046) SK-MELL-30 hiicre hattinda anlamli bir sonug
gostermemistir (p=0,085).

Melanomu o6nlemede melanogenezisin inhibe edilmesi 6nemliyken bunu
saglamakta tirozinaz inhibitorleri biiylik 6nem tagimaktadirlar. Literatiirde yer
alan tirozinaz inhibitorlerinin kanserojen yapida olmalar1 yeni inhibitorlerin

calisilmasini gerektirmektedir.

Calismamizda BA wuygulamasinin tirozinaz enziminin primer melanom
hiicrelerinde anlamli bir inhibisyon saglamasi erken donemdeki melanom

tedavisi i¢in umut vericidir.

Bor madeni tilkemiz igin biiyiik onem tasimaktadir. Bu degerli madenin klinik
alandaki calisma sahasinin genisletilmesi iilkemize ulusal pazarda avantaj

saglayabilir.

Bor bilesiklerinin prostat, meme, servik ve akciger kanser vakalarinda tedavi
secenegi olabildigi gosterilmistir. Diger kanser tiirleri i¢in de calismalarin

yapilmasi gerekmektedir.

Melanom hiicrelerinde BA uygulamasinin hiicre proliferasyonunu engelledigi

bildirilmistir. Mekanizmasinin agikliga kavusturulmasi gerekmektedir.
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» BA uygulamasinin tirozinaz enzimindeki inhibisyonunu hangi mekanizma ile

sagladigini agiklamak i¢in ileri calismalar gerekmektedir.
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