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Cilt kanseri cildi etkileyen bir kanser tiiriidiir. En 6liimciil cilt kanseri tlirlerinden biri olan
melanom diinyadaki 6liimlerin %4' {ine sebep olmaktadir. Antibiyotiklerin kesfini ve
insan sagligina temel katkilarini yakindan takip eden bilim diinyasi, patojenik mikroplara
kars1 aktivitesi olan yeni aktif maddelerin arayisindadir. Likenlerde bu 6ncii ¢aligmalara
konu olmustur. Liken aktif maddeleri arasinda usnik asit birgok bilim insaninin ilgisini
cekmistir ve 0zel bir liken sekonder metaboliti olarak goriilmektedir. Gergeklestirilen bu
tez calismasinda liken sekonder metabolitlerinden usnik asitin insan melanosit hiicre hatti
(NHEM-Ad) ve malign melanom hiicre hatti (A-375) kullanilmak suretiyle apoptoz
yolag1 tizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi ve ¢esitli molekiiler ve biyokimyasal
yaklasimlar ile uzun vadede kanser tedavisinde kullanilabilirliginin in vitro diizeyde
aragtirtlmas1 hedeflenmistir. XxCELLigence gercek zamanli hiicre analiz sistemi
araciligiyla usnik asitin normal insan melanosit hiicre hatt1 ve malign melanom hiicre hatt1
tizerindeki antiproliferatif etkisi tayin edilmistir. Elde edilen veriler 1s18inda insan
melanosit hiicre hatti (NHEM-Ad) i¢in ICsg degeri 3.47 pM, malign melanom hiicre hatt1
(A-375) igin ise 20 uM olarak hesaplanmistir. Apoptoz ile ilgili 84 adet genin kontrol ve
uygulama grubu arasinda sergiledikleri degisen ifade profilleri ve Kaspaz-3 ve Kaspaz-9
enzim aktivitesi testlerinden elde edilen sonuglar, usnik asitin insan malign melanom
hiicre hattinda apoptozu indiiklemek suretiyle anti-kanser etki sergileyebilecegini
gostermistir. Bu etkinin apoptozun hem digsal hem de igsel yolag: {lizerinden gelistigi
fakat mRNA profiline gore degerlendirdigimizde daha baskin olarak digsal yolagin
kullanildig1 tespit edilmistir. Tez calismasindan elde edilen c¢iktilarin cilt kanseri
tedavisinde usnik asitin ila¢ aday molekiilii olarak kullanilabilecegine isaret ettigi
diistiniilmektedir. Elde edilen bulgularin diger aragtirmacilar i¢in de dnemli bir kaynak
teskil etmesi umudunu tasimaktayiz. Usnik asitin topikal veya transdermal uygulamalar
seklinde ila¢ olarak kullanimimin ileride cilt kanseri tedavisinde 6nemli potansiyel
tasiyabilecegine inanmaktayi1z.

Subat 2022, 122 sayfa
Anahtar Kelimeler: Melanom cilt kanseri, Usnik Asit, Apoptoz, qRT-PCR



ABSTRACT
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INVESTIGATION OF THE APOPTOTIC EFFECT OF VULPINIC ACID ON THE
MELANOMA CANCER CELL
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Skin cancer is a type of cancer that affects the skin. Melanoma, is the most harmful type
of skin cancer, causes 4% of deaths in the world. The scientific world, which closely
follows the discovery of antibiotics and their fundamental contribution to human health,
is in search of new active substances with activity against pathogenic microbes. Lichens
have been the subject of these pioneering studies. Among the lichen active substances,
usnic acid has attracted the attention of many scientists and is considered as a special
lichen secondary metabolite. In this thesis, it was aimed to evaluate the effects of usnic
acid, one of the secondary metabolites of lichen, on the apoptosis pathway by using
human melanocyte cell line (NHEM-Ad) and malignant melanoma cell line (A-375), and
to investigate its use in cancer treatment in vitro with various molecular and biochemical
approaches. The antiproliferative effect of usnic acid on normal human melanocyte cell
line and malignant melanoma cell line was determined by XCELLigence real-time cell
analysis system. In the light of the data obtained, the IC50 value was calculated as 3.47
uM for the human melanocyte cell line (NHEM-Ad) and 20 pM for the malignant
melanoma cell line (A-375). The varying expression profiles of 84 genes related to
apoptosis between the control and treatment groups and the results obtained from
Caspase-3 and Caspase-9 enzyme activity tests showed that usnic acid can exhibit anti-
cancer effects by inducing apoptosis in human malignant melanoma cell line. It was found
that this effect developed through both the extrinsic and intrinsic pathways of apoptosis,
but when we evaluated it according to the mRNA profile, the extrinsic pathway was more
dominant. It is thought that the results obtained from this study indicate that usnic acid
can be used as a drug candidate molecule in the treatment of skin cancer. We hope that
the findings obtained will be an important resource for other researchers. We believe that
the use of usnic acid as a drug in the form of topical or transdermal applications may have
significant potential in the treatment of skin cancer in the future.

February 2022, 122 pages
Key words: Melanoma skin cancer, Usnic Acid, Apoptosis, qRT-PCR
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1. GIRIS

Binlerce yildir, diilnyanin birgok noktasinda ve sayisiz hastaligin tedavisinde geleneksel
bitkisel ilaglar kullanilmaktadir. Bitkiler bir¢ok iilkede kanser tedavisi i¢inde bir alternatif
olusturmaktadir. Diinya ¢apinda antikanser 6zelliklere sahip 3000'den fazla bitki oldugu
bilinmektedir (Alves-Silva vd. 2017, Tariq vd. 2017, Yan vd. 2017)

Son yirmi yilda, birgok gelismis iilkede tamamlayict ve alternatif tip alaninda bitkisel
ilaglarin kullanim1 daha da yayginlasmistir. Dogal iirlinler, kanser kemoterapisinde
giderek daha fazla dikkat ¢ekmektedir. Ciinkii bunlar biyolojik olarak daha pratik ve
normal hiicreler i¢in daha az toksik olarak goriilmektedir (Mishra ve Tiwari 2011).
Ayrica, dogal tirlinlerden tiiretilen antikanser ilaglarin hiicre 6liimiinii tesvik etmek igin
alternatif yollara sahip olduguna dair kanitlar vardir (Khalid vd. 2016). Bu gergeklere
dayanarak, giiniimiizde birgok arastirma biyolojik organizmalarin ila¢ enddistrisi i¢in
faydali olabilecek dogal iirlinler saglamadaki potansiyeline odaklanmaktadir (Kotoku vd.
2016, Bernardini vd. 2017).

Gilinlimiizde yeni ilaglarin kesfi ve gelistirilmesinde dogal iiriinlerin kullanimi halen taze
bir ¢caligma sahasi olarak degerlendirilmektedir. 1940 ve 2014 yillar1 arasinda kanser
kemoterapisi i¢in onaylanan kiigiik molekiillerin yaklasik %49' unun dogal iiriinler oldugu

bilinmektedir (Newman ve Cragg 2020).

Likenler, birgok farkli sekonder metabolitler {ireten simbiyotik organizmalardir ve bu
durum likenleri farmasotik alani i¢in potansiyel bir kaynak haline getirir (Stanojkovic¢
2015). Likenlerde bulunan sekonder metabolitler, anti-enflamatuar, antiviral,
antibakteriyel, analjezik, antipiretik, anti-proliferatif ve sitotoksik olanlar dahil olmak
tizere Onemli biyolojik ve farmakolojik etkiler gosteren alifatik, sikloalifatik, aromatik ve
terpenik bilesikleri igerir (Cardile vd. 2017). Bu bilesikler ayrica, kanser hiicrelerine karsi
onemli etkiler ortaya koyan preklinik arastirmalarda antineoplastik aktiviteler de

gostermistir (Zhou vd. 2017, Nguyen vd. 2019, Tas vd. 2019).



Gergeklestirilen bu tez ¢alismasinda liken sekonder metabolitlerinden olan usnik asitin
insan malign melanom kanser hiicrelerinde (A-375 hiicre hatt1) anti-proliferatif ve
apoptotik etkisinin arastirilmasi hedeflenmistir. Usnik asitin sitotoksik ve anti-proliferatif
etkisi ise XCELLigence ger¢cek zamanli hiicre analiz sistemi ile ¢alisilmistir. Kolorimetrik
kitler araciligiyla Kaspaz-3 ve Kaspaz-9 enzimlerinin aktiviteleri 6l¢iilmiistiir ve apoptoz
yolaginda anahtar niteliginde olan 84 adet genin transkripsiyon seviyelerinin belirlenmesi

hedeflenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK OZETLERI

2.1 Kanser

Kanser, viicut hiicrelerinin herhangi birinin standart dis1 proliferasyonu ile meydana
gelmektedir. Bu sebepten otiirii kanserli hiicrelerin hem davraniglart hem de tedaviye
yanitlar1 biiyiik dlglide degisebilen ylizden fazla farkli ¢esidi bulunmaktadir. Kanser
patolojisinde en Onemli husus tiimorler arasinda iyi ve kotii huylu olarak ayrim
yapabilmektir (Sharma vd. 2012, Sinha 2018). Yaygin bir cilt sigili olan iyi huylu bir
tim6r hem normal dokuyu hem de uzak viicut bolgelerini isgal etmez ve yayilis
gostermez. Kotii huylu olarak adlandirilan tiimorler ise iyi huylu olanlarin aksine hem
cevredeki normal dokuyu istila edebilir hem de dolasim ya da lenfatik sistemler yoluyla
tiim viicuda yayilabilir, yani metastaz yapabilir. Yalnizca kotii huylu tiimorler, kanser
olarak adlandirilmaktadir. Dolayisiyla kanseri tehlikeli kilan, istila etme ve yayilma yani
metastaz yapma Yyetenekleridir. Genellikle cerrahi olarak ¢ikarilabilen iyi huylu
tiimorlerin aksine kotli huylu tiimorler, uzak viicut bolgelerine yayilim gostererek onlari

tedaviye direngli hale getirir (Woodhouse vd. 1997, Geiger ve Peeper 2009).

Kanserlerin ¢ogu karsinomlar, sarkomlar ve 16semiler/lenfomalar olmak {izere ii¢ ana
grupta smiflandirilmaktadir (Masuda vd. 1987, Heidari 2019). Karsinomlar yaklasik
olarak kanserin %90’ 11 olusturan epitel hiicrelerin maligniteleridir. Tiim malignitelerin
yaklagik olarak %8’ ini meydana getiren lenfomalar ve 16semiler ise bagisiklik sistemi ve
kan olusturan hiicrelerden meydana gelir. Ender goriilen sarkomlar (fibréz doku, kemik,
kas ve kikirdak) ise kat1 bag doku tiimorleridir (Khavari 2006, Roy vd. 2017, Jiang vd.
2020).

Diinya Saghk Orgiitii tarafindan olusturulan Uluslararast1 Kanser Arastirma Ajansi
(IARC) 2020 Diinya Kanser Istatistik Verileri'ne gore tahmini olarak kiiresel capta
melanom dis1 cilt kanseri hari¢ yeni 18,1 milyon vaka ve yaklasik 9,9 milyon kanser
6liimiiniin meydana geldigi bildirilmistir (Kransdorf ve Murphey 2006, Hung vd. 2014,
Ferlay vd. 2021). Ulkemizde en fazla goriilen ilk on kanser ¢esidinin cinsiyete gore

insidansi sekil 2.1’ de verilmistir.
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Sekil 2.1 Diinya Standart Niifusuna gére (100.000 niifusta) tilkemizde en sik meydana
gelen ilk on kanser ¢esidinin cinsiyete gore insidanst Veriler, DSO’niin 2020
yilina aittir. Kaynak: GLOBOCAN, IARC 2020

2.1.1 Kanserin gelisimi

Kanserin temel oOzelliklerinden biri, anormal bir sekilde cogalarak gelisen tiimor
klonalitesidir (Sekil 2.2). Timériin tek hiicreli orijini, X kromozomu inaktivasyonu
analizi ile gosterilmektedir. X kromozom ¢iftinin bir {yesi disi bireylerde
heterokromatine doniistiiriilerek inaktive edilmektedir (Wainscoat ve Fey 1990, Novelli
vd. 2003). X inaktivasyonu, embriyonik gelisim sirasinda rastgele meydana gelmektedir
(Phelan ve Prchal 2002, Novelli vd. 2003). Normal dokular, farkli inaktif X
kromozomlara sahip hiicre karigimlarindan olusmaktadir, bu nedenle heterozigot
disilerin normal dokularinda her iki allelin ekspresyonu tespit edilmektedir. Buna karsilik,
tiimor dokular1 genellikle bir heterozigot X kromozomu geninin sadece bir alelini
eksprese etmektedir. Bunun anlami, boyle bir tiimorii olusturan tiim hiicrelerin, timor
gelismeye baglamadan once X inaktivasyon modelinin sabitlendigi tek bir orijin

hiicresinden tiiretildigidir (Jacobs vd. 1992, Jovanovic vd. 2003, Novelli vd. 2003).
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Sekil 2.2 Kanser klonal evrim modelleri

(@) Monoklonal hipotez, kanser hiicrelerinin, hastaligin seyri sirasinda baska ikincil degisiklikler almadan
monoklonal bir orijini korudugunu &ne siirer. (b ) ikinci mekanizma, zaman iginde meydana gelen
degisikliklere bagli olarak bir monoklonal tiimdrijenez siirecini ve ardindan ikincil bir klonal heterojenligi
onaylayan klonal sapma kavramina dayanir. ( ¢ ) Ugiincii model, bir ilk poliklonal timér olusumunu ve
ardindan ikincil bir mono- veya oligoklonalite ile sonuglanan klonal yakinsamayi igerir. (d) Son model,
erken klonal yakinsama ve ge¢ klonal ayrisma ile karakterize edilen bir kanser poliklonal kdkeni
onermektedir (Fanale vd. 2017).

Kanser gelisimi, bir dizi degisiklik yoluyla hiicrelerin yavas yavas kotii huylu hale geldigi
¢ok asamali bir siiregtir (Kim vd. 2018). Kanserin ¢ok asamali gelisiminin bir gostergesi,
cogu kanserin yasamin ge¢ donemlerinde ortaya c¢ikmasidir. Yasla birlikte kanser
insidansindaki artis, kanserin ¢oklu anormalliklerin bir sonucu olarak gelistiginin

gostergesidir (Baatar vd. 1997, DePinho 2000).

Hiicresel diizeyde kanserin gelisimi, proliferasyon, hayatta kalma, istila ve metastaz
yapan hiicreler i¢in mutasyon ve secilim igeren cok asamali bir ilerleme olarak
goriilmektedir. Ik basamak olan tiimor olusumu, sadece bir hiicrenin ugradigi genetik
degisiklik sebebiyle kontrolsiiz ¢ogalma yetenegi kazanmasiyla baglar. Hiicre
proliferasyonu daha sonra klonal olarak tiiretilmis timor hiicrelerinin biiylimesi ve

¢ogalmasina yol agmaktadir (Sekil 2.3) (Coussens ve Werb 1996, Deshpande vd. 2005,
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Klaus ve Birchmeier 2008). Tiimor populasyonunun hiicreleri i¢inde ek mutasyonlar
meydana geldik¢e tliimoriin ilerlemesi devam etmektedir. Bu mutasyonlarin bir kismi
hiicreye daha hizli1 ve ¢abuk biiyiime gibi birtakim se¢ici avantajlar saglar ve bdyle bir
mutasyonu tagiyan hiicreler tiimor populasyonunda baskin hale gelirler. Bu siire¢ klonal
secilim olarak adlandirilir, ¢linkii timor hiicrelerinin olusan yeni klonu, biiyiime hizinda
artis veya segici bir avantaj saglayan diger ozelliklere (hayatta kalma, istila veya metastaz
gibi) bagh olarak evrimlesmistir. Klonal secilim, tliimdriin gelisimi boyunca devam
etmektedir. Bu nedenle tiimorler siirekli olarak daha hizli biiyiir ve giderek daha kotii

huylu hale gelirler (Ahmed ve Li 2013, Schulte vd. 2018).

- Anormal hicre
Mormal hiicreler ==+ # Anormal hicreler «ooeecome 707 75 TEEE ey = [anser
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Anjiyogenez Gevreyi istila eder

Sekil 2.3 Normal hiicrelerin kansere doniisiimii

Normalde hiicreler kontrollii bir sekilde biiyiir ve ¢ogalir, ancak bazen hiicreler anormal hale gelir ve
bliyimeye devam eder. Anormal hiicreler, kanser adi verilen bir kitle olusturabilir
(https://www.cancer.org.au/ adresinden alinarak revize edilmistir).

2.1.2 Kanserin sebepleri

Kansere neden olan ve kanserojen olarak adlandirilan maddeler, hem deney
hayvanlarinda yapilan ¢aligmalarla hem de epidemiyolojik analizlerle (6rnegin, sigara
icenlerde yiiksek akciger kanseri insidansi) tanimlanmaktadir. Yapilan calismalarda
radyasyon, kimyasallar ve viriisler gibi birgok etmenin kansere neden oldugu
bulunmustur (Hakomori 2002, Clarke vd. 2010, Sosnowski vd. 2016).

Radyasyon ve bir¢cok kimyasal kanserojen, DNA'ya zarar vermekte ve mutasyonlari
indiiklemektedir. Hedef genlerdeki mutasyonlarin indiiklenmesinin kanser gelisimine yol

acan ilk olay oldugu diisliniildiiglinden, kanserojenlere genellikle baslatic1 ajanlar



denilmektedir (Sekil 2.4). Insan kanserlerine etkisi olan bazi baslatic1 ajanlar arasinda
giines ultraviyole radyasyonu (cilt kanserinin baslica nedeni), tiitiin dumanindaki
kanserojen kimyasallar ve aflatoksin (yanlis depolanmis yer fistigi ve diger tahil
kaynaklarin1 kirleten bazi kiifler tarafindan iiretilen giiclii bir karaciger kanserojeni)
bulunmaktadir. Tiitiin dumanindaki kanserojenler (benzo(a)piren, dimetilnitrosam ne ve
nikel bilesikleri dahil) insan kanserinin baslica tanimlanmis nedenlerindendir. Sigara,
agiz boslugu, farenks, girtlak, yemek borusu ve diger bolgelerin kanserleriyle
iligskilendirilmesinin yani sira, akciger kanserlerinin %80 ile %90" min tartismasiz
nedenidir. Kanser kaynakli can kayiplarinin neredeyse 1/3’liniin sigara kullanimu ile ilgili
oldugu disiiniilmektedir (Vogelstein ve Kinzler 1993, Penta vd. 2001, Kim ve Kaelin
2004, Adjiri 2017) .

Aflatoksin Dimetilnitrozamin

Sekil 2.4 Bazi kanserojenlerin kimyasal yapisi

Baz1 kanserojenler, mutasyonlari indiiklemek yerine hiicre proliferasyonunu uyararak
kanser gelisimine katkida bulunmaktadir ve timér promotorleri  olarak
adlandirilmaktadir. Protein kinaz C'yi aktive ederek hiicre proliferasyonunu uyaran
forbol esterler bu duruma iyi bir 6rnektir (Kieser vd. 1994, Antal vd. 2015, Newton ve
Brognard 2017, Newton 2018).



Hormonlarin, ozellikle Ostrojenler, bazi insan kanserlerinin gelisiminde timori
destekledigi bilinmektedir. Ornegin asir1 Ostrojene maruz kalma sonucunda rahim
endometriyum hiicrelerinin ¢ogalmasi bir kadimmin endometriyal kanser gelistirme
olasiligini 6nemli 6l¢iide artirir. Bu nedenle endometriyal kanser riski, yiiksek dozlardaki
Ostrojen tedavisi ve uzun siireli postmenopozal Ostrojen replasman tedavisi ile dnemli
Ol¢iide artar. Bu risk, Ostrojenin endometriyal hiicre proliferasyonu tizerindeki uyarici
etkisine karst koymak i¢in progesteron verilmesiyle en aza indirilmektedir. Bununla
birlikte, Ostrojen ve progesteron kombinasyonlari ile yapilan uzun siireli tedaviler ise,
meme kanseri riskinde artisa neden olabilmektedir (Key 1995, Liehr ve Jones 2001,

Samavat ve Kurzer 2015).

Kimyasallar ve radyasyona ek olarak, bazi viriisler de kansere neden olmaktadir.
Viriislerin siklikla neden oldugu insan kanserleri karaciger kanseri ve rahim agzi

kanseridir (Thompson ve Kurzrock 2004, Farrell 2019).

2.1.3 Kanser hiicrelerinin 6zellikleri

Kanser hiicreleri karakteristik olarak normal hiicre ¢ogalmasi ve farklilagmasini ve
hayatta kalmasini diizenleyen ve yoneten mekanizmalarda olagandist davranislar
sergilemektedir. Birlikte ele alindiginda, kanser hiicrelerinin bu karakteristik 6zellikleri,
hiicresel diizeyde maligniteyi tanimlamaktadir (Sherr 1996, Li ve Neaves 2006, Tse vd.
2012).

Kanser hiicrelerinin in vivo kontrolsiiz ¢ogalmasi, hiicre kiiltiiriindeki davraniglariyla
izlenebilmektedir. Kiiltiirdeki kanser hiicreleri ile normal hiicreler arasindaki en temel
farklilik, normal hiicre proliferasyonunun yogunluga bagl inhibisyon goéstermesidir.
Normal hiicreler, kiiltiir ortamina (genellikle serum seklinde) eklenen biiylime
faktorlerinin mevcudiyeti ile belirlenen bir hiicre yogunluguna ulasana kadar
cogalmaktadir. Daha sonra ¢ogalmayr durdurarak hiicre donglisiiniin GO asamasinda
tutunur ve hareketsiz hale gelirler. Ayrica kanser hiicresinin gogalmasi yogunluga bagl
inhibisyondan etkilenmemektedir. Normal hiicreler artan hiicre yogunluguna bagl

roliferasyonun durmasina ve hiicrenin G0'a girmesine neden olan sinyallere yanit
y y y



verirken, tiimor hiicreleri genellikle kiiltiirde yliksek hiicre yogunluklarinda dahi
biliylimeye ve in vivo kontrolsiiz ¢ogalmaya devam ederler (Sekil 2.5-2.6) (Youn vd.
2008, Hatzikirou vd. 2012, Noori ve Hassan 2012).

k Hucre Proliferasyonu

K Hucre Proliferasyonu

Kanserli Hicre

Sekil 2.5 Yogunluga bagli inhibisyon
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Sekil 2.6 Hayvan hiicre dongiilerinin biiylime faktorleri tarafindan diizenlenmesi

Biiyiime faktorlerinin mevcudiyeti, hayvan hiicre dongiisiinii, G1'in sonlarinda kisitlama noktast olarak
adlandirilan bir noktada kontrol eder. G1 sirasinda biiylime faktorleri mevcut degilse, hiicreler GO olarak
adlandirilan dongiiniin durgun bir asamasina girerler

Normal ve kanser hiicrelerinin farklarindan bir digeri ise, kanser hiicrelerinin hiicre dist
biiyiime faktorlerine daha az gereksinim duymasidir. Cogu hiicrenin proliferasyonu,
bliylime faktorleri tarafindan kontrol edilmektedir. Bazi hiicre tipleri, o6zellikle
fibroblastlar i¢in serumdaki biiylime faktorlerinin mevcudiyeti, hiicre kiiltiiriinde ¢cogalma
kapasitelerinin temel belirleyicisidir. Normal fibroblastlarin hareketsiz hale geldigi
yogunluk, kiiltiir ortamindaki biiylime faktorlerinin konsantrasyonu ile orantili
oldugundan, bu hiicrelerin biiylime faktorii gereksinimleri yogunluga bagl inhibisyon
fenomeni ile yakindan iliskilidir (Kresno ve Gondhowiardjo 2004, Hong vd. 2011, Hu
vd. 2019).

Bir¢ok tiimor hiicresinin biiyiime faktorii gereksinimi, normal muadillerine kiyasla daha
azdir ve tiimor hiicrelerinin hem in vitro hem de in vivo olarak diizensiz ¢ogalmasina
neden olmaktadir. Kanser hiicreleri kendi ¢ogalmalarini uyaran biiylime faktorleri de
tretebilmektedir (Sekil 2.7). Bir hiicre tarafindan biiyiime faktoriiniin bu sekilde anormal
tiretimi, hiicre boliinmesinin (otokrin biiyiime uyarimi) siirekli oto-uyarilmasina yol agar.

Bu nedenle kanser hiicreleri, fizyolojik olarak normal kaynaklardan gelen biiyiime
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faktorlerine daha az bagiml hale gelirler (Sporn vd. Roberts 1985, Vignon vd. 1986,
Gerlee vd. 2022).
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Sekil 2.7 Kanserin adim adim ilerlemesi ve biiyiime faktorlerinin rolleri

Siireg, hayatta kalma ve biiyiime avantajlar1 saglayan somatik bir mutasyon tarafindan baslatilir (1). EGF
ve IGF1 gibi biiyiime faktorleri (GF-growth factor), mutasyon tasiyan klonlarin (2) genislemesini destekler,
bu da genellikle bazal zarla cevrili karsinoma in situ veya intraepitelyal neoplazi gibi intraluminal
lezyonlara (3) yol agar. Istila (4), kanser hiicrelerinin komsu dokulara gogiinii ve penetrasyonunu ifade eder.
Kanser hiicreleri, uzak organlara yayilmak (5) ve metastaz yapmak i¢in lenfatik ve kan damarlarina girer
(ekstravazasyon) ve ¢ikarlar (intravazasyon). Ortaya ¢ikan mikrometastazlar (6) genellikle kemoterapi ve
radyoterapiye duyarlilik gosterir. Bununla birlikte, yeni mutasyonlarin kazanilmasi ve kanser hiicrelerinin
biiytime faktorii (otokrin dongiiler, kendiliginden) iiretme yetenegi, direngli klonlarin asir1 biiylimesini
tesvik eder (7). Anjiyogenez (8), 1 ml'den biiyiik sekonder tiimorlerin olusmasi i¢in esastir. Son agsamada,
nispeten biiyiik metastazlar (9) farkli bir hedef organ grubunu doldurur (Witsch vd. 2010).
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Kanser hiicrelerinin hiicre-hiicre ve hiicre matriks etkilesimleri normal hiicrelere nazaran
daha zayiftir. Cogu kanser hiicresi, hiicre adezyon molekiillerinin daha az ifade olmasi
sebebiyle, normal hiicrelerden daha az yapiskan Karakterdedir. Ornegin, epitel
hiicrelerinin baslica adezyon molekiilii olan E-kadherinin kaybi, karsinomlarin (epitelyal
kanserler) gelisiminde rol oynar. Hiicre adezyon molekiillerinin ifadesinin azaligina bagl
olarak, kanser hiicreleri diger hiicreler ve doku bilesenleri ile normalden daha fazla
etkilesimde bulunurlar ve bu durum malign hiicrelerin istila etme ve metastaz yapma

yetenegine katki saglar.

Kanser hiicrelerinin azalan yapiskanlig1 ayrica hiicre morfolojisinde ve hiicre iskeletinde
degisiklere neden olur. Bir¢ok tiimdr hiicresi, kismen hiicre dis1 matrikse veya komsu
hiicrelere daha az siki tutunduklari i¢in normalden daha yuvarlaktir (Lepucki vd. 2022).
Normal hiicreler ve kanser hiicrelerinin gosterdigi hiicre-hiicre etkilesimlerindeki ¢arpict
farklardan biri, temas inhibisyonu fenomeni ile izah edilmektedir. Normal fibroblastlar,
komsu bir hiicre ile temasa gegene kadar bir kiiltiir kabinin yiizeyi boyunca gog
etmektedir. Daha sonra bu hiicre go¢ii engellenir. Bu sayede normal hiicreler birbirine
yapisir ve kiiltiir kab1 yiizeyinde diizenli bir hiicre dizisi meydana gelir. Tiimor hiicreleri
aksine, komsulariyla temas ettikten sonra hareket etmeye devam eder, bitisik hiicreler
tizerinde go¢ eder ve diizensiz, ¢ok katmanli modellerde biiyiir (Black 1980, Collins vd.
1997).

Kanser hiicrelerinin bitisik normal dokulart istila etmesi i¢in genellikle hiicre dis1 matriks
bilesenlerini sindiren proteaz salgilamasi gerekmektedir. Ornegin, kolajenazin
salgilanmasi, karsinomlara sindirme ve altta yatan bag dokusunu istila etmek i¢in bazal
laminalara niifuz etme yetenegi saglar. Kanser hiicreleri ayrica, yeni kan damarlarinin
olusumunu (anjiyogenez) destekleyen biliylime faktorleri salgilar. Bir tiimoriin
biiyiimesini desteklemek, cogalan tiimdr hiicrelerine oksijen ve besin saglamak i¢in yeni
kan damarlar1 gerekir. Bu tiir kan damarlari, timor hiicreleri tarafindan salgilanan ve
cevreleyen dokudaki kilcal damarlarin duvarlarindaki endotel hiicrelerinin ¢gogalmasini
uyaran biiyiime faktdrlerine yanit olarak olusturulur ve tiimdr i¢ine yeni kilcal damarlarin
biiylimesine neden olur. Yeni kan damarlarinin olusumu anjiyogenez olarak adlandirilir

ve timor biliylimesini desteklemesinin yanisira metastaz olusumunda da rol oynar.
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Anjiyogenik uyariya yanit olarak olusan aktif olarak biiyiiyen yeni kilcal damarlar, timdor
hiicreleri tarafindan kolayca niifuz eder ve kanser hiicrelerinin dolagim sistemine girmesi
ve metastatik siireci baslatmasi i¢in zemin hazirlar. Cogu kanser hiicresinin bir bagka
genel 6zelligi, normal olarak farklilasmamasidir. Tam olarak farklilasmis hiicrelerin ¢ogu
ya hiicre boliinmesini durdurur ya da nadiren boliintir. Kanser hiicrelerinde ise, normal
farklilagsma programlari, aktif ¢cogalmalarinin devam etmesiyle tutarlt olarak, genellikle
farklilasmanin erken bir asamasinda bloke edilir (Papetti ve Herman 2002, Folkman
2003, Ozel vd. 2022).

Programlanmis hiicre 6liimii veya apoptoz, kan hiicreleri de dahil olmak {izere bircok
hiicre tipinin farklilagsmasi i¢in ¢ok 6nemlidir. Birgok kanser hiicresi apoptoza girmez ve
bu nedenle normal hiicrelere kiyasla daha uzun yasam siireleri sergiler. Kanser
hiicrelerinin programlanmis hiicre o6liimiinden kaginmalari, tiimor gelisimine biiyiik
katkida bulunur (Lowe ve Lin 2000). Ornegin, birgok normal hiicrenin hayatta kalmast,
biiylime faktorlerinden veya apoptozu 6nleyen hiicre dis1 matristen gelen sinyallere bagl
iken timor hiicreleri, genellikle biiylime faktorlerinin yoklugunda hayatta kalabilir.
Normal ¢evresel sinyallerden yoksun birakildiginda tiimor hiicrelerinin apoptoza
ugramamasi, yalnizca birincil tiimor gelisiminde degil, ayn1 zamanda anormal doku
bolgelerinde metastatik hiicrelerin hayatta kalmasi1 ve biiylimesinde de Onemli bir
etkendir. Normal hiicreler DNA hasarii takiben apoptoza ugrarlarken, bir¢ok kanser
hiicresinde apoptoz goriilmemektedir. Anormal hiicrelerin sag kalimi ve proliferasyonu

kanser hiicrelerinin amansiz biiylimesinde énemli bir rol oynar (Magalhaes vd. 2017).

2.2 Cilt Kanseri ve Siniflandirilmasi

Melanom, bazal hiicreli karsinom (BCC) ve skuamdoz hiicreli karsinom (SCC) olmak
tlizere ¢ ana cilt kanseri tiirti bulunmaktadir. BCC ve SCC melanom dis1 cilt kanseri
(NMSC) olarak isimlendirilmektedir. Melanom dis1 deri kanseri terimi kutanoz lenfoma,
adneksiyal tiimor, merkel hiicreli karsinom (MHK) ve diger nadir primer kutandz
neoplazmay1 kapsamaktadir. Ancak esasen bazal hiicreli karsinom ve skuamdéz hiicreli

karsinomu tanimlamak i¢in kullanilir. Etiyopatolojileri, klinik seyri ve yonetim
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stratejilerindeki acik farkliliklar bu iki karsinomun ortak bir baslik altinda
gruplandirilmasini zorlastirmaktadir (Marks 1995, Lallas vd. 2022).

Melanom dis1 cilt kanserleri en yaygin insan kanseridir (Diepgen ve Mahler 2002, Hoey
vd. 2007). 1960'tan beri diinya ¢apinda melanom disi cilt kanseri insidansinda yillik %3-
8'lik artiglar bildirilmektedir. Sadece bazal hiicreli karsinomun insidansi diinya ¢apinda
her yil %10 oraninda artmaktadir, bu da bu timér prevalansinin yakinda diger tiim
kanserlerin toplamina esit olacagini diisiindiirmektedir (Glass ve Hoover 1989). ABD'de
tahmini melanom dis1 cilt kanseri insidansi yilda 1 milyon vakadan fazladir ve bunlarin

%20-30'u skuaméz hiicreli karsinomdur (Madan vd. 2010).

NMSC'ler nispeten oldiiriicii degildir ve ameliyatla tedavi edilebilir, bu nedenle
diinyadaki ¢ogu kanser kayitlarinda rapor edilmemektedir. Melanom ise en 6liimciil cilt
kanseridir. Insidans1 (vaka sayis1) NMSC’nin yaklagik 1/10'u kadardir, ancak 6liim orani
NMSC'den yaklasik 8 kat daha fazladir. Melanomlar, normalde bazal membranda yer
alan ve dendritlerin epidermal keratinositlere uzanan melanositlerden kaynaklanmaktadir
(Seebode vd. 2016). Melanositlerin bilinen 6nemli bir islevi, lipid membran
(melanozomlar olarak adlandirilir) tarafindan ¢evrelenen pigmentler liretmek ve bunlari

keratinositlere dagitmak, boylece farkli ten rengi tonlar1 olusturmaktir.

BCCl'ler, epidermisin i¢ bdliimiinde bulunan hiicre tabakasindan yani bazal hiicrelerden
koken alirlar. Bazal hiicreler, devamli ¢cogaldiklar1 ayrica stirekli olarak yiizeye itilen ve
sonunda Olii bir stratum corneum tabakasi haline gelen keratinositler {iretmelerinden
dolay1r cilt kok hiicreleri olarak kabul edilmektedir (Liu-Smith vd. 2017). Skuaméz
hiicreler, balik pulu seklini andiran, yani bazal hiicrelerden baslayip skuamoz hiicrelere
farklilasan keratinositlerdir. BCC esas olarak giinese maruz kalan bolgelerde olusur,
%80'1 bag ve boyunda ve %151 govdede goriilmektedir (Rubin vd. 2005). Lezyonlar
yavas bliylir, metastaz ise nadir goriiliir, ancak lezyonlar tedavi edilmezse yerel invazyon
ve ¢evre yapilarin yikimi meydana gelebilir. BCC'nin birkag¢ histolojik alt tipi
vardir. Klasik nodiiler alt tip, lizerinde telenjiektazi ve yuvarlatilmis kenarli pembe, inci
gibi bir papiil olarak ortaya ¢ikar ve merkezi lilserasyona (kemirgen iilseri) sahip olabilir.

Yiizeysel BCC'ler, govdede daha sik goriilen sedef hastali§i, Bowen hastalig1 veya
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diskoid egzamay1 taklit edebilen yavas biiyliyen eritemli plaklardir (Diffey ve Langtry
2005). Morfolojik BCC'ler daha invazivdir ve spesifik olmayan soluk ve plak
goriiniimiinden dolay1 ancak geg bir asamada tespit edilebilirler (Diffey ve Langtry 2005).
BCC'nin alt tipleri arasinda yiiksek derecede Ortlisme vardir ve en sik rastlanan karisik

histolojik tablodur (Katalinic vd. 2003).

SCC, giinese maruz kalan bolgelerde lilser veya sertlesmis keratinize lezyonlar olarak
ortaya ¢ikabilir. SCC'ler premalign lezyonlardan, aktinik keratozlardan (AK'ler) ve
Bowen hastaligindan gelisebilir. AK'ler UV-hasarli cildin bir belirtecidir ve vakalarin
yaklagik %1-10'unda invaziv SCC'ye ilerler (Goodwin vd. 2004). Keratoakantomlar tipik
olarak nodiiler, keratinize edici lezyonlardir ve spontan involiisyonla birka¢ ay iginde
geligirler. Histolojik olarak iyi farklilasmis SCC'lerden ayirt edilemezler ve bu nedenle

tiim vakalar icin eksizyon esastir.

Bu ii¢ kanser tiirti (Melanom, BCC ve SCC) birgok ortak 6zelligi paylassa da yukarida
bahsedildigi gibi etiyoloji ve ilerlemeleri agisindan olduk¢a farklidir (Sekil 2.8). Cilt
kanserinin ortak bir o6zelligi, mevcut goriintilye gore hepsinin giines veya yapay
ultraviyole radyasyondan (UVR) kaynaklanmasidir. Glines UVR'sinden gelen UVA ve
UVB, diinya ylizeyine ulasabilen baslica UV isinlaridir. Her iki UV tiirii de cilt
karsinojenezinde 6nemli rol oynayan DNA hasarina ve bagisiklik baskilanmasina neden
olmaktadir. UVB, DNA molekiilleri tarafindan dogrudan emilebilir ve DNA hasarlarina
sebebiyet verebilir. UVA ise hiicresel ROS'u indiikleyerek islev gorebilir ve bu da daha
sonra oksidatif DNA hasarlarina neden olur (Huang vd. 2009).
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Skuaméz hticreler

Bazal hticreler — NORMAL EPiDERMIS

Melanositler

melanom

bazal hticreli
karsinom

skuamoz hticre
karsinomasi

\
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Sekil 2.8 Cilt kanseri, cildin dis tabakasini (epidermis) olusturan hiicrelerde baslar

Bazal hiicreli karsinom, yash hiicreleri siirekli olarak yiizeye dogru iten cilt hiicrelerini
olusturan bazal hiicrelerde baslar. Yeni hiicreler yukar1 dogru hareket ettikge, yassi hiicreli karsinom adi
verilen bir cilt kanserinin olusabilecegi yassi hiicreler haline gelirler. Bir baska cilt kanseri tiirii olan
melanom ise, pigment hiicrelerinde (melanositler) ortaya ¢ikar. Baslangigta degisen tek bir hiicre, once
artan biiytikliikteki iyi huylu adenomlara ve ardindan koétii huylu karsinomlara ilerleyen proliferatif bir
hiicre popiilasyonuna yol agar. Kanser hiicreleri alttaki bag dokusunu istila eder ve kan ve lenf damarlarina
niifuz ederek tiim viicuda yayilir. (Anonim 2022)

2.2.1 Melanom epidemiyolojisi ve patogenezi

Cilt kanseri cildi etkileyen bir kanser tiiriidiir. ABD'de 5 milyondan fazla cilt kanseri
vakasi rapor edilmistir (Ward vd. 2017). En 6liimciil cilt kanseri tiirlerinden biri ise
melanomdur. Diinyadaki 6liimlerin % 4' {ine sebep olmaktadir. Melanom, yalnizca
ABD'de yilda yaklasik 10.000 6liimden sorumludur (Chang 2017). Melanom erken teshis

edilirse tedavi edilebilir. insan viicudunun diger bolgelerine sigrama 6zelligine sahiptir
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ve bu 6liimciil hastaligi teshis etmek i¢in uzman bir dermatologa ihtiyag vardir. Ancak
enfekte olan kisimlar ile normal benler arasindaki gorsel benzerlik nedeniyle en
deneyimli doktorlar bile dogru teshis koymakta zorluk yasamaktadir (Sherif vd. 2019).
Melanom tedavisi, once enfekte cilt bolgelerinin dermoskopik goriintiilerinin izlenmesi
ve ardindan uzman bir doktor tarafindan dogrulanmasi ile yapilir (Esteva vd. 2017).
Bununla birlikte, bir dermatologun melanomu erken evrelerde tespit etmesi hala zordur.
Dermatologlar dermoskopik goriintiilerde melanomu teshis etmek i¢in ABCDE ve yedi
noktali kontrol listesini kullanmaktadirlar (Ward vd. 2017, Alzahrani vd. 2019). ABCDE
kurali; melanomun erken saptanmasi i¢in yaygin olarak kullanilan bir arag¢ olup, hastalari
ve saglik uzmanlarini melanom tanisi konusunda uyarmak igin tanitilan ABCDE

kisaltmasidir (Cizelge 2.1) (Abbasi vd. 2004).

Cizelge 2.1 Melanom teshisinde kullanilan ABCDE kurali

Isaret | Aciklamas:

A Asimetri

B Kenar diizensizligi
C Renk degisimi

D Cap > 6 mm

E Gelisen (degisen)

Melanom 6ncii melanositik neviislerde (iyi huylu deri lezyonu) (6rn. konjenital neviisler)
geligebilse de, vakalarin %70'e kadarinin de novo (yani, 6nceden var olan bir pigmentli
lezyondan degil) ortaya ciktifina inanildiginin bilinmesi 6nemlidir. Melanomlar farkli
klinik goriinimlere sahiptirler ve dogru teshisi zor ve zaman alic1 olabilir (Grob ve
Bonerandi 1998). Bu siireci otomatiklestirmek ve bu 6liimciil hastaligin tanimlanmasini
hizlandirmak igin, aragtirmacilar kanseri erken evrelerinde tespit etmek {izere bilgisayar
destekli teshis araglar1 ve teknikleri kullanmaya baslamislardir (Abbes vd. 2021). Normal
melanositlerin melanom hiicrelerine doniistiigli (melanogenez) olaylarin siras1 tam olarak
anlagilamamustir. Biiyiik olasilikla, hiicre dongiisiinii degistiren ve melanositleri UVR'nin
kanserojen etkilerine kars1 daha duyarli hale getiren ¢ok asamali bir genetik mutasyon

stirecinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Demierre ve Nathanson 2003). MM'nin
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farkl alt tiplerinde, farkli olusum Yollarinin yer almast muhtemeldir, 6rnegin yiizeysel
yayillan MM'nin (SSMM), akut aralikli giinese maruz kalma ile iliskili oldugu
bilinmektedir (dos Santos Silva vd. 2009). Buna karsin lentigo maligna melanom (LMM)
daha ¢ok kronik olarak giinese maruz kalan ciltte goriiliir (Kvaskoff vd. 2013). Melanom
4 farkh klinik alt tipte siniflandirilabilir: yiizeysel yayilan melanom (SSMM), lentigo
maligna melanom, nodiiler melanom ve akral lentijindz melanom (olusum yeri ile
karakterize edilir; avug ici, ayak tabani veya subungal). Malign melanom in-situ ve

lentigo maligna premalign lezyonlar olarak kabul edilir.

Yizeysel yayilan melanom (SSMM); genellikle 6 mm'den biiyiik diizensiz bir sekle sahip
alacali pigmentasyon (yani siyah, mavi, pembe veya beyaz renk degisikligi) ile diiz veya
hafifce kabarik kahverengi lezyon olarak ortaya ¢ikma egilimindedir (Sekil 2.9-2.10)
(Abbasi vd. 2004).

Sekil 2.9 Malign melanom; diizensiz kenarli ve alacali pigmentli asimetrik lezyona
sahiptir (McCourt vd. 2014)

Sekil 2.10 Dermoskopi goriintiisii; lezyonun ¢evresinde yayilan ¢izgilerle diizensiz genis
pigment ag1
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Lentigo maligna melanomu (LMM), alacali sekil ve renge sahip, yavas biiyliyen veya
degisen renksiz bir cilt yamasi olarak kendini gosterir. Genellikle in situ lentigo
malignadan (LM) invaziv LMM'ye dogru yavas ilerleyici degisiklikler gosterirler ve
ABCDE kurali kullanilarak tespit edilebilir (Sekil 2.11) (Cohen 1995, McKenna vd.
2006).

Sekil 2.11 Lentigo maligna; diizensiz kenarl - diizensiz pigmentli yama (McCourt vd.
2014)

Nodiiler melanom herhangi bir bolgede ortaya cikabilir, ancak en yaygin olarak bas ve
boynun agikta kalan bdlgelerinde goriiliir ve genellikle hizla biiyliyen bir yumru (haftalar
veya aylar) olarak ortaya ¢ikar. Nodiiler melanomlarin {igte biri amelanotiktir, yani
pigmentsizdir ve iilsere sebep olabilir. Bu genellikle teshis gligligiine yol agabilir (Sekil
2.12) (McGovern 1975, Rao vd. 2010).

Sekil 2.12 Lentigo maligna melanom bolgesinde pigmentsiz eritematdz telenjiektatik
nodiil (McCourt vd. 2014)
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Akral lentijindz melanom, rengi solmus derinin yavas yavas genisleyen diiz bir yamasi
olarak baslar ve  ABCDE kuralin1 takip etme egilimindedir. Baslangicta piiriizsiiz
olmasina ragmen, daha sonra diizensiz bir yiizeyle daha kalin hale gelir. SSMM, beyaz
deride agik ara en yaygin klinik melanom alt tipidir ve teshis edilen vakalarin yaklasik
%70' ini olusturur. Buna karsilik, akral lentijindz melanom beyaz hastalarda en az goriilen
alt tiptir ve daha ¢ok Afro-Amerikan cilt tiplerine sahip hastalarda goriiliir (Tsao vd.
2012). Metastatik MM i¢in yeni tedavilerden bazilar1 bu mutasyonlart hedefler. Olusum
yeri ile ilgili olarak da belirgin cinsiyet farkliliklar1 vardir. Melanom en yaygin olarak
beyaz erkeklerde govdede (vakalarin yaklasik %40') ve beyaz kadinlarda bacaklarda
(yaklasik %43) goriiliir (Gavin ve Evans, 1988).

Seborroreik keratoz lezyonlar genellikle hafifce kabarik, ten renginde veya kahverengi
lekeler olarak goriiniir ve bunlar yavas yavas kalinlasarak piiriizlii bir sigil yiizeyi
gelistirir. Zamanla koyulasarak koyu kahverengiden siyaha doniisebilirler. Teshislerine

dair bir ipucu, 'yapismis' gortintimdiir (Sekil 2.13) (Hafner ve Vogt 2008).

Sekil 2.13 (a) Seboreik keratozun klinik goriiniimii (b) Dermoskopi goriintiisii —
serebriform goriiniim ve pigment agi1 eksikligi (McCourt vd. 2014).

Pyojenik graniilom lezyonlari, hizla biiyiiyen (haftalar), genellikle kolayca kanayan ve
iilsere sebep olan kii¢iik kirmizi papiiller olarak goriiniir. Cocuklarda ve geng eriskinlerde
stk goriiltirler, travmayi takip edebilirler ve en sik bas, boyun, iist govde ve eller
(parmaklar) ve ayaklarda goriiliirler (Sekil 2.14) (Jafarzadeh vd. 2006, Amirchaghmaghi
vd. 2008).
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Sekil 2.14 (a) Bagparmagin tabaninda gevrek vaskiiler nodiil b) yakindan goriintii
(McCourt vd. 2014)

Benign melanositik nevusler konjenital veya edinsel (kavsak, dermal, bilesik tipler)
neviislere ayrilabilir. Diizgiin pigmentli diizenli ve simetriktirler (Sekil 2.15) (Tannous
vd. 2005).

Sekil 2.15 Iyi huylu melanositik nevus. Diizenli, simetrik ve diizgiin pigmentli lezyon

(McCourt vd. 2014).

Displastik/atipik neviisler asagidaki 6zelliklerden en az 3 tanesiyle olagandisi goriiniime:
bulanik veya kotii tanimlanmis kenarlar, diizensiz sekil, alacali renk, diiz ve kabarik

bilesenler, 6 mm veya daha biiyiik boyutlara sahiptir (Lober 1992, Kim vd. 2018).
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Sekil 2.16 Displastik nevus; diizensiz sekilli koyu pigmentli nevus. 'Cirkin ordek
yavrusu.’(McCourt vd. 2014)

Kiraz anjiom lezyonlar genellikle govdede gelisir, kirmizi veya mavi/siyah renkte
goriinebilir. Kiraz anjiyomlarinin sayisi genellikle orta yash bireylerde artar ve Campbell
de Morgan lekeleri olarak bilinir (Sekil 2.17) (Kim vd. 2009, Fernandez-Flores ve
Colmenero 2018).

Sekil 2.17 (a)-vaskiiler goriinlime sahip kiraz anjiyomunun klinik goriintiisii (b)
Dermoskopik goriintii — vaskiiler lagiinler (McCourt vd. 2014)

Pigmentli bazal hiicreli karsinomu tipik olarak aylar ve yillar i¢cinde yavas biiyiir.

Pigmentli tip melanomay taklit edebilir (Maloney vd. 1992).
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Sekil 2.18 (a) + (b) — Pigmentli bazal hiicreli karsinom. Inci telanjiyetik nodiiller

(a)'da sol altta ve (b)'de sag yan kenar boyunca periferik pigmentasyon dikkat ¢ekmektedir (McCourt vd.
2014)

2.2.1.1 Cilt tipi ve neviis Sayisi

Melanom icin en 6nemli fenotipik belirtecler, acik ten ve ortalamanin iizerinde ben
sayisidir. Risk altindaki kisilerin belirlenmesi agisindan >100 normal beni, atipik beni,
birinci derece akrabalarinda iki veya daha fazla melanom vakasi varsa, kisilerin daha
yiiksek riske (yaklasik 10 kat) sahip oldugu diisiiniilmelidir. Diisiik (yaklasik 2 ila 3 kat)
risk seviyeleri ise ¢il, kizil sa¢ veya giineste yanan cilt ve ailede herhangi bir melanom
oykiisii ile iliskilidir. Birincil korunmada cilt kanseri riski tasiyan kisiler oncelikle
giinesten kaginarak ve giyinerek cildini korumalidir. Ayrica 20 ila 30 giines koruma
faktorii (SPF) giines kremi kullanmalidirlar. ikincil koruma igin yiiksek risk
kategorilerinden herhangi birinde yer alan kisiler, risk tahmini, benler ve pigmentli
lezyonlar  konusunda uzmanlasmis bir dermatolog tarafindan muayeneye
yonlendirilmelidir (rutin randevu). 2 hafta iginde bir dermatologa acil sevk gerektiren
vakalar siipheli lezyonlar olarak kabul edilmelidir. Ergenlik ¢aginin haricinde hizla
biiyliyen yeni bir ben, sekli veya rengi giderek degisen uzun siiredir devam eden bir ben
ve yasi ne olursa olsun 3 rengi daha olan veya simetrisini kaybetmis herhangi bir ben risk
faktoridiir (Goldsmith vd. 1992). Asagida verilen ¢izelgede cilt tiplerine goére tipik

Ozellikler ve bronzlasma yetenekleri gosterilmistir (Cizelge 2.2).
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Cizelge 2.2 Cilt tiplerine ait 6zellikler ve UVR altinda ortaya ¢ikan egilimleri

Cilt tipi Tipik izellikler Bronzlagma yetenegi
Tip 1 Cilleri, kizil veya sar saglari ve | Genellikle  vanar, nadiren
mavi veya yesil gizleri olma | bronzlasir.
egilimindedir.
Tip 11 Agik saglara ve mavi veya | Genellikle  yanar, bazen
kahverengi gozlere sahip olma | bronzlasir.
egilimindedir.
Tip 111 Bazen  wanar,  genellikle
bronzlasir.
Tip IV Kahverengi saclara ve gizlere | Bazen vyanar, ¢ofu zaman
sahip olma efilimindedir. bronzlasir.
Tip V Dogal olarak siyah-kahverengi | -
cilt. Genellikle koyu
kahverengi pozleri ve saglan
vardir.
Tip VI Dogal olarak siyah-kahverengi
cill. Genellikle koyu
kahverengi pozleri ve saglan
vardis

Cilt kanserinin en dnemli ¢evresel nedeni glinese maruz kalmaktir. Hastalara sezlong
kullanimi, yaz tatili ve ¢ocukluk ¢agindaki kabarcikli giines yaniklart dahil olmak iizere
giinese maruz kalma, glinesten korunma, giines kremi kullanim1 ve giinesten korunma
onlemleri sorulmalidir. Ultraviyole radyasyon (UVR), melanom gelisimi ile iliskilidir ve
UVA (315-400 nm), UVB (280-315 nm) ve UVC (100-280 nm) olarak kategorize
edilebilir (Cancer 1992). UVC’nin tamami ve UVB’nin ¢ogu ozon tabakasi tarafindan
bloke edilir ve diinyaya ulagsmazken, UVA’nin %19-50’si ve UVB’nin %9-14 i
yerytiziine ulasir. Kapali alanda bronzlasma, agik tenli bireylerde UV 1s181na giines disi
maruz kalmanin ana kaynagi haline gelmistir. Kapali bronzlasma ekipmani, UVB
araliginda kiiciik bir fraksiyonla (<%5) esas olarak UVA 15181 yayar. Ev i¢i bronzlasma
cithazlar1 ve UV 1s1ik spektrumu, 2009 yilinda insanlar i¢in 1. grup kanserojen olarak

simiflandirilmistir (EI Ghissassi vd. 2009).

2011'de yaymlanan bir arastirma 2010'da Birlesik Krallik'taki malign melanomlarin
yaklasik %86'sinin giines ve sezlonglardan kaynaklanan UVR'ye maruz kalmayla
baglantili oldugunu ortaya koymustur (Parkin vd. 2011). Benzer sekilde, 2012'de
yayinlanan ve 27 ¢alismaya dayanan genis bir meta-analiz, sezlong kullaniminin géreceli

risk teskil ettigini ortaya ¢ikarmistir (Boniol vd. 2012). Sezlong Yasas1 (NI) 2011'in
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gelecek yillarda melanom insidansinda bir azalmaya yol agacagi iimit edilmektedir
(McCourt vd. 2014).

2.3 Ila¢ Aday Molekiilii: Usnik asit

Usnik asit (UA) likenlerde bulunan sekonder bir metabolittir ve &zellikle Alectoria,
Cladonia, Evernia, Lecanora, Ramalina ve Usnea cinslerinde bol miktarda bulunur.
Cevresel kosullara bagli olarak degismekle birlikte usnik asit, tallus kuru agirliginin
yaklagik %4-8'ini olusturur (Bjerke vd. 2005). Likenin yapisinda bulunan mantar
partnerinin sekonder metabolizmasinin bir {riiniidiir ve 9b konumunda bulunan metil
grubunun oryantasyonunda farklilik gosteren iki adet enantiyomeri bulunmaktadir.
Okuyama vd. (1995) tarafindan HPLC teknigi ile usnik ve izo-usnik asidin optik
izomerleri lizerine ilk kez kapsamli bir ¢alisma gergeklestirilmistir (Sekil 2.19) (Okuyama
vd. 1995).

Sekil 2.19 (—) usnik asit ve (+) usnik asit enantiyomerlerinin yapisi. Stereojenik merkez
9b gosterilmektedir

Yirminci ylizyilin ikinci yarisindan itibaren bu bilesik hakkinda taksonomik, fizyolojik,
ekolojik, kozmetik, tibbi-ilag ve hatta tarim- agag yetistirme alanlarin1 kapsayan yiizlerce
makale yaymlanmistir. Antibiyotiklerin kesfini ve insan saghgina temel katkilarinm
yakindan takip eden bilim diinyasi, patojenik mikroplara kars1 aktivitesi olan yeni aktif
maddelerin arayisindadir. Likenlerde bu oncii ¢alismalara konu olmustur. Liken aktif
maddeleri arasinda usnik asit birgok bilim insaninin ilgisini ¢ekmistir ve 6zel bir liken

sekonder metaboliti olarak goriilmektedir (Bjerke vd. 2005).
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UA'nin antimikrobiyal, antiviral, antiprotozoal, antiproliferatif, anti-inflamatuar, anti-
metastatik, anti-anjiyojenik, yara iyilestirici veya analjezik aktiviteleri vardir, bu da bu
bilesigi farmasotik endiistrisinin 6nemli bir hedefi haline getirmektedir (Takai vd. 1979,
Galanty vd. 2019). Saf bir madde olarak UA, kremler, dis macunlari, gargaralar,
deodorantlar ve glinesten koruyucu iirlinler gibi gesitli ticari iiriinlerde kullanilmaktadir
(Ingolfsdottir 2002). UA'nin kemirgen hiicrelerinde yag metabolizmasini ve bazal
metabolizma hizimi arttirdigi da bildirilmistir ve bdylece kilo kaybi i¢in kullanilan

takviyelerin bir bileseni haline gelmistir (Guzow-Krzeminska vd. 2019).

UA yiiksek oranda lipofiliktir ve biyolojik zarlardan kolayca difiize olur, bu da proton
gradyanlarinin bozulmasina neden olur. Proton gradyaninin i¢ mitokondriyal membran
boyunca dagilmasi, elektron taginmasi ve ATP sentezi arasindaki eslesmeyi bozar ve UA
sitotoksisitesinde dnemli bir rol oynadigi diisiiniilmektedir (Abo-Khatwa vd. 1996). UA
sitotoksisitesinin mitokondriyal membran potansiyelinde diisiis, oksidatif fosforilasyonun
inhibisyonu, ROS iiretimi, ATP seviyesinde diisiis ve elektron tasima zinciri, krebs
dongiisii ve lipid metabolizmasi ile iliskili genlerin asir1 ekspresyonu gibi durumlar ile
kanser hiicrelerinde mitokondriyal bozulmalara neden oldugu gosterilmistir. Bu tiir
olaylarin ise apoptoz, nekroz ve otofajiyi baglattigina dair kanitlar bulunmaktadir

(Bessadottir vd. 2012, Sahu vd. 2012, Antonenko vd. 2019).

UA ve tiirevlerinin antikanser aktivitesi ilk olarak 1970'lerde Lewis akciger karsinomu
ve/veya losemi hiicreleri igin rapor edilmistir. Takai vd. (1979), artan lipofiliklige sahip
UA tiirevlerinin kanser hiicrelerine karsi daha sitotoksik oldugunu ve maksimum
sitotoksisite i¢in B-triketon fonksiyonunun gerekli oldugunu gdostermistir. In-vitro’ da
sentetik tiirevlerin hi¢birinin UA’nin kendisinden daha gii¢lii olmadig1 belirlenmistir
(Takai vd. 1979). In-vivo olarak, UA asetatlart ve bunlarin B-triketon kismi ve saglam
intramolekiiler hidrojen baglar1 ile ¢ok yakin analoglari, 100-200 mg/kg'lik yiiksek
dozlarda orta diizeyde antitimor aktivitesi gostermistir (Takai vd. 1979, Guzow-
Krzeminska vd. 2019). Daha sonra, UA'nin hem (-) hem de (+) izomerlerinin, fare ve
insan kanser hiicrelerine karsi in-vitro olarak orta ila yiiksek seviyede sitotoksisite
sergiledigi gosterilmistir (Luzina ve Salakhutdinov 2016). Ornegin, yumurtaliktaki
(A2780), memedeki (MCF-7 ve SKBR-3), kolondaki (HT-29 ve HCT116), 16semideki

26



(HL-60 ve Jurkat) ve serviksteki (HeLa) hiicrelerde (+) UA'nin ICsq'sinin 48.5-199.2 uM
(MTT, 72 saat) araliginda oldugu bulunmustur (Backorova vd. 2011).

2.3.1 Usnik asitin anti-tiimor etkilerine genel bir bakis

Usnik asidin antitiimor mekanizmalari, timor hiicresi proliferasyonunun inhibisyonu,
apoptozun indiikklenmesi ve timor anjiyogenezinin inhibisyonu olarak ozetlenebilir
(Cizelge 2.3). In-vitro ¢aligmalarda, alt1 adet liken ekstraktinin kanser ve inflamasyondaki
farmakolojik aktiviteleri arastirilmistir (Ingelfinger vd. 2020).

Usnik asitin, tiimor hiicrelerinin canliliginin azalmasi, apoptoz ve hiicre dongiisiiniin
inhibisyonu ile iliskili olabilecegi bildirilmistir. Ilgili olarak, usnik asitin BGC823 insan
mide karsinomu hiicre hattinda, A549 insan akciger karsinomu hiicresinde, MCF7 insan
meme kanseri hiicre hattinda ve LNCaP insan prostat kanseri hiicre hattinda hiicre
boliinmesinin G1 fazinda tutulumu (durma) tetikledigi gosterilmistir (Eryilmaz vd. 2018,
Geng vd. 2018). Ayrica usnik asitin 100 uM konsantrasyonunun HCT-116 kolorektal
kanser hiicre hattinda hiicre dongiisiiniin S fazinda tutulumu indiikleyebildigi de ortaya
konulmustur (Backorova vd. 2011). Tiim bu veriler, usnik asitin biitiin hiicre tiplerinde
hiicre dongiisiiniin durmasini tetiklemedigi ve farkli hiicre tiplerinde farkli sinyal

yolaklarinda yer aldigin1 gdstermektedir.

Ayrica usnik asitin U937 insan 16semi hiicresi, MG-63 insan osteosarkom hiicresi ve
A375 insan melanom hiicresinin proliferasyonunu zamana ve doza bagl bir sekilde (Chen
vd. 2020) ve insan prostat kanseri PC-3M hiicrelerini in-vitro olarak konsantrasyona bagl
bir sekilde inhibe edebildigi tespit edilmistir (Sun vd. 2021a). Usnik asidin etki
mekanizmasinin, timor hiicrelerinde DNA replikasyonu ve RNA transkripsiyonunun
inhibisyonu ile iliskili olabilecegi ve bdylece prostat kanseri hiicrelerinin proliferasyon
hizini azalttig1 veya tiimor hiicrelerinin apoptozunu hizlandirdig: diisiinilmektedir (Wang

vd. 2019).
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Yakin tarihli bir arastirma, usnik asidin STAT3 ve RAS yollarini sinerjik olarak azaltarak
PD-L1 proteininin sentezini engelleyebilecegini, HeLa hiicrelerinde PD-L1
ekspresyonunu azaltabilecegini, birlikte kiiltiirlenmis T hiicrelerinin timor hiicrelerine
sitotoksisitesini artirabilecegini ve rahim agzi1 kanserinin ¢ogalmasini engelleyebilecegini
gostermistir (Sun vd. 2021). Bununla birlikte, usnik asitin, hiicre proliferasyonu,
anjiyogenezi, hiicre gogii ve istilasini inhibe ederek, sonucta tiimor biiyiimesini inhibe
ederek PD-L1 ekspresyonunu asagi regiile edebilecegi disiiniilmektedir (Wang vd.
2019).

Usnik asit, mide tiimor hiicrelerinde apoptoz ile ilgili proteinlerin ifadesini diizenleyerek
kanser hiicrelerinin antiproliferasyon ve apoptozunda rol oynar ve ayrica hiicre
dongiisiniin  durmasini ve otofajiyi tetikler. Usnik asidin hiicrelerin kontrolsiiz
¢ogalmasini inhibe edebilen, apoptozu ve otofajiyi indiikleyen 6nemli etkilere sahip
oldugunu bildirilmistir. Ayrica usnik asitin ksenograft modellerinde 5-FU'dan
(Fluorourasil, kanseri tedavi etmek i¢in kullanilan sitotoksik bir kemoterapi ilacidir) daha

iyi bir antitiimor etkiye sahip oldugu degerlendirilmektedir (Geng vd. 2018).

In-vitro deneyler, usnik asidin morfolojik degisiklikleri indiikleyen, hiicre
proliferasyonunu zamana ve doza bagl bir sekilde inhibe eden, hiicre dongiisiinii bloke
eden, apoptozu tesvik eden ve otofajiyi indiikleyen 6nemli etkilere sahip oldugunu
dogrulamistir. Bu arada, in-vivo deneyler, usnik asidin viicut agirligini etkilemeden timor
biiylimesini inhibe etmede ve tiimor dokularindaki Bax ve Bcl2 miktarini diizenlemede
tek basina 5-FU'ya kiyasla 6nemli 6l¢iide daha etkili oldugunu da gostermistir (Wang vd.
2022).

Insanlarin yasam ortamlarindaki degisiklikler, yasam baskisindaki artiglar, ekonomik ve
cevresel faktorlerin etkisi kanser insidansindaki artisa katkida bulunmaktadir. Kanser
tedavisinde farmakolojik yaklagim ve etkili anti kanser ilaglarinin kullanimi, hastalarin
uzun sag kalim stireleri elde etmesine yardimci olabilmektedir. Usnik asidin de kanser
hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasin1 engelledigi ve kanser tedavisi acisindan umut

vadettigi diisiiniilmektedir.
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Cizelge 2.3 Usnik asitin anti-tiimor aktivitesi ve ilgili mekanizmalari

U937

Usnik asit tarafindan indiiklenen U937 hiicresinin apoptozu, kaspaz
bagimli mitokondriyal yolakla ilgilidir.

(24 h)
54.08 pmol/L
(48 h)

Hiicre Hatlan Mekanizma 1Cso Yil | Referans
Insan mide kanseri hiicre | Hiicre dongiiniiniin durmasini, apoptoz ve otofajiyi tetikleyerek insan | 236.55 pM 2018 | (Geng vd. 2018)
hatt1 - BGC82 mide karsinomu hiicrelerinin ¢cogalmasini baskilar.
Insan mide kanseri hiicre 618.82 uM 2018 | (Geng vd. 2018)
hatt1 - SGC7901
Insan akciger kanseri GO0/G1 faz1 hiicre dongiisii durmasini igeren hiicre biiytimesini inhibe | Bilinmiyor 2013 | (Singh vd. 2013)
hiicre hatt1 - A549 eder ve insan akciger karsinomu hiicrelerinde mitokondriyal membran

depolarizasyonu ve apoptoz indiiksiyonu yoluyla hiicre 6liimiinii

indiikler.

Insan meme kanseri Normal hiicrelere zarar vermeden ve apoptotik hiicre dlimiinii ve 71.4 uM 2018 | (Eryilmaz vd.
hiicre hattt MCF7 GO0/G1 hiicre dongiisii durmasini indiiklemeden HDBC ve HDPC 2018)
Insan prostat kanseri hiicreleri lizerinde segici sitotoksik etkiler. 77.5 uM 2018 | (Eryilmaz vd.
hiicre hattt LNCaP 2018)
Insan kolon karsinomu Hiicre dongiisiinii etkiler ve apoptozu tesvik eder. 157.2 uM 2011 | (Backorova vd.
yabanil tip pS3 HCT-116 2011)
p53+/+ hiicreleri
Insan kolon karsinomu 143.1 uM 2011 | (Backorova vd.
yabanil tip pS3 HCT-116 2011)
p53-/- hiicreleri
Insan 16semi hiicre hatt1 | Proliferasyon, doza bagli ve zamana bagl bir sekilde inhibe edilebilir. | 90.90 pmol/L 2020 | (Yu vd. 2020)
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Cizelge 2.3 Usnik asitin anti-tiimor aktivitesi ve ilgili mekanizmalar1 (devam)

karsinom hiicre hatti
H22

Insan osteosarkom hiicre 103.00 umol/L | 2020 | (Yu vd. 2020)
hatt1 MG-63 (24 h)

90.48 umol/L

(48 h)
Insan prostat kanseri DNA replikasyonunun ve timor hiicrelerinin RNA Bilinmiyor 2005 | (Sun vd. 2005)
hiicre hatti PC-3M transkripsiyonunun inhibisyonu, sonugta prostat kanseri hiicrelerinin

proliferasyon hizinin yavaglamasina veya tiimor hiicrelerinin
apoptozunun hizlanmasina yol agan DNA sentezine miidahale eder.

Insan akciger kanseri STAT3 ve RAS yollarin1 birlikte azaltarak PD-L1 protein sentezini | Bilinmiyor 2021 | (Sunvd. 2021b)
hiicre hatt1 A549 inhibe eder, mTOR sinyal yollarinin baskilanmasi yoluyla MiT/TFE
Insan rahim agz kanseri niikleer translokasyonunu indiikler ve lizozomlarm biyogenezini ve | Bilinmiyor 2021 | (Sun vd. 2021b)
hiicre hatt1 HeLa proteoliz icin PD-L1'in lizozomlara translokasyonunu tesvik eder;
Insan rahim agz1 kanseri PD-L1'i asag1 regiile ederek sirasiyla hiicre proliferasyonunu, Bilinmiyor 2021 | (Sunvd. 2021b)
hiicre hatt1 SiHa anjiyogenezi, go¢ii ve istilay1 inhibe eder, bdylece tiimor biiyiimesini
Insan rahim agz1 kanseri inhibe eder. Bilinmiyor 2021 | (Sunvd. 2021b)
hiicre hattt CaSKi
Fare hepatoseliiler VEGF ve bFGF iizerindeki usnik asit tizerindeki inhibitor etki Bilinmiyor 2016 | (Hao vd. 2020)
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Cizelge 2.3 Usnik asitin anti-tiimor aktivitesi ve ilgili mekanizmalar1 (devam)

HT-29 hiicreleri

Insan meme tiimorii Fare ksenograft timor modelinde farelerin viicut agirligini Bilinmiyor 2012 | (Song vd. 2012)
hiicre hatt1 Bcap-37 etkilemeden Bcap-37 meme tiimorii biiyiimesini ve anjiyogenezi
baskilar; Endotel hiicre ¢ogalmasini, gogiinii ve tiip olusumunu inhibe
eder. In vitro endotelyal hiicrelerde morfolojik degisiklikleri ve
apoptozu indiikler; Endotel hiicrelerinde vaskiiler endotel biiyiime
faktorii reseptorii (VEGFR) 2 aracili hiicre disi sinyalle diizenlenen
protein kinazlar 1 ve 2 (ERK1/2) ve AKT/P70S6K sinyal yollarini
bloke eder.
Lewis akciger kanseri / Bilinmiyor 1975 | (Morris Kupchan
hiicreleri ve Kopperman,
1975)
S180 Rulman Fareler / Inhibisyon 1996 | (Wang vd. 2022)
orant;
75.1% (50
mag/kg)
66.6% (80
mag/kg)
69.1% (120
mg/kg)
Insan kolorektal kanser / 55 uM 2013 | (Millot vd. 2013)




2.4 Hiicre Oliim Mekanizmalari

Hiicre 6liimii yasamin sonu oldugu diisliniilen temel ve oldukg¢a organize bir biyolojik
fenomendir. Bilim diinyasinin, hiicre ¢ogalmas1 ve hiicre 6liimii arasindaki dengenin ¢ok
hiicreli organizmalarin gelisimi ve devamliligi i¢in bir gereklilik oldugunu anlamasi uzun
sirmiistiir. 1842 yilinda Carl Vogt, ebe kurbagasinin notokordunun, omurlarin
olusumuna izin vermek iizere, metamorfoz sirasinda hiicre Sliimiiyle kaldirildigini
tanimlayan ilk kisi olmustur (Vogt ve Vogt 1842, Kriiger ve Richter 2022). Ardindan
1960’11 yillarda gerceklestirilen genetik caligmalar, organizmalarin gelisimi sirasinda
hiicre Oliimiiniin endojen genlerin ekspresyonuna bagli oldugunu gostermis ve
programlanmis hiicre 6liimii kavraminin ortaya ¢ikmasina yol agmistir (Lockshin ve
Williams 1964, Tata 1966, Lockshin ve Zakeri 2001). Son olarak, elektron mikroskobu
araciligtyla 1970’li yillarda farkli hiicre O6lim tiplerinin ultrayapisal ozellikleri

tanimlanmistir (Kerr 1972).

Son donemlerde hiicre 6liimii mekanizmalar1 hakkinda sahip olunan bilgi oldukc¢a artmis
ve c¢esitli mekanizmalar tanimlanmis olmasina ragmen, aralarindaki karmasik
etkilesimler ve benzerlikler nedeniyle farkli hiicre oliimii tiplerini dogru sekilde
siniflandirmak halen zordur (Kriiger ve Richter 2022). Basit bir ifadeyle, hiicre 6liimii iki
sekilde gergeklesebilir (Sekil 2.20A). Birinci yol, genlerin kontrolii altinda aktif hiicre
Olimii stirecini tanimlayan fizyolojik bir hiicre 6liim sekli olan apoptoz (programlanmis
hiicre 6liimii veya “hiicre intihar1”; bugiin tip 1 hiicre 6liimii olarak siniflandirilmaktadir)
yoludur. Bu sekilde 6len hiicreler, drnegin gelisim veya doku homeostazi sirasinda
sitoplazmik biiziilme, niikleer yogunlasma, zar ve organel biitiinliigiiniin korunmasini
iceren morfolojik 6zellikler sergilemektedirler (Kerr 1972, Kriiger ve Richter 2022).
Apoptoza yol acan apoptozun igsel ve digsal yolaklari olarak bilinen iki temel sinyal
yolagi vardir. Apoptozun dissal yolagi, hiicre dist ortamdaki kosullar bir hiicrenin
Olmesine neden oldugunda, bir hiicrenin disinda baslar. Apoptozun icsel yolagi, hiicre
icinde yaralanma meydana geldiginde baslar ve ortaya ¢ikan stres apoptotik yolu aktive

eder (Peter 2011).
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Diger ana hiicre 6limi tiirii, stres olaylarina yanit olarak meydana gelen kontrolsiiz bir
hiicre 6liimi sekli olan nekrozdur (Tip III hiicre 6liimii). Bu hiicreler, hiicre hasari,
metabolik bozukluklar, patojenik istila veya fizyolojik doku hasar1 gibi stresorlerin bir
sonucu olarak siser ve patlar (Kerr 1972). Ek olarak otofaji (Tip II hiicre 6liimii, Sekil
2.20B) ve entozis (Tip IV hiicre dliimii, Sekil 2.20C) olmak {izere iki diger hiicre 6limii
tipi de ayirt edilebilmektedir (Kriiger ve Richter 2022).
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Sekil 2.20 Morfolojik olarak ayirt edilebilen hiicre 6liimii tiirlerinin basitlestirilmis
gosterimi

(A) iki temel hiicre dliim tipi, apoptozis (Tip I) ve nekrozis (Tip III). Son aragtirmalar ayrica diger iki hiicre
6liim tipi arasinda ayrim yapmaktadir: (B) Otofajik hiicre dliamii (Tip II) ve (C) entozis (Tip IV). (D) Diger
molekiiler tipler ise ‘atipik hiicre 6liimii” kategorisinde gruplandirilir

2.4.1 Tip I hiicre 6liimii — Apoptozis

Apoptoz, hiicre oliimiiniin en dnemli bi¢imi olarak kabul edilmektedir ve molekiiler
sinyal isleme mekanizmas1 oldukga iyi aragtirilmistir. Apoptotik yolaklarin belirlenmesi
kritik bir 6neme sahiptir ve apoptoz ile iliskili hastaliklarin patojenezinin anlasilmasini

da kolaylastirir. Bu durum belirli apoptotik yolaklar1 yahut belirli genleri hedefleyen yeni
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ilaclarin kesfine de olanak saglayabilmektedir. Memelilerde dissal (6lim reseptorii
tarafindan gerceklestirilen yol) ve i¢sel (mitokondri araciligiyla gerceklesen yol) olmak
iki temel apoptotik yol vardir. Bu iki yol haricinde daha az bilinen kaspaz aktivasyon
yollar1 da mevcuttur. Bunlar endoplazmik retikulum stresi (ER) araciligiyla aktiflestirilen
ve apoptozda kaspaz-12 ya da kaspaz-2'nin baslattigi yol ve T hiicresi aracili

sitotoksisiteyi igceren perforin/granzim yoludur (Szegezdi vd. 2003).

Kaspazlar igsel ve digsal apoptoz yollarindaki anahtar diizenleyici proteinlerdir (Yuan ve
Akey 2013). Gelisimsel, apoptotik ve inflamatuar yollar ve ilaveten farkli yollardaki
spesifik fonksiyonlar temelinde {i¢ grup memeli kaspazi bulunur (Weyhenmeyer vd.
2012). Kaspaz-1 gibi bazi kaspazlarin apoptozun yiiriitilmesinde rolii yoktur. Bazi
kaspazlarin ise hem apoptotik hem de apoptotik olmayan sinyallesmede ikili rolii vardir.
Ayrica kaspazlar, apoptotik sinyal kaskadlarindaki lokasyonlarina nazaran baslatic
(kaspaz-8 ve -9), efektor ya da uygulayici kaspazlar (kaspaz-3, -6 ve -7) olarak
siiflandirilirlar (Hu vd. 2013). Otokatalitik olarak aktive edilen baslatici kaspazlar (pro-
kaspazlar), siral1 olarak pargalanir ve akis agag: "efektor" kaspazlarini (infazer kaspazlar
olarakta bilinir) aktive ederler. Daha sonra, efektor kaspazlar, esas hiicresel bilesenleri

ayirmak {izere hiicrenin proteolitik par¢alanmasini diizenler (Green ve Evan 2002).

2.4.1.1 Apoptozdaki morfolojik degisiklikler

Apoptotik hiicre liimiiniin hem cekirdegi hem de sitoplazmay: ilgilendiren morfolojik
degisiklikleri, hem hiicre tipleri hem de hiicre tiirleri arasinda 6nemli 6l¢iide benzerdir
(Saraste ve Pulkki 2000, Bakke 2001). Cogunlukla hiicre oliimiiniin basindan son
hiicresel parcalanmaya dek birkag saat gerekmektedir. Siiresi hiicrenin tipine, uyariya ve
apoptotik yoluna baglhidir (Ziegler ve Groscurth 2004). Cekirdekte meydana gelen
apoptozun sahip oldugu morfolojik 6zellikler, hiicrenin yuvarlanmasi, hiicre hacminin
azalmasi (piknoz) ve psddopodlarin geri ¢ekilmesi ile birlikte siiregelen kromatinlerin
yogunlagmasi ve niikleer par¢alanma olarak bilinmektedir (Kroemer vd. 2005). Kromatin
yogunlasmasi ise, niikleer zar civarinda baslayarak ve hilal ya da halka benzeri bir bigim

olusturur. Kromatin, karyoreksis 6zelligi tasidig1 i¢in saglam bir zara sahiptir ve bir hiicre
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icinde parcalanana kadar daha fazla yogunlasir (Majno ve Joris 1995). Plazma zari, siireg
boyunca bozulmadan kalir. Apoptozun bir sonraki asamasinda gozlenen morfolojik
Ozellikler, zar tasmasi, sitoplazmik organellerin ultrastriiktiirel modifikasyonu ve zar
yapisinin kaybini igerir (Kroemer vd. 2005). Fagositik hiicreler ise ¢ogunlukla, apoptotik
cisimlerin olusmasindan dnce apoptotik hiicreleri yutar. Apoptotik hiicre kalintilari, hiicre
kiiltiirli kosullarinda fagosite edilmedigi takdirde, nekroz benzeri bir bozunmaya ugrar ve

bu durum ikincil nekroz olarak adlandirilir (Ziegler ve Groscurth, 2004).

2.4.1.2 Apoptozdaki biyokimyasal modifikasyonlar

Biyokimyasal agidan apoptozda 1) kaspaz aktivasyonu, 2) DNA’nin ve proteinin yikimi
ve 3) fagositik hiicreler tarafindan membran degisikligi ve taninmasi olmak iizere li¢
temel biyokimyasal degisiklik oldugu bilinmektedir (Robbins ve Kumar 2010). Erken
apoptozda, hiicre zarmin dig katmaninda i¢ katmanlardan "firlatilmig" fosfatidilserin (PS)
ifadesi meydana gelmektedir. Bu durum, 6lii hiicrelerin makrofajlar tarafindan erken
taninmasini ve proinflamatuar hiicresel bilesenler salinmadan fagositozla sindirilmesini
saglar (Hengartner 2001). Takiben, DNA 50 - 300 kilobaz arasinda degisen biiyiik
parcalara karakteristik bir sekilde ayrilir (Vaux ve Silke 2003). Ardindan, DNA'nin
endoniikleazlar araciligiyla interniikleozomal boliinmesi, 180-200 baz ciftinin katlar

seklinde oligoniikleozomlara boliinmesi, gelmektedir (McCarthy ve Evan 1997).

Apoptoza ait bir bagka 6zellik ise, kaspazlar olarak adlandirilan sistein proteaz ailesinde
mevcut belli bir grup enzimin aktive olmasidir. "Kaspaz"in "c"si bir sistein proteaza atifta
bulunurken, "aspaz" enzimin hedef proteinlerinin aspartik asit kalintilarindan pargalama
niteligini ifade eder (Yakkanti vd. 2018). Aktif kaspazlar olduk¢a 6nem arz eden birgok
hiicresel proteini, niikleer iskeleyi ve hiicre iskeletini parcalar. Ilaveten niikkleer DNA’nin
fragmentasyonunu gerceklestirecek olan DNAazi aktive ederler (Lavrik 2005).
Biyokimyasal degisiklikler apoptozda goriilen bir takim morfolojik degisiklikleri kismi
olarak agiklamaktadir (Lavrik 2005). Apoptozun belirlenmesinde bir¢ok biyokimyasal
analiz kullamlsa da, Hiicre Oliimii Adlandirma Komitesi (NCCD), ultrastriiktiirel

degisiklikler arasinda net bir esdegerlik olmadigi i¢in hiicre 6limii modalitelerinin
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siiflandirilmasinin tamamen morfolojik kriterlere dayanmasi gerektigini dnermektedir

(Maiuri 2007).

2.4.1.3 Apoptoz mekanizmalari

Apoptoz mekanizmalar1 patogenezinin anlagilmasina yardimei1 olmaktadir. Bu da mevcut
genleri ya da yolaklar1 hedef alan yeni ilaglarin gelistirilmesini saglayabilir. Kaspazlar,
baslatict ve de uygulayici olmalar1 agisindan apoptozun merkezinde yer almaktadir.
Kaspazlarin aktivasyon sagladig: ii¢ yol bulunmaktadir. Uzerinde en fazla calisma
yapilan iki baslatma yolu apoptozun ig¢sel (mitokondriyal) ve digsal (6lim reseptorii)
yollaridir (Sekil 2.21). Ugiincii yol ise az bilinen ve igsel endoplazmik retikulum yolu

olarak adlandirilan bir diger bir baglatma yoludur (O'Brien vd. 2008).
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Sekil 2.21 Apoptozun igsel ve dissal yollar1 (Wong 2011)
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2.4.1.4 Ekstrinsik (dissal) 6liim reseptorii yolu

Ekstrinsik 6lim reseptorii yolu 6liim ligandi ile 6lim reseptorii baglandig: takdirde
baslatilmaktadir. Uzerinde en fazla durulan 6liim reseptorii; tip 1 TNF reseptorii (TNFR1)
ve Fas (CD95) seklinde isimlendirilen proteinlerdir. Bu proteinlerin ligandlar1 ise TNF
ve Fas ligand1 (FasL) olarak isimlendirilmektedir (Hengartner 2001). Oliim reseptorleri,
TNF reseptor ailesine aittir. TRADD, FADD gibi adaptor proteinleri ve Kaspaz-8 gibi
sistein proteazlar1 toplamaya hizmet eden bir hiicre i¢i 6liim alani ile karakterize edilir.
Kaspaz-8'in kiimelenmis reseptdr iizerinde aktivasyonu, apoptoza yol agar. Oliim
reseptorlerinin tetiklenmesi, ii¢ reseptdr baglama yeri sergileyen homotrimerik tip-2
membran proteinleri olan TNF ailesinin spesifik ligandlarinin baglanmasi yoluyla
gerceklesir. Oliim reseptodrlerinin aktivasyonunu modiile etmenin gesitli yollar1 vardir.
Oliim reseptorleri, tuzak reseptorleri tarafindan da diizenlenebilir. Sitotoksik TRAIL
ligand1 bes reseptorle etkilesime girer, bunlardan sadece ikisi (TRAIL-R1 ve -R2) bir
6lim alanina sahiptir. TRAIL-R3, bir glikolipid tarafindan zara baglanir ve TRAIL'e
duyarl hiicrelerde asir1 eksprese edildiginde, TRAIL aracili apoptozun baskin bir negatif
inhibitdrii olarak hareket eder. Apoptotik yolla etkilesime giren hiicre i¢i proteinler, liim
reseptorlerinin potansiyel modiilatorleridir. FLIP, yapi olarak Kaspaz-8'e benzer, ancak
proteaz aktivitesinden yoksundur. Oliim reseptdrlerinin apoptotik sinyalini inhibe etmek
icin hem FADD hem de Kaspaz-8 ile etkilesime girer ve ayn1 zamanda NF-xB
aktivasyonuna yol acanlar gibi diger sinyal yollarini aktive edebilir (Schneider ve
Tschopp 2000).

Oliim ligandlar1 6liim reseptdrlerine baglanarak, adaptdr protein igin baglanma alam
olusturur. Olusan ligand-reseptor-adaptor protein kompleksi ise, 6liime sebep olan sinyal
kompleksi (DISC) olarak bilinmektedir (O'Brien vd. 2008). DISC ise sonrasinda pro-
kaspaz 8'in aktiflesmesini saglar. Kaspaz 8 ise enzimin aktif formu olarak, akis asagi ya

da uygulayici kaspazlari pargalar ve bu sayede apoptozu baslatir (Wong 2011).
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2.4.1.5 Intrinsik mitokondriyal yol

Intrinsik yol hiicrenin icinde baslamaktadir. Hipoksi yani onarilamayan genetik zarar,
sitozolik Ca®* konsantrasyonunun yiiksek olmasi ve oksidatif stres i¢sel mitokondriyal
yolun baslamasina neden olan bazi uyaranlardir (Wong 2011). Igsel yol, sitokrom-c
proapoptotik molekiillerin mitokondriyal gecirgenlik aracilifiyla sitoplazmaya

aktarilmasiyla bagslatilir (Cell 2004).

Bcl-2 proteinlerine ait, proapoptotik proteinler (6rn. Bax, Bak, Bad, Bcl-Xs, Bid, Bik,
Bim ve Hrk) ve antiapoptotik proteinler (6rn. Bcl-2, Bel-XL, Bel-W, Bfl-1 ve Mcl-1)
olmak tizere iki ana grup bulunmaktadir (Tsujimoto vd. 1984). Anti-apoptotik proteinler,
sitokrom-c'nin mitokondriden salimmin1 engellemekte ve apoptozu bu sekilde
diizenlemektedirler (Kroemer 2007). Sitokrom c'nin sitoplazmik salinimi ise su sekilde
gerceklesmektedir; apoptozom (Apaf-1 ve kaspaz 9'dan olusur) kompleksi olusumu
yoluyla kaspaz 3 aktive edilir (Kroemer 2007). Smac/DIABLO ya da Omi/HtrA2 ise,
[AP'lerin inhibitoriine baglanir ve kaspaz aktiflesmesini tesvik eder (Kroemer 2007,
LaCasse vd. 2008).

2.4.1.6 Ortak yol

Apoptozun meydana gelme asamalarinda, bir dizi kaspazin aktive edilmesi gerekir.
Intrinsik yolda kaspaz 9, ekstrinsik yol i¢in ise kaspaz 8 bu aktivasyonu saglar (Ghobrial
vd. 2005). Ardindan akis asag1 kaspazlar, protein kinazlari, hiicre iskeleti proteinlerini,
DNA onarim proteinlerini ve endoniikleaz ailesinin inhibitdr alt birimlerinin béliinmesini
indiikler. ilaveten apoptozda ortaya ¢ikan yapisal farkliliklarla hiicre iskeleti, hiicre

dongiisii ve sinyal yollarinda etkileri mevcuttur (Ghobrial vd. 2005).
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2.4.1.7 Intrinsik endoplazmik retikulum yolu

Intrinsik endoplazmik retikulum (ER) yolu ise iigiincii bir yol olarak kabul edilmektedir.
Kaspaz 12'ye bagimli ancak mitokondriden bagimsiz hareket etmektedir (Szegezdi 2003).
Dis veya i¢ hiicresel stresin genel stres sinyallesmesine koordinasyonu, organizma
gelisimi sirasinda hiicre biliylimesi ve hayatta kalmasi i¢in hayati 6nem tasiyan dnemli bir
hiicresel siirectir. Endoplazmik retikulum (ER), 6nemli biyosentetik, stres algilama ve
sinyal verme islevleri saglayan merkezi bir 6karyotik hiicresel organeldir (Wang ve
Kaufman 2012, Sasaki ve Yoshida 2015). ER, salgi yolu igin hedeflenen proteinlerin
katlanmasi ve post-translasyonel modifikasyonlarindaki roliine ek olarak, hiicreler i¢cinde
verimli bir oksitleyici ve Ca?* acisindan zengin katlanma ortamini da korur (Travers vd.
2000, Banhegyi vd. 2012). Calnexin, calreticulin, glikozla diizenlenen protein GRP78
(HSPAS, BiP olarak da adlandirilir) ve protein disiilfit izomerazlar gibi ER'de yerlesik
saperonlar, protein katlanmasi, sinyal iletimi ve Ca?* tamponlamanin siirdiiriilmesinde rol
oynar (Yu vd. 1999, Luo vd. 2013). Hipoksi, ER Ca?" tiilkenmesi, oksidatif hasar,
hipoglisemi ve viral enfeksiyonlar gibi patofizyolojik durumlar ER homeostazini etkiler
ve protein katlanma siireglerini engeller (Wang ve Kaufman 2014, Zhang vd. 2017). Bu
aktiviteler nihayetinde protein katlama ytikii/kapasitesiyle fizyolojik durum arasinda “ER
stresi” olarak bilinen bir dengesizlige neden olur. ER stresi, katlanmamis protein yaniti
(UPR) olarak adlandirilan ve ER-UPR'nin ¢esitli siireglerini uyumlu hale getirerek ER
homeostazin1 yeniden kuran iyi koordine edilmis ve entegre bir sinyal iletim yolu
aracilifiyla (UPRER) hiicre sagkalimini desteklemek i¢in bir stres yaniti baglatir
(Schréder ve Kaufman 2005, Luo vd. 2013). Siddetli ve onarilamaz ER stresinin varligi,
icsel apoptoz yolunun aktivasyonuna yol acar (Schroder ve Kaufman 2005, Schroder
2008). Hiicre olimiinii indiiklemenin baska bir yolu olan otofaji de, ER stresi altinda
hiicresel biitlinliigii koruyarak bu tiir ¢oziilmemis strese yanit olarak etkinlestirilebilir

(Yorimitsu vd. 2006, Heyer-Hansen ve Jaitteld, 2007).
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2.4.1.8 Pro-apoptotik / anti-apoptotik proteinlerin bozulmasi

Proteinlerin hiicre icerisinde pro- veya anti-apoptotik aktivite gosterdigi bilinmektedir.
Hiicre oliimii diizenlenirken bu proteinlerin (pro- ve anti-apoptotik) miktardan ziyade
birbirlerine oran1 6nemlidir. Ek olarak, belirli genlerin asir1 veya yetersiz ifadesinin,
kanser hiicrelerinde apoptozu azalttig1 ve karsinojeneze katkida sagladigr bilinmektedir

(O'Brien vd. 2008).

2.4.1.9 Bcl-2 protein ailesi

Bcl-2 ailesi, apoptozda ¢ok 6nemli bir rol iistlenen proapoptotik ve anti-apoptotik protein
grubundan olusmaktadir (Gross 1999). Bcl-2, bu ailenin ilk tanimlanan proteini olma
Ozelligi tagimaktadir ve adini insanda bulunan B-hiicreli lenfoma 2'den almaktadir
(Tsujimoto vd. 1984). Bcl-2 iiyeleri genel olarak mitokondriyal dis zar1 iizerinde lokalize
olmaktadir. Bel-2, iyon kanali seklinde ya da gbozeneklerin olusturulmas: yoluyla zar
gecirgenliginden sorumlu olan dimerlerdir (Minn vd. 1997). Bcl-2 ailesi tiyeleri islevleri
ve homoloji domainlerinin ¢esidine gore ii¢ gruba ayrilmaktadir (Dewson ve Kluck
2010). Bcl-2 ailesine ait anti-apoptotik ve pro-apoptotik iiyeler arasinda bir dengesizlik

oldugunda ise diizensiz apoptoz olugsmaktadir.

2.4.1.10 p53 tiimor proteini

p53 proteini, 17. kromozomda en iy1 bilinen tiimor baskilayici proteinlerden birisi olarak
bilinmektedir ve ismini molekiiler agirligindan almaktadir (53 kDa) (Levine 1991).
Yalnizca apoptozun indiiksiyonunda yer almaz, bununla birlikte hiicre dongiisiiniin
diizenlenmesi, gelisim, farklilasma, gen amplifikasyonu, kromozomal ayrisma ve
hiicresel yaslanmada da etkili olan bir proteindir. Ayn1 zamanda "genomun koruyucusu"
olarak da isimlendirilir (Lane 1992, Oren ve Rotter 1999). insan kanserlerinin %50'sinden
fazlast p53 geninde meydana gelen kusurlar ile iliskilendirilmistir (Bai ve Zhu 2006).
Avery-Kieida vd. (2011) tarafindan yapilan bir calismada, apoptoz ile hiicre dongisiiniin

diizenlemesinde yer alan birtakim p53 genlerinin, melanom hiicrelerinde normal olmayan
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bir bicimde ifade edildigi gosterilmistir ve bu durumun hiicrelerin proliferasyonuna etki
ettigi bildirilmistir (Avery-Kiejda vd. 2011). Ek olarak, p53 ekspresyonu ve insan kanser
hiicrelerinin biiylimesi arasinda bir iligski oldugu da tespit edilmistir (Vikhanskaya vd.
2007).

2.4.1.11 Apoptoz proteinlerin inhibitorleri (IAP'ler)

IAP’ler, apoptozu, sitokinezi ve sinyal iletimini diizenleyen bir protein grubudur
(LaCasse vd. 2008). Bugiine kadar sekiz adet IAP tanimlanmustir: NAIP, c-1AP1, c-1AP2,
X-linked IAP, Survivin, Apollon, Livin/ML-IAP ve IAP benzeri protein 2 (Vucic ve
Fairbrother 2007). IAP'ler kaspazlarin endojen inhibitorleri olarak islev goriirler. BIR
alanlarin1 kaspazlarin aktif bolgelerine baglarlar ve aktif olan kaspazlarin bozulmasini
tesvik ederler ya da kaspazlari substratlarindan uzak tutup kaspaz aktivitesini inhibe
edebilirler (Wei vd. 2008). Bir¢ok kanserde diizensiz IAP ekspresyonu rapor edilmistir.
Ornegin, Lopes vd (2007), pankreas kanseri hiicrelerinde IAP ailesinin anormal
ekspresyonunu ve bu anormal ekspresyonun kemoterapiye direngten sorumlu oldugunu
gostermistir. Pankreas hiicrelerinde cIAP-2'nin ekspresyonu ile ilag direnci arasinda
anlamli sekilde iligkili oldugu sonucuna varilmistir (Lopes vd. 2007). Ayrica, Livin
proteinin melanom ve lenfomada ciddi miktarlarda ifade edildigi gosterilmistir
(Srinivasula vd Ashwell 2008). Apollon proteinin ise gliomalarda yiiksek ifade oldugu
ve sisplatin ve kamptotesin direncinden sorumlu oldugu bulunmustur (Ashhab vd. 2001).
Bagka bir IAP olan Survivin proteininde ¢esitli kanserlerde asir1 ifade edildigi
bildirilmistir (Small vd. 2010). IAP'lerin de-regulasyonu, ndrodejeneratif bozukluklara
ve kansere yol agabilmektedir. Yapilan ¢alismalar, cIAP'lerin proto onkogenler oldugunu
dogrulamistir ve bir¢ok malignitede AP ailesinin ¢esitli liyelerinin artan seviyeleri

gozlenmistir (Yang vd. 2003, Wright vd. Duckett 2005).
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2.4.1.12 Azaltilmis kaspaz aktivitesi

Kaspaz ailesi genel itibariyle iki gruba ayrilmaktadir: (1) kaspaz 1 ile ilgili olanlar (6rn.
kaspaz-1, -4, -5, -13 ve -14) ve (2) apoptozda merkezi gérev lstlenenler (6rn. kaspaz-2, -
3. -6, -7, -8, -9 ve -10). ikinci grup ayrica (1) apoptotik yolun baslatilmasindan birincil
olarak sorumlu olan baslatic1 kaspazlar (6rnegin kaspaz-2, -8, -9 ve -10) ve (2) efektor
kaspazlar (kaspaz-3, -6) olarak smiflandirilabilir. Kaspaz -7 ise apoptoz sirasinda
hiicresel bilesenlerin ger¢ek boliinmesinden sorumlu olanlardir (Fink ve Cookson 2005).
Kaspazlar, apoptozun baslatilmasi ve yiiriitiilmesinde énemli oyunculardan biri olmaya
devam etmektedir (Shen vd. 2010). Baz1 durumlarda, birden fazla kaspaz asagi regiile
edilerek tiimdr hiicresinin biiylimesine ve gelismesine katkida bulunabilir. Bir cDNA
dizisi diferansiyel ekspresyon c¢alismasinda, hem kaspaz-8 hem de -10'un birlikte asag
regiilasyonunu goézlemlenerek bunun koriokarsinom patogenezine katkida bulunabilecegi

one siiriilmustiir (Fong vd. 2006).

2.4.1.13 Bozulmus 6liim reseptorii sinyali

Oliim reseptdrlerine ait ligandlar, apoptozun dissal yolaginin kilit oyuncularidir. TNFR1
ve Fas disinda, DR3, DR4, DRS, DR 6, EDAR ve NGFR yer almaktadir (Jéanicke 2009).
Bu reseptorler 6lim domainine sahip olup, Oliim sinyali tarafindan harekete
gecirildiginde, molekiiller 6liim domainine ¢ekilerek sinyal kaskadinmi aktive ederler.
Bununla birlikte, 6liim ligandlari, bir 6liim domainine sahip olmayan 6liim reseptdrlerini
tuzaga diigiirmek icin de baglanabilir, sinyal kompleksleri olusturamaz ve sinyal

kaskadin1 baglatamazlar (Janicke 2009).

Bu tiir anormallikler, reseptoriin asagi regiilasyonunu, reseptor fonksiyonunun
bozulmasimm1 ve Oliim sinyallerinin azaligini tetikler. Bunlarin tiimii, bozulmus
sinyallemeye ve sonug olarak apoptozun azalmasina katkida bulunur. Ornegin, tedaviye
direngli 16semi veya noroblastoma hiicrelerinde CD95 ekspresyonunun azaliginin rol

oynadig1 bilinmektedir (Fulda vd. 1998, Fulda 2010). Oliim reseptorlerinin azalan
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ekspresyonu ve tuzak reseptorlerin anormal ekspresyonun ¢esitli kanserlerde 6liim sinyal

yolaklarindan kaginmada rol oynadig bildirilmistir (Fulda 2010).
2.4.1.14 Apoptozun kanserdeki rolii

Bir dizi genetik degisikligin neticesinde hiicre 6liimiinden kaginan normal bir hiicrenin
kotii huylu bir hiicreye doniisebildigi bilinmektedir (Weinberg ve Hanahan 2000). 1970'li
yillarda, Kerr vd. (1972) tarafindan ortaya konan galismalarda apoptoz potansiyel olarak
kotii huylu hiicrelerin eliminasyonu, hiperplazi ve ayni zamanda tiimdr ilerlemesinin
engellenmesiyle iliskilendirilmistir (Kerr vd. 1972). Bu sebeplerden dolayi, hiicrede
apoptoz direncinin azalmasi karsinojenezde elzem bir rol istlenir. Kanserli hiicrelerin
apoptoz direncinin azalmasinda olasi1 birgok yol bulunmaktadir. Genel manada,
apoptozdan kaginmaya yol agan olaylar serisi 1) pro-apoptotik ve anti-apoptotik protein
dengesinin bozulmasi, 2) kaspaz fonksiyonunun azalis1 ve 3) 6liim reseptorii sinyalinin
bozulmasi olarak ifade edilmektedir. Apoptoz ve karsinojenezden kaginmaya katkida

bulunan hiicresel mekanizmalar sekil 2.22°de 6zetlenmektedir (Lowe ve Lin 2000).
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Uygun ve dogru apoptotik sinyallerin meydana gelisi, hiicre 6liimii ve hiicre sag kalimi
arasindaki dengenin korunmasi ve genom biitiinliiglinlin saglanmasi i¢in ¢ok dnemlidir.
Apoptozdan kaginmanin kanser olusumundaki rolii de bu bulguyu desteklemektedir (Plati
vd. 2011). Kanserli hiicreler, apoptotik yollar1 ve dolayisiyla mekanizmalar
transkripsiyonel, translasyonel ve post translasyonel agidan degistirebilir. Belirgin bir
sekilde, bu mekanizmalar 6zel degildir ve kanser hiicreleri apoptozdan kaginmak i¢in bir

dizi farkli strateji kullanabilir (Fulda 2009).

Hiicrede pro- veya antiapoptotik aktivite gosteren birkag¢ protein tanimlanmistir. Bu pro-
ve anti-apoptotik proteinlerin orani, hiicre 6liimiiniin diizenlenmesinde 6nemli bir rol
oynar. Pro- ve anti-apoptotik proteinlerin dengesindeki bozulmanin, koti huylu
hiicrelerin apoptozunu azaltarak karsinojeneze katkida bulundugu tespit edilmistir.
Ornegin, pro- ve anti-apoptotik BCL-2 protein oranlarindaki dengesizlik, kanser
hiicresinin apoptoza ugramak yerine hayatta kalmasina neden olabilmektedir (Kang ve
Reynolds 2009). Bu durum sirasiyla pro-apoptotik proteinlerin yetersiz ve anti-apoptotik
proteinlerin ise asir1 ifade olmasindan veya her iki kosulun beraber ortaya ¢ikmasindan
kaynaklanabilir. Cok cesitli insan kanserlerinde, Bcl-2 ailesinin birkag pro-apoptotik
tiyesinin hem genetik hem de epigenetik degisiklikler gosterdigi bildirilmistir (Galluzzi
vd. 2010). Pro-apoptotik BCL-2 ailesi proteinlerinin etkisizlestirilmesine ek olarak,
yiiksek seviyelerde anti-apoptotik tiyelerinin varligi, kanserde apoptozun diizensizliginin
acik bir gostergesidir (Fulda 2009). Anti-apoptotik proteinler, stres sinyallerinin
iistesinden gelmek i¢in kanser hiicrelerinde yaygin olarak asir1 ifade edilirler. Anti-
apoptotik BCL-2 ailesi proteinlerinin asir1 ifadesi genellikle kanser terapétikleri basta

olmak tizere niiks ve kotii prognoz direng ile iliskilidir (Wuilleme-Toumi vd. 2005).

Ayrica mikroRNA'larin (miRNA'lar) diizensizligi de farkli insan kanserleri ile iligkilidir.
miRNA'larin onkogenler ve timor baskilayicilar olarak islev gorebilecegine dair bulgular
s6z konusudur (Croce 2009). MiRNA'lar, apoptotik yolaklarda yer alan farklt mRNA'lar1,
ozellikle BCL-2 ailesi proteinlerini hedefleyerek, anti-apoptotik veya pro-apoptotik
diizenleyiciler olarak gorev yapmaktadirlar (Garofalo vd. 2010, Chen vd. 2015). Ornegin
miR-15/16, antiapoptotik faktorii (Bcl-2) hedefler ve miR-15/16"nin kayb1 veya ifadesinin
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azalmasi, bazi tiimorlerde Bel-2 seviyesinin yiikselisi ile iliskili bulunmustur (Cimmino

vd. 2005, Allegra vd. 2014).

Son yillarda IAP'lerin onkojenik roliiniin yani sira, cIAP'lerin NF-KB aktivitesini
kisitlamada tiimor baskilayici bir rolii oldugu da gosterilmistir. Bir dizi calisma,
cIAP'lerin mutasyonlarinin veya translokasyonlarinin, ¢ok sayida kanserde NF-xB
sinyalinin yapisal aktivasyonundan sorumlu oldugunu ortaya koymustur (Lau ve Pratt
2012). Bu ¢alismalar, cIAP'lerin hem asir1 ekspresyonunun hem de kaybinin metastazi ve
timor istilasini destekleyebilecegine isaret etmektedir (Lau ve Pratt 2012, Tchoghandjian
vd. 2013).

2.4.2 Tip II hiicre dliimii — Otofaji

Otofaji, hiicrelerin parcalanma ic¢in otofagozomlar araciligiyla bilesenlerini lizozoma
yonlendirdigi fizyolojik siire¢ i¢in kullanilan genel bir terimdir. 1950'lerde elektron
mikroskobunun gelismesiyle Christian de Duve, ¢esitli hidrolazlarin varligini tespit
ederek hiicre organellerinden lizozomlarin kesfine yol agmustir (De Duve vd. 1955).
1963'te de Duve, otofajiyi, hiicrelerde protein igeren vezikiillerin lizozomlarla
birlesmesiyle birlikte hiicresel proteinin ayristigi/bozuldugu bir fenomen olarak
adlandirmistir. Bu vezikiillere ise otofagozom adi verilmektedir. Otofaji genel olarak
makrootofaji, mikrootofaji ve saperon aracili otofaji (CMA) olarak siniflandirilmaktadir
(Sekil 2.23) (Ichimiya vd. 2020).

Otofaji terimi genellikle makrootofajiyi ifade eder. Makrootofaji, kargoyu parcalayarak
ortaya ¢ikan makromolekiillerin geri donistiirilmesine izin verir. Sitoplazmik
makrootofaji substratlari, otofagozom olarak bilinen ve daha sonra lizozomlar ve
vakuollerle birlesen gegici bir ¢ift membranli organel iginde sinirlandirilir (Sekil 2.23).
Substratlarin makrootofaji yoluyla geri doniisiimii, hiicresel homeostazin korunmasinda

onemli bir rol oynar (Mizushima vd. 2002).
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CMA, yalnizca lizozomal bozunma i¢in proteinleri hedefleyen secici bir otofaji seklidir
(Sekil 2.23). Bu yolun hiicresel metabolizmadaki ana roliiniin, protein yikimin takiben
iiretilen serbest amino asitlerin saglanmasi oldugu tahmin edilmistir. Bununla birlikte,
son ¢alismalar, bozulmus CMA'nin glikoz ve lipid metabolizmasini ve sonug olarak tiim
organizmanin enerji metabolizmasint énemli 6l¢iide degistirdigini ve ayni zamanda
cesitli besinlere yanit olarak hiicresel metabolizmanin diizenlenmesinde 6nemli bir rol

oynadigini gostermistir (Tasset ve Cuervo 2016).

Mikrootofaji, lizozom membranin igeriye dogru ¢okiisii ile birlikte lizozomun
sitoplazmay1 dogrudan sindirmesi ve igeriginin lizozom iginde hazmedilmesi ile
karakterize edilen segici olmayan bir lizozomal bozunma islemidir (Sekil 2.23).
Homeostazi ve hiicre sagkalimini siirdiirmede rolii vardir (Mijaljica vd. 2011). Ayrica,
otofaji mekanizmalari, hiicre i¢i maddeleri parcalamak ve bozulma iiriinleri saglamak i¢in

birbirini tamamlar ve in vivo homeostazin korunmasina izin verir.

Otofajinin bozulmasi, ubikitinasyonun inhibisyonuna, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
birikmesine, mitokondriyal fonksiyonun azalmasina ve artan genomik kararsizliga neden
olarak hiicre i¢i bilesenlerin kalitesinde genel bir diisiise sebep olur. Boylece otofajinin
bozulmasi hiicresel homeostazi bozar ve ¢esitli hastaliklarin gelismesine katkida bulunur

(Bi ve Li 2013, Liu vd. 2015).

Son calismalar, otofajinin sadece hastalikta degil, ayn1 zamanda yaslanma ve yasam
stiresinin uzamasinda da rol oynadigini bildirmistir (Meléndez vd. 2003). Otofajinin
aktivasyonunun, birka¢ model organizmada yasam siiresinin uzatilmas: i¢in gerekli
oldugu gosterilmistir. Ek olarak, otofaji fonksiyonunun yasla birlikte azaldig:

gosterilmistir (Fernandez vd. 2018).
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Sekil 2.23 Otofaji tiirleri ve kargo seciciligi

Cizim, ana otofaji tiirlerini géstermektedir. Makrootofaji, sitozol ve organellerin ¢ift membranli bir vakuol
olan otofagozom tarafindan sekestrasyonunu igerir; otofagozom daha sonra bir lizozomla kaynasir ve asit
hidrolazlar igerigini bozar. Mikrootofaji siireci, lizozom tarafindan dogrudan istila edilen sitoplazmik
materyalin bozulmasini igerir. Saperon aracili otofaji, saperonlara baglanan spesifik sitozolik proteinlerin
bozunmasin1 gerektirir ve kompleks, lizozomal reseptor Lamp-2A reseptoriine baglanir ve liimene
translokasyonu tetikler

2.4.3 Tip III hiicre 6liimii — Nekrosis

Patolojik siireclerden dolay1r geri doniisii olmayan hiicre hasar1 ve nihai hiicre 6liimii
nekroz olarak adlandirilir. Hiicre organellerinin sismesi, plazma zarimin yirtilmas: ve
nihayetinde hiicrenin parcalanmasi ve hiicre i¢i igerigin ¢evre dokulara dokiilmesiyle
doku hasarina yol agan kontrolsiiz bir hiicre 6liimiidiir (Ruffolo 1964). igsel sinyallerden

olusan apoptoz olarak bilinen programlanmis hiicre Oliimiiniin aksine nekroz, hiicre
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disindan gelen asir1 zararli uyaricilar nedeniyle olusur. Nekroz c¢ogunlukla,
proinflamatuar sitokin interlokin-1 beta'nin (IL1) inflamatuar aktivasyonuna ve
salgilanmasma neden olan 1s1 soku proteinleri, iirik asit, ATP, DNA ve niikleer
proteinlerin salinmasina bagli olarak inflamatuar yanitlarla iliskilidir (Festjens vd. 2006).
Tipik olarak nekroz, kaspaz aktivasyonu veya normal gelisim ile iligkili degildir, ancak
nekroptoz, piroptoz ve ferroptoz gibi farkli diizenlenmis nekroz tiirleri tanimlanmaistir.
Apoptoz gibi, kaspazlar, kinazlar ve poliubikuitin sistemi gibi enzimatik yollar nekroptoz
ve piroptozda ana role sahiptir (Lockshin ve Zakeri 2001, Tonnus vd. 2019). Ozellikle
nekroptoz, hem apoptoz hem de otofaji ile birka¢ 6nemli siireci paylasir (D’ Arcy 2019).
Senkronize diizenlenmis nekroz, ferroptozda spesifik lipid peroksidasyonunun sonucudur

(Tonnus vd. 2019).

Nekroza yol acan hiicresel mekanizma, zararli bir uyarana maruz kalmanin bir sonucu
olarak hiicre zar1 biitiinliigiiniin kaybidir ve bdylece hiicre disindaki iyonlarin hiicre igine
hareket etmesine izin verilir. Bu durumu ise hiicrenin ve organellerin sismesi takip eder
(Sekil 2.24). Baska bir hiicresel mekanizma, proteazlar, RNAazlar, DNAazlar ve
fosfatazlar gibi proteolitik enzimlerin hiicre i¢ine salinmasina yol acan lizozomal zarin
bozulmasidir. Bunlar sitozolde aktive edildiginde DNA, RNA ve proteinlere zarar verir.
Bu enzimler, hiicre yikimina neden olan hiicresel bilesenlerin sindirimine neden olur. Bu
mekanizmalarin her ikisi de hiicre i¢i i¢eriginin ¢evreleyen dokuya dokiilmesine yol agan

plazma zarinin bozulmasina yol agar (Guicciardi ve Gores 2009).
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Sekil 2.24 Nekrozda gergeklesen yapisal degisiklikler

2.4.4 Tip IV hiicre 6liimii — Entozis

Entozis, adezyon molekiillerinin katilimi, aktin hiicre iskeleti ve enerji harcanmasi ile bir
canli hiicrenin ayni tipteki digerine invazyonu anlamina gelir (Fais ve Overholtzer 2018,
Mlynarczuk-Bialy vd. 2020). Entozis terimi ilk olarak 2007 Overholtzer tarafindan yeni
bir hiicre 6liimii tipi olarak tanimlanmistir (Overholtzer vd. 2007). Entozis, epitel
hiicreleri ve epitel kanserleri i¢in karakteristiktir ve hiicrelerin bazal membrandan
ayrilmasiyla tetiklenir. Entozis sonucunda karakteristik hiicre i¢i hiicre (CIC) yapilari

olusur (Mackay ve Muller 2019).
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Bir kez yutulduktan sonra, entotik hiicreler, yaygin olarak LC3 ile iligkili fagositoz (LAP)
olarak bilinen spesifik bir otofaji ile ilgili siire¢ yoluyla, entotik vakuol (entozom)
igindeki diizenlenmis hiicre 6liimii yoluyla elimine edilebilir (Florey vd. 2011). Bu siireg
apoptotik yoldan bagimsizdir (Overholtzer vd. 2007, Mlynarczuk-Bialy vd. 2020).
Bununla birlikte, entozisin farkli sonuglar1 olabilmektedir (Sekil 2.25).

endositozun kaderi

. . ) hiicre bolinmesi

. hayatta kalma

)-, . kacis

C3 . .
5 lizozomal hticre
olumu

a ) apoptoz

Entoz: hicre istilasi

® )
a ©

1 1

olum

bazal membran

Sekil 2.25 Hiicrede entozis ile meydana gelebilen farkli sonuglar

2.4.5 Atipik hiicre 6liimii - Mitotik 6liim, paraptozis, piroptozis

Mitotik Oliim: Gliicksmann ve Spear (1939) ilk olarak mitotik evrede radyasyona yanit
olarak aninda azalan ve tedaviden birkag¢ saat sonra tekrar ortaya ¢ikmayan bir hiicre
fraksiyonu tanimladilar (Gliicksmann ve Spear 1939). Detayli mikroskobik inceleme,
radyasyon sonrasi ilk mitotik tepe noktasinda (mitotik hiicrelerin yeniden ortaya ¢ikmasi)
veya sonrasinda dlmeye baslayan anormal konfigiirasyona sahip hiicrelerin varligim

ortaya ¢ikardi (Gray 1952).

50



1986'da arastirmacilar, "mitotik oliimii/felaket", aktive edilmis bir cdc2 aleli ile resesif
sicakliga duyarli bir weel mutasyonunun birlestirilmesiyle olusturulan bir maya susunun
Oldiirticii fenotipi olarak tanimladilar. Bu fenomen, kromozomlarin ayrilmasi ve septum
olusumu ile ilgili olarak mitoza erken giris degil, mitozun anormal yiiriitilmesinin
sonucuydu (Russell ve Nurse 1986). Bununla birlikte, gecikmis mitozla baglantili hiicre
O6lim mekanizmasin1 agiklamak i¢in mitotik felaket terimi ilk kez 1995 yilinda
kullanilmistir (Swanson vd. 1995). Giiniimiizde mitotik felaket, mitotik aparat kusurlari,
DNA hasar1 ve mitotik kontrol noktasi hatalar1 nedeniyle mitozu tamamlayamayan
hiicrelerin hayatta kalmasini 6nleyen onkosupresif bir mekanizma olarak kabul
edilmektedir (Vitale vd. 2011). Mitotik felaket, programlanmis hiicre 6liimiiniin (PCD)
ayr1 bir sekli degildir; daha ziyade, ¢esitli hiicre 6liimlerinden dnce gelen bir asamadir.
Mitotik defektler, ekzojen ve endojen kaynaklardan kaynaklanabilir. Endojen kaynaklar,
anormal ploidi olusumunun neden oldugu mitotik stresi ve yiiksek diizeyde replikatif

stresi icerir (Neelsen vd. 2013).

Molekiiler bozulmalara bagl olarak, mitotik felaket, apoptoz, nekroz veya otofaji olmak
tizere {i¢ tip hiicre 6liimiiyle sonuglanabilir. Ayrica, mitotik felaket, gelisimi tiimoriin yok
edilmesini olumsuz yonde etkileyen ve sonug olarak terapotik etkiyi azaltan farkl hiicre

yaslanmasi tiirleri ile iliskilendirilebilir (Mlynarczuk-Bialy vd. 2020).

Paraptozis: Paraptozis (Yunanca mapd para, "ile ilgili" ve apoptozdan), apoptoz ve
nekroz ile benzerlik gosteren, kaspazdan bagimsiz programlanmis bir hiicre 6limiidiir.
Endoplazmik retikulum ve mitokondrinin sigmesini igeren genis sitoplazmik vakuolasyon
ile karakterizedir (Sperandio vd. 2004). Paraptotik hiicreler, niikleer pargalanma,
apoptotik cisim olusumu ve kromatin yogunlasmasi dahil olmak {izere apoptoz
ozelliklerinden yoksundur. Ayrica, otofajik vakuoller mevcut degildir. Vakuolasyon
mekanizmasinda biiyiik potasyum kanallarinin (BK kanallar1) yer aldig1 6ne siirtilmiistiir

(Kessel 2020).

Paraptozis, transkripsiyon ve translasyon gerektirir ve c¢esitli hiicre tiplerinde farkli

yollardan indiiklenebilir. Ayrica, siire¢ spesifik inhibitorler tarafindan durdurulabilir
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(Kessel 2020). Paraptozis, 6zellikle apoptoza direngli kanser hiicrelerinde yeni tedavi
edici ilaclar gelistirmek icin alternatif bir 6lim yolu olarak kullanilabilir. Ayrica,
paraptozun molekiiler mekanizmasi, klinik immiinoterapinin ve kansere kars1 asilamanin

gelistirilmesinde rol oynayabilir (Khalili ve Radosevich 2018).

Piroptozis:  Piroptozis, genellikle mikrobiyal enfeksiyonun neden oldugu,
iltihaplanmalarin aktivasyonu ve pro-inflamatuar sitokinler interlokin-13 (IL-1B) ve
interlokin-18 (IL-18) olgunlagsmasinin eslik ettigi bir inflamatuar hiicre 6liimidir (Shi

vd. 2015).

Gasdermin ailesi proteinleri, piroptozun yiirltiiciileridir. Kaspazlardan veya
granzimlerden iretilen gasderminlerin sitotoksik N-terminali, gasdermin proteinlerinin
proteaz aracili boliinmesi, oligomerize olur ve hiicre zar1 boyunca gézenek olusturarak

IL-1B, IL-18'in salinmasina yol agar (Wang vd. 2019).

Piroptozis, tiimor baskilama islevi uygular ve anti-timor bagisiklik tepkilerini uyandirir.
Kemoterapi, radyoterapi, hedefe yonelik tedavi ve bagisiklik tedavisi dahil olmak iizere
terapotik rejimler, kanserde lokal ve sistemik anti-timor bagisikligini giiclendiren
piroptozu indiikler. Ote yandan, normal hiicrelerin piroptozisi, anti-kanser tedavilerinin
yan etkilerine atfedilir (Zhao vd. 2020).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Kimyasal malzemeler

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

3.1.2 Sarf malzemeler

T25 ve T75 Hiicre kiiltiirii flask1 (SARSTEDT), Kriyovial tiip (SARSTEDT), Steril PCR
tip (Greiner Bio-One), Steril falkon tiip (SARSTEDT), Steril serelojik pipetler (JET
BIOFIL), Steril filtreli pipet uglar1 (BioPointe Scientific), 96 ve 6 kuyulu diiz tabanl steril
plaka (SARSTEDT), 96 kuyucuklu plaka (ROCHE), PVDF membran (Thermo Fisher
Scientific), Hiicre kaziyic1 (SARSTEDT), Filtre kagidi (Biorad).

3.1.3 Kitler

RT Profiler PCR Array — Human Apoptosis (Cat. no. 330231 PAHS-012ZA, Qiagen)
cDNA Sentez Kiti (Biorad), SYBR Green Master Mix (Biorad), Kaspaz-3 kolorimetrik
kit (Sigma, Cat. No: CASP3C-1KT), Kaspaz-9 kolorimetrik kit (Elabscience, Cat.No.:E-
CK-A313)
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3.1.4 Cihazlar

TC20 otomatik hiicre sayici (Bio-Rad), XCELLigence RTCA S16 (ACEA Biosciences),
Laminar flow kabin (Holten LaminAir Model 1,8), Mikroskop (Leica DCF290), Su
banyosu (Lab-Line Aquabath), Otomatik pipetler 10 ul, 20 ul, 100ul, 200 ul, 1000ul
(Gilson), Santrifiij (Hettich Zentrifugen Rotina 35R), CO; Inkiibatér (Sanyo CO2
Incubator), S1v1 azot tanki (STATEBOURNE cryogenics), Real Time PCR (Roche Light
Cycler 480), Shaker (Finepcr Orbital Shaker SH30), Saf su cihazi (Millipore Synergy,
185), Nanodrop (NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer), Infinite M Plex (Tecan), Kirik
buz makinasi (Scotsman), Terazi (Shimadzu AX200), Is1 blogu (Major Science).

3.2 Yontem

Gergeklestirilen tez ¢alismasinda 6nemli bir liken sekonder metaboliti olan Usnik asit
uygulanmis insan deri maling Melonom’dan tiiretilen hiicre hatti A-375 ve insan
epidermal melanosit hiicrelerinin proliferasyonu belirlenmis ve usnik asitin apoptotik
etkisi detayli bir sekilde arastirilmistir. Calismada takip edilen is akis1 sekil 3.1°de

Ozetlenmistir.
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Sekil 3.1 Calismada takip edilen is akig1 6zeti

3.2.1 Hiicre kiiltiira idamesi

3.2.1.1 Hiicrelerin bilyiime sartlari

Insan deri malign melanomdan tiiretilen A-375 hiicre hattinin (ATCC No. CRL-1619)
bliylimesi ve ¢ogaltilmasi i¢in, %10 FBS, %1 penisilin / streptomisin iceren DMEM
yiiksek glukoz besiyeri (Sigma, Katalog No. D6429) kullanilmistir. insan epidermal
melanosit hiicre hattinin (Lonza) biiyliimesi ve ¢ogaltilmasi icin MGM-4 Melanosit
Biiyiime Besiyeri-4 Bullet Kit (Lonza, Katalog No. CC-3249) kullanilmistir.
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Cizelge 3.1 Tez kapsaminda kullanilan hiicreler, katalog numaralar1 ve kullanilan besiyeri

icerikleri

Hiicre

Hiicre Katalog Numarasi

Hiicre icin kullanilan
besiyeri icerigi

A-375 (Insan deri malign
melonomdan tiiretilen
hiicre hatt1)

Kat No. CRL-1619

DMEM ytiksek
glukoz+%10 FBS, %1
Penisilin / Streptomisin

NHEM-Ad (insan

Kat No. CC-2586

MGM-4 Bullet Kit

epidermal melanosit hiicre
hatt1)

3.2.1.2 Hiicre acilmasi ve besiyerinin degistirilmesi

S1v1 azot tankindan ¢ikarilan hiicrelerin su banyosunda 1-2 dk ¢6ziilmesi beklenmistir ve
daha sonra 5 ml uygun besiyeri bulunan 15 ml’lik falkona aktarilmistir. Hiicre eklenmis
15 ml’lik falkon 1500 rpm’de 5 dk 4 °C’de santrifiij edilerek hiicreler pellet olarak
coktlirlilmiistiir. Santrifiij sonrasi olusan sliparnatant kismi atilmis ve pelet 5 ml taze
besiyerinde ¢oziilmiistiir. 5 ml taze uygun besiyerinde ¢oziilen hiicreler T25’lik flaska
alinmistir. Hiicrelerin homojenligi mikroskopta kontrol edildikten sonra flask 37 °C’de
%5 CO2’li inkiibatorde inkiibasyona birakilmistir. Hiicrelerin morfolojik yapilari,
canliliklart ve kiiltlir ortami her giin mikroskop ile takip edilmistir. Her iki glinde bir

hiicrelerin besiyerleri degistirilmistir ve 37 °C’de %5 CO2’li inkiibatore kaldirilmistir.

3.2.1.3 Hiicre pasajlanmasi

%80-90 oraninda doygunluga ulagan hiicreler pasaj asamasi i¢in laminar kabin icine
alinmistir. Flaskta bulunan besiyeri atildiktan sonra 4 ml PBS ile yikama islemi
gercgeklestirilmis ve PBS uzaklastirilmistir. Flaska 1 ml Tripsin-EDTA eklenmis ve 1-2
dk inkiibatorde bekletilmistir. Hiicrelerin flask yilizeyinden tamamen ayrildigi mikroskop
ile kontrol edildikten sonra 4 ml uygun besiyeri eklenerek pipetaj yapilmistir. Hiicreler
15ml’lik falkona alinmis ve tripsinin uzaklastirilmast i¢in 1500 rpm’de 5 dk 4 °C’de

santrifiij yapilmistir. Ardindan siipernatant uzaklastirilmis ve pelet 5 ml taze uygun
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besiyeriyle ¢oziilmiistiir. Coziilen hiicreler iki ayr1 T25’lik flaska esit olarak dagitilmis ve
tizerine 2.5 ml taze besiyeri eklenerek pipetaj yapilmstir. Flask 37 °C, %5 CO sartlarda

inkiibasyona birakilmustir.

3.2.1.4 Hiicre dondurulma ve saklanmasi

Dondurma ortami %10 DMSO ve %90 FBS kullanilarak taze olarak hazirlanmistir. %80-
90 doygunluga ulasan dondurulacak hiicreler laminar kabin igerisine alinmistir. Flasktaki
besiyeri cekilip atilmis ve 4 ml PBS ile yikami islemi gergeklestirilmistir. PBS
uzaklastirildiktan sonra flaska 1 ml Tripsin-EDTA eklenmis ve 1-2 dk inkiibatorde
bekletilmistir. Hiicrelerin flask yiizeyinden tamamen ayrildigi mikroskop ile kontrol
edildikten sonra 4 ml besiyeri eklenerek pipetaj yapilmigtir. Hiicreler 15 ml’lik falkona
alinmis ve tripsinin uzaklastirilmasi i¢in 1500 rpm’de 5 dk 4 °C’de santrifiij yapilmistir.
Takiben silipernatant uzaklastirilmis ve pelet halindeki hiicreler 1 ml dondurma ortaminda
¢Oziilmiistiir. Dondurma ortaminda ¢dziilen hiicreler krovial tiipe alinmistir. Krovial tiip
ilk olarak -20 °C’de 1 saat bekletilmistir. Ardindan -80 °C’de 24 saat tutularak kademeli
bir sekilde hiicre dondurma siireci gergeklestirilmistir. Hiicrelerin uzun siire muhafaza

edilmesi i¢in son olarak krovial tiip s1v1 azot tankina gegirilmistir.

3.2.1.5 Hiicre sayimi

Hiicre sayimi islemi TC20 otomatik hiicre sayici ile gergeklestirilmistir. Hiicre sayimi
asamast i¢in ilk olarak sayim slaytinin ilk haznesine 10 pl hiicre siispansiyonu
yiiklenmistir. Hiicre canliligin1 belirlemek icin Tripan mavi boyas1 kullanilmistir. 10 pl
tripan mavi boyast ve 10 ul hiicre siispansiyonu bir ependorf tiip igerisinde pipetaj
yapilarak karigtirilmistir. Sayim slaytinin  diger haznesine bu karisimdan 10 pl
yiklenmigtir. Sayim slaytlarina yiikleme yapildiktan hemen sonra sayma iglemine
gecilmistir. Bunun i¢in sayim slaytlart TC20 otomatik hiicre sayicinin slayt yuvasina
yerlestirilmis ve sayim alinmistir. Her bir say1 3 tekrarli yapilip ortalama hiicre sayisi

alinmustir.
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3.2.2 Usnik asitin hazirlanmasi

Deneylerde kullanilacak ila¢ aday1 molekiilii olan Usnik Asit (Santa Cruz Biotechnology)
tiretici firma tarafindan temin edilmistir. DMSO (%0.05) ile usnik asit stok ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Daha sonra usnik asit stok ¢ozeltisi uygun besiyerleri ile diliisyon islemi
yapilarak farkli konsantrasyonlarda hazirlanmistir. A-375 hiicreleri ve insan epidermal
melanosit hiicreleri i¢in 1.56, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50 uM konsantrasyonlar1 ileri

denemeler i¢in kullanilmastir.

3.2.3 xCELLigence RTCA ile hiicre anti-proliferasyonunun belirlenmesi

Hiicre anti-proliferasyonu belirleme deneyi XxCELLigence RTCA analizi ile
gercgeklestirilmistir. Deneye baslamak i¢in ilk 6nce xCELLigence RTCA S16 aleti
inkiibator i¢ine yerlestirilmistir. 16 kuyulu e-plate’de her bir kuyuya hiicre hatlar1 icin
uygun olan besiyerinden 100 pl eklenerek normalizasyon asamasini gergeklestirmek
amaciyla 6l¢tim alinmistir. Daha sonra 16 kuyulu e-plate cihazdan ¢ikarilmis ve laminal
flow igerisinde A-375 ve insan epidermal melanosit hiicrelerinin, kuyu basina 1x10*
hiicre olacak sekilde ekimi yapilmistir. Ekimi yapilan hiicrelerin e-plate tabanina
yerlesmesi igin laminal flow igerisinde yarim saat bekletilmistir. Bu siire sonunda e-plate
tekrar inkiibatdr i¢inde bulunan xCELLigence RTCA S16 aletine yerlestirilmistir. Ol¢iim
araligr 30 dk ve toplam analiz siiresi 120 saat olacak sekilde parametreler girilmis ve
program calistirilmistir. 24 saatlik inkiibasyondan sonra cihaz durdurulmus ve 16 kuyulu
e-plate inkiibatdrde bulunan xCELLigence RTCA S16 aletinden ¢ikarilmistir. Cikarilan
e-plate’in her bir kuyusundan 100 pl besiyeri ¢ekilip atilmistir. A-375 hiicreleri ve insan
epidermal melanosit hiicreleri i¢in ise 1.56, 3.125, 6.25, 12.5, 25 ve 50 uM
konsantrasyonlarinda usnik asit ilave edilmistir. Kontrol olarak da her iki hiicre hatti i¢in
uygun besiyeri kullanilmistir. Uygulama asamasindan sonra e-plate inkiibator i¢indeki
xCELLigence RTCA S16 aletine tekrar yerlestirilmis ve program 6l¢iime devam edilmesi
icin tekrar ¢alistirilmigtir. Cihaz ekranindan dlgiimler ve grafik sonuglari takip edilmistir.

ICso degerlerini ve zamani hesaplamak icin RTCA Software Lite yazilimi kullanilmistir.
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Sekil 3.2 xCELLigence RTCA S16 cihazi

3.2.4 Hiicre goriintiileme

Hiicre goriintiileme deneyi i¢in hiicreler T25 flaska 5x10° hiicre olacak sekilde ekim
yapildiktan sonra gece boyunca kiiltiirlenmis ve 24 saat sonra belirlenen 1Cso
konsantrasyonunda usnik asit ile muamele edilmistir. Belirlenen ICso konsantrasyonu igin
belirlenen zaman aralig1 boyunca canli hiicre goriintiileri Invert Microskop (TMS Nikon)

kullanilarak alinmistir.

3.2.5 Apoptotik etkinin enzim seviyesinde belirlenmesi

3.2.5.1 Kaspaz-3 aktivitesinin belirlenmesi

Kaspaz-3 kolorimetrik kiti kullanilarak Kaspaz aktivitesi belirlenmistir. Kaspaz-3
kolorimetrik kit igeriginde Kaspaz-3 Ac-DEVD-pNASubstrat, 5x Lizis Tamponu, 10x
Reaksiyon Tamponu, p-Nitroanilin Standart, Ac-DEVD-CHO Inhibitér ve su
bulunmaktadir. Hiicreler 6 kuyulu hiicre plakalarma kuyu bagma 5x10° hiicre sayisinda
ekilmis ve 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Belirlenen ICso konsantrasyonunda usnik
asit hiicrelere muamele edilmis ve belirlenen saat hiicre kiiltiirii sartlarinda inkiibasyona
birakilmigtir. Daha sonra kuyular 1 ml PBS ile yikanmistir. Yikama isleminden sonra 50

ul sogutulmus lizis tamponu ile buz iizerinde hiicreler kazinmistir. Kazinan hiicreler
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ependorf tiiplere alinarak 15-20 dk buz iizerinde inkiibe edilmis ve 15 dk 17000 g’de +4
°C’de santrifiij yapilmistir. Olusan siipernatant yeni bir ependorf tiipe aktarilmigtir

(Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2 Kaspaz-3 aktivitesinin 96 kuyulu plakada 6l¢ililmesi i¢in reaksiyon semasi

Hiicre Kaspaz-3 | 1x Kaspaz-3 Kaspaz-3
Lizat 5nug/ml | Reaksiyon | inhibitor Substrat
(nl) (nl) Tamponu | Ac-DEVD- | Ac-
(ul) CHO DEVD-
200 pM pNA
(nl 2 mM
(ul)
Blank - - 90 - 10
Apoptoz i¢in 5 - 85 - 10
uyartilmamis
hiicreler
Apoptoz i¢in 5 - 75 10 10
uyarilmamis
hiicreler+
inhibitor
Apoptoz i¢in 5 - 85 - 10
uyarilmis
hiicreler
Apoptoz i¢in 5 - 75 10 10
uyarilmis
hiicreler+
inhibitor
Kaspaz-3 - 5 85 - 10
pozitif kontrol
Kaspaz-3 - 5 75 10 10
pozitif
kontrol+inhibit
or

Cizelge 3.2°de gosterildigi gibi 96 kuyulu plakada uygun kuyulara 5 pl hiicre lizat1 veya
Kaspaz-3 pozitif kontrol yerlestirilmistir. Kuyularin her birine 1x reaksiyon tamponu
eklenmistir. Uygun kuyucuklara Kaspaz-3 inhibitorii eklenmistir. Her kuyucuga kaspaz-
3 substrati ekleyerek yavasca karistirildiktan sonra analiz baglatilmistir. Plaka
kapatildiktan sonra 37 °C'de 70 ila 90 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda

plakanin 405 nm dalga boyunda 3 tekrarli 6l¢iimii alinmistir.
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3.2.5.2 Kaspaz-9 aktivitesinin belirlenmesi

Kaspaz-9 kolorimetrik kiti kullanilarak Kaspaz aktivitesi belirlenmistir.

Lizis ¢alisma soliisyonunun hazirlanmasi: Ilk olarak kit igeriginde bulunan liziz
soliisyonu (E-CK-A313A) el ile karistirilmis ve buzun lizerine alinmistir. Ardindan yeni
bir eppendorf tiip icerisinde 6rnek basina 50 pL lizis solliisyonu yine kitin igerisinden

¢ikan 0.5 pL DTT ile karistirilmis ve tiip tekrar buzun tizerine alinmustir.

Orneklerin hazirlanmasi: Belirlenen IC50 konsantrasyonunda usnik asit hiicrelere
muamele edilmis ve siispansiyon 2000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmis ve siipernatant
uzaklastiritlmistir. Ardindan uygun hacimde PBS eklenip, hiicreler sayildiktan sonra
stispansiyon tekrar 2000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmis ve stipernatant uzaklastirilmistir.
Takiben her 2 milyon hiicre igin 50 pL soguk lizis ¢alisma soliisyonu eklenmis ve hiicreler
resuspense edilmistir. Tiipler arada 3-4 kez ¢alkalanmak suretiyle 30 dk buz banyosunda
inkiibe edilmistir. Ardindan 12000 rpm 15 dk +4 C’de santrifiij edilmis ve slipernatant

test i¢in yeni bir tiipe alinmustir.

Kaspaz-9 aktivitesinin belirlenmesi asamasi:

1. Ac-LEHD-pNAJE-CK-A313C] ve 2 xReaksiyon Buffer [E-CK-A313B] kutudan
cikarilmis ve tamamen ¢oziildiikten sonra kullanilincaya dek buz iizerinde
bekletilmistir.

2. 2x reaksiyon galisma soliisyonunun hazirlanmasi i¢in her 50 pulL 2 xReaksiyon
Buffer [E-CK-A313B] i¢in 0.5 uL DTT [E-CK-A313D] ilave edilmistir.

3. Daha 6nce hazirlanan 6rneklerden 45 pL lizat alinmis ve yeni bir tiipte tizerine uL.
liziz sollisyonu eklenmistir. Ardindan ¢izelge 3.3’te belirtildigi gibi reaksiyon

tiipleri hazirlanmistir.
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Cizelge 3.3 Kaspaz-9 aktivitesinin 6l¢iilmesi i¢in reaksiyon semasi

Blank tiip Ornek tiipii
2x reaksiyon c¢alisma | 50 uL 50 uL
solusyonu
Lizis ¢calisma solusyonu 45 uL 0 uL
Ornek 0 pL 45 pL
Ac-LEHD-pNA 5uL 5uL
Toplam 100 pL 100 puL

Yukarida belirtildigi gibi hazirlanan 6l¢iim tiipleri 37 C’de 4 saat inkiibe edilmistir.
Ardindan 6rneklerin plate okuyucuda 405 nm dalga boyunda absorbansi l¢iilmiistiir ve

asagida belirtilen formiil araciligiyla kaspaz 9 aktiviteleri hesaplanmustir.

Kaspaz 9 aktivitesi = (ODgmek - ODbiank) / (ODnegatif kontrol = ODblank)

3.2.6 Apoptotik etkinin mMRNA seviyesinde belirlenmesi

3.2.6.1 RNA izolasyonu

RNA izolasyonu igin hiicrelerin 6 kuyulu plakalara kuyu basina 5x10° hiicre olacak
sekilde ekimi yapilmistir. Hiicre ekimi yapildiktan 24 saat sonra belirlenen ICso
konsatrasyonunda usnik asit hiicrelere muamele edilmistir. Usnik asit muamelesinden
ICso konsantrasyonunda belirlenen saat sonrasi kuyulardaki besiyerleri atilmis ve daha
sonra kuyular PBS ile yitkanmistir. Kuyulardaki hiicrelere 1 ml Trizol eklenerek hiicreler
ependorf tiipe alinmistir. Trizol igeren hiicrelere 200 pl kloroform eklenmis ve tiipler
hafifce calkalandiktan sonra 10 dk bekletilmistir. Tiipler +4 °C’de 12.000 rpm’de 13-15
dk santrifiij edilmistir. Santriflij sonunda berrak faz yeni bir ependorf tiipline alinmigstir.
Tiplere 500 pl izopropanol eklenmis ve tiipler 1 dk kadar hafifce ¢alkalanmistir. 10 dk
beklemenin ardinda tiiplere +4 °C’de 12.000 rpm’de 8 dk santrifiij yapilmistir. Santrifiij
sonrasinda izopropanol uzaklagtirilmistir. Daha sonra tiiplere 1 ml %75’lik etanol

eklenmis ve pellet kaldirilmustir. +4 °C’de 5 dk 7500 rpm’de santrifiij edildikten sonra
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dip kisimdaki pellete dikkat edilerek etanol uzaklastirilmistir. Tiipler kapagi agik sekilde
kurumaya birakilmis ve alkol ugtuktan sonra 35-50 ul RNAz serbest su eklenerek pellet

¢oziilmiistiir. izole edilen RNAlar -80 °C’de saklanmuistir.

3.2.6.2 cDNA sentezi

Biorad cDNA sentez kiti kullanilarak cDNA sentezi gergeklestirilmistir. Elde edilen total
RNA’dan cDNA sentezi i¢in 1000 ng kullanilmistir. 1000 ng icin kullanilmas1 gereken
ul miktarda total RNA, 5X NG cDNA Buffer (4 ul), Primer (1 pl), NG dART RT mix (1
ul) ve toplam hacim 20 pl’ye tamamlanacak sekilde Rnaz-free su tiipe eklenmistir. Daha
onceden 30-60 dk 35-65 °C sicaklhiga ayarlanmigs PCR cihazina tiipler koyulmustur.
Reaksiyon 85 °C’de 5 dk tutularak bitirilmis ve sentezlenen cDNA hemen -20 °C’ye
kaldirilmastir.

3.2.6.3qRT-PCR ile transkript ifade diizeyinin analizi

Usnik asitin A-375 malign melanom hiicrelerinde apoptoz yolagindaki genlerin ifade
diizeyleri tizerine etkilerinin degerlendirilmesi i¢in RT? Profiler PCR Array (Qiagen,
Katalog Numarasi: PAHS-012Z) kullanilmistir. Bu kapsamda apoptoz yolaginda anahtar
niteliginde olan 84 adet genin transkripsiyon seviyelerinin belirlenmesi hedeflenmistir.
Ayrica bu ¢alisma verilerin normalizasyonunda kullanilmak {izere 5 adet housekeeping

gen (ACTB, B2M, GAPDH, HPRT1 ve RPLPO0) icermektedir

Ticari olarak temin edilen RT? Profiler PCR plateler oda sicakligina ¢ikarilir ve kisa bir
stire (1015 s) santrifiijlenir. Asagida belirtildigi sekilde qRT-PCR kokteyli RT2 Profiler
PCR Array formatina bagl olarak yiikleme rezervuarinda hazirlanir. Daha sonra ¢oklu

pipet araciligryla RT? Profiler PCR Array icine dagitilir (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.4 gRT-PCR kokteyli bilesenleri

Array format 96-kuyu
2x  SYBR®  Green | 1350 pul
Mastermix

cDNA (500 ng/ul olacak | 102 ul
sekilde ayarlanmis)

RNase-free water 1248 ul
Total Hacim 2700 pl

Ardindan plateler Roche LightCycler 480 cihazina yiiklenir ve asagidaki dongii
kosullarinda reaksiyon baslatilir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.5 RT? Profiler PCR Array i¢in Roche LightCycler 480 cihazinda kullanilan

PCR dongii kosullart

Dongii Adi Dongii Tekran Siire Sicakhk

On 1 10 dk 95 °C

denaturasyon

PCR dongiisii | 45 15 sn 95 °C

1 dk 60 °C (tek okuma)

Erime  egrisi | 1 15 sn 60 °C

analizi - 95 °C (siirekli
okuma, 0.03°C
artiglarla)

3.2.7 listatistiksel analiz

gRT-PCR verilerinin normalizasyonu ve istatistiksel analizleri RT? Profiler PCR Array
(Qiagen, Katalog Numarasi: PAHS-012Z) iireticisinin talimatlarina uygun sekilde
yapilmigtir. Bu kapsamda verilerin analizi i¢in RT? Profiler PCR Data Analysis

(https://dataanalysis2.giagen.com/pcr) programindan yararlanilmistir. Verilerin analizi

lireticinin  talimatlar1 dogrultusunda belirtilen sekilde 222°T formulasyonu ile

gerceklestirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Usnik Asitin Melanosit Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi

Bu boliimde xCELLigence gercek zamanl hiicre analiz (RTCA) sistemi aracilifiyla
usnik asitin insan melanosit hiicre hatt1 (normal hiicre) iizerindeki sitotoksik etki
potansiyelinin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu kapsamda her biri insan melanosit
hattindan 5x10%hiicre/ml igeren uygun besiyerleri usnik asitin 1.56, 3.125, 6.25, 12.5, 25

ve 50 uM konsantrasyonlari ile muamele edilmistir (Sekil 4.1).

48 9.1 137 182 228 274 319 36.5 411 456

Time (in Hour)

Sekil 4.1 Usnik asit ile (1.56, 3.125, 6.25, 12.5, 25.0 ve 50.0 uM) muamele edilen insan
melanosit hiicrelerinin zamana bagli normalize edilmis hiicre indeks grafigi

(Turkuaz: Besiyeri (kontrol); yesil: 1.56 uM, pembe: 3.125 uM, mor: 6.25 uM, kirmizt: 12.5 pM, mor:
25 uM, kahve: 50 pM)

RTCA Software Lite yazilimi aracilifiyla insan melanosit hatt1 i¢in ICso degerinin 3.47
uM ve etkin saatin ise 11 saat oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.2). Yapilan analiz
sonucunda sadece 50 uM usnik asit konsantrasyonunun 74. saatte insan melanosit hiicre

hatt1 icin sitotoksik etki gosterdigi gézlemlenmistir.
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Sekil 4.2 Usnik asit muamele edilen insan melanosit hiicre konsantrasyonlarinin
logaritmasina bagli normalize edilmis hiicre indeksi

4.2 Usnik Asitin Anti-proliferatif Etkisinin Belirlenmesi

Bu bolimde xCELLigence gercek zamanli hiicre analiz (RTCA) sistemi araciligiyla
usnik asitin A-375 malign melanom hiicre hatti tizerindeki anti-proliferatif etki
potansiyelinin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu kapsamda her biri A-375 malign melanom
hiicre hattindan 2x10° hiicre/ml iceren uygun besiyerleri usnik asitin 1.56, 3.125, 6.25,

12.5, 25 ve 50 uM konsantrasyonlar1 ile muamele edilmistir (Sekil 4.3).

Time (in Hour)

Sekil 4.3 Usnik asit ile (1.56, 3.125, 6.25, 12.5, 25.0 ve 50.0 uM) muamele edilen A-375
malign melanom hiicrelerinin zamana bagli normalize edilmis hiicre indeks

grafigi

(Turkuaz: Besiyeri (kontrol); yesil: 1.56 uM, pembe: 3.125 uM, mor: 6.25 uM, kirmizi: 12.5 pM, mor:
25 uM, kahve: 50 uM)
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RTCA Software Lite yazilim1 araciligryla malign melanom hiicre hatt1 i¢in ICso degerinin
20.0 uM ve etkin saatin ise 45.4 saat oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.4). Yapilan analiz
sonucunda sadece 50 uM usnik asit konsantrasyonunun 26. saatte A-375 malign melanom

hiicre hatti i¢in sitotoksik etki gosterdigi gozlemlenmistir.

Anti-proliferatif etkinin tespiti amaciyla analizlerin gergeklestirildigi bu bolimde 1.56,
3.125, 6.25, 12.5, 25 uM konsantrasyonlardaki usnik asitin A-375 malign melanom

hiicresine anti-proliferatif etki gosterdigi bulunmustur.

-

120 \;]
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Normalized Cell Index

e
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-5.0 -45 -4.0 =35
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Sekil 4.4 Usnik asit muamele edilen A-375 malign melanom hiicre konsantrasyonlarimin
logaritmasina bagli normalize edilmis hiicre indeksi

4.3 Hiicre Goriintilleme

Malign melanom hiicre hatt1 (A-375) ve melanosit hiicre hatt1 daha 6nce belirlenen ICso
degerleri olan usnik asit konsantrasyonlari ile belirlenen etkin saat siiresince muamele
edilmislerdir. Bu 1Csp degerleri A-375 hiicreleri i¢in 20 uM ve melanosit hiicreleri i¢in
3.47 uM’dir. Etkin saatler ise A-375 hiicreleri i¢in 45.4 saat ve melanosit hiicreleri i¢in
11 saattir. Uygun besiyeri ortaminda biiyiitilen hiicreler 151k mikroskobu altinda

morfolojileri agisindan degerlendirilmistir (Sekil 4.5).
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A. Melanosit C.A-375

B. Melanosit + UA D. A-375+UA

SARARANNAAFINNAN

~

Sekil 4.5 Malign melanom hiicreleri (A-375) ve melanosit hiicrelerinin UA uygulamasi
oncesi ve sonrasi invert mikroskop altindaki morfolojileri

UA uygulamasi etkilerinin her iki hiicre hattindaki etkilerinin hiicre morfolojisi ve sayisi
bakimindan degerlendirilmesi halinde A-375 hiicre yogunlugunun UA muamelesi
neticesinde kontrole gore azalis gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.5). Halbuki melanosit
hiicrelerinde UA muamelesi dncesi ve sonrasinda gézlenen morfolojik degisikliklerin A-

375’e nazaran daha az oldugu belirlenmistir (Sekil 4.5).
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4.4 Kaspaz-3 ve Kaspaz-9 Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Gergeklestirilen bu tez ¢alismasinda apoptozda 6nemli role sahip kaspazlardan olan
Kaspaz-3 ve Kaspaz-9 enzimlerinin aktivitelerinin tayininde kolorimetrik o6lgiim

prensibine dayali olarak calisan ticari bir kit kullanilmastir.

Prensip olarak Kaspaz-3 enzimi vasitasiyla asetil-Asp-Glu-Val-Asp p-nitroanilidin (Ac-
DEVD-pNA)’in hidrolizasyonu ve takiben p-nitroanilin (pNA)’in salinimi gergeklesir.
Salinan bu son {irliniin 405 nm’deki absorbansinin spektrofotometrik olarak 6l¢iimii ile
Kaspaz-3 enzim aktivitesi hakkinda bilgi sahibi olunabilmektedir. Bu kapsamda
gerceklestirilen analiz dogrultusunda Kaspaz-3 enziminin aktivitesinin kontrole gore
yaklagik 1,3 kat artis gosterdigi ve bu artisin istatistiki olarak anlam ifade ettigi
belirlenmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6 Usnik asit ile muamele edilen A-375 malign melanom ve kontrol olarak
kullanilan melanosit hiicre hattinda Kaspaz-3 ve Kaspaz-9 enzimlerinin %
aktivitesi

Kaspaz-9 aktivite tayini i¢in kullanilan ticari kitin ¢alisma prensibi Kaspaz-9 dizisine
Ozgii acetyl-Leu-Glu-His-Asp p-nitroanilide (Ac-LEHD-pNA) peptidinin sar1 grup p-
nitroaniline (pNA)’ne konjugasyonuna dayanmaktadir. Subsratin Kaspaz-9 tarafindan
kesilmesi halinde, sar1 grup pNA ayrilir ve 405 nm dalga boyunda ayrilan bu iirlinler

spektrofotometrik olarak oOl¢iilebilir. Bu sayede Kaspaz-9 aktivitesinin kolorimetrik
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olarak belirlenmesi miimkiin olabilmektedir. Bu kapsamda gergeklestirilen analiz
dogrultusunda Kaspaz-9 enziminin aktivitesinin kontrole gore yaklasik 1,75 kat artig

gosterdigi ve bu artigin istatistiki olarak anlam ifade ettigi belirlenmistir (Sekil 4.6).

4.5 Apoptoz Yolagindaki Genlerin mRNA Seviyelerinin Tespiti

Usnik asitin A-375 malign melanom hiicrelerinde apoptoz yolagindaki genlerin ifade
diizeyleri tizerine etkilerinin degerlendirilmesi i¢in RT? Profiler PCR Array (Qiagen,
Katalog Numarasi: PAHS-012Z) kullanilmistir. Bu kapsamda apoptoz yolaginda anahtar
niteliginde olan 84 adet genin transkripsiyon seviyelerinin belirlenmesi hedeflenmistir.
Ayrica bu ¢alisma verilerin normalizasyonunda kullanilmak iizere 5 adet housekeeping
gen (ACTB, B2M, GAPDH, HPRT1 ve RPLPO) icermektedir. Calisilan bu genlerin

tamamina (84+5 adet) iliskin bilgiler ¢izelge 4.1°de sunulmustur.

Cizelge 4.1 Apoptoz yolagindaki anahtar genleri iceren RT? Profiler PCR Array
(Qiagen, Katalog Numarasi: PAHS-012Z7) in igerigindeki genler hakkinda

bazi bilgiler

Plate UniGene | GenBank Gen Aciklama

pozisyonu | ID ID Sembolii

A01 Hs.431048 | NM_005157 | ABL1 C-abl oncogene 1, non-
receptor tyrosine kinase

A02 Hs.424932 | NM_004208 | AIFM1 Apoptosis-inducing factor,
mitochondrion-associated, 1

A03 Hs.525622 | NM_005163 | AKT1 V-akt murine thymoma
viral oncogene homolog 1

A04 Hs.728891 | NM_001160 | APAF1 Apoptotic peptidase
activating factor 1

A05 Hs.370254 | NM_004322 | BAD BCL2-associated agonist of
cell death

A06 Hs.377484 | NM_004323 | BAG1 BCL2-associated
athanogene
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Cizelge 4.1 Apoptoz yolagindaki anahtar genleri iceren RT? Profiler PCR Array
(Qiagen, Katalog Numarasi: PAHS-0127) in igerigindeki genler hakkinda
bazi bilgiler (devam)

A06 | Hs.377484 | NM_004323 | BAG1 BCL2-associated athanogene

AQ07 | Hs.523309 | NM_004281 | BAG3 BCL2-associated athanogene 3

A08 | Hs.485139 | NM_001188 | BAK1 BCL2-antagonist/killer 1

AQ09 | Hs.624291 | NM_004324 | BAX BCL2-associated X protein

A10 | Hs.193516 | NM_003921 | BCL10 B-cell CLL/lymphoma 10

All | Hs.150749 | NM_000633 | BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2

Al2 | Hs.227817 | NM_004049 | BCL2A1 | BCL2-related protein Al

BO1 | Hs.516966 | NM_138578 | BCL2L1 | BCL2-like 1

B02 | Hs.283672 | NM_020396 | BCL2L10 | BCL2-like 10 (apoptosis facilitator)

BO3 | Hs.469658 | NM_006538 | BCL2L11 | BCL2-like 11 (apoptosis facilitator)

B04 | Hs.410026 | NM_004050 | BCL2L2 | BCL2-like 2

BO5 | Hs.435556 | NM_016561 | BFAR Bifunctional apoptosis regulator

B06 | Hs.591054 | NM_001196 | BID BH3 interacting domain death agonist

BO7 | Hs.475055 | NM_001197 | BIK BCL2-interacting killer (apoptosis-
inducing)

B08 | Hs.696238 | NM_001166 | BIRC2 Baculoviral IAP repeat containing 2

B09 | Hs.127799 | NM_001165 | BIRC3 Baculoviral IAP repeat containing 3

B10 | Hs.728893 | NM_001168 | BIRC5 Baculoviral IAP repeat containing 5

B11 | Hs.150107 | NM_016252 | BIRC6 Baculoviral IAP repeat containing 6

B12 | Hs.646490 | NM_004330 | BNIP2 BCL2/adenovirus E1B 19kDa
interacting protein 2

CO1 | Hs.144873 | NM_004052 | BNIP3 BCL2/adenovirus E1B 19kDa
interacting protein 3

CO02 | Hs.131226 | NM_004331 | BNIP3L | BCL2/adenovirus E1B 19kDa
interacting protein 3-like

C03 | Hs.550061 | NM_004333 | BRAF V-raf murine sarcoma viral oncogene
homolog B1

C04 | Hs.2490 NM_033292 | CASP1 Caspase 1, apoptosis-related cysteine

peptidase (interleukin 1, beta,
convertase)
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Cizelge 4.1 Apoptoz yolagindaki anahtar genleri iceren RT? Profiler PCR Array
(Qiagen, Katalog Numarasi: PAHS-012Z7) in igerigindeki genler hakkinda
bazi bilgiler (devam)

CO05 | Hs.5353 NM_001230 | CASP10 | Caspase 10, apoptosis-related cysteine
peptidase

C06 | Hs.466057 | NM_012114 | CASP14 | Caspase 14, apoptosis-related cysteine
peptidase

C07 | Hs.368982 | NM_032982 | CASP2 | Caspase 2, apoptosis-related cysteine
peptidase

C08 | Hs.141125 | NM_004346 | CASP3 | Caspase 3, apoptosis-related cysteine
peptidase

C09 | Hs.138378 | NM_001225 | CASP4 | Caspase 4, apoptosis-related cysteine
peptidase

C10 | Hs.213327 | NM_004347 | CASP5 | Caspase 5, apoptosis-related cysteine
peptidase

C11 | Hs.654616 | NM_032992 | CASP6 | Caspase 6, apoptosis-related cysteine
peptidase

C12 | Hs.9216 NM_001227 | CASP7 | Caspase 7, apoptosis-related cysteine
peptidase

D01 | Hs.599762 | NM_001228 | CASP8 | Caspase 8, apoptosis-related cysteine
peptidase

D02 | Hs.329502 | NM_001229 | CASP9 | Caspase 9, apoptosis-related cysteine
peptidase

D03 | Hs.355307 | NM_001242 | CD27 CD27 molecule

D04 | Hs.472860 | NM_001250 | CD40 CD40 molecule, TNF receptor
superfamily member 5

D05 | Hs.592244 | NM_000074 | CD40LG | CD40 ligand

D06 | Hs.501497 | NM_001252 | CD70 CD70 molecule

D07 | Hs.390736 | NM_003879 | CFLAR | CASP8 and FADD-like apoptosis
regulator

D08 | Hs.249129 | NM_001279 | CIDEA | Cell death-inducing DFFA-like
effector a

D09 | Hs.642693 | NM_014430 | CIDEB | Cell death-inducing DFFA-like
effector b

D10 | Hs.38533 | NM_003805 | CRADD | CASP2 and RIPK1 domain containing
adaptor with death domain

D11 | Hs.437060 | NM_018947 | CYCS Cytochrome ¢, somatic

D12 | Hs.380277 | NM 004938 | DAPK1 | Death-associated protein kinase 1

EO1 | Hs.484782 | NM 004401 | DFFA DNA fragmentation factor, 45kDa,
alpha polypeptide

EO02 | Hs.169611 | NM_019887 | DIABLO | Diablo, IAP-binding mitochondrial
protein

EO3 | Hs.86131 | NM_003824 | FADD Fas (TNFRSF6)-associated via death

domain
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Cizelge 4.1 Apoptoz yolagindaki anahtar genleri iceren RT? Profiler PCR Array
(Qiagen, Katalog Numarasi: PAHS-012Z7) in igerigindeki genler hakkinda
bazi bilgiler (devam)

E04 | Hs.244139 | NM_000043 | FAS Fas (TNF receptor superfamily,
member 6)

EO05 | Hs.2007 NM_000639 | FASLG Fas ligand (TNF superfamily,
member 6)

EO6 | Hs.80409 | NM_001924 | GADD45A | Growth arrest and DNA-damage-
inducible, alpha

E07 | Hs.87247 | NM_003806 | HRK Harakiri, BCL2 interacting protein
(contains only BH3 domain)

EO08 | Hs.643120 | NM_000875 | IGF1R Insulin-like growth factor 1
receptor

E09 | Hs.193717 | NM_000572 | IL10 Interleukin 10

E10 | Hs.36 NM_000595 | LTA Lymphotoxin alpha (TNF
superfamily, member 1)

E1l | Hs.1116 NM_ 002342 | LTBR Lymphotoxin beta receptor (TNFR
superfamily, member 3)

E12 | Hs.632486 | NM_021960 | MCL1 Myeloid cell leukemia sequence 1
(BCL2-related)

FO1 | Hs.710305 | NM_004536 | NAIP NLR family, apoptosis inhibitory
protein

FO2 | Hs.654408 | NM_003998 | NFKB1 Nuclear factor of kappa light
polypeptide gene enhancer in B-
cells 1

FO3 | Hs.405153 | NM_006092 | NOD1 Nucleotide-binding oligomerization
domain containing 1

FO4 | Hs.513667 | NM_003946 | NOL3 Nucleolar protein 3 (apoptosis
repressor with CARD domain)

FO5 | Hs.499094 | NM_013258 | PYCARD PYD and CARD domain
containing

FO6 | Hs.103755 | NM_003821 | RIPK2 Receptor-interacting serine-
threonine kinase 2

FO7 | Hs.241570 | NM_000594 | TNF Tumor necrosis factor

FO8 | Hs.591834 | NM_003844 | TNFRSF10A | Tumor necrosis factor receptor
superfamily, member 10a

FO9 | Hs.521456 | NM_003842 | TNFRSF10B | Tumor necrosis factor receptor
superfamily, member 10b

F10 | Hs.81791 | NM_002546 | TNFRSF11B | Tumor necrosis factor receptor
superfamily, member 11b

F11 | Hs.279594 | NM_001065 | TNFRSF1A | Tumor necrosis factor receptor
superfamily, member 1A
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Cizelge 4.1 Apoptoz yolagindaki anahtar genleri iceren RT? Profiler PCR Array

(Qiagen, Katalog Numarasi: PAHS-012Z7) in igerigindeki genler hakkinda

bazi bilgiler (devam)

F12 | Hs.256278 | NM_001066 | TNFRSF1B | Tumor necrosis factor receptor
superfamily, member 1B

GO1 | Hs.443577 | NM_014452 | TNFRSF21 | Tumor necrosis factor receptor
superfamily, member 21

GO02 | Hs.462529 | NM_003790 | TNFRSF25 | Tumor necrosis factor receptor
superfamily, member 25

GO03 | Hs.654459 | NM_001561 | TNFRSF9 | Tumor necrosis factor receptor
superfamily, member 9

GO04 | Hs.478275 | NM_003810 | TNFSF10 | Tumor necrosis factor (ligand)
superfamily, member 10

GO5 | Hs.654445 | NM_001244 | TNFSF8 Tumor necrosis factor (ligand)
superfamily, member 8

G06 | Hs.654481 | NM_000546 | TP53 Tumor protein p53

GO7 | Hs.523968 | NM_005426 | TP53BP2 Tumor protein p53 binding protein,
2

GO08 | Hs.697294 | NM_005427 | TP73 Tumor protein p73

GO09 | Hs.460996 | NM 003789 | TRADD TNFRSF1A-associated via death
domain

G10 | Hs.522506 | NM 021138 | TRAF2 TNF receptor-associated factor 2

G11 | Hs.510528 | NM_ 003300 | TRAF3 TNF receptor-associated factor 3

G12 | Hs.356076 | NM_ 001167 | XIAP X-linked inhibitor of apoptosis

HO1 | Hs.520640 | NM_001101 | ACTB Actin, beta

HO02 | Hs.534255 | NM_004048 | B2M Beta-2-microglobulin

HO3 | Hs.592355 | NM_002046 | GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

HO4 | Hs.412707 | NM_000194 | HPRT1 Hypoxanthine
phosphoribosyltransferase 1

HO5 | Hs.546285 | NM_001002 | RPLPO Ribosomal protein, large, PO

Normalizasyon analizlerinde kullanilmak iizere c¢alisilan 5 adet housekeeping gen
(ACTB, B2M, GAPDH, HPRT1 ve RPLPO) i¢in hem kontrol (A-375 malign melanom
hiicreleri) hem de test grubundan (usnik asit ile muamele edilmis A-375 malign melanom
hiicreleri) elde edilen cq degerlerinin geometrik ortalamasi hesaplanmistir ve bu deger
kontrol i¢in 15,85 ve test grubu i¢in 15,60 olarak bulunmustur. Verilerin normalizasyonu

bu geometrik ortalamalar tizerinden gergeklestirilmistir.
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Apoptoz ile ilgili 84 adet genin test ve kontrol grubu arasinda transkript seviyesindeki
degisimlerinin incelendigi bu bdliimde 66 adet genin ifade seviyesinin usnik asit

muamelesi ile artis gosterdigi, 18 adet genin ise ifadesinin distiigii gézlenmistir (Sekil
4.7).
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Sekil 4.7 Test ve kontrol grubu arasinda ifadesi artan veya azalan genlerin sayisinin
gosterildigi sacilim diyagrami (scatter plot)

Sar1 renk ile gosterilen noktalar test grubunda kontrol grubuna kiyasla ifadesi artan genleri gostermektedir.
Siyah renk ile gosterilen noktalar ise test grubunda kontrol grubuna kiyasla ifadesi azalan genleri isaret
etmektedir

Yukarida verilmis olan sagilim diyagramindan (scatter plot) anlasildigi {izere apoptoz
yolaginda anahtar role sahip 84 adet genin biiyiik cogunlugunun gen ifade seviyelerinde
A-375 malign melanom hiicrelerinde usnik asit muamelesi ile birlikte bir artig
gozlenmistir. Gen ifade seviyelerinde gozlenen bu farklilasmanin hangi genlerde ve ne

sekilde oldugunu gosteren Clustergram grafigi sekil 4.8’de gosterilmektedir.
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Sekil 4.8 Test ve kontrol grubu arasinda ifadesi artan veya azalan genlerin belirtildigi

Clustergram grafigi

Kirmiz1 goreceli olarak yiiksek, yesil ise goreceli olarak diigiik gen ifade seviyelerini ifade etmektedir.

Ayrica gerceklestirilen bu tez ¢alismasinda, transkriptom analizlerinde siklikla kullanilan

ve verilerin gorsellestirme kategorilerinden biri olan Heat Map (1s1 haritasi) ¢izilmis ve

sekil 4.9°da sunulmustur.
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Ll

01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
A| ABLL AIFM1 AKTL | APAF1 BAD BAGL BAG3 BAK1 BAX BCL10 BCL2 BCL2A1
(1.21) (2.13) (1.47) (-2.28) (2.36) (1.37) (1.73) (-1.29) (2.03) (3.84) (1.83) (1.69)
g | BCL2Ll | BCL2L10 | BCL2LIL | BCL2L2 | BFAR BID BIK BIRC2 BIRC3 BIRC5 BIRC6 BNIP2
(1.65) (1.66) (1.01) (1.06) (1.99) (2.17) (-1.01) (1.41) (1.38) (-1.51) (1.79) (1.61)
c | BNIP3 BNIP3L | BRAF | CASPL | CASP10 | CASP14 CASP2 CASP7 CASP4 CASP5 CASP6 CASP3
(4.76) (-2.1) (1.23) (1.29) (1.36) (-1.16) (-1.19) (-1.01) (2.25) (3.34) 1.77) (1.65)
5| CAsPs CASP9 CD27 CD40 | CD40LG | CD70 CFLAR CIDEA CIDEB CRADD CYCS DAPK1
(1.83) (1.15) (1.62) (2.77) (-1.07) (1.13) (1.79) (-1.27) (1.21) (1.96) (2.51) (1.71)
£ | DFFA DIABLO | FADD FAS FASLG | GADD45A HRK IGF1R IL10 LTA LTBR MCL1
(1.97) (2.43) (1.46) (2.01) (1.12) (-1.38) (1.47) (-1.99) (1.8) (1.97) (1.54) (-2.11)
£ | NAP NFKB1 NOD1 NOL3 | PYCARD | RIPK2 TNF TNFRSF10A | TNFRSF10B | TNFRSF11B | TNFRSF1A | TNFRSF1B
(1.36) (1.8) (1.42) (2.75) (1.08) (1.59) (1.27) (-1.16) (-1.38) (7.16) (2.28) (-1.41)
G | TNFRSF21 | TNFRSF25 | TNFRSF9 | TNFSF10 | TNFSF8 TP53 TP53BP2 TP73 TRADD TRAF2 TRAF3 XIAP
(-1.74) (1.06) (1.68) (2.11) (2.13) (2.08) (1.41) (-2.36) (2.71) (1.37) (1.21) (1.08)

Sekil 4.9 Genlerin degisim profilinin gosterildigi Heat Map (1s1 haritast),

(A) Test ve kontrol grubu arasinda ifadesi artan veya azalan genlerin degisim profilinin gosterildigi Heat Map (1s1 haritas1), (B) ilgili kuyulara karsilik gelen genler ve gen
ifadesi kat degisimleri




Apoptoz sirasinda ¢ok 6nemli rolii olan sistein-proteaz grubu enzimlerden kaspaz gen
ailesi iiyelerinden elde edilen sonuglara bakildiginda, biiyiik cogunlugunun usnik asit
uygulanmis A-375 malign melanom hiicresindeki gen ifadesinin kontrole gore artis
gosterdigi goriilmektedir. Kaspazlar arasinda en fazla artis gosterenlerin sirasiyla kaspaz
5, kaspaz 4, kaspaz 8, kaspaz 6, ve kaspaz 3, kaspaz 10, kaspaz 1 ve kaspaz 9 oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.7 ve Sekil 4.8). Test grubunda gen ifadesinde kontrole gore diisiis
gozlenen kaspaz 14, kaspaz 7 ve kaspaz 2’deki diislisler ise istatistiki olarak anlamli

bulunmamistir ve bu nedenle ifade seviyeleri degismedi seklinde yorumlanmistir

(p<0.05) (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10 Usnik asit muamele edilen A-375 malign melanom hiicrelerinde Kaspaz gen
ailesi iiyelerinin ifadelerinde kontrole kiyasla gézlenen kat degisimi

Kaspazlar pro-apoptotik genler olup, kaspazlar haricinde bu ¢alismada ele alinan diger
pro-apoptotik genlerde bulunmaktadir. S6z konusu bu genlere iliskin RT-qPCR sonuglari
sekil 4.11°de verilmistir.
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Sekil 4.11 Usnik asit muamele edilen A-375 malign melanom hiicrelerinde diger pro-
apoptotik gen ailesi liyelerinin ifadelerinde kontrole kiyasla gozlenen kat
degisimi

Kaspazlar hari¢ diger pro-apoptotik genlerin ifade diizeyleri incelendiginde ifadesi en
fazla artis gosteren genin BNIP3 geni (4.76 kat) oldugu goriilmektedir. Ardindan en az 2
kat ve lizeri ifade artis1 gosteren BCL10 (3.84 kat), TRADD (2.71 kat), CYCS (2.51 kat),
DIABLO (2.43 kat), BAD (2.36 kat), BID (2.17), TNFSF8 (2.13 kat), TNFSF10 (2.11
kat), BAX (2.03 kat) ve FAS (2.01 kat) genleri gelmektedir (Sekil 4.9). Diger taraftan
gen ifadesinde diislis gozlenen BAK1, BNIP3L, GADD45A ve TNFRSFI0A genleri
arasinda sadece BNIP3L genindeki diisiisiin anlaml1 ifade ettigi saptanmistir (p<0.05)
(Sekil 4.9-4.11).

Apoptoz yolaginda 6liim domaini reseptorleri olduk¢a dnemli bir role sahiptir ve 6liim
alanm1 olarak adlandirilan (DD) yaklasik 80 amino asit uzunlugunda bir bolge ihtiva
ederler. Ligand ile aktif hale gelmeleriyle birlikte hiicre 6liimiine aracilik eden cesitli
proteinleri devreye sokarlar. Gergeklestirilen bu tez ¢alismasinda pro-apoptotik 6zellige
sahip dort adet 6liim domaini reseptoriiniin gen ifade seviyeleri incelenmistir (Sekil 4.12).
Test grubunda kontrol grubuna kiyasla CRADD, FADD ve TNF 6liim domaini reseptor
genlerinin ifade seviyelerinin anlamli sekilde arttigi goriilmiistiir (p<0.05). Diger taraftan
TNFRSF10B gen ifade seviyesinin kontrole gore diisiis sergiledigi fakat bu diisiisiin
anlam ifade etmedigi anlasilmigtir (p<0.05).

79



CRADD
FADD

TNF
TNFRSF10B

1.5

0.5

Gen ifadesi / kat degisimi

Kontrol Grubu Test Grubu

Sekil 4.12 Usnik asit muamele edilen A-375 malign melanom hiicrelerinde 6liim domaini
reseptorii kodlayan genlerin ifadelerinde kontrole kiyasla gozlenen kat
degisimi

Apoptoz yolagindaki anahtar genlerden bazilar1t DNA hasar1 ve tamiri ile iligkilidir.
Gergeklestirilen bu tez ¢alismasinda s6z konusu bu genlerden en 6nemli 5 tanesinin gen
ifade seviyeleri analiz edilmis ve elde edilen sonuglar sekil 4.13’de sunulmustur. Calisilan
genlerin 3 tanesinin ifadesinde artis oldugu ve en fazla artis1 gosteren genin TP53 (2.08
kat) oldugu belirlenmistir. CIDEA ve TP73 genlerinin ifade seviyesinin kontrole gore
diisiis sergiledigi fakat sadece TP73’teki diislis anlamli goriilmektedir (p<0.05) (Sekil
4.13).
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Sekil 4.13 Usnik asit muamele edilen A-375 malign melanom hiicrelerinde apoptoz
yolaginda DNA hasar1 ve tamiri ile ilgili genlerin ifadelerinde kontrole
kiyasla gozlenen kat degisimi
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Gergeklestirilen bu tez ¢alismasinda test ve kontrol grubu arasinda hiicredisi apoptotik
sinyallerden sorumlu olan CFLAR (CASPER), DAPK1 ve TNFRSF25 (DR3) genlerin
ifade profilleri de ¢alisilmistir (Sekil 4.14). Gortildiigii tizere her ti¢ genin de ifade profili
kontroliin tizerinde seyrederken TNFRSF25 genindeki artis istatistiki olarak anlamli
bulunmamistir. CFLAR (1.79 kat) ve DAPK1 (1.71 kat) artis seviyeleri ise anlamlidir
(p<0.05) (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14 Usnik asit muamele edilen A-375 malign melanom hiicrelerinde apoptoz
yolaginda hiicredisi apoptotik sinyallerden sorumlu genlerin ifadelerinde
kontrole kiyasla gozlenen kat degisimi

Buraya kadar bahsedilen ve ilgili veriler sunulan apoptotik genlerin tamami apoptozu
indiikleyen genlerdir. Bu noktada ise anti-apoptotik genler ele alinacaktir.
Gergeklestirilen bu tez ¢alismasinda apoptoz yolaginda rolii olan anti-apoptotik genlerden
23 tanesi caligilmistir (Sekil 4.15).

81



H AKT1 B 10
B BAGt M McCL1
B BAG3 W NAIP
- M Bcl2 M NFKBL
= B BCL2A1 H NOL3
£ B BCL2L1 W RIPK2
Z 2 B BCL2L10 W XIAP
] B BCL2L2
= g W BFAR
i B BIRC3
~ B BIRCS
I B BIRC6
= B BNIP2
€ s B BRAF
S B CD40LG
(C] ‘ B IGFIR

Konfrol Grubu ‘ Test Grubu

Sekil 4.15 Usnik asit muamele edilen A-375 malign melanom hiicrelerinde apoptoz
yolaginda anti-apoptotik olarak ¢alisan genlerin ifadelerinde kontrole kiyasla
gozlenen kat degisimi

Apoptoz yolaginda anti-apoptotik role sahip bu genlerin ifadeleri incelendiginde 23 adet
gen arasindan 12 tanesinde test grubunda kontrole kiyasla tespit edilen gen ifadesi
artisinin 1.5 kat ve tizeri oldugu ve anlam ifade ettigi goriilmiistiir (p<0.05) (Sekil 4.13).
Bahsi gegen bu genler NOL3 (2.75 kat), BFAR (1.99 kat), BCL2 (1.83 kat), IL10 (1.80
kat), NFKB1 (1.80 kat), BIRC6 (1.79 kat), BAG3 (1.73 kat), BCL2A1 (1.69 kat),
BCL2L10 (1.66 kat), BCL2L1 (1.65 kat), BNIP2 (1.61 kat) ve RIPK (1.59 kat) dir.
Ifadesinde diisiis gézlenen genler BIRCS, IGFR1 ve MCLI1 olup bu diisiisler anlamlidir
(p<0.05) (Sekil 4.15).

Calisilan PCR panelinde yer alan ancak panel iireticisi tarafindan yukaridaki kategorilere
dahil edilmemis olan, apoptoz ile iliskili diger bazi genlerin ifade seviyeleri de

incelenmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.16 Usnik asit muamele edilen A-375 malign melanom hiicrelerinde apoptoz
yolaginda panel iireticisi tarafindan verilen kategorilere dahil edilmemis olan,
apoptoz ile iliskili diger baz1 genlerin ifadelerinde kontrole kiyasla gozlenen
kat degisimi

Sekil 4.16°da verilen genler arasinda test grubunda kontrole kiyasla en fazla artis1, 1.5 kat
ve lizeri, gosteren genler TNFRSF11B (7.16 kat), CD40 (2.77 kat), TNFRSFIA (2.28
kat), AIFM1 (2.13 kat) ve LTBR (1.54) genleridir. Azalis gosteren genler ise APAFI,
TNFRSF21 ve TNFRSF1B genleridir ve sadece ilk ikisindeki diisiis anlamlidir (p<0.05)
(Sekil 4.14).
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5. TARTISMA VE SONUC

Melanom en oliimciil cilt kanseri tiiriidiir ve insidanst diger onlenebilir kanserlere gore
daha hizli bir artis gostermektedir (Leiter vd. 2014). Hiicrelerdeki foto-koruyucu pigment
melanini sentezleyen melanositlerin malign hiicrelere doniisiimiinden kaynaklanir
(Shorfuzzaman 2022). Melanom, gozdeki pigment iireten hiicrelerden, gastrointestinal
sistemden, cinsel organlardan, siniislerden ve beyin zarlarindan kaynaklanabilir, ancak en
yaygin olarak ultraviyole (UV) hasar1 durumunda ciltte goriiliir. Melanom i¢in kullanilan
tedavi yontemleri arasinda topikal tedavi, sentinel lenf nodu biyopsisi veya cerrahi,
adjuvan tedavi, cerrahi tedavi, kemoterapi, radyoterapi, immiinoterapi ve hedefe yonelik
tedaviler yer almaktadir. Melanom hiicreleri geleneksel kemoterapdtik ilaglara karsi
direnclidir, bu nedenle yeni molekiillerin terapotik etkinliginin arastirilmast kanser

arastirmalarinda 6nemli bir hedef haline gelmistir (Yangin vd. 2022).

Liken tiirleri uzun yillardir tibbi amaglarla kullanilmaktadir (Cragg ve Newman 2013,
Marcano 1991, Sepahvand vd. 2021). Liken cinslerinden biri olan Usnea Adans.
enfeksiyon, dermatoz, tiiberkiiloz ve pndmoni gibi bir¢ok hastaligin tedavisinde halk ilact
olarak kullanilmaktadir (Marcano vd. 1991, Sepahvand vd. 2021). Son arastirmalar
sekonder metabolitlerinin  benzersiz  6zellikleri nedeniyle kanser tedavisinde
fitokimyasallar olarak likenlerin terapétik potansiyeline odaklanmistir (Solarova vd.
2020).

Usnik asit (UA), Usnea Adans., Alectoria Ach. ve Ramalina Ach. cinsinin en dnemli
sekonder metabolitlerinden biridir. UA kullanimi, anti-mikrobiyal, anti-viral, anti-
inflamatuar, antioksidan, iyilestirici ve anti-kanser aktiviteleri nedeniyle tipta biiyiik ilgi
gormiistiir (Solarova vd. 2020, Kwong vd. 2021). UA'nin anti-proliferatif etkileri mide,
hepatoseliiler, akciger, meme, prostat vb. farkli kanser tiirlerinde aragtirilmistir (Yang vd.
2016, Eryilmaz vd. 2018, Kumar vd. 2020). Bu ¢alismalarda etkili konsantrasyonlar,
anjiyogenezin inhibisyonu, UA tarafindan invazyon ve migrasyon, hiicre 6liim tipi ve
molekiiler sinyal yolaklar1 kanser hiicrelerinin tip ve ozellikleri acisindan farklilik

gostermektedir (Yurdacan vd. 2019).
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Melanom ilerlemesi, kanser hiicresinin hiicre 6liim yollarin1 diizenleme, immiin
stirveyanstan kaginma ve elverissiz bir mikro ortamda hayatta kalma yetenegine baglidir
(Huang vd. 2022). Apoptoz, kanser siirecinde hiicrelerin hayatta kalmasini ve yayilmasini
kisitlayan dogal bariyer olarak tanimlanabilir. Diger kanser hiicreleri gibi, melanom
hiicreleri de programlanmis bir hiicre 6liim mekanizmasi olan apoptoz yoluyla kendi
kendini yok edebilir (Cheng ve Shuen-KueiLiao 2001). Apoptoz, ¢esitli hiicre
islemlerinin homeostazini siirdiirme islevi goriir ve apoptotik yolaktan kaginma, timor
olusumu ve melanom hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasi ile iligkilidir. Ayrica, apoptoza
hem baglatict hem de efektoér proenzim olan kaspazlar aracilik eder ve bunlarin bir
proteolitik kaskad salinimi1 sonugta hiicre o6liimiiyle sonuglanir (Lopez-Bergami,

Fitchman vd. 2008, Madhunapantula ve Robertson 2009).

Gergeklestirilen bu tez ¢alismasinda, UA’nin A-375 malign melanom hatt1 tizerindeki
potansiyel anti-kanser aktivitesi arastirilmistir. Bu kapsamda UA'nin ICso degeri
belirlendikten sonra A-375 hiicrelerinde UA kaynakli apoptozu belirlemek igin apoptoz
yolaginda rol oynadigi bilinen 84 adet genin kantitatif RT-PCR analizi yapilmistir.
Ayrica, UA'nin anti-anjiyojenik, anti-migrasyon ve anti-invazyon 6zellikleri de

belirlenmistir.

Giliniimiize dek wusnik asit ve diger birgok hiicre hatt1 {izerinde c¢alismalar
gerceklestirilmistir. Asagida kronolojik olarak bu c¢alismalardan bahsedilmis ve elde

edilen bulgular bu tez ¢alismasindan elde edilenler ile kiyaslanmistir.

Usnik asitin kanser tedavisinde kullanilabilecegine dair ilk kanitlar milattan sonra 970
yilina kadar dayanmaktadir. O donemlerde dahi birgok iilkede geleneksel tip alaninda
kullaniminin oldugu bilinmektedir (Hartwell 1971). Amerikal1 arastirmacilar Kupschan
ve Kopperman (1975) tarafindan likenden izole edilen usnik asitin farelerde tiimor
inhibitorii olabileceginin bildirilmesi lizerine ¢alismalar tekrar hiz kazanmistir (Kupschan

ve Kopperman 1971).
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Backorova vd. (2011) parietin, atranorin, usnik asit and gyrophoric asit gibi farkli liken
bilesiklerinin kolon karsinomu iizerindeki etkilerini degerlendirmislerdir. Dokuz farkli
hiicre hattinda gergeklestirdikleri aragtirmada caligsilan bu dort liken bilesiginin de anti-
proliferatif ve sitotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir (Backorova vd. 2011). Ba¢korova
vd. (2011)’nin sonuglart bizim bu tez ¢alismasindan elde ettigimiz bulgularla uyumludur.
Ancak elde ettikleri ICso degerleri (143.1 uM-157.2 uM) bizim A-375 malign melanom
hiicreleri i¢in elde ettigimiz ICso degerinden (20.0 uM) en az 7 kat yiiksektir.

Song vd. (2012) UA’nin timdr anjiyogenezi tizerindeki etkilerini degerlendirmek tizere
Bcap-37 gogiis kanseri hiicre hatti ile gergeklestirdikleri ¢alismada usnik asidin fare
ksenograft tiimor modelinde farelerin viicut agirligini etkilemeden Bcap-37 meme timorii
biliylimesini ve anjiyogenezi baskiladigini bulmuslardir. Ayrica in vitro endotelyal
hiicrelerde morfolojik degisiklikleri ve apoptozu indiikledigini belirlemislerdir (Song vd.
2012). Elde etmis olduklar1 bulgulara benzer sekilde bu tez calismasinda usnik asidin
insan A-375 malign melanom hiicrelerinde morfolojik degisiklikleri ve apoptozu

indiikledigi tespit edilmistir.

Singh vd. (2013) tarafindan usnik asitin insan akciger karsinom hiicreleri (A549)
tizerindeki etkilerinin degerlendirildigi bir ¢aligmada, UA’nin hiicre bilyiimesini inhibe
ettigi ve insan akciger karsinomu hiicrelerinde mitokondriyal membran depolarizasyonu
ve apoptoz indiiksiyonu yoluyla hiicre 6liimiinii indiikledigi belirtilmistir (Singh vd.
2013). Benzer sekilde, gerceklestirilen bu tez ¢alismasindan elde edilen bulgular UA nin
apoptoz mekanizmasinda ¢ok sayida geni regiile etmek suretiyle apoptozu indiikledigini

gostermektedir.

Millot vd. (2013) yilinda Leprocaulon microscopicum’tan izole edilen usnik asit tiirevinin
HT-29 insan kolon hiicre hatt1 lizerindeki etkilerini degerlendirmistir ve ICso degerinin
55 uM oldugunu tespit etmislerdir. Ilaveten usnik asitin kolon kanseri hiicre hatt1
tizerindeki anti-proliferatif etkisini belirlemiglerdir (Millot vd. 2013). Bizim bu tez

caligmasinda insan A-375 malign melanom hiicreleri i¢in elde ettigimiz ICso degeri de
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(20 uM) Millot vd. (2013) kolon hiicre hatti igin elde ettigine kismen benzer sekilde (55
uM) diisiik bulunmustur.

Eryilmaz vd. (2018)’nin UA’nin meme (MCF7 hiicre hatt1) ve prostat kanseri (LNCaP)
tizerindeki etkilerini inceledikleri ¢calismada, MCF7 i¢in IC50 degeri 71.4 uM, LNCaP
icin ise 77.5 uM olarak bulunmustur. UA normal hiicrelere hasar vermeksizin apoptotik
hiicre 6limiinii ve G0/G1 hiicre dongiisiiniin durmasimi indiikledigi tespit edilmistir.
Ayrica arastirmacilar kanser hiicrelerinde UA aracili apoptozun altinda yatan molekiiler
mekanizmanin galisilmasi gerektigini onermislerdir (Eryilmaz vd. 2018). Eryilmaz ve vd.
(2018)’nin UA’nin meme ve prostat kanseri lizerine etkileri ile ilgili elde ettikleri bulgular
gerceklestirilen bu tez ¢aligmasinda malign melanom hiicreleri igin elde edilen bulgular
ile uyumludur. Sadece biz bu ¢aligmada malign melanom hiicreleri i¢in daha diisiik bir
ICs0 degeri (20 uM) elde etmis bulunmaktayiz ve onerildigi lizere bu tez ¢aligmasinda

apoptozun detaylt mekanizmasi tizerinde durulmustur.

Geng vd. (2018) tarafindan UA’nin iki farkli mide kanser hiicre hatti {izerindeki
etkilerinin degerlendirildigi bir ¢alismada calisilan BGC823 hiicreleri i¢in ICso degeri
236.55+11.12 uM, SGC7901 hiicreleri i¢in ise 618.82x1.77 uM olarak tespit edilmistir.
Ayrica UA uygulamasinin mide kanser hiicre hatlarinda hiicre dongiisiin durmasina ve
otofajiye neden oldugu ve apoptoz ile ilgili proteinlerin ifadesini diizenleyerek apoptotik
etki olusturdugu ifade edilmistir. Gergeklestirdigimiz bu tez ¢alismasinda A-375 malign
melanom hiicreleri i¢in elde edilen IC50 degeri Geng vd. (2018)’nin ¢alismasinin aksine
cok daha diislik bulunmustur (20.0 uM). Ancak benzer sekilde UA’nin apoptotik genlerin
ifadelerini ciddi sekilde etkiledigi saptanmistir.

Kumar vd. (2020) UA’nin insan mide kanseri hiicre hatlar1 tizerindeki etkilerini
degerlendirmek amaciyla bir ¢alisma gerceklestirmislerdir. Sonug olarak UA’nin mide
kanseri AGS ve SNU-1 hiicrelerinde biiyiimeyi inhibe ettigini bulmuslardir. UA nin
bizim bu ¢alismamizdakine (bizde 20 pM) yakin bir sekilde 10 pM — 25 uM

konsantrasyonlarinin etkin oldugunu belirlemislerdir (Kumar vd. 2020). Yine bizim
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calismamiz ile paralel olarak UA’nin kaspaz aktivasyonunu, BAX:Bcl2 oranini ve

mitokondriyal apoptozisi arttirdig: tespit edilmistir.

Sun ve ark. (2021) UA’nin servikal kanser/rahim agzi kanser hiicrelerinde UA’nin
etkilerine dair gerceklestirdikleri bir ¢alismada, UA’nin STAT3 ve RAS yollarin1 asagi
regule ederek PD-L1 protein sentezini inhibe ettigi bulunmustur. PD-L1'i asag1 regiile
ederek sirasiyla hiicre proliferasyonunu, anjiyogenezi, gogii ve istilayr inhibe ettigi,
boylece timér Dbiyiimesini engelledigi tespit edilmistir (Sun vd. 2021).
Gergeklestirdigimiz bu tez ¢alismasinda UA’nin benzer sekilde A-375 malign melanom

hiicrelerinin proliferasyonunu engelledigini tespit etmis bulunmaktay1z.

Colak vd. (2022) UA’nin yumurtalik kanseri hiicre hatlarindaki etkilerini arastirdiklari
bir ¢caligmada, OVCAR-3 hiicreleri i¢in UA’nin IC50 degerinin 20 uM oldugunu tespit
etmislerdir. Benzer bir sekilde, gergeklestirilen bu tez calismasinda da A-375 hiicreleri
igin tespit edilen UA ICso degeri 20 uM’dir. Diger taraftan Colak vd. (2022)’nin
calismasinda UA’nin yumurtalik kanser hiicre biiyimesini doz ve zamana baglh bir
sekilde inhibe ettigini ve programli hiicre 6liimiinii indiikledigini belirlenmistir (Colak

vd. 2022). Bu sonuglarda bizim bulgularimizla paralellik géstermektedir.

Petrova vd. (2022) ¢alisgmalarinda HUVEC (gobek kordonundan alinmig entotel hiicre
kokenli) hiicrelerini VEGF ve bFGF ile uyararak anjiyogenezi tesvik etmislerdir.
Ardindan bu hiicrelere farkli konsantrasyonlarda UA uygulamislar ve UA’nin 33.57
uM’lik konsantrasyonunun hiicrelerin proliferasyonunu, gociinii ve tiip olusumunu
engelledigini belirlemislerdir. Transkript seviyesinde bulgular icermeyen bu calisma ile
UA’nin timor hiicrelerinin bir 6zelligi olan anjiyogenez potansiyelini engelledigi
¢ikarimina varmiglardir (Petrova vd. 2022). Bu sonuglar UA’nin kanser hiicrelerin
gelisimi ve ilerlemesini engellemesi 0zelinde bizim tez ¢aligmamizdan elde edilen

bulgular ile paralellik gostermektedir.

Wu vd. (2022) UA’nin {i¢ adet akciger kanseri hatti (SPC-A-1, 95D ve SK-LU-1)
tizerindeki etkilerine iligskin bir caligma gergeklestirmisler ve 21-68 uM ICso degerleriyle
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UA’nin akciger kanserinin inhibe ettigini belirlemislerdir (Wu vd. 2022). Yiizeysel
tasarlanan bu ¢alismada akciger kanseri i¢in UA ile elde ettikleri ICso degeri (21-68 pM)
bizim bu tez ¢alismasinda malign melanom hiicreleri i¢in elde ettigimiz ICso degerine

benzerlik gostermektedir.

Gergeklestirilen bu tez projesinde detaylica incelenen ve hiicrenin dogal Olim
mekanizmasi olan apoptoz, antikanser tedavisi i¢in umut verici bir hedeftir. Gerek igsel
gerekse digsal apoptoz yolaginda, ¢ok sayida enzimin kesilerek aktiflestirilmesi ile
apoptozun isleyisi kaspazlara baghidir. Kanser genel olarak apoptoz, proapoptotik
enzimlerin inhibisyonu veya yetersiz ifadesi ve anti-apoptototik enzimlerin normalden
fazla ifade olmasi ile engellenir. Bu degisikliklerin ¢ogu, en yaygin antikanser tedavisi
olan kemoterapiye kars1 i¢sel dirence neden olur. Umut verici yeni antikanser tedavileri,
apoptotik yolu aktive ederek antikanser aktivite sergileyen dogal kaynakli bilesiklerdir
(Pfeffer ve Sing 2018).

Burada A-375 malign melanom hiicrelerinde UA’nin etkileri apoptoz yolaginda rol
oynayan 84 adet genin ifade profilleri incelenmek iizere detayli bir sekilde analiz
edilmistir. Bu zamana kadar UA’nin malign melanom hiicrelerinde tiim apoptoz yolagi
transkriptlerinin incelenerek degerlendirildigi bir ¢aligma bulunmamaktadir ve bu a¢idan

gergeklestirilen bu tez calismasi 6zgilin bir nitelik tasimaktadir.

Hiicrede var olan dogal 6liim mekanizmalarindan biri, programli hiicre 6liimii olarak
adlandirilan, apoptozdur ve hiicrelerin saglig1 agisindan da en az homeostaz kadar kritik
bir prosestir. Kompleks ve bir o kadarda organize sekilde isleyen bir mekanizma olan
apoptoz ile organizmada ihtiya¢ fazlasi veya zararli hiicrelerin bertaraf edilmesi
gerceklesmektedir. Apoptoz prosesinin aktivasyonunda hasarli DNA veya hiicrelerin
kontrol dis1 ¢ogalimi (proliferasyon) gibi ¢esitli cok etken rol oynamaktadir. Daha 6nceki
boliimlerde de bahsedildigi iizere apoptoz yolagi hiicre ici ve hiicre dis1 uyaran/sinyaller
araciligiyla aktiflestirilebilir ve bu nedenle apoptoz i¢sel (mitokondriyal yol) ve dissal yol
(6liim reseptorii yolu) olarak ifade edilen iki adet yol {izerinden ilerler. Hasarli DNA ve

normal hiicrelerin ihtiya¢ duydugu biiyiime faktorlerinin ve sitokinin eksikligi/olmamasi
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gibi durumlar apoptozun baglamasi i¢in gerekli hiicre i¢i sinyallere drnektir. Siklikla
karsilasilan hiicre dis1 kaynakli sinyaller ise sitotoksik T hiicrelerinin iirettigi (hasarl ya
da enfeksiyona maruz kalmis hiicrelere cevaben bagisiklik sistemi araciligiyla) 6liim
sinyalleridir. Bahsi gecen bu iki yolda cellat kaspazlar1 olarak ifade edilen kaspazlarda
birlesir. Hiicre apoptoz sinyalini aldig1 gibi degisiklikler baslar ve bu degisiklikler i¢in
kaspazlarin aktivasyonuna ihtiya¢ duyulur. Hiicre iskeletinin ve niikleer proteinlerin
parcalanmasi/degredasyonu kaspaz aracili olarak goriilen apoptozun sorumlu oldugu
degisikliklerdir. Diger taraftan, kaspaz aktivite gosterdik¢e apoptoza ugrayan hiicrelerin
kiigiildiigii ve makrofaj cevabina istinaden plazma zarinda degisiklikler gorildigi

bilinmektedir.

Belirtildigi iizere apoptozun islemcileri olarak bilinen kaspazlar protein hedeflerini
parcalamadan sorumlu bir sistein protein sinifidirlar. Baslatici kaspazlar olarak ifade
edilen sinifin kaspaz 2, kaspaz 8, kaspaz 9 ve kaspaz 10 olmak iizere dort adet {iyesi
bulunurken, yiiriitiicii kaspazlar ise kaspaz 3, kaspaz 6 ve kaspaz 7 olmak iizere {i¢ iiyeden
olusur. Bu yliriitiicii kaspazlar hedef proteinleri hedeflemek suretiyle hiicrenin sonunu
getirdikleri igin cellat kaspazlar olarakta ifade edilirler. Yiiksek seviyede diizenlenen bir
stire¢c olan apoptozun baglayabilmesi icin sinyal sarttir. Apoptozun gecikmesi ya da

inhibisyonu pek ¢ok kanser ve otoimmun hastalik ile iliskilendirilmektedir.

Elde edilen sonuglarin yorumlanmasi halinde apoptoz yolaginda anahtar rol oynayan 84
adet genden 66 tanesinin ifade seviyesinin kontrole kiyasla UA muamele edilen malign
melanom hiicrelerinde artis gdsterdigi tespit edilmistir. ifadesinde degisiklik olmayan
veya diisiis gézlenen toplam gen sayisi ise 12°dir. Bu veriler 1s183inda UA muamelesiyle
apoptoz yolaginda rol oynayan genlerin g¢ogunlukla indiiklendigi goriilmektedir.
Ozellikle sonuglar bdliimiinde sunulan Sekil 4.10°da da goriildiigii iizere apoptozun
islemcileri olarak bilinen 11 adet kaspaz cesidinin ifade seviyeleri incelendiginde, 8 adet
kaspaz geninin ifadesinin kontrole gore artis gosterdigi, diger 3 tanesinde gdzlenen
azalisin ise anlam ifade etmedigi goriilmiistiir. Buradan yola ¢ikarak usnik asitin malign
melanom hiicrelerinde kontrole kiyasla kaspaz ifadesini arttirdigt net olarak

anlasilmaktadir. Bu sonu¢ daha dnce Colak vd. (2022)’nin UA’nin yumurtalik kanseri
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hiicre hatlarindaki etkilerini degerlendirdikleri ¢alismada kaspaz genleri i¢in aldiklar

sonug ile benzerlik gostermektedir.

Kaspaz genlerinin ifade profilleri kendi icerisinde karsilastirildiginda ifadesinde en fazla
artis gozlenen genler ifade durumuna gore (¢coktan-aza) sirasiyla kaspaz 5, -4, -8, -6, -3,
-10, -1 ve -9 olarak ifade edilmistir. Kaspaz 14, kaspaz 7 ve kaspaz 2’nin ifadesi ise
kontrole gore anlamli degisiklik gostermemistir. Buradan yola ¢ikarak bilinen baglatici
kaspazlar arasindaki kaspaz 8’in ve yiiriitiicii kaspazlardan kaspaz 3’lin digerlerine
nazaran daha yiiksek ifade gdsteriyor olmas1 UA nin apoptozun digsal yolagini kullantyor
olduguna isaret edebilir (Wu vd. 2016). Digsal apoptoz yolak ile iliskili birgok
proapoptotik genin (FAS, FASLG, TNFRSF11B, TNFRSF10, TNFRSF1A, TNF,
FADD, TNFRSF9, TRAD, TRAF2, TRAF3, NFKB1, CD27, CD40 ve TNFRSF8) ifade
seviyelerinin UA muamelesi ile kontrole gore artis gostermis olmasi bu ¢ikarimi destekler
niteliktedir (Sekil 4.7). Ayrica kontrole gore gen ifadesinde artis gozlenen diger bir
proapoptotik enzim kaspaz 10, kaspaz 8’in homologu olarak bilinmektedir ve diger bir
baglatici kaspazdir (Wang vd. 2001). Diger yandan TNF ailesi tiyelerinden TNFRSF25,
TNFRSF1B, CD40LG ve CD70 gen ifadeleri istatistiksel olarak kontrole gore degisiklik
gostermemistir. Digsal apoptoz yolaginda rol oynayan proapoptotik TNFRSF21 geni
ifadesinin diisiis gdstermesi ve bir anti-apoptotik gen olan CFLAR’1n da ifadesinin artig
gostermesi ise bu ¢ikarimi ¢lirtitmek icin yeterli degildir. Clinkii apoptozda proapoptotik
ve anti-apoptotik genlerin arasindaki denge hiicrelerin kaderini belirlemektedir

(Cavalcante vd. 2019).

Enflamasyon, viicudun fiziksel ve iskemik yaralanma, enfeksiyon veya diger travma
tirlerinden kaynakli doku hasarina verdigi yanittir. Viicudun enflamatuar tepkisi, hasarli
dokunun onarimi ve yarali doku bolgesinde hiicresel cogalma (biiyiime) ile sonuglanan
hiicresel degisikliklere ve bagisiklik tepkilerine neden olur (Bolivar vd. 2019).
Enflamasyonun tiimdrleri hem destekleyebilecegine hem de simirlayabilecegine dair
kanitlar vardir. Kaspaz 4 ve kaspaz 5 enflamatuar yanitta 6nemli rol oynadig: bilinen
kaspaz tiirleridir ve gerceklestirilen bu tez ¢alismasinda ifadeleri kontrole gore en fazla
artig gosteren kaspazlar arasindadirlar (Sekil 4.8) (Singh vd. 2019). Bu durum ve

beraberinde apoptozun artisina isaret eden diger transkripsiyonel diizenlemeler UA
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muamelesinin malign melanom hiicrelerinde kaspaz 4 ve kaspaz 5 araciligiyla da apoptoz
mekanizmasini uyardigina isaret edebilir. Ayrica ¢alisilan diger anti-enflamasyon ile
ilgili 6nemli genlerden olan IL10 genin ifade seviyesinin de UA uygulamasi ile birlikte
kontrole gore ciddi artis (1.8 kat) gdstermesi de bu ¢ikarima katkida bulunmaktadir. Daha
oncelerinde UA’nin anti-enflamasyon cevabinda rol oynadigina dair elde edilmis

bulgularda bu tez ¢alismasindaki sonuglar1 destekler niteliktedir (Geng vd. 2018).

Apoptoz inhibitorii (IAP) proteinler, hem kaspazlarin hem de hiicre 6liimiiniin negatif
diizenleyicileridir (Silke vd. 2013). Gergeklestirilen bu tez g¢alismasinda IAP’lerden
NAIP (BIRC1), BIRC2 (CIAP1), BIRC3 (CIAP2), BIRC5 (Survivin), BIRC6 (Apollon)
ve XIAP’m (BIRC4) UA muamele edilen malign melanom hiicresindeki kontrole gore
transkript seviyeleri incelenmistir. Calisilan bu genlerden sadece anti-apoptotik bir gen
olan BIRC6’nin ifadesinde anlamli bir artis oldugu gozlenmistir. Bu sonu¢ UA’nin
apoptozun negatif diizenleyicileri olan IAP proteinlerinin ifade seviyelerini bir istisna
hari¢ arttirmadigina isaret etmektedir. Ayrica diger taraftan anti-apoptotik bir IAP olan
BIRCS5 (Survivin)’in ifadesinin kontrole gore ciddi sekilde azaldigi goriilmiistiir. BIRCS
genindeki bu diisiisiin malign melanom hiicresinde p53 geninin tespit edilen yiiksek
ifadesi (2.08 kat) ile iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir (Sekil 3). Cilinkii daha 6nce
gerceklestirilen ¢alismalarda p53 ile Survivin proteini arasinda bir iliski oldugu, p53
proteininin Survivin proteinin baskilayarak anti-apoptotik etkisini azalttig1 ifade

edilmistir (Adamkov vd. 2011, Colak vd. 2022).

Tiimdr baskilayict gen TP53, insan kanserlerinin ~%50'sinde mutasyona ugramistir.
Timor baskilamadaki islevine ek olarak, p53 ayni zamanda malign ve transforme
olmayan hiicrelerin bir¢ok antikanser terapdtigine, oOzellikle DNA hasarina neden
olanlara tepkisinde dnemli bir rol oynar. P53, yaklasik olarak 500 hedef geni dogrudan
diizenledigi bildirilen homotetramerik bir transkripsiyon faktorii olusturur, boylece hiicre
dongiisii durmasi, hiicre yaglanmasi, DNA onarimi, metabolik adaptasyon ve hiicre 6liimii
gibi cesitli stliregleri kontrol eder. Uzun bir siire, yeni olusan neoplastik hiicrelerde
apoptotik 6liimiin indiiklenmesi, p53'iin tiimor gelisimini 6nledigi ana mekanizma olarak
kabul edilmistir (Adamkov vd. 2018). Gergeklestirilen bu tez c¢alismasinda UA

uygulanmis malign melanom hiicresinde p53 geni ifadesinin kontrole gore ciddi artis
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gosterdigi (2.08 kat) tespit edilmistir ve bu sonu¢ UA’nin malign melanom hiicrelerinde
p53 geni ifadesini arttirdigina isaret etmektedir. P53 proteinin pozitif regiilasyonundan
sorumlu bir diger iliskili protein olan TP53BP2 kodlayan genin ifadesinin de kontrole
gore arttigl goriilmiistiir ve bu sonugta UA muamelesi ile birlikte malign melanom
hiicresinde tiimoriin baskilandigina isaret etmektedir (Huo vd. 2022). Ayrica
gerceklestirilen bu tez ¢alismasinda p53°e yapisal benzerligi nedeniyle homologu olarak
bilinen p73 geni de calisilmistir ve ifadesinde kontrole gore diisiis (2.36 kat diisiis) oldugu
belirlenmistir. Ancak p73’lin mekanizmasi p53 kadar net degildir ve p73°teki diisiisiin
p53’i etkilemedigi bilinmektedir (Rozenberg vd. 2021). p73’iin hem proapoptotik ya da
antiapoptotik olabilecegine dair ciddi siipheler bulunmaktadir ve literatiirde iki ihtimale

yonelikte arastirma bulgular1 vardir (Pozniak vd. 2000, Rozenberg vd. 2021).

Apoptozun igsel yolunda rol oynayan B-hiicreli lenfoma 2 (BCL-2) protein ailesinin
tiyeleri, pro- ve anti-apoptotik aktivitelere sahip anahtar diizenleyicilerdir. Bu
diizenleyiciler, saglikli hiicrelerde ince ve hassas bir dengede tutulurlar. Aslinda,
hiicrelerin geri doniisiimsiiz olarak hiicre 6liimiine yonelmesine veya tersine hiicrelerin
apoptozdan kalic1 olarak kagmasina ve kendilerini kotii huylu bir klon haline getirmesine
neden olabilirler (Carnerio ve El-Deiry, 2020). Son yirmi yilda, BCL-2 ailesinin iiyeleri
tanimlanmis ve etki alanlarma ve islevlerine gore smiflandirilmistir. Kisa korunmus
sekans bolgelerinin (BCL-2 homoloji [BH] motifleri) varlig: ile karakterize edilen BCL-
2 ailesinin proteinleri, ii¢ alt gruba ayrilir. Bu gruplar 6rnekleriyle birlikte BCL-2 ve
BCL-XL ile temsil edilen anti-apoptotik/hayatta kalma yanlis1 proteinler, BAX ve Bak
ile temsil edilen pro-apoptotik proteinler ve BAD ve BID ile temsil edilen sadece pro-
apoptotik BH3 proteinleridir (Luna-Vargas ve Chipuk 2016).

Genel olarak, kotii huylu tiimdrler esas olarak el cerrahisi, radyoterapi, kemoterapi,
immiinoterapi ve hedefe yonelik tedavi ile tedavi edilir. Bunlardan kemoterapi, bir¢ok
yan etkisine ragmen su anda en etkili olanlardan biridir ve kii¢iik molekiillii inhibitorler,
kanser hedefli tedavi i¢in temsili bir stratejidir (Luna-Vargas ve Chipuk 2016). Hedefe
yonelik tedavinin etki mekanizmasi, ilag molekiillerinin hedef proteinin baglanma cebini
veya aktif bolgesini isgal ederek protein fonksiyon kaybina neden olmasidir (Adamkov

vd. 2018). Bcl-2 proteininin tiimor hiicrelerinde ekspresyonu normal hiicrelere gore ¢ok
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daha yiiksek oldugu i¢in onu hedef alan inhibitorlerin normal hiicreler {izerinde ¢ok az
etkisi vardir. Sonug¢ olarak, BCL-2 anti-apoptotik proteini inhibe ederek tiimor
hiicrelerinin apoptoza kars1 direncini asmak, tiimor patogenezine dayali yeni bir terapdtik

rejimdir (Adamkov vd. 2018).

Kanserdeki coklu fonksiyonlari nedeniyle, BCL-2 ailesi proteinleri, tiimdr hiicrelerini
cesitli endojen ve ekzojen baskilar altinda apoptozdan koruyabilen antikanser ilaglari i¢in
ilging hedefler haline gelmistir. Bu nedenle gergeklestirilen bu tez calismasinda A-375
malign melanom hiicrelerinde UA’nin etkileri incelenitken BCL-2 ilesi tiyelerini
transkript seviyeleri de ele alinmistir. Bu kapsamda anti-apoptotik BCL-2 iiyelerinden
BCL2, BCL2L1, BCL2A1 ve BCL2L10’un ifade seviyelerinin kontrole gore anlamli
sekilde arttig1 goriilmektedir. Diger anti-apoptotik BCL-2 ailesi liyelerinden MCL1’in
ifadesinin anlaml1 sekilde diistiigli, BCL2L2 nin ifadesinin ise kontrole gore degismedigi
tespit edilmistir. Diger taraftan proapoptotik BCL2 tiyeleri degerlendirildiginde, BAX,
BID, BAD, HRK, BNIP3 ve BCL10 genlerinin ifade seviyelerinin kontrole gére anlamli
sekilde arttigi, BNIP3L nin ifadesinin ise diistligli belirlenmistir. BAK1, BCL2L11 ve
BIK ifadesindeki degisikliklerin ise anlamli olmamasi nedeniyle ifadelerinin kontrol
seviyesinde olduklar1 goriilmektedir. Apoptozun igsel yolaginda rol oynayan diger genler
APAF-1, Cytc (sitokrom salinimindan sorumlu) ve kaspaz 9’dur ve bu ¢alismada Cytc ve
kaspaz 9 genlerinin ifade seviyelerinin artis gosterdigi, APAF-11in ise diisiis gosterdigi
goriilmiistiir. Bu genler tarafindan kodlanan 3 proteinin biraraya gelmek suretiyle
apoptozom kompleksini olusturduklar1 bilinmektedir. Ardindan ise kaspaz 3, 6 ve 7’yi
aktiflestirmeleri sonucunda apoptoz siireci olusur. Hatirlanacagi tizere kaspaz 3 ve kaspaz
6’nin gen ifadelerinin artmis oldugu daha once belirtilmisti. Buradan yola ¢ikarak UA
muamelesinin malign melanom hiicrelerinde apoptozun i¢ — mitokondriyal yolagini da

aktif edebildigini gozlemlemekteyiz.

Giliniimiizde dek UA’nin kanser hiicre hatlar1 iizerindeki etkilerinin degerlendirildigi
diger ¢alismalarda UA’ nin apoptozun hem igsel hemde dissal yolagini kullandigina dair
bulgular elde edilmistir. Backorova vd. (2011)’nin ¢alismasinda UA’nin HT-29
(kolorektal adenokarsinom) ve A2780 (yumurtalik kanseri hatt1) hiicreleri iizerinde

apoptozu indiikleyici etki gosterdigi ve bu etkinin mitokondriyal yol aracilig ile
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gerceklestigi ifade edilmistir (Backorova vd. 2011). Daha sonra Song vd. (2012)
tarafindan UA’nin Bcap-37 (meme kanseri hiicre hatti) hiicrelerinde apoptozu
mitokondriyal yol araciligi ile indiikledigi bildirilmistir (Song vd. 2012). Benzer sekilde
Geng vd. (2018) da UA’nin mide kanseri hiicreleri lizerindeki apoptozu indiikleyici
etkisinin mitokondriyal yol araciligr ile gerceklestigini tespit etmislerdir. Colak vd.
(2022) ise bizim bu tez caligmasinda da tespit ettigimize benzer sekilde UA’nin
yumurtalik kanseri hiicre hatlarinda apoptozu indiikledigi ve bunun dissal yol araciligi ile
gerceklestigini bildirmislerdir (Colak vd. 2022). Bizde bu tez ¢alismasinda elde ettigimiz
veriler 1s18inda UA nin malign melanom hiicrelerinde apoptozu indiikledigini ve bunu da
agirlikli olarak dissal yol araciligi ile gerceklestirdigini tespit etmis bulunmaktayiz.
Ancak igsel yolun regiilasyonunun da UA aracili apoptoz indiiksiyonuna katki sagladigini
gormekteyiz. Dolayisiyla elde ettigimiz bulgularin yukarida bahsedilen literatiirler ile

uyumlu oldugunu sdyleyebiliriz.

Gergeklestirilen bu tez ¢alismasinda liken sekonder metabolitlerinden usnik asitin insan
melanosit hiicre hatt1 ve malign melanom hiicre hatt1 kullanilmak suretiyle apoptoz yolagi
tizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi ve ¢esitli molekiiler ve biyokimyasal yaklagimlar
ile uzun vadede kanser tedavisinde kullanilabilirliginin arastirilmasi hedeflenmistir. Elde
edilen sonuclarin kiimiilatif olarak degerlendirilmesi halinde, literatiirde diger kanser
hiicre hatlariyla gerceklestirilmis usnik asit ¢alismalariyla da uyumlu bir sekilde, usnik
asitin malign melanom hiicre hattinda anti-proliferatif etki gosterdigi saptanmigtir.
Apoptoz ile ilgili 84 adet genin kontrol ve uygulama grubu arasinda sergiledikleri degisen
ifade profilleri ve Kaspaz-3 ve Kaspaz-9 enzim aktivitesi testlerinden elde edilen
sonuclar, usnik asitin insan malign melanom hiicre hattinda apoptozu indiiklemek
suretiyle anti-kanser etki sergileyebilecegini gostermistir. Bu etkinin apoptozun hem
digsal hem de igsel yolagi iizerinden gelistigi fakat mRNA profiline gore
degerlendirdigimizde daha baskin olarak digsal yolagin kullanildig tespit edilmistir. Tez
caligmasindan elde edilen ¢iktilarin cilt kanseri tedavisinde usnik asitin ila¢ aday
molekiilii olarak kullanilabilecegine isaret ettigi diisiiniilmektedir. Elde edilen bulgularin
diger arastirmacilar i¢in de 6nemli bir kaynak teskil etmesi umudunu tasimaktayiz. Usnik
asitin topikal veya transdermal uygulamalar seklinde ilag olarak kullaniminin ileride cilt

kanseri tedavisinde 6nemli potansiyel tasiyabilecegine inanmaktayiz.
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