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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitii tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/raporumun tamamini veya herhangi bir kismini, basili
(kagit) ve elektronik formatta arsivleme ve agagida verilen kosullarla kullanima agma iznini Hacettepe
Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle Universiteye verilen kullanim haklar1 disindaki tiim fikri
miilkiyet haklarim bende kalacak, tezimin tamaminin ya da bir bolimiiniin gelecekteki ¢aligmalarda
(makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklar1 bana ait olacaktir.
Tezin kendi orijinal ¢alismam oldugunu, baskalarmin haklarini ihlal etmedigimi ve tezimin tek yetkili
sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif hakki bulunan ve sahiplerinden
yazili izin alinarak kullanilmasi zorunlu metinlerin yazili izin alinarak kullandigimi ve istenildiginde
suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhiit ederim.
Yiiksekdgretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi,
Diizenlenmesi ve Erisime Acilmasina Iliskin Yonerge” kapsaminda tezim asagida belirtilen kosullar
haricince YOK Ulusal Tez Merkezi / H.U. Kiitiiphaneleri A¢ik Erisim Sisteminde erisime ag1lir.

o Enstitii / Fakiilte yonetim kurulu karar ile tezimin erisime ag¢ilmasi mezuniyet

tarihimden itibaren 2 y1l ertelenmistir. (!

o Enstitii / Fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile tezimin erisime agilmasi
mezuniyet tarihimden itibaren... ay ertelenmistir. ®

o Tezimle ilgili gizlilik karar1 verilmigtir. )

06/01/2023

Hiilya TEZEL

“Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime A¢ilmaswna Iligkin Yonerge”
(1) Madde 6. 1. Lisansiistii tezle ilgili patent basvurusu yapilmasi veya patent alma stirecinin devam etmesi durumunda,
tez damismaninin onerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii tizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulu iki
il stire ile tezin erisime agilmasinin ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniiz makaleye déniismemis veya patent gibi
yontemlerle korunmamus ve internetten paylasiimast durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz kazang imkam
olusturabilecek bilgi ve bulgulari igeren tezler hakkinda tez danismaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun
goriisii iizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulunun gerekceli karari ile alti ay1 asmamak iizere tezin erigime
agilmasi engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlart veya giivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve giivenlik, saglik vb.
konulara iliskin lisansiistii tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapildigi kurum tarafindan verilir *. Kurum ve
kuruluslarla yapilan isbirligi protokolii ¢ercevesinde hazirlanan lisansiistii tezlere iliskin gizlilik karari ise, ilgili
kurum ve kurulusun onerisi ile enstitii veya fakiiltenin uygun goriiii iizerine iiniversite yonetim kurulu tarafindan
verilir. Gizlilik karari verilen tezler Yiiksekogretim Kuruluna bildirilir.

Madde 7.2. Gizlilik karari verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik kurallar
cergevesinde muhafaza edilir, gizlilik kararimin kaldiriimast halinde Tez Otomasyon Sistemine yiiklenir

* Tez damigmanminin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii iizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulu
tarafindan karar verilir.
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OZET

Tezel, H. Melazma Tedavisinde Yeni Yaklasimlar ve Olasi Toksik Etkilerinin in Vitro
Olarak Degerlendirilmesi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Farmasotik
Toksikoloji Programi, Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2023. Melazma, melanin pigmentini
tireten melanositlerin sayisinin ve aktivitesinin artmasina bagli olarak 6zellikle de yiiz gibi
viicudun giines 1sinlara daha fazla maruz kaldig: bolgelerdeki epidermis tabakasinda ve/veya
dermis tabakasinda kahverengi veya gri-kahverengi melanin pigmentinin birikimiyle sonuc¢lanan,
kronik, edinilmis bir hastaliktir. Melazmanin etiyolojisinde genetik yatkinlik, UV 1sinlarina
maruziyet, oral kontraseptifler, gebelik, tiroit fonksiyon bozukluklari, kozmetikler,
fotoduyarliliga neden olan ilaglar gibi ¢ok sayida faktor rol oynamakla birlikte kesin nedeni
bilinmemektedir. Melazma tedavisi etiyolojisinin ¢ok faktorlii olmasi nedeniyle zor ve
karmagiktir. Topikal olarak uygulanan tedavi segenekleri gegici olarak iyilesmeyi saglayabilir;
ancak, hastalik ¢ogunlukla niiks eder. Tedavide siklikla tercih edilen hidrokinonun ciddi yan
etkilerinin olabilecegi bilindiginden son yillarda toksisitesi diisiik, etkinligi yiliksek ilaglarin
melazma tedavisinde kullanilmasi i¢in arastirmalar yapilmaktadir. Farkli hastaliklarin
tedavilerinde kullanilan metformin ve askorbik asidin “ila¢ yeniden konumlandirmasi” ile farkli
alanlarda da kullanilabilecegi yapilan ¢aligmalarla gdsterilmistir. Yeni tedavi segenekleri arasinda
olabilecegi diisiiniilen metforminin, siklik adenozin monofosfat (cAMP) iizerinden melanin
sentezinde rol oynayan genlerin ekspresyonunu inhibe edebilecegi, bu sayede de
melanositlerdeki melanin miktarinin azalmasimi saglayabilecegi diisiiniilmektedir. Askorbik
asidin tirozinaz enziminin yapisindaki bakir iyonu ile etkileserek tirozinaz aktivitesini inhibe
ettigi bildirilmistir. Bu tez kapsaminda MNT-1 insan melanoma hiicre hattinda askorbik asit,
metformin ve askorbik asit+metformin kombinasyonunun melanin olusumu, cAMP olusumu, L-
3,4-dihidroksifenilalanin (L-DOPA) diizeyleri, tirozinaz gen ekspresyonu ve diizeyleri,
sitotoksisite ve oksidatif stres Tzerine etkileri degerlendirilmistir. Sitotoksik olmayan
konsantrasyonlarda uygulanan askorbik asidin Olgiilen parametreleri anlamli bir sekilde
degistirmedigi belirlenmistir. Metforminin ise, hiicre i¢i reaktif oksijen tiirevleri (reactive oxygen
species, ROS) diizeylerini ve tirozinaz diizeylerini anlamli derecede arttirdigi goriilmiistiir.
Kombine uygulama ile ise, hiicre i¢gi ROS diizeyleri ve tirozinaz diizeyleri anlamli derecede
yiikselmistir. Ozellikle tirozinaz diizeyleri ve gen ekspresyonu dikkate alindiginda, kombine
uygulamanin melazma tedavisinde yararl olamayacagi; askorbik asidin veya metforminin tek tek
uygulamalariin ise smirli fayda saglayabilecegi sOylenebilir. Ancak, bu konuda yapilacak
kapsamli in vivo ¢aligmalara gereksinim vardir.

Anahtar kelimeler: melazma, hiperpigmentasyon, MNT-1 hiicreleri, in vitro, metformin,

askorbik asit
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ABSTRACT

Tezel, H. New Approaches in Melasma Treatment and in Vitro Evaluation of Possible Toxic
Effects, Hacettepe University Graduate School of Health Sciences Pharmaceutical
Toxicology Program, Master Thesis, Ankara, 2023. Melasma is a chronic, acquired disease
that results in the accumulation of brown or gray-brown melanin pigment in the epidermis layer
and/or dermis layer, especially in areas where the body is more exposed to sunlight, such as the
face, due to the increase in the number and activity of melanocytes that produce the melanin
pigment. Although many factors play a role in the etiology of melasma, such as genetic
predisposition, exposure to UV rays, oral contraceptives, pregnancy, thyroid dysfunctions,
cosmetics, drugs that cause photosensitivity, the exact cause is unknown. Melasma treatment is
difficult and complex due to its multifactorial etiology. Topical treatment options may provide
temporary relief, but the disease often recurs. Among the different treatment options, studies
have shown that the combination of corticosteroid, retinoid derivatives and hydroquinone is the
most effective treatment option in the treatment of hyperpigmentation. Since it is known that
hydroquinone, which is frequently preferred in treatment, can have serious side effects, research
have been carried out in recent years for the use of drugs with low toxicity and high efficiency in
the treatment of melasma. Studies have shown that metformin and ascorbic acid, which are used
in the treatment of different diseases, can also be used in different areas with "drug
repositioning". It is thought that metformin may inhibit the expression of genes involved in
melanin synthesis via cyclic AMP (cAMP) pathway, thus reducing the amount of melanin in
melanocytes. It is known that ascorbic acid inhibits tyrosinase activity by interacting with the
copper ion in the structure of the tyrosinase enzyme. Within the scope of this thesis, the effects of
ascorbic acid, metformin and ascorbic acid on melanin formation, cAMP formation, L-3,4-
dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) levels, tyrosinase gene expression and levels, cytotoxicity
and oxidative stress on MNT-1 human melanoma cell line. effects were evaluated. It was
determined that ascorbic acid applied at non-cytotoxic concentrations did not significantly
change the measured parameters. Metformin, on the other hand, was found to significantly
increase intracellular ROS levels and tyrosinase levels. With the combined application,
intracellular ROS levels and tyrosinase levels increased significantly. Considering especially
tyrosinase levels and gene expression, combined application may not be beneficial in the
treatment of melasma; it can be said that individual applications of ascorbic acid or metformin

may provide limited benefit. However, extensive in vivo studies are needed on this topic.

Keywords: melasma, hyperpigmentation, MNT-1 cells, in vitro, metformin, ascorbic acid
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1. GIRIS

Insan derisi, temel islevleri yerine getiren fiziksel bir bariyer olmasmnim yam
sira harekete izin veren esnek bir viicut ortiisiidiir. Ana islevlerden biri, ultraviyole
(UV), infrared (IR) ve goriiniir 1siktan gelen radyasyon; cevresel kirleticiler ve
kimyasallar, biyolojik etmenler ve mekanik yaralanma gibi ¢ok ¢esitli uyaranlara
karst viicudun korunmasini saglamaktir. Cilt, giines 1sinlarindan korunmak igin
epidermisteki melanositler, keratinositler ve dermisteki fibroblastlar gibi 6nemli
hiicresel bilesenleri iceren ve pigmentasyon adi verilen 6zel ve karmasik bir
mekanizma kullanir. Cilt pigmentasyonu, genetik olarak belirlenmis ve sentezlenmis
melanin seviyesini yansitir ve temel olarak keratinositlerde melanin graniillerinin
birikmesinden kaynaklanir. Pigmentasyon siireci ¢esitli i¢ ve dis faktorler tarafindan

uyarilabilir (1,2).

Melazma, deride kronik ve bolgesel melanin pigmenti iiretimiyle sonuglanan
bir fonksiyon bozuklugudur. UV isinlarina asir1 maruziyet, gebelik, oral
kontraseptifler ve steroidler gibi hormon preparatlarinin kullanimi, over tiimdérleri,
fotoduyarliliga neden olan kozmetiklerin ve ilaglarin kullanimi gibi bazi faktorler
tanimlanmasina ragmen, hastaligin kesin nedeni bilinmemektedir (1,3,4). Tedavi
genelde melanin pigmentini {ireten hiicrelerin aktivitelerinin baskilanmasi, melanin
pigmentinin {iretiminin baskilanmasi, melaninin deriden uzaklastirilmasi ve melanin
pigmentinin sacilmasit olmak iizere dort temel mekanizma {izerinden gergeklestirilir.
Siklikla kullanilan tedavi yontemleri arasinda depigmente edici ajanlar, soyucu
ajanlar, lazer ve 1s1n tedavileri yer almaktadir (5). Uygun tedavinin ardindan
melazmanin tekrar etmesini Onlemek i¢in UV 1smlarindan korunmak o©nem
tagimaktadir (6,7). Her tedavi seceneginin farkli bagart oranlar1 ve tedavi ile iligkili
advers etki riskleri bulunmakla birlikte, melazmanin tedavisi niiks etmeye egilimli
oldugu i¢in oldukga inat¢idir (5-7). Mevcut g¢alismalardan elde edilen sonuglar,
topikal olarak uygulanan depigmentasyon ajanlarinin, bunlarin igerisinde de
kortikosteroid ve retinoid tiirevleri ile birlikte hidrokinon (HQ) igeren preparatlarin

hiperpigmentasyon tedavisinde en etkili tedavi segenegi oldugunu gostermektedir.
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Melazma tedavisinde kullanimda olan etkin maddelerin ¢ogunun, 6zellikle de son
yillarda sik¢a tercih edilen HQ nun ciddi yan etkilerini olabilecegi bilinmektedir. Bu
nedenle son yillarda toksisitesi diisiik, etkinligi yliksek olan ilaglarin melazma
tedavisinde kullanilmasi i¢in aragtirmalar yapilmaktadir. Metformin ve askorbik asit
gibi zaten kullanimda olan bazi ilaglarin “ila¢ yeniden konumlandirmasi” ile farkli
alanlarda da kullanilabilecegine dair son yillarda artan sayida ¢aligma yapilmaktadir.
Yeni tedavi segenekleri arasinda olabilecegi diisiiniilen metforminin, siklik AMP
(cAMP) birikimini ve cAMP aracili protein fosforilasyonunu engelleyerek
mikroftalmi ile iliskili transkripsiyon faktorii (MITF), tirozinaz, tirozinaz ile iligkili
protein 1 ve tirozinazla iligkili protein 2 gibi melanin sentezinde rol oynayan genlerin
ekspresyonunu inhibe edebilecegi, bu sayede de melanositlerdeki melanin miktarimin

azalmasini saglayabilecegi diisiiniilmektedir (6,8).

Askorbik asitin aktif formu olan L-askrobik asit, tirozinaz enziminin
yapisinda yer alan bakir iyonu ile etkileserek tirozinaz aktivitesini inhibe eder ve
enzim inhibisyonu sayesinde dopakinon bilesiginin L-3,4-dihidroksifenilalanin (L-
DOPA)'ya doniisiimiinii azaltarak melanogenez inhibisyonunu saglar (9). Aym
zamanda, melanogenezi arttirdigi bilinen serbest radikal iiretimini azaltarak, hem
UV-A hem de UV-B radyasyona karsi koruyucu etki gosterir (10). Bu amagla
ozellikle cAMP inhibisyonu yapan ve takiben de tirozinaz inhibisyonu yaptigi
belirtilen metformin ve yine tirozinaz inhibisyonu yapan askorbik asidin melazma

tedavisinde kullanim1 giindeme gelmistir.

Bu tez kapsaminda MNT-1 insan melanoma hiicre hattinda metformin
ve/veya askorbik asitin melanin olusumu, cAMP olusumu, L-DOPA diizeyleri,
tirozinaz gen ekspresyonu ve aktivitesi, sitotoksisite ve oksidatif stres iizerine

etkilerinin arastirilmasi amacglanmastirir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Derinin Yapisi

Deri, canlilan ¢evresel uyaranlardan koruyan, ayni zamanda canlilarin ¢evre
ile etkilesimde olmasini saglayan karmagik bir organdir. Deri hiicre, doku ve matriks
elemanlarinin biitiinlesik diizenlemesinden olusan ve fiziksel bir gegirgenlik bariyeri
gorevi gorme, enfeksiyona neden olabilecek ajanlardan koruma, viicuttan fazla su
kaybmin Onlenmesi, termoregiilasyon, D vitamini sentezi ve UV isinlarindan
korunmanin yani sira, yara onarimi ve rejenerasyonunun saglanmasi gibi farkli

islevleri olan dinamik bir komplekstir (11-13).

Deri temel olarak {i¢ tabakadan olusur: epidermis, dermis ve deri alti1 doku

olarak da bilinen hipodermis (12).

2.1.1. Epidermis

Derinin en dis tabakasi epidermis olarak adlandirilir. Epidermisin %95’ini
keratinositler olusturur. Epidermisin kalinlig1 viicudun boliimiine, yasa ve cinsiyete
gore degiskenlik gosterebilir. Epidermis, keratinosit farklilagmasinin durumuna gore
kendi i¢inde 4 tabakaya ayrilabilir. En altta tek sira keratinositlerden olusan Stratum
basale yer alirken, bu tek sira hiicrelerin iist tiste birikmesiyle Stratum spinosum ve
Stratum granulosum olusur. Stratum basale’de yer alan keratinositler ¢ogalarak
ortalama 40 giinliik bir siire icerisinde biitiin tabakalar1 kat eder ve en iistte yer alan
neredeyse tliimiiyle Olmiis hiicrelerden olusan boynuzsu tabakayi yani Stratum
corneumu olusturur. Stratum corneumu olusturan keratinositler g¢ekirdeklerini ve
sitoplazmik organellerini kaybetmislerdir. Bu hiicrelerin plazma zarlari, involukrin
ve lorikrin dahil olmak iizere ¢oziiniir protein Onciillerinin ¢apraz baglanmasiyla
olusturulan, yiiksek oranda ¢dziinmeyen kornifiye zarflar igerir. Ayrica, iist canlt
epidermisteki lameller cisimlerden salgilanan yag asitleri, steroller ve seramidler gibi
lipitlerden olusur (14,15). Epidermisin keratinositler disinda kalan %5'in1 ise

melanositler, Langerhans hiicreleri ve Merkel hiicreleri olusturur. Langerhans
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hiicreleri, kemik iliginden koken alan, antijen sunan dendritik hiicrelerdir. Bu
hiicreler, kutandz bagisiklik sisteminin en distaki koruyucusu olarak hareket eder ve
epidermisteki uyarimi takiben lenf diigiimlerine go¢ ederek deri yoluyla karsilasilan
patojenlere karsi ilk reaksiyonlar1 baslatirlar (16,17). Merkel hiicreleri ise, duyusal
bilgileri deriden duyu sinirlerine ileten epitelyal noroendokrin hiicrelerdir.
Kromogranin A gibi noroendokrin belirtegleri ve noropeptitler gibi cesitli
norosekretuvar maddeleri icerir. Bu maddelerin bazilar1 ndérotransmitter olarak
calisirken, bazilar1 ise kutandéz hiicre tiplerinin biiyiimesini ve farklilagsmasini

destekler (17).

2.1.2. Dermis

Epidermis, kutandz bazal membran ile dermisten ayrilir (14). Bazal membran
ve epidermisin altinda, cilde yapisal ve besinsel destek saglayan dermis tabakasi yer
alir. Dermis, epidermisten 15-40 kat daha kalin bir tabakadir (17). Yiizeysel olan
papiller tabaka ve daha derin olan retikiiler tabaka olmak {izere iki tabakadan olusur.
Papiller tabaka, epidermisin altinda yer alan ince bir dermis tabakasidir. Retikiiler
tabaka, baslica tip I kollajen lif demetleri ve kaba elastik liflerden olusan bag
dokusudur. (14,17). Kollajen lifler ve elastik doku gibi interstisyel bilesenlere ek
olarak antijenleri fagosite eden ve T hiicrelerine antijen sunan hiicreler olan
histiyositler ve dermal kan damarlarinin yakininda bulunan ve alerjik reaksiyon
sirasinda histamin gibi kemotransmitterlerin salgilanmasindan sorumlu olan mast
hiicreleri gibi hiicresel bilesenlerden olusur. Dolasim ve dokularin beslenmesini
saglayan yiizeysel kan damarlar1 ve derin norovaskiiler pleksuslar disinda lenfatik
kanallar, yag ve ter bezleri, kil folikiilleri, serbest sinir uglari, titresimi algilayan
Pacinian cisimciklerini igeren ug cisimcikleri ve dokunma ve basing duyusunun

algilanmasindan sorumlu Meissner cisimcikleri de dermis tabakasinda yer alir (14).

2.1.3. Hipodermis

Hipodermis ya da deri alt1 (subkiitan) doku derinin en i¢ tabakasidir ve yag

hiicrelerinden olusur.Yag hiicreleri, birbirinden fibréz septa ile ayrilan yag lobiilleri
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halinde diizenlenmistir (14,18). Lobiiller i¢inde iki tip adiposit bulunabilir. Deri alt1
yagdaki adipositlerin c¢ogu, biiylik bir merkezi damlacik ve periferik olarak
yerlestirilmis bir ¢ekirdege sahip kiiresel hiicreler olan beyaz adipositlerdir. Beyaz
adipositler, enerji depolanmasinda gorev alir. Deri alt1 yagdan daha ¢ok viseral yag
dokusunda bulunan kahverengi adipositler, birkag¢ lipid damlacigina, yuvarlak bir
cekirdege ve bircok mitokondriye sahip poligonal hiicrelerdir. Bu adipositler,
termoregililasyondan sorumludur. Hipodermiste adipositlere ek olarak vaskiiler
sistemin genis bir kilcal ag1 vardir. Bu kilcal ag, insiilin gibi subkiitan olarak enjekte
edilen ilaglarin hizli bir sekilde absorpsiyonuna olanak saglar (17). Sekil 2.1°de

derinin tabakalar1 sematize edilmistir.

Kil
Epidermis = i
Ya Bezi
Dermis <
Ter Bezi Kanal
Kil folikila
B Atardamar
Hipodermis — Toplardamar
| — Yaj
Arrektir
; Sinir Lifi
ili ke
pili kagi Ter
Bezi Lameller
cisimeik

Sekil 2.1. Derinin tabakalari



2.2. Ciltte Pigment Uretimi ve Pigment Uretimini Etkileyen Faktorler

2.2.1. Melanin Pigmenti ve Tiirleri

Melanin, cilt ve sacin pigmentasyonundan ve cilt ve goziin 151k korumasi
dahil olmak {iizere bir¢ok biyolojik islevinden sorumlu olan biiyiikk bir molekiil
grubunu tanimlamak i¢in kullanilan bir terimdir (19,20). Melanin pigmentinin
molekiiler yapist, UV ve goriiniir 15181 absorbe etmek i¢in ¢ok uygundur ve bu sayede
deriyi ve gozii giines 1s1gindan gelen UV radyasyonuna (UVR) kars1 koruma gorevi
gdriir (20,21). Insanlarda melanin pigmenti, eumelanin, feomelanin ve ndromelanin

olmak tizere ii¢ formda bulunur (19).
Eumelanin

Eumelanin capraz bagli 5,6-dihidroksiindol (DHI) ve 5,6-dihidroksiindol-2-
karboksilik asit (DHICA) bilesenlerinden olusan koyu kahverengi ve/veya siyah
renkli diisiik ¢oziiniirliige sahip bir polimerdir (19,22).

Feomelanin

Feomelanin kirmizi ve/veya sar1 renkte, eumelanin pigmentine gore daha
¢cOziinlirligl yiiksek olan polimerik yapida bir pigmenttir. Sistein veya glutatyonun
konjugasyonu ile olusur. Feomelaninin kimyasal yapisi, benzotiyazin ve

benzotiyazol birimleri igermesi bakimindan eumelanininkinden farklidir (19,22,23).
Noromelanin

Noromelanin, beyindeki spesifik katekolaminerjik noron popiilasyonunda
bulunan koyu renkli bir polimerdir. Insanlarda bulunan néromelaninin potansiyel
olarak demir ve diger gec¢is metallerine etkili bir sekilde baglandigina dair ¢alismalar
olmasma ragmen, biyolojik islevi hala bilinmemektedir. Apoptoz ve Parkinson

hastaliginda 6nemli bir rol oynayabilecegi diistiniilmektedir (19).



2.2.2. Melanositler ve Melanoblastlar

Melanositler, omurgali embriyolarinda kapanan ndral tiipiin dorsal
kisimlarindan koken alan, insan derisinde, sag¢ folikiillerinde, gozlerde, i¢ kulakta,
kemiklerde, kalpte ve beyinde bulunan ve melanin pigmentini iireten dendritik
hiicrelerdir. Melanositlerin 6ncii hiicreleri olan melanoblastlar, embriyonik ndral
krest hiicrelerinden koken alan ve pigment igermeyen hiicrelerdir. Noral tiipiin
kapanmasinin ardindan melanoblastlar viicudun cesitli bdlgelerine goc¢ ederek
melanositlerin yani1 sira periferik sinir sistemi hiicreleri, bagin kemik ve kikirdak
hiicreleri ve goziin koroid hiicrelerine dontistirler (12,21,22,24,25). Melanositlerin
yapist Sekil 2.2°de gosterilmektedir. Melanositlerin  go¢ etme, ¢ogalma ve
farklilagsma siirecini noral tiip hiicreleri, ektoderm hiicreleri ve keratinositler disinda

Wnt glikoprotein ailesi, endotelin 3 ve kok hiicre faktorii de etkilemektedir (24,25).

Melanin

Mitokondr

Cekirdek

Golgi aygitu
g Endoplazmik
retikulum

Dendrit

Melanozom

oSy
e

Sekil 2.2. Melanositlerin yapist.



2.2.3. Melanogenez

Epidermisin bazal hiicreleri arasinda bulunan melanositlerde ger¢eklesen
melanin pigmentinin iretimi ve dagitimi “melanogenez” olarak isimlendirilir.
Melanogenez melanositlerdeki melanozomlarda meydana gelen bir dizi enzimatik ve
kimyasal reaksiyonun kombinasyonunu igeren karmagsik bir yoldur (23,26,27).
Melanin pigmentinin biyosentez yolagi 1930 ve 1940 yillar1 arasinda bu yolag:
kesfeden Raper ve Mason isimli bilim insanlarina ithafen Raper Mason yolagi olarak
da bilinmektedir (24). Melanogenez yolaginda 3 ana enzim yer alir: tirozinaz (TYR),
tirozinazla iligkili protein 1 [TRP-1 veya glikoprotein 75 (gp75)] ve tirozinazla
iligkili protein 2 (TRP-2, dopakrom tautomeraz veya DCT) (27,28).
Katekolaminlerin sentezi igin gerekli olan tirozin aminoasidinin, tirozinaz enzimi
(tirozin oksidaz, DOPA oksidaz, monofenol, L-dopa: oksijen oksidorediiktaz) ile 3,4
dihidroksi-fenilalanin (L-DOPA) bilesigine oksidasyonu eumelanin ve feomelanin
pigmentlerinin biyosentezinin baslangi¢ noktasidir. Bu reaksiyonunun inhibe
edilmesi melanin {iretiminin durmasina neden oldugu i¢in, tirozin aminoasidinin L-
DOPA’ya doniistimiiniin melanin biyosentezinde hiz kisitlayici basamak oldugunu
diisiindiirmektedir. L-DOPA daha sonra tirozinaz enzimi ile L-DOPAkinona (DQ)
oksitlenir. Dopakinon olusumundan sonra melanogenez yolagi “siyah-kahverengi
eumelanin” ve “kirmizi-sar1 feomelanin” pigmentleri i¢in 2 farkli yola ayrilir.
Eumelanogenez yolaginda reaksiyon L-DOPAkinona bir amino grubunun
intramolekiiler olarak eklenmesi ile devam eder ve bu reaksiyon sonucunda
DOPAkrom sentezlenir. DOPAkrom ya kendiliginden 5,6-dihidroksiindole (DHI)
doniigiir ya da TRP-2 tarafindan enzimatik olarak 5,6-dihidroksiindol-2-karboksilik
aside (DHICA) doniistiiriiliir. Son olarak, indol ve kinonlarin polimerizasyonu
sonucunda eumelanin olusur (12,23,28). Feomelanogenez yolaginda ise, dopakinon
sistein veya glutatyon varliginda 5-S-sisteinil dopa veya glutatyonil dopaya
doniistiiriiliir. Bu bilesenlerin oksidasyonu ile benzotiyazin ara {riinleri olusur ve

sonunda feomelanin tretilir (23). Melanin biyosentezi Sekil 2.3’te yer almaktadir.
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Sekil 2.3. Melanin biyosentezi.

Deride hem eumelanin hem de feomelanin kompleks heteropolimerler
olusturur. Toplam melanin miktarinin yani sira eumelanin ile feomelanin arasindaki
oranin cilt rengini belirledigi bilinmektedir (29). Melanin pigmenti disinda cilt
renginin diger dnemli belirleyicileri arasinda kapiller damarlarin sayisi, karotenoid
veya likopen gibi kromoforlar ve dermisteki kollajen yer alir (30). Melanin,
melanositler iginde iiretildikten sonra melanozom adi verilen lizozom benzeri
organellerde paketlenir. Melanozomlar, melanositlerin dendritleri araciligiyla
melanositlerden komsu keratinositlere taginir. Bir melanosit yaklasik olarak 30-40
keratinositle c¢evrilidir ve melanin pigmentleri dogrudan melanositlerden
keratinositlere aktarilabilecegi gibi keratinositlerden keratinositlere de aktarilabilir
(19). Bu aktarimi saglayan mekanizma kesin olarak bilinmemekle birlikte, ekzositoz,
sitofagositoz, plazma membranlarinin fiizyonu ve membran vezikiilleri ile transfer
gibi farkli mekanizmalara dayanabilecegi diisiiniilmektedir (23). Melanin
pigmentinin keratinositlere aktarilmasinin ardindan Stratum corneum tabakasinin
siirekli olarak yenilenmesine bagli olarak melanozomlar ve melanin deriden

uzaklastirilir (6).
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2.2.4. Melanogenezde Rol Oynayan Sinyal Yolaklar:

G Protein Kenetli Reseptor (GPCR) Aracili Sinyal Yolaklar:

Proopiomelanokortin Kaynaklh Peptidler

Melanosit uyarict hormon (a-MSH, melanotropin, melanokortin) ve
adrenokortikotropik hormon (ACTH), insanlarda melanogenezin indiiklenmesinde
rol oynayan iki melanokortin peptididir. ACTH ve a-MSH'nin her ikisi de proteolitik
boliinme ile proopiomelanokortin (POMC) adi verilen ayni 6ncli molekiilden
tiiremigtir. Orijinal olarak ©n hipofizde kesfedilmesine ragmen, POMC ve
melanokortin peptitleri insan epidermal keratinositleri, melanositler ve Langerhans
hiicreleri tarafindan da eksprese edilir ve salgilanir. a-MSH ve ACTH bir G protein
kenetli reseptéor (GPCR) olan melanokortin 1 reseptoriine (MCIR) baglanarak
melanogenezi diizenleyen peptitlerdir. Bu molekiillerin MCIR reseptorlerine
baglanmasi, hiicre i¢ci cAMP'yi artiran adenilat siklazin G proteinine bagh
aktivasyonunu ve bunun sonucunda protein kinaz A'min (PKA) uyarilmasini
indiikler. cAMP artisin1 takiben, cAMP yanit elemani baglayici protein (CREB)
fosforilasyon ile aktive edilir ve son olarak MITFgeninin transkripsiyonunu uyarir.
Bu da sirayla TYR, TRP-1 ve TRP-2 gibi melanogenez ile ilgili anahtar enzimlerin

transkripsiyonunu uyararak melanogenezi indiikler (2,23,31).

Endotelin-1 Sinyal Yolag:

Yirmi bir amino asitten olugan bir polipeptit olan endotelin 1 (EDNI1 veya
ET-1) ilk olarak vaskiiler endotel hiicrelerinde tanimlanmis olan bir molekiildiir.
Ancak, daha sonra yapilan ¢alismalarda insan keratinositleri tarafindan sentezlendigi
de belirlenmistir. EDN1, bir G-protein-kenetli reseptdr olan endotelin reseptor tip
B'yve (EDNRB veya ETB) baglandiginda, fosfolipaz C aktive olur ve
fosfatidilinositol 4,5-bifosfat (PIP2) hidrolizinin artisina bagli olarak inositol-trifosfat
(IP3) ve diagilgliserol (DAG) olusur. Inositol-trifosfat (IP3), Ca"un hiicre ici
konsantrasyonunu arttirir ve diagilgliserol (DAG), protein kinaz C’nin (PKC)
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aktivasyonunu indiikler. Mitojenle aktive edilen protein kinaz (MAPK) yolaginin
aktive olmasiyla CREB fosforilasyonu ve son olarak MITF geninin transkripsiyonu
uyarilir. UV-B 1sinlarinin insan derisinde endotelin-1 (EDN1) yolagiyla TYR ve
TRP-1'in ekspresyon seviyelerini dolayisiyla pigmentasyonu arttirdigi bilinmektedir

(2,32).

Wnt Sinyal Yolag:

Wnt sinyal yolagi embriyonal gelisim, doku homeostazi, melanogenez gibi
farkli islevlerde rol oynayan bir yolaktir. Wnt gen familyasinin birinci iiyesi olan
“Int-1” geninin farelerde bulunan bir proto-onkogen oldugunun kesfedilmesinin
ardindan Drosophila melanogaster’daki “wingless’” geninin “Int-1” geni ile hem
fonksiyon hem de dizi benzerligi gosterdigi bulunmustur. Ilgili genlerin homolog
genler oldugunun bulunmasi iizerine iki gen ismi birlestirilerek “Wnt” olarak
isimlendirilmistir (33). Wnt, bir G-protein-kenetli reseptdr olan “frizzled”
reseptorlere baglanir ve glikojen sentaz kinaz 38 (GSK3p)’ nin inaktivasyonuna bagh
olarak B-katenin birikimine neden olur. Biriken B-katenin, lenfoid arttirici baglama
faktorii-1/T hiicre faktorii (LEF-1/TCF) transkripsiyon faktorii ile bir kompleks
seklinde melanositlerin ¢ekirdegine tasiir. Niikleer P-katenin seviyesindeki artis,

melanogenezi uyaran MITF ekspresyonunun artistyla sonuglanir (23,34).

Adrenerjik Sinyal Yolag:

Epinefrin (adrenalin) ve norepinefrin (noradrenalin), melanin biyosentezinde
oncii molekiill olan ve insan epidermal keratinositleri tarafindan {iretilen L-
DOPA’dan sentezlenen katekolaminlerdir. Melanositlerde fosfolipaz C (PLC)’ye
bagli al adrenerjik reseptorler eksprese edilir. Epinefrin ve norepinefrinin,
keratinositlere komsu olan melanositlerdeki adrenerjik reseptorlere baglanmasiyla
fosfatidilinositol 4,5-bifosfat (PIP2) hidrolize olur ve bunun sonucunda inositol-
trifosfat (IP3) ve diacilgliserol (DAG) olusur. Inositol-trifosfat (IP3), Ca™'nin hiicre
ici konsantrasyonunu arttirir ve diagilgliserol (DAG), protein kinaz C’nin (PKC)
aktivasyonunu indiikler. Bu sayede tirozinaz gibi melanogenezde rol oynayan

proteinler aktive edilir (2,34).
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Opsinlerin Melanogenezdeki Rolii

Opsinler, ilk olarak goézlerde tanimlanan, 1s18a duyarli G-protein-kenetli
reseptorlerdir. GOz disinda epidermiste de bulunduklar1 ¢esitli c¢alismalarla
gosterilmistir (35). OPN1-SW, OPN2, OPN3, OPN4 ve OPNS, goriiniir 15181n daha
kisa dalga boylarinda bir absorpsiyon spektrumuna sahip olan reseptorlerdir ve
bazilarinin keratinositlerde ve melanositlerde mRNA diizeyinde eksprese edildigi
kesfedilmistir. Son yillarda yapilan ¢alismalarla koyu ten rengine sahip insanlarda
UV 1s18ina  maruziyet disinda mavi 1s18a  maruziyete baglhh olarak da
hiperpigmentasyon gelistigi belirlenmistir. Bu c¢aligmalardan birinde normal insan
melanositlerinin  yilizeyindeki ensefalopsin veya panopsin ( GPCR OPN3)
reseptoriintin 415 nm dalga boyunda mavi-mor 1sikla uyarilmasinin ardindan, hiicre

2+

ici Ca”"nin arttig1 ve kalsiyum/kalmodulin-bagimli protein kinaz II (CAMKII),
CREB, hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz 1/2 (ERK1/2) ve p38 MAPK
yolaklarinin  aktivasyonu sonucunda, MITF aktivasyonunun gerceklestigi
belirlenmistir.  MITF aktivasyonuna bagli TYR ve DCT'deki artis melanin

pigmentinin liretiminin artmasiyla sonuglanir (2,36).

Tirozin Kinaz Aktivitesine Sahip Reseptorleri Iceren Sinyal Yolaklar
Kok Hiicre Faktorii (SCF)/KIT Sinyal Yolag:

Kok hiicre faktorii (SCF veya KIT-ligand1), insan keratinositleri ve
fibroblastlar1 tarafindan salgilanan keratinosit kaynakli bir biiylime faktoriidiir. SCF,
tirozin-protein kinaz Kit reseptoriiniin (KIT, CDI117) spesifik ligandidir ve
reseptOriin  dimerizasyonunu ve otofosforilasyonunu indiikleyerek aktivasyonunu
saglar. Fosforilasyon sonucunda Shc ve Grb2 gibi adaptér proteinler ve bir guanin
niikleotid degisim faktorii olan SOS proteinler araciligiyla fosfatidilinositol 3'-kinaz
ve Ras-mitojenle aktive olan protein kinaz (Ras-MAPK) aktivasyonu gibi farklh
basamaklardan olusan bir dizi reaksiyon katalizlenir. Birbirinden farkli bu reaksiyon
basamaklar1 melanositlerin hayatta kalmas1 ve melanin biyosentezi i¢in gerekli olan

tirozinaz enziminin aktivasyonunu saglar (37-39).
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Temel Fibroblast Biiyiime Faktorii (0FGF) Sinyal Yolag:

Temel fibroblast biiyiime faktorii (bFGF), melanosit proliferasyonunda ve
melanin sentezinde rol oynayan bir biiylime faktoriidir. bFGF melanositler
tarafindan eksprese edilmez. UV i1sinlarina maruziyetle birlikte keratinositler
tarafindan salgilanir ve melanositlerde yer alan reseptorlerine (FGFR) baglanarak
MAPK yolaginin aktivasyonunu ve sinyal doniistliriici ve transkripsiyon 3
aktivatoriiniin (STAT3) fosforilasyonunu saglar. Bu aktivasyon ve fosforilasyon
sonucunda eslestirilmis kutu 3 [Paired Box 3 (PAX3)] isimli transkripsiyon
faktoriiniin ekspresyonu indiiklenir. PAX3, MITF ekspresyonunu diizenleyen bir

transkripsiyon faktoriidiir (12,40).

Hepatosit Biiyiime Faktorii (HGF) Sinyal Yolag:

Hepatosit biiytime faktorii (HGF), insan keratinositleri tarafindan iiretilen ve
salgilanan bir biiylime faktoriidiir. c-Met, melanositler gibi g¢esitli hiicrelerin
yiizeylerinde eksprese edilen bir reseptor tirozin kinazdir. HGF, c-Met’in ligandidir
ve ligandin reseptore baglanmasi embriyogenez ve yara iyilesmesine aracilik eden
bir dizi hiicre i¢i sinyal yolaginin aktive olmasini saglar. Melanogenezde ise MAPK
sinyal yolagt aktive olur ve MITF ekspresyonunun artmasiyla melanosit

proliferasyonu artar (2,41).

Noregulin Sinyal Yolag

Koyu ten rengine sahip (Fitzpatrick cilt tipi VI) insanlarda fibroblastlar
tarafindan salgilanan bir faktor olan noregulin 1'in (NRG1), yeniden yapilandirilmis
insan deri modelinde insan melanositlerinde pigment sentezini arttirdigi
belirlenmistir. NRG1, smif I reseptor tirozin kinaz olan ErbB reseptorlerine baglanir.
Ligand-reseptor baglanmasiyla aktive olan fosfatidilinositol-3-kinaz ve MAPK
yolagi araciligiyla insan melanositlerinde MITF ekspresyonunun arttigi bulunmustur

(2,42).
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Kemik Morfogenetik Protein (BMP) Sinyal Yolag:

Kemik morfogenetik proteinleri (BMP), embriyonik gelisim ve postnatal
yasam sirasinda bir¢ok farkli hiicre ve dokuda ¢esitli biyolojik cevaplari diizenleyen
dontstiiriicii biiyiime faktori-B (TGF- B) siiper ailesinin lyeleridir. BMP biyolojik
etkilerini, iki tip serin/treonin kinaz BMP reseptoriine baglanarak gosterir.
Reseptoriin aktivasyonu fosforilasyonu ve Smadl, Smad5 ve Smad8 gibi hiicre i¢i
sinyal molekiillerinin hiicre ¢ekirdegine translokasyonunu saglar (43). Bunun disinda
BMP’nin biyolojik etkilerine MAPK yolaginin aktivasyonu aracilik eder. TGF-3
stiper familyasinin {iyeleri olmalarina ragmen farkli BMP molekiillerinin ayrintili
etki mekanizmalart nedeniyle melanogenez acisindan farklibik —gosterdigi

bilinmektedir (44).

BMP-6'nin hem tirozinaz ekspresyonunu ve aktivitesini arttirdigi hem de
MAPK yolagt veya kanonik BMP/Smad yolagmin aktivasyonu araciligiyla
melanositlerden keratinositlere melanozom transferini artirarak melanogenezi

uyardigi gosterilmistir (2).

BMP-4’iin ise, MITF’nii MAPK/ERK'ye bagli sinyal yolagi araciligiyla
gecici olarak fosforile ettigi gosterilmistir. Bu fosforilasyon MITF'niin
transkripsiyonel aktivitesini arttirarak melanogenezi akut olarak
indiikleyebilmektedir, ancak BMP-4 tarafindan fosforile edilmis MITF niin
proteozom aracilifiyla degredasyona ugramasiyla, melanogenezde rol oynayan
protein seviyelerinde genel bir azalma oldugu belirlenmistir (44,45). Melanogenezde

rol oynayan sinyal yolaklar1 Sekil 2.4’te sematize edilmistir.
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Sekil 2.4. Melanogenezde rol oynayan sinyal yolaklari
2.3. Melazma

Pigment bozukluklar1 edinilmis, konjenital, hipopigmenter, hiperpigmenter
veya karigik tip pigmenter bozukluklar olarak farkli gruplara ayrilabilir. Pigment
bozukluklari, hastanin yasam kalitesini oldukca etkilediginden dermatologlara en
yaygin basvuru nedenleri arasinda sayilmaktadir. Melazma, epidermis tabakasinda
melanin pigmentini iireten melanosit hiicrelerinin sayisinin ve aktivitesinin artmasina
bagl olarak ozellikle de yiiz gibi viicudun giines 1sinlarina daha fazla maruz kaldig
bolgelerdeki epidermis tabakasinda ve/veya dermis tabakasinda diizensiz desenlere
sahip kahverengi veya gri-kahverengi melanin pigmentinin birikimiyle sonuglanan,
kronik, edinilmis bir bozukluktur. Yunanca siyah anlammna gelen “melas”
kelimesinden koken alir (5). Yunanca yesil anlamina gelen "chloazein" kelimesinden
koken alan ve “gebelik maskesi” olarak da bilinen kloazma, melazmanin es anlamlisi
olarak kullanilmaktadir. Ancak ciltteki pigmentasyon goriinimii hi¢cbir zaman yesil
renkte olmadigindan, hiperpigmentasyonu tanimlamak i¢in melazma terimi daha
yaygin olarak kullanilir (6). Melazma tanis1 klinik olarak konulmaktadir; nadiren de

olsa bazi durumlarda biyopsi gerekebilir. Melazmanin siddeti, melazma alan1 ve
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siddet indeksi (MASI) skoru, modifiye MASI (mMASI) skoru, kolorimetri ve
meksametri  kullanilarak 6l¢iilebilmektedir. Melasma yasam kalitesi skalasi
(MelasQoL) tedaviyi yonlendirmek ve tedaviyi takiben iyilesmeyi izlemek igin

kullanilabilir (46,47).

2.3.1. Epidemiyoloji

Melazma oldukga sik gozlenen bir hastalik olmasina ragmen demografik ve

klinik 6zellikleri ile iligkisini inceleyen az sayida ¢alisma mevcuttur (48).

Cilt pigmentasyon fenotipini belirlemek i¢in en yaygin kullanilan
degerlendirme yaklasimi Fitzpatrick olgegi ile degerlendirmedir. Bu o6l¢ek, UV
isinlarina maruziyeti takiben gelisen eritem ve kazanilmis pigmentasyonu
derecelendirerek cildi alti fototipe (I-VI) ayirir (2). Melazmanin diinyada tiim
popiilasyonlarda goriilebilecegi  bilinmekle birlikte, yapilan epidemiyolojik
calismalar UV 1smnlarina daha fazla maruz kalan Fitzpatrick IV-VI cilt fototipine
sahip Dogu Asyalilar (Japonlar, Koreliler ve Cinliler), Hintliler, Pakistanlilar, Orta
Dogulular, Akdeniz-Afrikalilar ve Hispanikler arasinda daha yaygin goriildiigiinii
gostermektedir (48—50).

2.3.2. Etiyoloji

Melazma etiyolojisinde genetik yatkinlik, UV 1sinlarina maruziyet,
hormonlar, oral kontraseptifler, Ostrojen-progesteron tedavileri, gebelik, tiroit
fonksiyon bozukluklari, psikosomatik bozukluklar, kozmetikler, fotoduyarliliga

neden olan ilaglar gibi ¢ok sayida faktor rol oynamaktadir (48,51).

UV Isinlan

Melanin pigmenti, UV isinlarinin emilimini ve sagilmasini saglayarak UV
radyasyondan kaynaklanan DNA hasarina karst koruma saglamaktadir. Ancak, UV
1sinlarinin belirli dalga boylarinin insanlarda cilt yaslanmasi, pigmentasyon ve cilt

kanserine neden oldugu uzun zamandir bilinmektedir (52). En zararli olarak kabul
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edilen dalga boylari, UV-A olarak adlandirilan 320-400 nm ve UV-B olarak
adlandirilan 290-320 nm arasindadir. UV spektrumu ayrica UV-C ve diger alt
boliimleri de igerir. 200-280 nm dalga boylar1 arasinda kalan UV-C isimlan
atmosferik oksijen tarafindan filtrelendigi ve ozon tabakasi tarafindan emildigi i¢in
diinyanin yiizeyine ulagmaz. Diinya ylizeyine ulasan UV radyasyonunun %90-95'i
UV-A'dir ve geri kalan kismi1 UV-B 1sinlart olusturur. UV-A ve UV-B'nin farklh
dalga boylar cilt lizerinde farkli etkilere sahiptir. Daha kisa dalga boylu olan UV-B
1sinlarinin ¢ogu atmosferik ozon tabakasi, bulutlar, hava kirliligi ve cam yiizeyler
tarafindan sacilir; Oote yandan, UV-B isinlar1 insanlarda glines yamiginin ana
nedenidir. Daha uzun dalga boyuna sahip UV-A i1smlart ise derinin daha alt
tabakalarina niifuz eder (53,54).

UV sinlart melanogenezin diizenlenmesinde en oOnemli dig faktordiir.
"Bronzlagsma" olarak bilinen indiiklenmis veya kazanilmis pigmentasyon i¢in ana
uyaricidir. Genetik faktorlere bagli olan ve koyu tenli ve sagh kisilerde daha belirgin
olan iki tip indiiklenmis pigmentasyon vardir: ani pigmentasyon ve gecikmis
pigmentasyon. UV 1sinlarima maruz kaldiktan 5-10 dakika sonra ortaya ¢ikan,
dakikalar veya gilinler sonra kaybolan ani pigmentasyon, biiyiik Ol¢iide UV-A
1sinlarma baglidir. Melanin sentezinin artmasi bagli olarak degil, dnceden var olan
melaninin oksidasyonuna ve melanozomlarin epidermal {ist katmanlara yeniden
dagilimina baglh olarak gerceklesir. UV 1sinlarina maruz kaldiktan 3-4 giin sonra
ortaya ¢ikan gecikmis pigmentasyon ise haftalar i¢inde kaybolur. UV-A ve esas
olarak UV-B 1sinlarina bagl olarak gelisir. Epidermal melanin, o&zellikle de

fotokoruma saglayan eumelanin sentezinin artmasindan kaynaklanir (26,54).

UV smlan direkt olarak veya dolayli yoldan keratinositlerden veya
fibroblastlardan adrenokortikotropik hormon (ACTH) ve melanosit stimiile edici
hormon (MSH) gibi proopiomelanokortin (POMC) kaynakli peptitler, kok hiicre
faktorii (SCF), sinir biiyiime faktorii (NGF), temel fibroblast biliylime faktori
(bFGF), EDNI veya mast hiicrelerinde sentezlenen histamin gibi melanogenezi
indiikleyen faktorlerin salinmasini saglar. Bu faktorler cAMP, nitrik oksit (NO) ve
protein kinaz C (PKC) gibi sinyal iletim yolaklarinin aktivasyonu araciligiyla

melanin iiretimini tetikler (6,12,55).
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laclar

Hiperpigmentasyon, dig goriinlisii ve yasam kalitesini etkiledigi ve tedaviye
uyumu etkileyebilecegi i¢in hasta iizerinde Onemli etkileri olabilen yaygin bir
dermatolojik problemdir. Yapilan ¢alismalar hiperpigmentasyona neden olabilecek
faktorler arasinda bazi ilaclarin da olabilecegini gostermistir. Hiperpigmentasyonla
iligkili olabilecegi diisiiniilen ilaglar arasinda steroidal olmayan antiinflamatuvar
ilaglar (NSAID), antihipertansif ajanlar, antibiyotikler, psikoaktif ajanlar, amiodaron
ve mukolitikler yer almaktadir (30).

Tetrasiklin kaynakli hiperpigmentasyon esas olarak minosiklin ve daha az
siklikla da doksisiklin veya diger birinci nesil tetrasiklinlerden kaynaklanmaktadir.
Minosikline bagl hiperpigmentasyon, 6zellikle uzun siireli tedavi goren hastalarin %
15' inde ortaya ¢ikabilir. Minosiklin tarafindan indiiklenen ii¢ tip hiperpigmentasyon
bildirilmistir. Tip 1 hiperpigmentasyon onceki inflamasyon veya yara izi bolgesinde
goriilen mavi-siyah hiperpigmentasyondur ve minosiklinin demir selatlar1 tarafindan
iiretilen pigment graniilleriyle iliskilendirilmektedir. Tip 2 hiperpigmentasyon cildi,
Ozellikle de bacaklar1 etkileyen gri-mavi hiperpigmentasyondur ve derideki
minosiklin metabolitlerine bagli olarak gelistigi dusiiniilmektedir. Tip 3
hiperpigmentasyon ise giinese maruz kalan bolgelerdeki kirli cilt sendromu olarak
tanimlanmaktadir ve mikroskobik calismalar sonucunda epidermis ve dermisin

makrofajlarinda daha yliksek miktarlarda melanin bulundugu belirlenmistir (56).

Olgu raporu sayis1 ¢ok az da olsa antihipertansif ilaglardan telmisartan,
kaptopril, diltiazem, amlodipin ve lerkanidipinin de hiperpigmentasyona neden

olabilecegine dair ¢alismalar mevcuttur (30).

Antikonviilsanlar, yiliksek oranda advers ilag reaksiyonu olustururlar.
Bunlardan karbamazepin, lamotrijin ve fenitoin ile iligkili hiperpigmentasyon

goriildigi bildirilmistir (30).

Psikoaktif ilaglardan fenotiyazinlerin veya trisiklik antidepresanlarin uzun

siireli kullannminin genellikle giinese maruz kalan bélgelerde hiperpigmentasyona
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neden olabilecegi bildirilmektedir. En sik kullanilan ilaglardan biri olan
klorpromazin giinese maruz kalan bolgelerde, 6zellikle yiizde menekse veya metalik
gri mor pigmentasyona neden olur. Yapisal olarak fenotiyazinlerle iligkili olan
trisiklik antidepresanlar, klorpromazinden ¢ok daha az siklikla hiperpigmentasyona
neden olabilir. Bu gruptan Ozellikle imipramin ve amitriptilin ile iliskili

hiperpigmentasyon vakalar1 bildirilmistir (30).

Patofizyolojik mekanizmasi tam olarak agiklanmasa da NSAID'lerin hapten
gibi davranarak melanositlere yonelik spesifik bir sitotoksik reaksiyon
baslatabilecegi ileri siiriilmektedir. Bu advers reaksiyonla en sik iliskilendirilen

ilaglar parasetamol, salisilatlar, oksikam tiirevleri ve ibuprofendir (30).

Kozmetikler

Bergamot yagi, furanokumarin bilesikleri, mineral yaglar, petrolatum,
balmumu, bazi boyalar, parafenilendiamin ve parfiim bilesenlerini ve bunlarin
fotoaktif artiklarini igeren kozmetik iirlinlerin UV 1sinlara maruziyet sonucunda
sinerjistik olarak fototoksisite reaksiyonlariyla melazmaya neden olabilecegi

belirtilmektedir (57).

Hormonal Degisiklikler

Pigmentasyon hiicresel hormonlar tarafindan da kontrol edilir. Gebelik,
hormon replasman tedavisi ve oral kontraseptif kullanimi gibi nedenlerle meydana
gelen Ostrojen ve progesteron seviyelerindeki degisiklikler melanosit stimiile edici
hormon (MSH) salinmmini arttirabilir. Insan melanositlerinde klasik &strojen
reseptorii (ER) ve progesteron reseptorii (PR) bulunmamaktadir. Ostrojen, G-protein-
kenetli dstrojen reseptorii (GPER) araciligiyla tirozinaz ekspresyonunu indiikleyerek
melanogenezi tetiklerken progesteron, adipoQ reseptorii 7 (PAQR7) ve progestin

reseptOrii araciligryla melanin iiretimini inhibe etmektedir. (58).
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Cevre Kirliligi

Literatiirde tarim zararlilariyla miicadelede kullanilan fungusit, herbisit ve
pestisit iiretimi ve endiistriyel olarak {iretilen ¢evreye yiiksek derecede toksik
kirleticilerin cilt kanseri ve klorakne gibi dermal hastaliklarla iligkili olabilecegine
dair ¢alismalar yer almaktadir. Son yillarda yapilan ¢alismalar, kirliligin melazma
gelisimi i¢in de olas1 bir risk faktorii oldugunu o6ne slirmektedir. Dioksinler ve
polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH’lar) gibi kirleticilerin ksenobiyotik
metabolizmasinda yer alan aril hidrokarbon reseptorii (AHR) sinyal yolunun endojen
aktivatorlerini  taklit ettigi bilinmektedir. Yapilan bir c¢alismada 2,3,7,8-
tetraklorodibenzo-p-dioksine (TCDD) maruz kalan normal insan melanositlerinde
AHR sinyal yolunun aktive oldugu ve AHR'ye bagh tirozinaz aktivitesinin
indiiklenmesi sonucunda melanin seviyesinin arttig1 gosterilmistir. Bu sonug,
AHR'nin melanojenik etkisinin, promotor bolgesinde AHR'ye yanit veren elementler
iceren tirozinaz geninin transkripsiyonel diizenlemesinden kaynaklandigini

diistindiirmektedir (2).

AHR sinyal yolagi disinda PAH’larin dermal absorpsiyonu sonucunda
viicutta kinon bilesiklerine doniistiigii, bu bilesiklerin reaktif oksijen tiirleri (ROS) un
olusumuna yol agarak metalloproteinaz seviyelerinin yiikselmesini tetikledigi ve bu
yolla hiperpigmentasyona yol a¢ti1 tespit edilmistir. Ilging bir sekilde, ayn1 zamanda
diinyanin en kirli cografi bélgeleri olan Hindistan, Cin, Giineydogu Asya ve ABD’de
yasayan Fitzpatrick cilt tipi III-VI olan kisilerde melazma insidansinin daha yiiksek
oldugu belirlenmistir (59).

2.3.3. Patogenez

Melanositler, keratinositler, dermal fibroblastlar ve bagisiklik hiicrelerinden
salinan bir dizi endojen molekiil, melanogenezi parakrin ve otokrin olarak modiile
eder. Fibroblastlardan veya keratinositlerden salinan ACTH ve MSH gibi POMC
kaynakli peptitler, SCF, ET-1, HGF, KGF, NGF, bFGF ve PGE2 gibi inflamatuvar
mediyatdrler ve NO melanogenezi 6nemli 6l¢iide uyarir. Tiim bu uyaranlarin, GPCR,

tirozin kinaz reseptorleri (SCF/KIT sinyal yolagi, bFGF reseptorleri ve HGF
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reseptOrii vb.), adrenerjik ve ndregulin gibi farkli sinyal yolaklarmin aktivasyonu
aracilifiyla melanogenezi indiikledigi bilinmektedir. Bu yolaklarin igerisinde
SCF/KIT yolagi melanogenezdeki ana sinyal yolagi olarak kabul edilmektedir
(2,6,12,29,55,60).

Melanositlerin gelisimini, hayatta kalmasini, proliferasyonunu ve melanin
sentezinde yer alan adimlar1 kontrol ettigi icin melanogenezde baskin transkripsiyon
faktorii olan MITF ekspresyonunun ve aktivitesinin bahsi gecen sinyal yolaklarinin
cogu araciligiyla transkripsiyonel olarak diizenlendigi bilinmektedir. MITF TYR,
TRP-1 ve TRP-2 dahil olmak {izere melanogenezde rol oynayan enzimlerin
transkripsiyonunu indiikler. Bunun disinda, melanozom olgunlagmasini, trafigini ve
keratinositlere dagilimini kontrol etmek ic¢in gerekli olanlar da dahil olmak iizere,
melanogenezde yer alan diger bir¢ok genin diizenlenmesinde gorev alir. MITF
ekspresyonu, siklik adenozin monofosfat (cAMP), CREB, PAX3 isimli
transkripsiyon faktorii, Wnt/B-katenin, LEF-1 gibi MITF promotdriinii baglayan

birkag transkripsiyonel faktor tarafindan diizenlenir (61).

MITF aktivitesi transkripsiyonel seviye disinda transkripsiyon sonrasi
seviyede de fosforilasyon ile diizenlenir. MITF’niin mitojenle aktive edilen protein
kinaz (MAPK) ve glikojen sentaz kinaz 3 (GSK-3f) gibi birka¢ kinaz tarafindan
fosforilasyonu sonucunda da TYR, TRP-1 ve TRP-2 gibi melanogenezde rol
oynayan enzimlerin transkripsiyonu, dolayisiyla melanin pigmentinin iiretimi artar

(29,62).

2.3.4. Tedavi

Melazma tedavisi etiyolojisinin ¢ok faktorlii olmasi nedeniyle zor ve
karmasiktir. Topikal olarak uygulanan tedavi segenekleri gegici olarak iyilesmeyi
saglayabilir, ancak hastalik ¢ogunlukla tekrarlar. Hastaligin ciddiyetine ve klinik alt
tipine gore hasta odakli tedavi segeneklerinin se¢ilmesi tedavinin basarisinda dnem
tagimaktadir (5,6). Hastaya en uygun ve en etkili tedavi yonteminin segilebilmesi i¢in
melazma siddetinin tespit edilmesi gerekmektedir. Tedavide kullanilan ajanlar

melanin iiretiminin baskilanmasi, melanosit aktivitesinin baskilanmasi, melaninin
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deriden uzaklagtirilmasi ve melaninin sagilmasi olmak {izere dort temel mekanizma

tizerinden gerceklestirilir (3,63,64).

Melanosit Aktivitesinin Baskilanmasi

UV sinlart  dogrudan veya dolayli yoldan fibroblastlardan veya
keratinositlerden melanin tretimini tetikleyen mediyatdrlerin salinmasina neden

olarak melanin sentezini indiikler (3).

Melazmanin tekrar etmesinin veya siddetinin artmasinin Onlenmesinde
giinesten korunma Onem tasimaktadir. Bu nedenle hiperpigmentasyonu olan
hastalarin olabildigince golge yerlerde kalmalar1 ve 6zellikle giines i1sinlarinin dik
geldigi saatler olan 10.00-15.00 arasinda disarida olunacaksa gilines 1sinlarina
maruziyetin 6nlenebilmesi i¢in genis kenarl sapkalar, giines gozliikleri ve uzun kollu
giysiler gibi koruyucu kiyafet/aksesuar ve giines koruyucu kullanmalar1 tavsiye

edilmektedir (51,65,66).

Melanin Sentezinin Baskilanmasi

Hidrokinon, azelaik asit, retinoidler, topikal kortikosteroidler, L-askorbik asit,
arbutin, kojik asit ve rucinol gibi bilesenler tirozinaz enziminin yarigmali olarak
inhibisyonu, melanositlerde DNA ve RNA sentezini inhibisyonu sonucu
melanozomlarin ve melanositlerin yikilmasi, tirozinaz enziminin transkripsiyonunun
engellenmesi, melanositlerden keratinositlere pigment tasinmasinin inhibisyonu,
graniilosit makrofaj koloni uyarici faktériin (GM-CSF) ve EDNI1 salgilanmasinin
engellenmesi ve tirozinazin yapisinda yer alan bakir ile etkileserek tirozinazin
inhibisyonu gibi farkli mekanizmalarla melanin sentezinin baskilanmasini saglar

(3,7,67).

Melaninin Uzaklastirilmasi

Alfa hidroksi asitler olarak bilinen glikolik asit, trikloroasetik asit, laktik asit

gibi asitlerin ve salisilik asit gibi beta hidroksi asitlerin kimyasal soyucu etki
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gostererek hiperpigmentasyon tedavisinde kullanildigi bilinmektedir. Tedavide hangi
kimyasal soyucu ajanin kullanilacagi, uygulanacagi konsantrasyon, uygulama siiresi
ve uygulama siklig1 tedavi basarisini etkileyen unsurlardir. Kimyasal soyucu ajanlar

hiperpigmentasyon tedavisinde nadiren tek baglarina yeterli olur (7,68-70).

Melanin Graniillerinin Sa¢ilmasi

Lazer 1sinlar1 ve lazer disinda kalan 151k tedavileri dermis tabakasinin {istiinde
yer alan melanin graniillerinin par¢alanmasini1 saglar. Melanin pigmenti, 15181 600-
1100 nm arasinda degisen olduk¢a genis bir spektrum araliginda absorbe eder.
Belirtilen dalga boylarin1 kullanan cihazlar arasinda Q anahtarli (QS) lazerler, yogun

atimli 151k (IPL) ve ablatif olmayan atimli lazerler yer almaktadir (51,71).

Melazma tedavisinde kullanilan ajanlar, etki mekanizmalar1 ve advers etkileri

Tablo 2.1°de 6zetlenmistir.
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Tablo 2.1. Melazma tedavi segenekleri, etki mekanizmalar1 ve advers etkileri.

UV 1sinlarma karst koruyucu

Adapalen Tirozinaz enzim transkripsiyonunun Kuruluk (5,72)
engellenmesi Eritem
Melanositlerde iiretilen melaninin Yanma hissi
keratinositlere taginmasinin inhibisyonu
Arbutin ve Tirozinaz aktivitesinde azalma Postenflamatuvar (73,74)
Deoksiarbutin Melanozom olgunlagmasinin inhibe edilmesi hiperpigmentasyon
Azelaik asit Mitokondriyel oksidorediiktaz inhibisyonu, Kizariklik (75,76)
Tirozinaz enziminin inhibisyonu Kasinma
Melanosit inhibisyonu Yanma hissi
Flutamid Antiandrojenik ve antidstrojenik etki - 77
o MSH ve cAMP seviyelerinde azalma
Glikolik asit Kimyasal olarak soyma Kimyasal yanik (78-81)
Tirozinaz inhibisyonu Kizariklik
Postenflamatuvar
hiperpigmentasyon
Glycyrrhiza Tirozinaz inhibisyonu Tahris (82-84)
glabra Antienflamatuvar
HQ Tirozinaz inhibisyonu Postinflamatuvar (7,85-87)
Peroksidaz inhibisyonu hiperpigmentasyon
Melanosit inhibisyonu Eksojen okronoz
Melanosit hiicre membrane yikimi Irritasyon
Eritem
Kojik asit Tirozinazin yapisinda bulunan bakir ile Tahris (88,89)
selasyon Temas dermatiti
Kortikosteroidler ET-1 ve GM-CSF inhibisyonu Telanjiektazi (90,91)
Antienflamatuvar Akne
Epidermal atrofi
Laktik asit Kimyasal soyma - (7)
Metimazol Peroksidaz inhibisyonu Sistemik absorpsiyon (92,93)
Melanosit inhibisyonu gozlenmemistir.
Nikotinamid Melanozom transfer inhibisyonu Irritasyon (94)
Melanosit inhibisyonu
Proton pompa ATP4A ve ATP7A blokaj - (95,96)
inhibitorleri Tirozinaz degredasyonunun artist
Retinoidler Tirozinaz transkripsiyonunun inhibisyonu Retinoid kaynakli (97,98)
Melanositlerdeki melanin pigmentinin dermatit
keratinositlere taginmasinin inhibisyonu
Rusinol TRP-1 ve tirozinaz enzimi inhibisyonu Kizariklik (98-100)
Kuruluk
Pul pul dékiilme
Salisilik asit Kimyasal soyma (101,102)
Sisteamin Tirozinaz inhibisyonu Irritasyon (103,104)
Peroksidaz inhibisyonu
Demir ve bakir selasyonu
Hiicre i¢i glutatyon seviyesinde artis
Thiamidol Tirazinaz inhibisyonu - (105,106)
Traneksamik asit VEGF aracili angiogenez inhibisyonu, Menstriiel diizensizlikler, (98,107-
(Oral, topikal, Plazmin inhibisyonu, GIS sikayetleri, cilt 109)
intradermal) Tirozinaz inhibisyonu irritasyonu, bas agrisi,
Mast hiicre downregiilasyonu tromboembolik
komplikasyonlar
Trikloroasetik Keratinosit turnoverinin artisi [rritasyon (110,111)
asit
Askorbik Asit Tirozinazin yapisinda bulunan bakir ile Kuruluk, kizariklik, (7,10,112—
etkilesim batma hissi 115)

HQ: hidrokinon
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Mevcut calismalardan elde edilen sonuglar melazma tedavisi i¢in en etkili
tedavi seceneginin, HQ’ nun 6zellikle bir steroid ve retinoid ile birlikte topikal olarak
uygulanmasi oldugunu gostermektedir (5). Ancak son yillarda HQ toksisitesinin
arastirilmasi i¢in insanlarda gercgeklestirilen kisa stireli, tek doz, in vivo ¢aligmalar
sonucunda HQ igeren kremlerin uygulanmasinin ardindan HQ’nun cilt tarafindan
hizl1 bir sekilde (%45 oraninda) emildigi ve uygulamadan 1 saat sonra %30 oraninda
HQ’nun hizli bir sekilde kan dolagimina gectigi belirlenmistir. Sistemik dolagima
gecen HQ’nun kanda farkli oranlarda (% 35 serbest HQ, %35 proteine geri
doniigiimlii olarak baglanan HQ ve %10 proteine geri doniisiimsiiz baglanan HQ)
bulundugu belirlenmistir. HQ’nun 6nemli bir boliimiiniin karacigerde siilfat ve
glukuronid konjugasyonuna ugradigi ve suda ¢Oziniirliigii yliksek olan siilfat ve
glukuronit metabolitlerinin bobrekler araciligiyla viicuttan atildig: tespit edilmistir.
Insanlarda, HQ nun kiigiik bir bdliimiiniin hepatik metabolizasyona ugramadig: ve
kiiciik bir boliimiiniin de parabenzokinona doniistiigii saptanmistir. Hayvanlar
lizerinde yapilan ¢alismalar, metabolize edilmemis HQ nun ve p-benzokinonun gama
glutamil transpeptidaz aracilifiyla glutatyon konjugatina doniistiigiinii ve bu
konjugatlardan 2,3,5-tris  (glutatyon-S-il) isimli konjugatin mitokondrilerde
fonksiyon bozukluguna neden olan kuvvetli bir nefrotoksin oldugunu gostermistir

(116).

Hidrokinonun dermal olarak uygulandiginda karacigerde ilk gecis etkisine
ugradigi, bu nedenle metabolize edilmeden hem serbest hem de proteine baglhh HQ
formlarinin biitiin viicuda dagilarak kemik iligine ulastiginda miyeloperoksidaz
aktivitesinin artmasi nedeniyle p-benzokinona dontstiigii belirlenmistir. Hayvan
deneylerinde p-benzokinon metabolitinin, DNA ile kovalent bag olusturdugu, ROS
artisina neden oldugu ve tek iplikli DNA kiriklari, DNA/RNA sentezinin
inhibisyonu, mikrotiibiiler polimerizasyonun engellenmesi, DNA katim {irlinlerinin
olusumu gibi farkli mekanizmalarla potansiyel karsinojenik risk olusturdugu
belirlenmistir. HQ iceren preparatlarin topikal olarak uygulanmasini takiben kanser
gelistigini gosteren bir ¢alisma literatiirde heniiz yer almasa da doktorlarin, simdiye
kadar goz ardi edilen bu potansiyel risklerinin farkinda olarak tedavi rejimini

diizenlemesi 6nem tagimaktadir (116,117). HQ ve metabolitlerinin toksisiteleriyle
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ilgili caligmalarin artmasiyla birlikte melazma tedavisinde en sik kullanilan bilesen
olan HQ ile ilgili kaygilar giindeme geldiginden diinyadaki birgok iilkede %2 HQ
etkin maddesine sahip farmasotik preparatlar regete ile satilmaktadir (60,116).
Ayrica kalic1 depigmentasyon ve eksojen okronoz gibi olasi1 advers etkiler nedeniyle
Avrupa Birligi Tiiketici Glivenligi Bilimsel Komitesi (SCCS) tarafindan 01.01.2001
tarithinden sonra HQ bileseninin kozmetik formiilasyonlarinda kullanilmasi
yasaklanmistir (60). Tiirkiye Ila¢ ve Tibbi Cihaz Kurumu (TITCK) tarafindan 25823
sayilt Resmi Gazete’de 23.05.2005 tarihinde yayimlanan Kozmetik Yo6netmeligi, AB
Kozmetik Mevzuati’'nin 76/768/EEC sayili Konsey Direktifi ile 96/335/EC sayili
Komisyon Karariyla uyumlu bir sekilde hazirlandigindan Tiirkiye’de de HQ igeren

tirtinler kozmetik iirtin kapsaminda degerlendirilmemektedir (118,119).

Mevcut c¢ok sayida tedavi yontemine ragmen tedavilerin giivenliligi ve
etkinliklerindeki sinirlamalar nedeniyle tiim hastalar igin etkili olan tek bir tedavi
secenegi bulunmamaktadir. En etkili tedavi secenegi olarak kabul edilen HQ
kullanimina bagli olarak goriilen advers etkiler ve uzun siireli HQ kullaniminin
giivenliligiyle ilgili kaygilar nedeniyle, bu tedavi segenegine alternatif olabilecek

yeni tedavi se¢eneklerinin arastirilmasi giindeme gelmistir.

2.4. MNT-1 Hiicre Hatti

MNT-1 hiicre hatti1 lenf noduna metaztaz yapmig insan melanoma
hiicreleridir. 1991 yilinda Philadelphia Cocuk Hastanesi’ne hiicreyi ilk temin eden
arastirict Zev Sunleaf’tir. Yapilar1 fibroblastlara benzemekte olup, adherent
hiicrelerdir.  Melanozom  ozellikleri, melanozom  biyogenezi, insanlarda
pigmentasyon tizerindeki etkiler ve membran trafigi ¢aligmalar1 i¢in kullanigh bir

hiicre hattidir (120).

Morfolojik 6zelliklere dayanarak, melanozomlarin biyogenez yolaklar1 dort
farkli evreye (I, 11, III ve IV) ayrilmaktadir. Evre I melanozomlar, tanimlanmamais bir
i¢ matrikse sahip lizozom benzeri kiiresel organellerdir. Evre II melanozomlar ise
tipik olarak uzundur ve ayirt edici bir fibriler matriks icerir. Evre I ve evre II

melanozomlar, melanin sentezi heniiz basglamadig1 icin erken melanozomlar veya
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premelanozomlar olarak da bilinir. Bunun aksine, evre III melanozomlar, fibriler
matriks lizerinde siyah elektron yogun pigmentin birikmesiyle sonuglanan melaninin
aktif sentezi ile karakterize edilir. Son olarak, evre IV melanozomlar tamamen
olgundur ve tamamen melaninle dolu olduklar1 i¢in i¢ yapilart ¢ok az
goriilebilmektedir. MNT-1 hiicrelerinin farkli evrelerdeki melanozomlara sahip

olmast nedeniyle bu hiicre hatti melanozom biyogenez yolaginin arastirilmasinda

kullanilabilmektedir (121).

MNT-1  melanoma  hiicreleri, yalnizca yiiksek  pigmentasyonun
gozlenebilmesi agisindan degil, ayn1 zamanda tenascin C1 (TNCI), tiimor nekroze
faktor reseptor stiperailesi iiyesi 12A (TNFRSF12A), doku metalloproteinaz 3
inhibitorii (TIMP3), integrin alfa 6 (ITGA6), Sindekan 2 (SDC2) ve Rasla iliskili
Protein Rab-38 ve Rasla iliskili Protein Rab27A gibi reseptor aktivite grubundaki
genleri de icermesi agisindan normal insan melanositlerine ¢ok benzedigi i¢in

caligmalarda tercih edilmektedir (122).

2.5. Metformin

Biguanidler, diyabet tedavisinde kullanilan ve guanidinden tiiretilen sentetik
molekiillerdir. Guanidin, tipta uzun yillardir kullanilan bir bitki olan Galega
officinalis'ten elde edilir. Tip 2 diyabet tedavisinde buformin, fenformin ve
metformin gibi birgok guanidin tiirevi bilesik kullanilmistir (123). Ilk basta
metformin (N,N-dimetilbiguanid), insiilin duyarlilig1 lizerinde daha az etkili oldugu
i¢cin diger guanidin tiirevlerine gore daha az tercih edilmistir. 1920-1930’Iu yillarda
diger biguanid bilesikleri olan fenformin ve buforminin toksisiteleri ile ilgili
caligmalar ve sonraki yillarda hem kardiyak mortalite hem de laktik asidoz ile
iliskilendirilmeleri, ¢cogu iilkede 1970'lerin sonunda kullanimlarinin sona ermesine
neden olmustur. 1957'de Fransiz kimyager Jean Sterne’in metforminin goriiniir bir
toksisite olmaksizin tip 2 diyabet {iizerindeki etkilerini gosterdigi bir c¢alisma
sayesinde metformin 1958 yilinda Avrupa'da ve 1995 yilinda ABD'de pazarlama izni

almistir (124). Su anda metformin diinyada en ¢ok regete edilen antidiyabetik ilagtir
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ve 120 milyondan fazla diyabetli hastay1 tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir (123).
Metforminin kimyasal yapis1 Sekil 2.5’te yer almaktadir.

NH NH
“\NJ\NJ\NH

| H ‘

Sekil 2.5. Metforminin kimyasal yapisi

Metformin, diyabetik hastalarda hipoglisemiye neden olmadan hiperglisemiyi
azaltan ve cok iyi tolere edilen bir etkin maddedir. Metforminin baglica etkileri
hepatik glukoneogenezi azaltmak ve iskelet kaslari tarafindan glukoz emilimini
arttirmaktir. Bu etkiler 6ncelikle metforminin, metabolik kontrol noktasi AMP ile
aktive olan protein kinazin (AMPK) aktivasyonunu gerektiren mitokondri tizerindeki
etkisinden kaynaklanmaktadir. AMPK, hiicre icindeki enerji dengesinin yeniden
saglanmasinda yer alan bir¢ok metabolik yolda dnemli bir rol oynayan bir enerji
sensoridiir. AMPK aktivasyonu siirdiiriildiigiinde hiicre biiyiimesi ve proliferasyonu,
hiicre dongiisii regiilasyonu, hiicre polaritesi, apoptoz ve otofaji gibi farkli hiicresel

stireclerde 6nemli bir rol oynayabilir (123,125).

Molekiiler diizeyde metformin, karacigerdeki mitokondriyal solunum
zincirini inhibe ederek AMPK'nin aktivasyonuna yol agar, yag metabolizmasi
tizerindeki etkiler yoluyla insiilin duyarlilifini arttirir ve cAMP seviyesini ve boylece
glukoneojenik enzimlerin ekspresyonunu azaltir. Metformin mitokondriyal solunum
zincirinde kompleks 1’1 inhibe ederek AMPK’yi aktive eder ve bu aktivasyon p21
ekspresyonunu artiran ve hiicre dongiisiiniin durmasina neden olan p53’iin dogrudan
fosforile edilerek hiicre proliferasyonunun azalmasima neden olur (126). AMPK
ayrica uzama faktorii 2 (EF-2) proteininin inhibisyonu yoluyla protein sentezini de
inhibe eder. Metforminin AMPK iizerindeki etkileri Sekil 2.6’da yer almaktadir
(127).
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Sekil 2.6. Metforminin etki mekanizmasi

Yakin zamanda yapilan bir ¢alisma ayrica, metforminin, kalsiyum akis1
salimim1 yoluyla mitokondriyal fonksiyonlar1 diizensizlestirdigini gostermistir. Bu
calisma metforminin, hiicrenin sitoplazmasina kalsiyum salan endoplazmik
retikulum (ER) stresini ve mitokondri tarafindan daha yiliksek kalsiyum emilimini
indiikledigini gostermektedir. Bunun da mitokondriyal sisme ile sonuglandigi

belirlenmistir (128).

Alanyazin incelemesinde metforminin diyabet disinda baska hastaliklarin
tedavisinde de kullanilabilecegine dair birgok c¢alisma yer almaktadir. Bu
caligmalardan metforminin prostat, meme, akciger ve cilt kanserleri (melanomalar)
dahil olmak iizere farkli kanser tiirlerinde kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi ve hiicre

6limii tizerinde etkili olabilecegine dair sonuclar elde edilmistir (123).

Melanoma ile ilgili yapilan bir¢ok calismada metforminin, melanoma
hiicrelerinin ¢ogalmasin1 ve invazyonunu engelledigi belirlenmistir. Tomic ve
arkadaglar1 tarafindan 2011°de tarafindan yapilan c¢alismada metforminin

melanositler, keratinositler veya fibroblastlar gibi normal hiicreler iizerinde toksik
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olmadigint gosterilmistir (129). Miller ve ark. tarafindan 2013 yilinda yapilan bir
calismada ise metforminin cAMP seviyesini azalttigi ve cAMP'nin melanin sentezi
ve cilt pigmentasyonunda c¢ok onemli bir rolii oldugu gosterildiginden (130),

metforminin pigmentasyon lizerindeki etkisiyle ilgili caligmalar hiz kazanmastir.

Metforminin, cAMP’nin birikmesini ve cAMP'ye bagl protein (CREB)
fosforilasyonunun inhibisyonuna neden olarak MITF, tirozinaz, TRP-1 ve TRP-2
gibi melanin sentezinde rol oynayan genlerin ekspresyonunu azalttigi ve bunun da
melanositlerde melanin miktarinin azalmasiyla sonuglandigir yapilan ¢aligsmalarda
belirlenmistir.  Ayrica, diyabet tedavisindeki etki mekanizmasinin aksine
metforminin antimelanojenik etkisinin AMPK yolundan bagimsiz olabilecegi

belirtilmistir (125,131).

2.6. Askorbik Asit (C Vitamini)

Askorbik asit, serbest radikallerin olusumunu veya ¢ogalmasini engelleyerek
veya notralize ederek antioksidan gorevi goren bir bilesendir. Kozmetik {iriinler,

beseri tibbi tirlinler ve gidalar gibi farkli iirtin gruplarinda kullanilmaktadir (132).

Askorbik asit kemiklerin, dislerin, dis etlerinin, ligamentlerin ve kan
damarlarinin saglikli gelisimi i¢in hayati dneme sahip bir vitamindir ve viicutta bazi
enzimlerin stimiilasyonu, kolajen biyosentezi, hormonal aktivasyon, antioksidan,
histaminin detoksifikasyonu, 16kositlerin fagositik islevleri ve prolin hidroksilasyonu
gibi 6nemli metabolik islevlerde rol oynar (133). Askorbik asidin kimyasal yapisi

Sekil 2.7°de gosterilmektedir.
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Sekil 2.7. L-askorbik asidin kimyasal yapisi.

Askorbik asit, yara iyilesmesi icin gerekli olan kolajen biyosentezi sirasinda
prolil ve lizil kalintilarinin hidroksilasyonu i¢in gereklidir. Dokularda oksidatif
hasara karsi korumada etkilidir ve nitrozaminler gibi kanserojenlerin olusumunu
baskilayarak kanser insidansinda azalma ile iliskilendirilmistir. Askorbik asit tiim
bitkiler ve c¢ogu hayvan tarafindan sentezlenir. Askorbik asit sentez yolundaki
terminal enzim olan gulonolakton oksidaz geni, insanlarda onu islevsiz hale getiren
mutasyonlara ugradigindan insanlarda esansiyel bir vitamindir (134). Bu nedenle
insanlar bu vitamini diyetten ve/veya vitamin takviyelerinden alirlar. Saglikl

yetiskinlerde askorbik asit i¢gin minimum giinliik gereksinim 40-60 mg'dir (135,136).

C vitamininde, L-askorbik asit ve D-askorbik asit olarak esit miktarda
bulunur. Esit orandaki bu izomerlerden sadece L-askorbik asit tibbi amacgli olarak
kullanilmaktadir (10). L-askorbik asit, tirozinazin yapisinda yer alan bakir ile
etkilesir ve tirozinaz enzimini inhibe ederek dopakinon bilesiginin L-DOPA'ya
doniislimiinli azaltarak melanin pigmentinin iiretimini baskilar (11). Ayn1 zamanda
melanin pigmentinin liretimini etkileyen serbest radikal olusumunu engelleyerek UV
1sinlarina kars1 koruyucu 6zellik gosterir (10,73). Hizli bir sekilde okside oldugu i¢in
ve dermal absorpsiyonu diigiik oldugu igin askorbik asitin kozmetik {iirlinlerde ve
farmasotik preparatlarda kullanimi sinirhidir. Bu yiizden sodyum askorbil fostat,
askorbil miristat, askorbil tetra izopalmitat gibi oksidasyona kars1i daha dayanikli
askorbik asit bilesikleri sentezlenmis, kontrollii salim yapan sistemler ve farkli

uygulama yontemleri ile ilgili ¢aligmalar yapilmistir (11).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

3-4,5-dimetil-tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) Sigma Aldrich
Antitirozinaz antikor (T311) Santa Cruz
cAMP (Cyclic adenosine monophosphate) ELISA Kit 96T Elabscience
Dimetil siilfoksit (DMSO) Duchefa
Biochemical

Dulbecco’nun Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik Cozeltisi Biowest
(DPBS)
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) High Glucose Biowest

Etanol JT Baker
Florometrik Hiicre i¢i Reaktif Oksijen Bilesikleri (ROS) kiti Sigma Aldrich
Fosfat Tamponlu Salin (PBS) Himedia

Fotal Sigir Serumu (FBS) Biowest

Goat Anti-Mouse IgG H&L (FITC) Abcam
Hybrid-R Genall

Insan L-dihidroksifenilalanin (L-DOPA) ELISA kiti Sunred

Insan Melanin ELISA kiti Sunred

Insan tirozinaz (TYR) ELISA kiti Elabscience
L- Askorbik asit Doga ilag
L-Glutamin Cozeltisi Biowest
Metformin hidroklortir Cayman
Normal Goat Serum Block Biolegend
Penisilin- Streptomisin karigimi1 Biowest
Riboex Geneall

Sigir Serum Albumini (BSA) Sigma Aldrich
Tripsin EDTA ¢ozeltisi Biowest
TritonX-100 Sigma Aldrich
WizScript™ cDNA Synthesis Kit (High Capacity) Wizbio

WizPure™ qPCR Master (SYBR) Wizbio



3.2. Kullanilan Arag ve Gerecler

96 kuyulu plak

Biyolojik giivenlik kabini
Buzdolab1

Chamberslide

Derin dondurucu (-20°C)
Derin dondurucu (-80°C)

Distile su cihazi

Enjektor filtresi (0,22 Mikron por agikligi)
Floresans mikroskopu

Hassas terazi

Hiicre kiiltiir flasklar1 (25, 75 cm?)
Inkiibatér (CO2’li)

Isik mikroskobu

Kriyo tiip

Laboratuvar Tipi Kirik Buz Yapma Cihazi
Lamel

Neubauer Lami

Otoklav

Otomatik Pipet (1-10 pl, 10- 100 pl, 20- 200 pl, 100-1000

ul, 1—5ml)

Otomatik Pipet uglar1 (1,10 pl, 10 — 200 ul, 100 — 1000

ul, I —5ml)
PCR Cihaz1
Santrifiij Cihazi

Spektrofotometre

Steril Santrifiij Tiipleri
Steril Serolojik Pipetler (5, 10, 25 ml)
Su banyosu

Vorteks
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Greiner Bio-One, Nest
Holten Lamin Air
Argelik

Ibidi

Arcelik

Revco, Legaci

Mes MP Minipure/Thermo
Scientific

Merck

Leica

Mettler Toledo,XS105
Greiner

Heraeus Instruments Function
Line

Leica

Greiner Bio-One
Scotsman AF100
Isolab

Marienfeld

Niive NC40M
Eppendorf, Isolab

Eppendorf, TrueLine

QuantStudio

Heraeus, Hettich, Rotofix 32A
Molecular Devices Sprektra
Max M2

Greiner Bio-One

Greiner Bio-One

Memmert, Edelstaht Rostfrei
LMS, Mixer Uzusio VTX
3000L
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3.3. Tez Cahismasinda Kullamilan Hiicre Hatti

Tez kapsaminda lenf nodunda metaztaz yapmis insan melanoma
hiicrelerinden tiiretilmis hiicre hatti (MNT-1, ATCC® CRL-3450™) kullanilmstir.
MNT-1 hiicreleri American Type Cell Collection (ATCC)’den dondurulmus olarak
tedarik edilmistir. MNT-1 hiicreleri fibroblast benzeri morfolojiye sahip, adherent
yapidadir (120).

3.4. Cahismada Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.4.1. Metformin Hidrokloriir Cozeltisinin Hazirlanmasi

Metformin hidrokloriiriin molekiiler agirligt 165,62 g/mol’diir. Hassas
terazide 8,29 mg metformin hidrokloriir tartilmis ve 10 ml besiyerinde ¢oziilmiis ve
5000 uM ana stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. 3 ml 5000 pM ana stok ¢ozeltisi ve 3 ml
besiyeri kullanilarak 2500 uM konsantrasyonda ¢ozelti hazirlanmistir. 1,2 mL ana
stok ¢ozeltisi ve 4,8 ml besiyeri kullanilarak 1000 uM konsantrasyonda cozelti
hazirlanmigstir. 3 ml 1000 uM konsantrasyonda ¢ozelti ve 3 ml besiyeri kullanilarak
500 uM konsantrasyonda c¢ozelti hazirlanmistir. 2,5 ml 500 uM konsantrasyonda
cozelti ve 2,5 ml besiyeri kullanilarak 250 pM konsantrasyonda ¢dozelti
hazirlanmistir. 1,8 ml 250 pM konsantrasyonda ¢ozelti ve 2,7 ml besiyeri
kullanilarak 100 uM konsantrasyonda ¢dzelti hazirlanmistir. 1,5 ml 100 pM
konsantrasyonda ¢ozelti ve 1,5 ml besiyeri kullanilarak 50 uM konsantrasyonda

metformin hidrokloriir ¢6zeltisi elde edilmistir.

3.4.2. L-askorbik Asit Cozeltisinin Hazirlanmasi

L-askorbik asitin molekiiler agirligi 176,12 g/mol’diir. Hassas terazide 8,9 mg
L-askorbik asit tartilmis ve 10,11 ml besiyerinde ¢oziilmiis ve 5000 uM ana stok
¢Ozeltisi hazirlanmigtir. 100 ul 5000 uM ana stok ¢ozeltisi ve 900 pl besiyeri
kullanilarak 500 uM  konsantrasyonda c¢ozelti hazirlanmistir. 500 pM
konsantrasyondaki ¢ozeltiden 500 pl ve 4500 pl besiyeri kullanilarak 50 uM
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konsantrasyonda ¢ozelti hazirlanmigtir. 50 uM konsantrasyondaki ¢ozeltiden 2,4 ml
ve 3,6 ml besiyeri kullanilarak 20 uM konsantrasyonda ¢ozelti hazirlanmigtir. 20 uM
konsantrasyondaki ¢ozeltiden 2,25 ml ve 2,25 ml besiyeri kullanilarak 10 pM
konsantrasyonda ¢ozelti hazirlanmistir. 1,5 ml 10 uM konsantrasyondaki ¢ozelti ve
1,5 ml besiyeri kullanilarak 5 puM konsantrasyonda L-askorbik asit c¢ozeltisi
hazirlanmisgtir. 300 pl 10 pM konsantrasyondaki ¢ozelti ve 2700 ul besiyeri
kullanilarak 1 uM konsantrasyonda L-askorbik asit ¢ozeltisi hazirlanmistir. 300 pl 5
uM konsantrasyondaki ¢ozelti ve 2700 pul besiyeri kullanilarak 0,5 pM
konsantrasyonda L-askorbik asit ¢ozeltisi hazirlanmistir. L-askorbik asit 1siktan
bozundugu i¢in ¢ozelti hazirlama islemi sirasinda biyolojik giivenlik kabininin 15181

kapatilmistir.

3.4.3. Besiyerinin Hazirlanmasi

Hiicrelerin ¢ogaltilmasi igin besiyeri olarak Dulbecco’nun Modifiye Eagle
Medyumu (DMEM High Glucose) kullanilmistir. Besiyeri c¢ozeltisi 500 ml
DMEM’in iizerine 125 ml FBS (%20 konsantrasyonda), 6,3 ml penisilin, 6,3 ml
streptomisin ve 6,3 ml esansiyel olmayan aminoasit ¢ozeltisi eklenmistir. Deneyler
bittikten sonra buzdolabinda +4°C sicaklikta en fazla 30 giin muhafaza edilmistir

(120).

3.4.4. MNT-1 Hiicrelerinin Lizis isleminde Kullamlan Cézeltiler
Lizis Tampon Cozeltisi:

CelLytic™ MT Memeli dokusu lizis/ekstraksiyon reaktifi kullanilmistir.
Iceriginde 150 mM sodyum kloriir (NaCl) ve proteinler ile en diisiik girisime neden
olan minimum konsantrasyonlarda deterjan ve bisin bilesenleri yer alir. +4°C’de

buzdolabinda muhafaza edilmistir.
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Proteaz inhibitorii Cozeltisi:

Proteaz inhibitorii ¢ozeltisinin igerisinde pepstatin A, bestatin, aprotinin, E-64
ve leupeptin bulunmaktadir. Bu ¢ozeltinin gorevi sistein, aspartik proteaz, serin ve
aminopeptidazlarin inhibisyonuna neden olmaktadir. Derin dondurucuda -20°C’de

saklanmaktadir.
Proteaz inhibitor Kokteyl Cozeltisi:

I ml proteaz inhibitérii 100 ml lizis tampon ¢ozeltisi ile karistirilarak

hazirlanmustir.

3.4.5. Protein Tayininde Kullanilan Cozeltiler
Bakir Reaktifi:

%1 Bakir siilfat (CuzSOs), %2 Sodyum/potasyum (Na'/K") tartarat ve 0,5 M
sodyum hidroksit (NaOH) i¢inde %10 sodyum karbonat (Na2COs3) iceren ¢ozeltidir.
1 ml CuzSO4, 1 ml Na'/K" tartarat ve 50 ml Na,COs ¢ozeltisi kullanilarak deneyden

Once taze hazirlanir.
Folin Fenol:

Folin fenol ¢6zeltisi hazir haldedir. Reaktif 1/10 oraninda distile su ile diliie

edilerek hazirlanir.
Albumin Standartlari:

50, 100, 150, 200 ve 400 pg/ml sigir serum albiimini ¢ozeltileri hazirlanarak

kullanilir.
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3.4.6. MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir)

Yontemi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesinde Kullanilan Cozeltiler

Dimetil Siilfoksit (DMSO):

Dimetil siilfoksit (C:HsOS) ucucu yapida bir sividir. 1,1 g/ml yogunluga
sahip DMSO 1siktan korunmast i¢in oda sicakliginda amber renkli siselerde

saklanmistir.

3-(4,5- Dimetiltiyazol- 2- il) — 2,5 — Difeniltetrazolyum bromiir Cozeltisi:

Hassas terazide 20 mg MTT tartilmis ve 40 ml besiyeri igerisinde ¢oziilerek
0,5 mg/ml konsantrasyonda MTT c¢ozeltisi elde edilmistir. MTT ¢ozeltisi 1s1kta
bozuldugundan 1siktan korunarak saklanmalidir. Isiktan korundugunda +4°C’de 24

saat stabildir.

3.4.7. Reaktif Oksijen Bilesikleri Tayininde Kullamilan Cozeltiler

ROS tayin reaktifi:

Kit igerisinde 1 vial ROS tayin reaktifi bulunmaktadir. Hazirlama agamasinda
kit icerisindeki DMSO ile seyreltilmistir. -20 °C sicaklikta saklandiginda 1 ay
boyunca dayaniklidir.

Dimetil Siilfoksit:

Kit igerisinde 0,1 ml DMSO bulunmaktadir. Kullanima hazir haldedir.

Deney Tamponu:

Kit igerisinde 20 ml deney tamponu bulunmaktadir. Kullanima hazir haldedir
ve -20°C’de saklandiginda kitin {izerinde yer alan son kullanma tarihine kadar

dayaniklidir.
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Master Reaksiyon Karisimi:

10 ml deney tamponu c¢ozeltisinin igerisine 20 pul ROS tayin reaktifi
eklenmesiyle hazirlanan karisimdir. Deneye baslanmadan hemen 6nce hazirlanmistir

ve hazirlandiktan sonra 2 saat gegmeden kullanilmas1 gerekmektedir.

3.4.8. Isik Mikroskobu incelemelerinde Kullanilan Cozeltiler

0,1 M Fosfat Tamponu:

Hazirlanilan 20 ml disodyum hidrojen fosfat (NaxHPO4) ¢ozeltisi ile 80 ml
sodyum dihidrojen fosfat (NaH2PO4) ¢6zeltisi karistirildiktan sonra 100 ml distile su
eklenerek ve 1:1 oraninda diliie edilir. Cozeltinin pH’si 7,42’ye ayarlanir ve
fiksasyon isleminin ardindan yikama islemlerinde kullanilir. Fosfat Tamponu

buzdolabinda +4 °C sicaklikta saklandiginda 4 ay boyunca dayaniklidir.

Metilen Mavisi Cozeltisi:

Metilen mavisi ¢ozeltisini hazirlamak i¢in Oncelikle 1 g disodium
tetrahidroborat (Na;BH4) ve 1 g metilen mavisi tartilir. Tartilan maddeler 100 ml

distile suda ¢oziilerek %1 (a/ h) konsantrasyonda ¢ozelti elde edilir.

3.4.9. Tirozinaz Aktivitesinin Belirlenmesinde Kullanilan Cozeltiler

Deneye baslanmadan once kit icerisinde yer alan tiim reaktifler oda 1sisina

getirilmistir (137).

Referans Standart Cozeltisi:

2 vial referans standart ¢ozeltisi tirozinaz ELISA kitin icerisinde hazir olarak

yer almaktadir.

Referans Standart ve Numune Diliisyon Cozeltisi:
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Tirozinaz ELISA kitin igerisinde 20 ml ¢ozelti hazir olarak yer almaktadir.

Standart ve numuneleri seyreltmek i¢in kullanilmaktadir.

Standart Calisma Cozeltisi:

Referans standart ¢ozeltisi 10.000xg'de 1 dakika santrifiijlenir. Referans
standardin iizerine 1 ml numune diliisyon ¢ozeltisi eklendikten sonra 10 dakika
beklenir. Hazirlanan ¢ozelti bu asamada birkag defa yavagga ters cevrilebilir.
Coziindiigii kontrol edildikten sonra pipet yardimiyla giizelce karistirilir. Bu islemle
40 ng/ml konsantrasyonda bir ¢alisma ¢ozeltisi elde edilir. Ardindan 20 ng/ml, 10
ng/ml, 5 ng/ml, 2,5 ng/ml, 1,25 ng/ml, 0,63 ng/ml, 0 ng/ml konsantrasyonlarda

standart ¢alisma ¢ozeltileri hazirlanir.

Konsantre Biyontinlenmis Tespit Ab Soliisyonu:

100X konsantrasyonda 120 pL ¢o6zelti tirozinaz ELISA kitin icerisinde hazir

olarak bulunmaktadir.

Biyotinlenmis Tespit Ab Diliisyon Cozeltisi:

Tirozinaz ELISA kitin igerisindeki 14 ml hacimde ¢6zelti biyotinlenmis tespit

Ab Calisma Cozeltisini hazirlamak i¢in kullanilmaktadir.

Biyotinlenmis Tespit Ab Calisma Cozeltisi:

Deneye baslanmadan 6nce her kuyucukta 100’er pL ¢ozelti olacak sekilde
gereken ¢ozelti miktar1 hesaplanir. Konsantre biyotinlenmis tespit Ab Soliisyonu
800xg'de 1 dakika boyunca santrifiijlenir. Ardindan 100x Konsantre biyotinlenmis
tespit Ab ¢ozelitisi, Biyotinlenmis tespit Ab Seyreltme Soliisyonu ile 1x g¢alisma

soliisyonuna seyreltilir.
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Konsantre HRP Konjugat Cozeltisi:

100x konsantrasyonda 120 pL konsantre HRP konjugat ¢ozeltisi tirozinaz
ELISA kitin icerisinde hazir olarak bulunmaktadir.

HRP Konjugat Diliisyon Cozeltisi:

Tirozinaz ELISA kitin igerisindeki 14 ml hacimde ¢ozelti HRP konjugat

calisma ¢ozeltisini hazirlamak i¢in kullanilmaktadir.

Konsantre HRP Konjugat Calisma Soliisyonu:

Deneye baslanmadan 6nce her kuyuda 100°er pL c¢ozelti olacak sekilde
gereken ¢ozelti miktar1 hesaplanir. Hazirlama asamasinda, hesaplanandan biraz daha
fazla ¢ozelti hazirlanmalidir. Konsantre HRP konjugati 800%g'de 1 dakika boyunca
santrifiijlenir; ardindan 100x konsantre HRP konjugatt HRP konjugat seyreltici ile

1x ¢alisma soliisyonuna seyreltilir.

Yikama Tamponu:

30 ml konsantre yikama tamponu ve 720 ml distile su kullanilarak 750 ml
yikama tamponu ¢ozeltisi hazirlanmistir. Konsantrede kristaller olusmussa, 40°C
sicaklikta bir su banyosu kullanilarak sitilabilir ve kristaller ¢oziinene kadar hafifce

karigtirilabilir.

Substrat Reaktifi:

10 ml substrat reaktifi tirozinaz ELISA kitin igerisinde hazir olarak

bulunmaktadir.

Stop Soliisyonu:

Reaksiyonun durdurulmasi i¢in kullanilan 10 ml stop soliisyonu tirozinaz

ELISA kitin igerisinde hazir olarak bulunmaktadir.
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3.4.10. Tirozinaz Gen Ekspresyonunun Belirlenmesinde Kullanilan

Cozeltiler

Riboex

GeneAll® markali RiboEx™ insan, hayvan, bitki, maya, bakteri ve viriis
kaynakli numunelerden toplam RNA izolasyonu i¢in kullanima hazir reaktifler
iceren bir kittir. RiboEx™, guanidin tuzu/deterjan soliisyonunda hiicrelerin
parcalanmasi, ardindan RNA'nin organik ekstraksiyonu ve alkol ile c¢okelti
olusturmasi esasina dayanir ve ¢cok sayida numunenin ayni anda iglenmesine olanak

tanir.

Hybrid-R

GeneAll® markali Hybrid-R™ insan, hayvan, bitki, maya, bakteri ve viriis
kaynaklt numunelerden yliksek diizeyde saflastirilmis toplam RNA izolasyonu icin
kolay ve hizli bir yontem saglar. Hybrid-R™, RNA'y1 kolona baglayarak alkol ile
cokelti olusturmasini ortadan kaldirir ve ¢ok sayida numuneden es zamanli olarak

hizl1 ve rahat bir sekilde sonu¢ elde edilmesine olanak tanir.

cDNA Sentezi icin Kullanilan Mastermix Cézeltisi

cDNA sentezi i¢in 2 pl 10X reaksiyon tamponu, 1 pl 20X dNTP mix, 2 pl
Random hexamer, 1 pl WizScript™ RTaz, 0.5 pl RNaz inhibitorii, 3.5 pl RNaz
icermeyen su ve 10 pul RNA ornegi kullanilarak toplamda 20 pl hacminde ana
karisim (mastermix) ¢ozeltisi hazirlanmistir. 10X reaksiyon tamponu, 20X dNTP
karisimi, Random hekzamer, WizScript™ RTaz ve RNaz igcermeyen su WizScript™
cDNA Sentez Kiti (Yiiksek Kapasite) isimli kitin icerisinde hazir olarak yer

almaktadir.
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Real-Time qPCR Icin Kullanmlan Ana Karisim Cozeltisi

10 pl 2X ana karisim (MasterMix with SYBR-Green), 1 pl ROX boyasi, 1 pl
ileri primer (10 puM), 1 pl ters primer (10 uM), 4 ul cDNA kalib1 ve 3 pl RNaz
icermeyen distile su kullanilarak toplamda 20 pl hacminde ana karisim ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Ana karisim (MasterMix with SYBR-Green) ve ROX Dye WizPure™
gPCR Master (SYBR) isimli kitin i¢erisinde hazir olarak yer almaktadir.

3.4.11. Tirozinazin immunfloresan Olarak Isaretlenmesinde Kullanilan

Cozeltiler
Fosfat Tamponlu Salin (PBS) Cozeltisi
2,14 gram PBS tartilmig ve 250 ml deiyonize su eklenerek hazirlanmistir.

% 2,5 Sigir Serum Albumini (BSA)- Fosfat Tamponlu Salin (PBS)

Cozeltisi

1,25 gram BSA ve 50 ml PBS kullanilarak hazirlanmistir.

% 0,1 TritonX-100 Cozeltisi

10 puL TritonX-100 ve 10 ml deiyonize su kullanilarak hazirlanmustir.
Blocking Serum Cozeltisi

Normal serum blok c¢ozeltisi ve 150 pL keci serumu kullanilarak

hazirlanmistir.

Primer Antikor Cozeltisi

4,5 pL tirozinaz antikoru (T311) 895,5 puL % 2,5 BSA-PBS ile 1:200

oraninda olacak sekilde seyreltilerek hazirlanmistir.
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Sekonder Antikor Cozeltisi

1,8 uL. Goat Anti-Mouse IgG H&L (FITC) (ab6785), 9 uL %1 NHS ve 889,2
uL BSA-PBS ile 1:500 oraninda olacak sekilde seyreltilerek hazirlanmistir.

3.4.12. Melanin Olusumunun Belirlenmesinde Kullanilan Cozeltiler

Standart Cozeltisi

240 ng/ml konsantrasyona sahip 0,5 ml hacimde ¢ozeltidir. Melanin ELISA

kitin icerisinde hazir olarak bulunmaktadir.

Standart Diliisyon Cozeltisi

Standart ¢alisma ¢o6zeltisinden diltisyonla 120 ng/ml, 60 ng/ml, 30 ng/ml, 15
ng/ml ve 7,5 ng/ml konsantrasyonlarda standart ¢alisma ¢ozeltilerinin hazirlanmasi
icin kullanilan ¢o6zeltidir. 3 ml standart diliisyon ¢ozeltisi melanin ELISA kitin

i¢erisinde hazir olarak bulunmaktadir.

Streptavidin-HRP Konjugat Reagent

6 ml streptavidin-HRP konjugat reagent melanin ELISA Kkitin icerisinde hazir

olarak bulunmaktadir.

Yikama Soliisyonu

Melanin ELISA kitin igerisinde 30x konsantrasyondaki yikama soliisyonu
hazir olarak bulunmaktadir. Deneylerde 30x konsantrasyondaki yikama g¢ozeltisi x

konsantrasyona seyreltilerek kullanilmistir.

Biyotin Melanin Ab Soliisyonu

Melanin ELISA kitin igerisinde 1 ml Biyotin Melanin Ab Soliisyonu hazir

olarak bulunmaktadir.
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Kromojen Soliisyonu A

Melanin ELISA kitin igerisinde 6 ml Kromojen Soliisyonu A hazir olarak

bulunmaktadir.

Kromojen Soliisyonu B

Melanin ELISA Kkitin igerisinde 6 ml Kromojen Soliisyonu B hazir olarak

bulunmaktadir.

Stop Soliisyonu

Reaksiyonun durdurulmasi i¢in kullanilan 6 ml stop soliisyonu melanin

ELISA kitin igerisinde hazir olarak bulunmaktadir.

3.4.13. c-AMP Olusumunun Belirlenmesinde Kullanilan Cozeltiler

Kullanmadan once tiim reaktifler oda sicakligina (18-25 °C) getirilmistir.
Mikroplaklar mikroplaka okuyucunun kilavuzunda belirtildigi gibi optik yogunluk

Ol¢ciim isleminden 15 dakika 6nce 1sitilmasina dikkat edilmistir (138).

Referans Standart Cozeltisi:

2 vial referans standart ¢ozeltisi c-AMP ELISA kitin i¢erisinde hazir olarak

yer almaktadir.

Referans Standart ve Numune Diliisyon Cozeltisi:

c-AMP ELISA kitin igerisinde 20 ml ¢ozelti hazir olarak yer almaktadir.

Standart ve numuneleri seyreltmek i¢in kullanilmaktadir.
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Standart Calisma Cozeltisi:

Referans standart cozeltisi 10.000xg'de 1 dakika santrifiijlenir. Referans
standardin iizerine 1 ml numune diliisyon ¢ozeltisi eklendikten sonra 10 dakika
beklenir. Hazirlanan ¢o6zelti bu asamada birka¢ defa yavasga ters cevrilebilir.
Coziindiigl kontrol edildikten sonra pipet yardimiyla giizelce karistirilir. Bu islemle
100 ng/ml konsantrasyonda bir ¢alisma ¢ozeltisi elde edilir. Ardindan 50 ng/ml, 25
ng/ml, 12,5 ng/ml, 6,25 ng/ml, 3,13 ng/ml, 1,56 ng/ml, 0 ng/ml konsantrasyonlarda

standart ¢alisma ¢ozeltileri hazirlanir.

Konsantre Biyotinlenmis Tespit Ab Soliisyonu:

100x konsantrasyonda 120 pL ¢ozelti c-AMP ELISA kitin igerisinde hazir

olarak bulunmaktadir.

Biyotinlenmis Tespit Ab Diliisyon Cozeltisi:

c-AMP ELISA kitin igerisindeki 14 ml hacimde ¢dzelti biyotinlenmis tespit

Ab Calisma Cozeltisini hazirlamak i¢in kullanilmaktadir.

Biyotinlenmis Tespit Ab Calisma Cozeltisi:

Deneye baslanmadan 6nce her kuyucukta 50°ser puL ¢bzelti olacak sekilde
gereken ¢ozelti miktar1 hesaplanir. Hazirlama asamasinda, hesaplanandan biraz daha
fazla ¢ozelti hazirlanmalidir. Kullanmadan 6nce stok tiipii santrifiijlenir. Ardindan
100x Konsantre Biyotinlenmis Saptama Ab Soliisyonu, biyotinlenmis tespit Ab

Seyreltme Soliisyonu ile 1x ¢alisma soliisyonuna seyreltilir.

Konsantre HRP Konjugat Cozeltisi:

100x konsantrasyonda 120 pL konsantre HRP konjugat cozeltisi c-AMP
ELISA kitin igerisinde hazir olarak bulunmaktadir.
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HRP Konjugat Diliisyon Cozeltisi:

c-AMP ELISA kitin igerisindeki 14 ml hacimde ¢o6zelti HRP konjugat

calisma ¢ozeltisini hazirlamak i¢in kullanilmaktadir.

Konsantre HRP Konjugat Calisma Soliisyonu:

Deneye baglanmadan 6nce her kuyucukta 100’er puL ¢6zelti bulunacak sekilde
gereken ¢ozelti miktar1 hesaplanir. Hazirlama asamasinda, hesaplanandan biraz daha
fazla ¢6zelti hazirlanmalidir. 100x Konsantre HRP konjugatt HRP konjugat diliisyon

¢oOzeltisi ile 1x caligma soliisyonuna seyreltilir.

Yikama Tamponu:

30 ml konsantre yikama tamponu ve 720 ml distile su kullanilarak 750 ml
yikama tamponu ¢ozeltisi hazirlanmistir. Konsantrede kristaller olusmussa, 40°C
sicaklikta bir su banyosu kullanilarak sitilabilir ve kristaller ¢oziinene kadar hafifce

karistirilabilir.

Substrat Reaktifi:

10 ml substrat reaktifi c-AMP ELISA kitin icerisinde hazir olarak

bulunmaktadir.

Stop Soliisyonu:

Reaksiyonun durdurulmasi i¢in kullanilan 10 ml stop soliisyonu c-AMP

ELISA kitin igerisinde hazir olarak bulunmaktadir.
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3.4.14. L-DOPA Diizeylerinin Belirlenmesinde Kullamilan Cozeltiler

Standart Calisma Cozeltisi:

240 ng/ml konsantrasyona sahip 0,5 ml hacimde ¢ozeltidir. L-DOPA ELISA

kitin icerisinde hazir olarak bulunmaktadir.

Standart Diliisyon Cozeltisi:

Standart ¢aligma ¢ozeltisinden dillisyonla 120 ng/ml, 60 ngml, 30 ng/ml, 15
ng/ml ve 7,5 ng/ml konsantrasyonlarda standart cozeltilerin hazirlanmasi igin
kullanilan ¢ozeltidir. 3 ml standart diliisyon c¢ozeltisi L-DOPA ELISA kitin

icerisinde hazir olarak bulunmaktadir.

Streptavidin-HRP Konjugat Reagent:

6 ml Streptavidin-HRP konjugat reaktif L-DOPA ELISA kitin igerisinde

hazir olarak bulunmaktadir.

Yikama Soliisyonu:

L-DOPA ELISA kitin igerisinde 30x konsantrasyondaki yikama soliisyonu
hazir olarak bulunmaktadir. Deneylerde 30x konsantrasyondaki yikama ¢ozeltisi x

konsantrasyona seyreltilerek kullanilmistir.

Biyotin L-DOPA Ab Soliisyonu:

L-DOPA ELISA kitin igerisinde 1 ml Biyotin L-DOPA Ab Soliisyonu hazir

olarak bulunmaktadir.

Kromojen Soliisyonu A:

L-DOPA ELISA kitin igerisinde 6 ml Kromojen Soliisyonu A hazir olarak

bulunmaktadir.
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Kromojen Soliisyonu B:

L-DOPA ELISA kitin igerisinde 6 ml Kromojen Soliisyonu B hazir olarak

bulunmaktadir.

Stop Soliisyonu:

Reaksiyonun durdurulmasi ic¢in kullanilan 6 ml stop soliisyonu L-DOPA

ELISA kitin igerisinde hazir olarak bulunmaktadir.

3.5. Deneysel islemler

3.5.1. In Vitro Hiicre Kiiltiirii

MNT-1 melanoma hiicrelerinin proliferasyonunu saglamak i¢in kullanilacak
besiyerini hazirlamak i¢in 500 ml DMEM’in {izerine 125 ml FBS, 6,3 ml penisilin,
6,3 ml streptomisin ve 6,3 ml esansiyel olmayan aminoasit ¢dzeltisi eklenmistir.
Hiicreler 75 ve 25 cm? hiicre kiiltiirii flasklar1 igerisinde, %100 nem, 37°C sicaklik ve
% 5 CO2 kosullarin1 saglayan inkiibator igerisinde ¢ogaltilmigtir. Hiicreler kiiltiir
flasklarinda uygun yogunluga gelinceye kadar uygun periyotlarda besiyeri
degistirilmistir. Mikroskopta hiicrelerin uygun yogunluga ulastigi goriildiikten sonra

pasajlanarak ¢ogaltilmistir (120).

3.5.2. Caliyma Gruplan

1. Kontrol grubu: Hi¢bir uygulama yapilmayacak MNT-1 hiicre hatti.

2. Metformin grubu: Sitotoksisite deneyleri sonucunda sitotoksik etki

gostermedigi belirlenen 50 uM metforminin uygulanacagi grup.

3. Askorbik asit grubu: Sitotoksisite deneyleri sonucunda sitotoksik etki

gostermedigi belirlenen 0,5 pM askorbik asidin uygulandigi grup.
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4. Metformin+Askorbik asit grubu: Sitotoksisite deneyleri sonucunda
sitotoksik etki gostermedigi belirlenen maksimum metformin+ askorbik

asit dozlarmin (50uM metformin + 0,5 uM askorbik asit) uygulandigi
grup.

3.5.3. Hiicre Kiiltiiriinde C6zme ve Dondurma Islemleri

Cozme Prosediirii:

1. Calismaya baslamadan hemen oOnce deneyde kullanilacak biitiin
malzemeler % 70’lik etanol yardimiyla temizlenmistir. Ardindan

biyogiivenlik kabinin icerisine yerlestirilmistir.

2. Su banyosunun su seviyesi kontrol edilmis ve 37°C sicakliga

ayarlanmistir.

3. Etiiv ¢alistinlarak sicakligin 37°C, CO; seviyesinin % 5 oldugu kontrol

edilmistir.

4. Hicrelerin ¢ogalmas1 i¢in hazirlanan besiyeri 4°C buzdolabindan

cikarilmis ve su banyosunda 1sinmasi saglanmaistir.

5. -80°C sicaklikta kriyo tiipte saklanan MNT-1 hiicreleri dondurucudan

c¢ikarilmis ve buzun iizerine aktarilmistir.

6. Hiicrelerin ¢oziilmesi i¢in kriyo tiip 37 °C sicakliktaki su banyosunda 2
dk sttilmistir.  Bu asama  hiicrelerin  ¢abuk ¢oziinmesi ve
kontaminasyona ugramasi ihtimallerine karsilik dikkatli bir sekilde

gergeklestirilmistir.

7. Kriyo tiip icerisinde slispande halde bulunan MNT-1 hiicreleri % 70’lik
etanol ile sterilize edilmis 15 ml hacimde bir santrifiij tiipiine

aktarilmastir.
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Santrifiij tiipiiniin igerisine yavas bir sekilde besiyeri eklenmis ve pipetaj
yapilarak hiicreler slispande hale getirilmistir. Osmotik sok riskinden

dolay1 bu agsamanin yavas bir sekilde yapilmasina 6zen gosterilmistir.

Hiicreler 1500 devirde 5 dakika siire ile santrifiij edilmistir.

Santrifiij islemi bittikten sonra DMSO igeren siipernatan atilmistir ve

dipte kalan hiicre pelletinin {izerine besiyeri eklenmistir.

Hiicre pelletinin iizerine besiyeri eklendikten sonra pipetaj islemiyle
siispande hale getirilmistir ve uygun boyutlardaki yeni hiicre kiiltiirii

flasklarina aktarilmaistir.

Flaska aktarilan hiicreler 151k mikroskobu yardimiyla incelenmistir.

Yeni flasklarin igerisinde yer alan hiicreler 37 °C sicaklik, % 100 nem

ve % 5 CO; kosullarini saglayan inkiibatore koyulmustur.

Dondurma Prosediirii:

1.

Isik mikroskobu yardimiyla hiicre kiiltlirii flasklart her giin kontrol
edilmistir ve hiicreler prolifere olarak flaskta yeterli yogunluga
geldiklerinde daha sonra farkli testlerde kullanilmak iizere
dondurulmustur. Donmus hiicreler derin dondurucuda -80 °C sicaklikta

muhafaza edilmistir.

Calismaya baslamadan hemen once deneyde kullanilacak biitiin
malzemeler % 70’lik etanol yardimiyla temizlenmistir. Ardindan

biyogiivenlik kabinin icerisine yerlestirilmistir.

Su banyosunun su seviyesi kontrol edilmis ve 37°C sicakliga

ayarlanmigtir.
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Tripsin-EDTA ¢6zeltisi ve besiyeri buzdolabinda (+4°C) saklandigindan

deneyden 6nce 37°C su banyosunda 1sitilmistir.

1800 pl besiyeri ve 200 ul DMSO kullanilarak toplamda 2 ml olmak
tizere dondurma islemi i¢in gerekli olan dondurma besiyeri ¢ozeltisi

hazirlanmistir.

Kiltiir flasklar1 inkiibatérden alinip besiyeri bir pipet yardimiyla
¢ekilmistir.

Flasklarin i¢ine 4 ml tripsin-EDTA c¢ozeltisi eklenmistir ve hiicreler
enzimin aktif hale gelmesi icin 5 dakika boyunca inkiibatorde

bekletilmistir.

Hiicreler adheren yapida olduklarindan inkiibatorden ¢ikarilan flasklar
151k mikroskobunda kontrol edilmistir. Hiicrelerin flaskin tabanindan

ayrildiklar1 goriildiikten sonra flaskin igerisine 6 ml besiyeri eklenmistir.

Stispande hiicreler ve besiyeri steril santrifiij tiipiine aktarildiktan sonra

1500 devirde 5 dakika boyunca santrifiij islemine tabi tutulmustur.

Santrifiij bittikten sonra {istte kalan slipernatan atilmistir.

Dipte kalan hiicre pelletinin iizerine daha ©nce hazirlanan 2 ml
dondurma besiyeri eklenmistir ve yavasca pipetaj islemi uygulanarak

siispande edilmistir.

Hiicrelerin dondurulmasi i¢in kullanilacak kriyo tiipiin lizerinde yer alan
etikete hiicre bilgileri kaydedilmis ve hazirlanan hiicre slispansiyonu

kriyo tilipiin igerisine aktarilmistir.

Kriyo tiip birkag saat -20°C’de bekletilmistir.
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14. Sonrasinda -20°C’den ¢ikarilan kriyo tiip saklamak icin -80°C

sicakliktaki derin dondurucuya kaldirilmastir.

3.5.4. Hiicrelerin Alt Kiiltiir Prosediiri

1. Hicre kiultirii flaskinin igerisindeki hiicreler her giin 151k
mikroskobunda gozlenmistir. Hiicrelerin kiiltiir flask: igerisinde yeterli
yogunluga ulagmalar hiicrelerin pasajlanmak i¢in hazir oldugu anlamina

gelmektedir.

2.  Calismaya baglamadan hemen oOnce deneyde kullanilacak biitiin
malzemeler % 70’lik etanol yardimiyla temizlenmistir. Ardindan

biyogiivenlik kabininin igerisine yerlestirilmistir.

3.  Su banyosunun su seviyesi kontrol edilmis ve 37°C sicakliga

ayarlanmistir.

4. Tripsin-EDTA ¢dzeltisi ve besiyeri buzdolabinda (+4°C) saklandigindan

deneyden 6nce 37°C su banyosunda 1sitilmistir.

5. Flasklarin i¢inde bulunan besiyeri pipetle ¢ekilerek atilmistir.

6. Flasklarin i¢ine 4 ml tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklenmistir ve hiicreler
enzimin aktif hale gelmesi icin 5 dakika boyunca inkiibatorde

bekletilmistir.

7. Hicreler adheren yapida olduklarindan inkiibatdrden ¢ikarilan flasklar
151k mikroskobunda kontrol edilmistir. Hiicrelerin flaskin tabanindan

ayrildiklar1 goriildiikten sonra flaskin icerisine 6 ml besiyeri eklenmistir.

8. Siispande hiicreler ve besiyeri steril santrifiij tiipline aktarildiktan sonra

1500 devirde 5 dakika boyunca santrifiij islemine tabi tutulmustur.



10.

11.

53

Santrifiij bittikten sonra iistte kalan siipernatan atilmistir. Dipte kalan
hiicre pelletinin iizerine yeterli miktarda besiyeri eklenmistir ve yavasca

pipetaj islemi uygulanarak slispande edilmistir.

Besiyeri i¢erisindeki hiicreler uygun boyutlarda flasklara ekilmistir.

Flasklarin {izerine hiicre bilgileri (hiicre tiirii, pasaj tarihi, pasaj
numarast, besiyeri bilgileri vb.) kaydedilmis ve yeni flasklarin igerisinde
yer alan hiicreler 37 °C sicaklik, %100 nem ve %5 CO; kosullarm

saglayan inkiibatore koyulmustur.

3.5.5. Hiicre Sayim Islemi

Hiicre saymmi i¢in farkli yontemler yer almakla birlikte bu calismada tripan

mavisi ile boyama yontemi kullanilmistir. Tripan mavisi (-) yiklii bir boyadir ve 6l

hiicrelerin hiicre zar1 biitlinliigli bozuldugundan hiicre icerisine girerek 6l hiicrelerin

boyanmasina neden olmaktadir.

Hiicre Sayimi Prosediirii:

1.

Hiicre kiiltiirii flaskinin igerisindeki hiicreler her giin 151k mikroskobunda
gozlenmistir. Hiicrelerin kiiltiir flaski igerisinde yeterli yogunluga

ulastiklar1 kontrol edildikten sonra besiyeri atilmistir.

Flasklarin i¢ine 4 ml tripsin-EDTA ¢06zeltisi eklenmistir ve hiicreler
enzimin aktif hale gelmesi i¢in 5 dakika boyunca inkiibatorde

bekletilmistir.

. Hiicreler adheren yapida olduklarindan inkiibatérden ¢ikarilan flasklar 151k

mikroskobunda kontrol edilmistir. Hiicrelerin flaskin tabanindan

ayrildiklar1 goriildiikten sonra flaskin igerisine 5 ml besiyeri eklenmistir.
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4. Siispande hiicreler ve besiyeri steril santrifiij tiipiine aktarildiktan sonra

1500 devirde 5 dakika boyunca santrifiij islemine tabi tutulmustur.

5. Santrifiij bittikten sonra iistte kalan silipernatan atilmistir. Dipte kalan
hiicre pelletinin iizerine 20 ml besiyeri eklenmistir ve yavasga pipetaj

islemi uygulanarak siispande edilmistir.

6. 50 pl hiicre siispansiyonu sterilize edilmis bir eppendorf tiipe aktarilmistir.
%0,4 konsantrasyonda 50 pl tripan mavisi boyasi eklenmis ve pipet

yardimiyla siispansiyon haline getirilmistir.

Tripan mavisi ¢ozeltisi ile karistirilan hiicreler Neubauer hiicre sayim lami
lizerine aktarilmistir. Bu asamada lamin her iki tarafinda da 10 pl hiicre
stispansiyonu olacak sekilde hazirlanmasina dikkat edilmistir. Neubauer hiicre sayim
laminin st kisminda 4 adet ve alt kisminda 4 adet olmak {izere toplam 8 tane karesi
bulunmaktadir. Bu karelerin igerisinde yer alan hiicreler, 151k mikroskobunda
sayilarak en son asamada toplam hiicre sayisinin ortalamasi hesaplanmistir. ml’deki
canli hiicre sayist “ml’deki toplam hiicre sayis1 = (Sayilan toplam hiicre sayisy/

8)x seyreltme faktorii x 10.000/ml” formiilii kullanilarak hesaplanmistir.

7. llgili formiil kullamlarak canli hiicre derisimi belirlendikten sonra besiyeri

ile diliisyon yapilarak hiicreler 96 kuyucuklu plaklara aktarilmistir.

8. 96 kuyucuklu plaktaki hiicreler 1 gece boyucunda inkiibatore bekletilerek

hiicrelerin plaga tutunmasi ve proliferasyonu gerceklesmistir.
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3.6. Yontemler

3.6.1. MNT-1 Melanoma Hiicrelerinde 3-(4,5-Dimetiltiyazol- 2- il)-2,5—
Difeniltetrazolyum bromiir (MTT) Yontemi ile Sitotoksisitenin

Belirlenmesi

Yontemin Esasi:

Sitotoksisitenin tayini i¢in alanyazinda bir¢ok farkli yontem bulunmaktadir.
Hiicre canliligimin belirlenmesi i¢in bu tez kapsaminda MTT yontemi kullanilmistir.
IUPAC ismi 3-(4,5-Dimetiltiyazol- 2- il)-2,5— difeniltetrazolyum bromiir olan MTT
maddesi ile hiicre proliferasyonu ve canliligi spektrofotometrik olarak
belirlenebilmektedir. MTT maddesinin yapisinda yer alan tetrazolyum halkasinin
metabolik olarak aktif hiicreler tarafindan agilmasi esasina dayanmaktadir. Prolifere
olan hiicrelerin mitokondrilerinde dehidrogenaz aktivitesinin artmasi ile sar1 renkte
olan tetrazolyum bilesigi mor renkte formazan kristallerine doniisiir. Formazan
kristalleri DMSO eklenerek ¢oziiliir ve 570 nm dalga boyunda spektrofotometrede

absorbans degerleri belirlenerek hiicre canlilig1 tayin edilir.

Yontemin Uygulanisi:

1. 96 kuyucuklu plaktaki hiicreler 1 gece boyucunda inkiibatore
bekletilerek  hiicrelerin  plaga  tutunmast  ve  proliferasyonu

gerceklesmistir.

2. 1 giinliin sonunda biyolojik giivenlik kabini igerisinde besiyerleri

kuyucuklardan uzaklastirilmistir.

3. Hiicrelere MNT-1 hiicreleri i¢in hazirlanan besiyeri icerisinde ¢6ziilmiis,
0,1-25 uM konsantrasyon araliginda askorbik asit ¢ozeltisi ve 50-5000
UM  konsantrasyon aralifinda metformin hidrokloriir ¢dzeltisi

uygulanmustir.
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Kontrol grubunda yer alan hiicrelere yalnizca besiyeri ilave edilmistir.

Metformin ve askorbik asite maruz kalan kuyucuklarda yer alan
coOzeltiler 24 saat inkiibasyon siiresinin sonunda uzaklastirilmis ve her bir
kuyucuga 100’er ul 0,5 mg/ml konsantrasyonda taze hazirlanan MTT

¢ozeltisi ilave edilmistir.

MTT c¢ozeltisi eklendikten sonra plaklar etiiv icerisinde 3 saat boyunca

inkiibe edilmistir.

3 saatlik inkiibasyon bitince MTT ¢d6zeltisi kuyucuklardan g¢ekilmistir.
Canli hiicrelerin dehidrogenaz aktivitesi sonucunda olusan formazan
kristallerinin {izerine 100’er ul DMSO eklenmistir ve calkalayicida 5 —

10 dk c¢alkalanarak ¢6ziinmesi saglanmistir.

Absorbanslar spektrofotometri yontemiyle 570 nm dalgaboyunda

belirlenmistir.

MTT g¢ozeltisi 1sikta bozundugu icin deney siiresince 1siklar kapali

tutulmustur.

Kontrol grubunun absorbans degerlerinin ortalamasi, %100 olarak kabul

edilerek her bir doz i¢in hiicre canlilig1 hesaplanmistir.

Deneyler 3 farkli giinde, her giin iginde 2 ayn tekrar olacak sekilde
yapilmugtir.
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Sekil 3.1. Dehidrogenazlar ile canli hiicrelerde MTT’nin formazan kristallerine
doniismesi

Hiicre Canlihiginin Hesaplanmasi:

Yalnizca besiyeri uygulanan kontrol grubu hiicrelerinin canlilif1 %100 olarak
kabul edilmis, “%Canlilik = 100 X (Calisma gruplarinin absorbans degeri
ortalamast / Kontrol grubunun absorbans degeri ortalamast)” formiili
kullanilarak metformin, askorbik asit ve metformintaskorbik asit gruplarmin

canlilig1 kontrol grubuna kiyasla % canlilik olarak belirlenmistir.

3.6.2. Hiicre ici Reaktif Oksijen Bilesiklerinin Belirlenmesi
Yontemin Esasi:

Hiicre i¢in reaktif oksijen tiirevlerinin belirlenmesi icin literatiirde farkli
yontemler yer almaktadir. Bu tez kapsaminda florometrik olarak ROS belirlenmesi
amaglanmistir. 5- ve 6- klorometil-2’,7’- diklorodihidrofloresein diasetat (CM-
H>DCFDA) floresan 6zellik gostermeyen bir probdur. CM-H,DCFDA metabolik
olarak  aktif  hiicreler = tarafindan  2’,7’-diklorofloresein =~ (CM-DCF)’e
donistiiriilmektedir. Bu doniisiimle olusan floresansin Slgiilmesi ile hidroksil ve

stiperoksit radikalleri gibi ROS bilesiklerinin seviyeleri belirlenebilmektedir (139).
Yontemin Uygulanisi:

1. Deneye baslanmadan once kit icerisinde yer alan tiim reaktifler 18-25

°C’ye getirilmistir.
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40 pl DMSO ve ROS tayin reaktifi karistinlmis ve 500X
konsantrasyonda ROS tayin reaktifi elde edilmistir.

90 pl besiyeri igerisinde yer alan MNT-1 hiicreleri 96 kuyucuga sahip

siyah renkli hiicre plagina aktarilmistir.

Metformin, askorbik asit ve metformin + askorbik asit test maddelerinin
10 kati (10X) dozlarda besiyeri igerisinde ¢oziilerek hazir hale

getirilmistir.

Kuyucuktaki hiicrelerin {izerine 10X konsantrasyonda hazirlanan
metformin, askorbik asit, metformin+askorbik asit ¢ozeltilerinden 10’ar
ul eklenmistir. Kontrol grubu hiicrelerine herhangi bir uygulama
yapilmayacagindan bu kuyucuklara yalnizca 10’ar pl besiyeri ilave

edilmistir.

Plak 37 °C sicakliga sahip inkiibatérde 30 dk boyunca inkiibe edilmistir.

500X konsantrasyonda hazirlanan ROS tayin reaktifinden 20 pl
alinmistir. 10 ml deney tamponu igerisinde ¢oziilerek master reaksiyon

karisimi elde edilmistir.

Plaktaki her bir kuyucugun iizerine 100’er pul master reaksiyon karigimi

ilave edilmistir.

Hiicre kiiltiir plagt 30 dakika — 1 saat civarinda 37 °C sicakliktaki

inkiibatorde inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresi bitince eksitasyon i¢in 540 nm ve emisyon igin 570
nm dalga boylarinda her bir kuyucukta yer alan ¢ozeltilerin floresans

degerleri belirlenmistir.
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ROS Diizeylerinin Hesaplanmasi:

Kontrol grubunda yer alan MNT-1 hiicrelerinin iirettigi hiicre ici ROS miktar1
%100 olarak kabul edilmistir. Metformin, askorbik asit ve metformin+askorbik asit
gruplarimin trettigi ROS miktarlar1 kontrol grubuyla kiyaslanarak % ROS degerleri
tespit edilmistir.

3.6.3. Tirozinaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Yontemin Esasi

Tirozinaz aktivitesi sandvig-ELISA prensibini kullanan bir ELISA kiti ile
belirlenmektedir. Tirozinaz kitinde yer alan mikro ELISA plagi, insan tirozinazina
(TYR) 6zgii bir antikorla énceden kaplanmustir. Ornekler (veya Standartlar) mikro
ELISA plaka kuyucuklarina eklenir ve spesifik antikor ile birlestirilir. Daha sonra
Insan TYR'sine ve Avidin-Horseradish Peroxidase (HRP) konjugatma o6zgii
biyotinlenmis bir saptama antikoru, her bir mikro plaka kuyucuguna art arda eklenir
ve inkiibe edilir. Serbest bilesenler yikanir. Substrat ¢ozeltisi her kuyucuga eklenir.
Yalnizca Insan TYR'si, biyotinlenmis saptama antikoru ve Avidin-HRP konjugat:
iceren kuyucuklar mavi renkte goriinecektir. Enzim-substrat reaksiyonu, durdurma
sollisyonunun eklenmesiyle sonlandirilir ve renk sartya doner. Optik yogunluk 450
nm + 2 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak dl¢iiliir. Optik yogunluk degeri,
insan TYR'sinin konsantrasyonuyla orantilidir. Numunelerin optik yogunlugu
standart egriyle karsilastirarak numunelerdeki insan TYR konsantrasyonu hesaplanir

(137).

Yontemin Uygulanisi:

1. Seyreltilmis standart, kor ¢ozelti ve numune i¢in kuyucuklar belirlenir ve
uygun kuyucuklara standart calisma cozeltilerinden, kor ¢ozeltiden ve
numunelerden 100 pL eklenir. Tiim numuneler ve standartlar iki kopya
halinde test edilmistir. Plaka, kitte yer alan plaka kapatici ile ortiiliir ve

37°C'de 90 dakika inkiibe edilir. Soliisyonlar mikro ELISA plaka
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kuyusunun dibine eklenmeli, miimkiin oldugunca i¢ duvara dokunmaktan

ve koplirmeye neden olmaktan kaginilmalidir.

2. Her kuyuda yer alan ¢ozeltiler bosaltilir, yikanmaz. Hemen her kuyuya
100 pL biyontinlenmis tespit Ab caligma soliisyonu eklenir. Plaka yeni bir
plaka kapatici ile ortiiliir ve 37°C'de 1 saat inkiibe edilir.

3. Cozelti her kuyudan bosaltilir, her kuyucuga 350 pL yikama tamponu
eklenir. 1 dakika bekletilir ve soliisyon her kuyudan aspire edilir veya
bosaltilir ve temiz su emici kagida hafif¢e vurarak kurutulur. Bu yikama

adimi 3 kez tekrarlanir.

4. Her kuyucuga 100 uL. HRP Konjugat ¢alisma soliisyonu eklenir. Plaka
yeni bir plaka kapatici ile ortiiliir ve 37°C'de 30 dakika inkiibe edilir.

5. Cozelti her kuyudan bosaltilir, yikama islemi 3. adimda gerceklestirildigi
gibi 5 kez tekrarlanir.

6. Her kuyucuga 90 pL substrat reaktifi eklenir. Plaka yeni bir plaka kapatici
ile ortiliir ve 37°C'de yaklasik 15 dakika inkiibe edilir. Bu asamada plaka

1siktan korunmalidir.

7. Her kuyucuga 50 pL durdurma soliisyonu eklenir. Durdurma

soliisyonunun eklenmesi, substrat soliisyonuyla ayni sirada yapilmalidir.

8. 450 nm'ye ayarlanmis bir mikro plaka okuyucu ile her kuyunun optik

yogunlugu belirlenir.

Tirozinaz Diizeyinin Belirlenmesi

Her standart ve numune igin ¢ift okumalarin ortalamasi alinir. x ekseninde
tirozinaz konsantrasyonu ve y ekseninde optik yogunluk degerleri ile log-log

ekseninde dort parametreli bir lojistik egri ¢izilir (137).
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3.6.4. Tirozinaz Gen Ekspresyonunun Belirlenmesi

Yontemin Esasi:

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), 1983 yilinda Mullis tarafindan bulumus
ve 1985 yilinda patenti alinmistir. Bu yontem, bir DNA ekstraktindan (DNA
sablonu) belirli bir DNA fragmaninin (ilgili dizi, ilgili DNA veya hedef DNA) DNA
polimeraz kullanimiyla milyarlarca kopyasinin iiretilebilmesi esasina dayanmaktadir.
Hiicresel ve molekiiler biyolojide vazgeg¢ilmez bir teknik olan PCR'nin birgok
uygulama alanmi1 bulunmaktadir. Gergek zamanli PCR, rekabet¢ci PCR, in situ PCR
gibi farkli PCR yontemleri kullanilmaktadir (140). Bu tez ¢alismasinda tirozinaz gen
ekspresyonunun belirlenmesi i¢in kantitatif ters transkripsiyon PCR (RT-qPCR)

yontemi kullanilmastir.

Kantitatif ters transkripsiyon PCR (RT-qPCR), baslangic materyali RNA
oldugunda kullanilan bir yontemdir. Bu yontemde, RNA once total RNA'dan veya
haberci RNA'dan (mRNA) ters transkriptaz ile tamamlayici DNA'ya (cDNA)
kopyalanir. Daha sonra ¢cDNA, qPCR reaksiyonu i¢in sablon olarak kullanilir. RT-
gPCR, gen ekspresyonu analizi disinda RNAi dogrulamasi, mikroarray dogrulamasi,
patojen tespiti, genetik test ve hastalik arastirmasi gibi cesitli uygulamalarda

kullanilan bir yontemdir (140).

Yontemin Uygulanisi:

mRNA izolasyonu:

1. Numunelerin iizerine 1 ml RiboEx eklenmistir.

2. Odasisinda 5 dk. inkiibe edilmistir.

3. Karnisim 4°C’de 11.000 rpm’de 10 dk santrifiijlenerek siipernatan baska

bir tlipe aktarilmistir.
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Karigim tizerine 200 pl kloroform eklenerek karistirilmis ve 2 dk. inkiibe

edilmistir.

+4°C de 12.000xg’de 15 dk santrifiijlenerek siipernatan temiz bir tlipe

alinmustir.

Siipernatanin  hacmi kadar RB1 Buffer eklendikten sonra pipetaj

yapilarak karigtirilmistir.

700 pl karisim kolona aktarilmistir.

10.000xg’de 30 sn. santrifiijiin ardindan collection tiip yenisi ile
degistirilmistir.

Karisimdan kalan miktar olmasi durumunda 7 ve 8 numarali adimlar

tekrarlanmistir.

Kolon iizerine 500 pul SW1 Buffer eklenmistir.

10.000xg de 30 sn. santrifiijiin ardindan collection tlip yenisi ile

degistirilmistir.

Kolon iizerine 500 pl RNW Buffer eklenmistir.

10.000xg de 30 sn. santrifiijiin ardindan collection tiip yenisi ile

degistirilmistir.

Kolon i¢inde kalan yikama soliisyonlarini uzaklastirmak i¢in 10.000xg

de 1 dk. santrifiij yapilmis ve kolon temiz bir tiipe alinmustir.

Kolon iizerine 50 pul RNase-free su eklenerek 1 dk. oda sicakliginda

bekletilmistir.
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16. Sonra 10.000xg de 1 dk. santrifiijin ardindan elde edilen mRNA

ornekleri -80°C sicaklikta dondurulmustur.
cDNA Sentezi

1. mRNA izolasyonu sonrasinda cDNA sentezi asamasina gegilmistir.
cDNA sentezinde Wizbio markalt WizScript™ cDNA Synthesis Kit
(High Capacity) isimli kit kullanilmistir.

2. cDNA sentezi i¢in 2 pul 10X Reaction Buffer, 1 pl 20X dNTP mix, 2 pl
Random hexamer, 1 pul WizScript™ RTase, 0.5 ul RNase inhibitori, 3.5
ul RNase free su ve 10 pl RNA ornegi kullanilarak toplamda 20 pl

hacminde mastermix ¢ozeltisi hazirlanmistir.

3. cDNA sentezi i¢in mastermix hazirlandiktan sonra revers transkripsiyon
reaksiyonuna gecilmistir. cDNA sentezi i¢in kullanilan revers

transkripsiyon reaksiyonunun kosullar asagidaki tabloda belirtilmistir.

Adim 1 Adim 2 Adim 3 Adim 4
Sicaklik (°C) 25 37 85 4
Siire 10 dk. 120 dk. 5 dk. -

4. Elde edilen cDNA oOrnekleri Real-Time PCR asamasina kadar -80°C

sicaklikta dondurulmustur.
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Gercek Zamanh qPCR (RT-qPCR)

1. cDNA elde edildikten sonra ger¢ek zamanli qPCR asamasina gecilmistir.
Wizbio markali WizPure™ qPCR Master (SYBR) isimli kit
kullanilmustir.

2. Tirozinaz gen ekpresyon analizi i¢in kullanilan primer bilgileri asagidaki

tabloda yer almaktadir.

hs-TYR-f TCTTCTTGTTGCGGTGGGAA
hs-TYR-r TGATGCTGGGCTGAGTAAGT
hs-actb-f CATCCTCACCCTGAAGTACC
hs-actb-r TGAAGGTCTCAAACATGATCTG

3. 10 pl 2X MasterMix (with SYBR-Green), 1 ul ROX Dye, 1 pl Forward
Primer (10 uM), 1 ul Reverse Primer (10 uM), 4 ul cDNA Template ve 3
ul RNase free distile kullanilarak toplamda 20 pl hacminde mastermix

¢ozeltisi hazirlanmigtir.

4. Mastermix hazirlandiktan sonra Real-Time qPCR reaksiyonuna gecilmistir.
Real-Time gPCR i¢in kullanilan reaksiyon kosullar1 asagidaki tabloda
belirtilmistir. Real-Time qPCR reaksiyonu QuantStudio™ 5 Real-Time
PCR System cihazinda gerceklestirilmistir.

PCR Adim Sicaklik (°C) Siire Dongii
Initial Denaturation 95 300 sn. 1
Denature 95 15 sn. 40
Anneal 55-68 60 sn.
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Relatif Kantitasyon Hesaplanmasi

mRNA ekspresyonlart kantitasyonu ACTB transkripti referans olarak
kullanilip kontrol gurubuna gore normalize edilmistir. Relatif kantifikasyon
hesaplamasinda “AACt Yontemi” kullanilmistir. AACt hesaplamasi asagida yer

almaktadir.

1. Hem hedef grupta hem de referans grupta her bir 6rnegin hem hedef
mRNA hem de referans mRNA icin Real-Time PCR sonucunda Ct
degerleri elde edilmistir. Teknik tekrarli caligmalarda Ct degerlerinin

ortalamasi aliarak hesaplamaya devam edilmistir.

2. Hedef grupta hedef mRNA Ct degerinden referans RNA Ct degeri
cikarilarak hedef grup ACt degerleri elde edilmistir.

3. Referans grupta hedef mRNA Ct degerinden referans RNA Ct degeri

cikarilarak referans grup ACt degerleri elde edilmistir.

4. Hedef grup ACt degerlerinden referans grup ACt degerleri cikarilarak
AACt degerleri elde edilmistir.

5. AACt degerleri 224 seklinde isleme alinarak kat degisimi (Fold Change)

hesaplanmas1 yapilmastir.

6. Fold Change degeri 1’in iizerinde ¢ikmasi durumunda hedef grubu mRNA
ekspresyonunun referans grubun mRNA ekspresyonuna gore relatif olarak
artis gosterdigi seklinde yorumlanmistir. Fold Change degeri 1’in altinda
c¢tkmast durumunda ise hedef grubu mRNA ekspresyonunun referans
grubun mRNA ekspresyonuna gore relatif olarak azalis gosterdigi seklinde

yorumlanmustir.
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3.6.5. Tirozinazin Iimmunofloresan Olarak Isaretlenmesi

Immiinofloresans (IF), herhangi bir doku veya hiicre tipinde neredeyse birgok
bilesenin gorsellestirilmesine izin veren bir tekniktir. Gorsellestirme floroforlarla
etiketlenmis spesifik antikorlarin kombinasyonlar1 yoluyla elde edilir. Hiicre
kiiltiirtinde veya hiicre siispansiyonlar1 {izerinde ve ayrica doku numuneleri veya tiim
organizmalardaki belirli hedefler {izerinde gerceklestirilebilir. IF, ¢esitli mikroskopi
tekniklerini  kullanarak, immiinohistokimyaya kiyasla sinyalin miikemmel
duyarliligmmi ve amplifikasyonunu saglar. Deneyin kapsamina veya kullanilan
spesifik antikorlara bagli olarak direkt veya indirekt IF olmak {izere iki tiir IF
yontemi mevcuttur. Direkt IF yonteminde, florofor etiketi dogrudan hedef epitop ile
reaksiyona girecek olan birincil antikora konjuge edilirken indirekt yontem, iki
asamalidir. Oncelik bir birincil antikor, hedef epitopa baglanir, sonrasinda florofor
etiketli bir ikincil antikor, birincil antikoru tanir ve ona baglanir. Direkt IF yontemi
daha hizli olmasma ragmen, indirekt IF yoOntemi yiiksek hassasiyeti, sinyal
amplifikasyonu ve ayni 6rnekte birden fazla hedefi tespit edebilmesi nedeniyle daha

yaygin olarak kullanilmaktadir (141,142).

Bu tez caligmasinda tirozinaz enziminin IF goriintiillemesi i¢in indirekt IF
yontemi kullanilmistir. Primer antikor olarak tirozinaz antikoru (T311) kullanilmistir.
Tirozinaz Antikoru (T311), insan kaynakli rekombinant tirozinaz'a kars1 gelistirilen
fare monoklonal IgGoax tirozinaz antikorudur. Fare, sican ve insan kaynakl
tirozinazin Western Blot, immunfloresan boyama gibi yontemlerle tespit edilmesinde
kullanilir (143). Sekonder antikor olarak ise Goat Anti-Mouse IgG H&L (FITC)
(ab6785) antikoru kullanilmistir. Sekonder antikor immunfloresan boyama igin

floresein izotiyosiyanat (FITC) ile konjuge haldedir (144).
Yontemin Uygulanisi

1. Hiicreler negatif kontrol, kontrol, metformin, askorbik asit ve metformin
+ askorbik asit gruplarimi olusturacak sekilde 8 kuyucuklu lamlara
ekilmigstir. Metformin grubuna 50 pm metformin, askorbik asit grubuna

0,5 wm askorbik asit ve metformin+ askorbik asit grubuna 50 pm
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metformin+0,5 um askorbik asit uygulanmistir. Hiicreler dozlandiktan 1
giin sonra kuyucuklarda yer alan hiicrelerin besiyerleri uzaklastirilip PBS

ile yikama iglemi gercgeklestirilmistir.

Fiksasyon islemi i¢in hiicreler oda sicakliginda 15 dk % 4

paraformaldehit ¢ozeltisi ile muamele edilmistir.

. Fiksasyonun ardindan hiicreler 3 kez 5'er dakika PBS ile yikanmustir.

Permeabilizasyon i¢in hiicreler oda sicakliginda 10 dk boyunca % 0,1

Triton X-100 ile muamele edilmistir.

. Permeabilizasyonun ardindan hiicreler 3 kez S5'er dakika PBS ile

yikanmistir.

6. Hiicrelerin iizerine oda sicaklifinda Goat Serum (1/200) igeren blocking

10.

soliisyonu eklenmistir ve 30 dk boyunca bekletilmistir.

Blocking serum uzaklastirildiktan sonra % 2,5 BSA-PBS ile 1:200
oraninda seyreltilen tirozinaz antikoru (T311) (sc-20035, Santa cruz)
kuyucuklara eklenmistir. Bu islem negatif kontrol grubu disinda biitiin
gruplar icin gergeklestirilmistir. Primer antikor (tirozinaz antikoru

(T311)) eklenen hiicreler + 4°C'de 1 gece boyunca inkiibe edilmistir.

Primer antikorla 1 gece inkiibe edilen hiicreler 3 kez 5'er dakika PBS ile

yikanmistir.

Sekonder antikor olarak %1 NHS ile 1:500 oraninda seyreltilen Goat
Anti-Mouse IgG H&L (FITC) (ab6785, Abcam) antikor hiicrelerin

izerine eklenerek 1 saat oda sicakliginda karanlikta bekletilmistir.

Sekonder antikorla 1 saat muamele edildikten sonra hiicreler 3 kez 5S'er

dakika PBS ile yikanmistir.
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11. Yikanan hiicrelerin ¢ekirdeklerini boyamak amaciyla hiicrelerin {izerine

10 um DAPI (4',6-diamidino-2- phenylindole) eklenmistir.

12. DAPI uygulandiktan sonra floresan atagmanli aragtirma mikroskopu
(Leica) ve kamera/goriintii analiz sistemi kullanilarak her bir gruptaki

hiicrelerin floresanslar1 goriintiilenmistir.

Immunfloresan intensite 6l¢iimii

Deney gruplarinda Image Processing and Analyzis in Java (Image J, ABD
Ulusal Saglik Enstitilleri (NIH) ve Optik ve Hesaplamali Enstriimantasyon
Laboratuvari) analiz programi kullanilarak immunfloresan intensite (yogunluk)
Olciimii yapilmistir. Bunun i¢in X40 biiylitmede 5 alanda her alanda 40 hiicre
isaretlenerek her grup ig¢in “diizeltilmis total hiicre floresan (CTCF)” hesaplamasi
“CTCF= Int Den - (Arka plan intensitesinin ortalamasi X Hiicre alan1)” formiili
kullanilarak yapilmistir. Her grup icin ortalama hesaplanarak GraphPad prism

programinda grafikleri cizilerek analizi yapilmistir.

3.6.6. Melanin Olusumunun Belirlenmesi

Yontemin Esasi

Melanin miktarinin belirlenmesinde sandvi¢ ELISA prensibini kullanan bir
insan melanin ELISA kiti kullanilmaktadir. Melanin kitinde bulunan mikro ELISA
plakasi, insan melanin monoklonal antikoru ile dnceden kaplanmistir. Melanin igeren
numunelerin {izerine biyotinle isaretlenmis melanin antikorlar1 ve Streptavidin HRP
konjugat reaktifi eklendiginde bir immiin kompleks olusur. Inkiibasyon ve yikama
islemlerinin ardindan Kromojen Soliisyonu A ve Kromojen Soliisyonu B
eklendiginde mavi renkte cozeltiler elde edilir. Enzim-substrat reaksiyonu, stop
soliisyonunun eklenmesiyle sonlandirilir. Stop soliisyonun eklenmesini takiben
asidite nedeniyle mavi renk sar1 renge doner. Bu renk degisimi, 450 nm dalga

boyunda spektrofotometrik olarak olgiiliir.
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Yontemin Uygulanisi

1. 0 ng/ml, 7,5 ng/ml, 15 ng/ml, 30 ng/ml, 60 ng/ml ve 120 ng/ml standart
caligma sollisyonlar1 soliisyonun her konsantrasyonu, her bir kuyucuga,
yan yana her kuyu i¢in 50 pl olacak sekilde iki kopya halinde plagin ilk
sirasina eklenmistir. Ardindan 50 pl Streptavidin HRP konjugat reaktifi
eklenmistir. Standart ¢6zeltilerin icerisinde biyotinle isaretlenmis melanin
antikoru yer aldigindan bu ¢ozelti standart ve kor ¢ozeltilerin yer aldigi

kuyulara eklenmemistir.

2. Numunelerin yer alacagi kuyucuklara 40 pl numune, 10 pl biyotinle
isaretlenmis melanin antikor ¢ozeltisi ve 50 ul Streptavidin HRP konjugat
reaktifi eklenmistir. Plaka, kitte bulunan plaka kapatici ile Ortiilerek
37°C'de 1 saat inkiibe edilmistir.

3. Cozelti her bir kuyucuktan aspire edilmis ve her kuyucuga 350 pl yikama
tamponu eklenmigstir. 1-2 dakika beklendikten sonra soliisyon her bir
kuyucuktan aspire edilmis ve temiz emici kagida hafifce wvurarak

kurutulmustur. Bu yikama adimi1 5 kez tekrarlanmaistir.

4. Her bir kuyucuga 50 pl Kromojen Soliisyon A ve 50 pul Kromojen
Soliisyon B eklenmis ve 37°C'de 10 dk inkiibe edilmistir. Bu asamada
cozeltiler mavi renklidir. Kromogen Soliisyon B 1s18a hassas oldugu i¢in

bu asamada plagin 1siktan korunmasina dikkat edilmistir.

5. Enzim-substrat reaksiyonu, her bir kuyucuga 50 pl stop soliisyonunun
eklenmesiyle sonlandirilmistir. Stop soliisyonun asidik olmasi nedeniyle

mavi renkteki ¢ozeltiler sar1 renge donmiistiir.

6. Kor ¢ozeltinin yer aldigr kuyucugun absorbansi 0 kabul edilerek standart
cozeltilerdeki ve numunelerdeki melanin miktar1 450 nm dalga boyunda

spektrofotometrik olarak Sl¢iilmiistiir.
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Melanin Diizeyinin Belirlenmesi

Her standart ve numune i¢in ¢ift okumalarin ortalamasi alinarak x ekseninde
melanin konsantrasyonu ve y ekseninde optik yogunluk degerleri ile bir sigmoidal

egri ¢izilmistir.

3.6.7. cAMP Olusumunun Belirlenmesi

Yontemin Esasi

cAMP olusumunun belirlenmesinde kompetitif ELISA prensibini kullanan bir
ELISA kiti kullanilmaktadir. cAMP kitinde bulunan mikro ELISA plakasi, cAMP ile
onceden kaplanmistir. Reaksiyon sirasinda, numunedeki veya standarttaki cAMP,
cAMP'ye 6zgii Biyotinlenmis Saptama Ab iizerindeki siteler i¢in kat1 faz destekgisi
tizerindeki sabit miktarda cAMP ile rekabet eder. Fazla konjugat ve baglanmamis
numune veya standart plakadan yikanir ve her mikroplak kuyusuna Horseradish
Peroxidase (HRP) konjuge Avidin eklenir ve inkiibe edilir. Daha sonra her kuyucuga
bir TMB substrat soliisyonu eklenir. Enzim-substrat reaksiyonu, stop soliisyonunun
eklenmesiyle sonlandirilir ve renk degisimi, 450 nm £+ 2 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak ol¢iiliir. Numunelerdeki cAMP konsantrasyonu daha sonra

numunelerin optik yogunlugu standart egri ile karsilagtirilarak belirlenir (138).

Yontemin Uygulanisi

1. Standart ¢alisma soliisyonu ilk iki siituna eklenmistir. Soliisyonun her
konsantrasyonu, her bir kuyucuga, yan yana her kuyucuk i¢in 50 pl olacak
sekilde iki kopya halinde eklenmistir. Ornekler her kuyucuk igin 50 pl
olacak sekilde diger kuyucuklara eklenmistir. Her kuyucuga hemen 50 pl
biyontinlenmis tespit Ab c¢alisma soliisyonu eklenmistir. Plaka, kitte
bulunan plaka kapatici ile ortiilerek 37°C'de 45 dakika inkiibe edilmistir.
Soliisyonlarin  mikro ELISA  plakasindaki kuyucuklarin  dibine
eklenmesine dikkat edilmis ve miimkiin oldugunca i¢ duvara

dokunmaktan ve kopiirmeye neden olmaktan kagimilmstir.
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2. Cozelti her bir kuyucuktan aspire edilmis ve her kuyucuga 350 pl yikama
tamponu eklenmistir. 1-2 dakika beklendikten sonra soliisyon her bir
kuyudan aspire edilmis ve temiz emici kagida hafifce vurarak

kurutulmustur. Bu yikama adimi 3 kez tekrarlanmistir.

3. Her kuyucuga 100 pl HRP Konjugat ¢alisma soliisyonu eklenmis ve plaka
kapatici ile ortiilerek 37°C'de 30 dakika inkiibe edilmistir.

4 (Cozelti her bir kuyucuktan aspire edilerek 2. adimda gergeklestirildigi gibi

yikama iglemi bes kez tekrarlanmistir.

5. Her kuyucuga 90 pl substrat reaktifi eklenmis ve plaka yeni bir plaka
kapatici ile ortiilerek 37°C'de yaklagik 15 dakika inkiibe edilmistir. Bu
adimda plaka 1siktan korunmustur. Reaksiyon siiresi, gercek renk
degisimine gore kisaltilabilir veya uzatilabilir, ancak siirenin 30 dakikadan

fazla olmamasina dikkat edilmistir.

6. Her kuyucuga 50 pl durdurma soliisyonu eklenmistir. Durdurma
soliisyonunun eklenmesi islemi, substrat sollisyonuyla aynmi sirada

yapilmustir.

7. 450 nm'ye ayarlanmis bir mikro plaka okuyucu ile her bir kuyucugun optik

yogunlugu ol¢lilmiistiir.

cAMP Diizeyinin Belirlenmesi

Her standart ve numune icin ¢ift okumalarin ortalamasi alinarak X ekseninde
standart konsantrasyon ve y ekseninde optik yogunluk degerleri ile log-log ekseninde

dort parametreli bir lojistik egri ¢izilmistir (138).
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3.6.8. L-DOPA Diizeylerinin Belirlenmesi

Yontemin Esasi

L-DOPA miktarinin belirlenmesinde sandvi¢ ELISA prensibini kullanan bir
L-DOPA ELISA kiti kullanilmaktadir. L-DOPA kitinde bulunan mikro ELISA
plakasi, insan L-DOPA monoklonal antikoru ile 6nceden kaplanmistir. L-DOPA
iceren numunelerin ilizerine biyotinle isaretlenmis L-DOPA antikorlar1 ve
Streptavidin HRP konjugat reaktifi eklendiginde bir immun kompleks olusur.
Inkiibasyon ve yikama islemlerinin ardindan Chromogen Soliisyonu A ve
Chromogen Soliisyonu B eklendiginde mavi renkte ¢ozeltiler elde edilir. Enzim-
substrat reaksiyonu, stop sollisyonunun eklenmesiyle sonlandirilir. Stop soliisyonun
eklenmesini takiben asidite nedeniyle mavi renk sar1 renge doner. Bu renk degisimi,

450 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak ol¢iiliir.

Yontemin Uygulanisi

1. 0 ng/ml, 7,5 ng/ml, 15 ng/ml, 30 ng/ml, 60 ng/ml ve 120 ng/ml standart
caligma soliisyonlar1 soliisyonun her konsantrasyonu, her bir kuyucuga,
yan yana her kuyu i¢in 50 pl olacak sekilde iki kopya halinde plagin ilk
sirasina eklenmistir. Ardindan 50 pl Streptavidin HRP konjugat reaktifi
eklenmigtir. Standart c¢ozeltilerin igerisinde biyotinle isaretlenmis L-
DOPA antikoru yer aldigindan bu ¢ozelti standart ve kor ¢ozeltilerin yer

aldig1 kuyulara eklenmemistir.

2. Numunelerin yer alacagt kuyulara 40 pl numune, 10 pl biyotinle
isaretlenmis L-DOPA antikor c¢ozeltisi ve 50 ul Streptavidin HRP
konjugat reaktifi eklenmistir. Plaka, kitte bulunan plaka kapatici ile
ortiilerek 37°C'de 1 saat inkiibe edilmistir.

3. Cozelti her bir kuyudan aspire edilmis ve her kuyuya 350 pl yikama

tamponu eklenmistir. 1-2 dakika beklendikten sonra soliisyon her bir
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kuyudan aspire edilmis ve temiz emici kagida hafifce vurarak

kurutulmustur. Bu yikama adim1 5 kez tekrarlanmustir.

4. Her bir kuyucuga 50 ul Kromojen Soliisyon A ve 50 pl Kromojen
Soliisyon B eklenmis ve 37°C'de 10 dk inkiibe edilmistir. Bu asamada
cozeltiler mavi renklidir. Chromogen Soliisyon B 1518a hassas oldugu i¢in

bu agsamada plagin 1s1ktan korunmasina dikkat edilmistir.

5. Enzim-substrat reaksiyonu, her bir kuyucuga 50 pl stop soliisyonunun
eklenmesiyle sonlandirilmistir. Stop soliisyonun asidik olmasi nedeniyle

mavi renkteki ¢ozeltiler sar1 renge donmiistiir.

6. Kor ¢ozeltinin yer aldigi kuyunun absorbansi 0 kabul edilerek standart
cozeltilerdeki ve numunelerdeki L-DOPA miktar1 450 nm dalga boyunda

spektrofotometrik olarak 6l¢lilmiistiir.

L-DOPA Diizeyinin Belirlenmesi

Her standart ve numune i¢in ¢ift okumalarin ortalamasi alinarak x ekseninde
L-DOPA konsantrasyonu ve y ekseninde optik yogunluk degerleri ile bir lojistik egri

¢izilmistir.

3.6.9. Protein Diizeyinin Belirlenmesi

Yontemin Esasi

Biyolojik numunelerdeki protein miktarini tahmin etmek i¢in en yaygin
kullanilan yontemlerden biri Lowry Yontemidir. Bu deneyde protein tayini igin
Lowry yonteminin modifikasyonu kullanilmistir. Yontemin esasi1 alkalin kosullar
altinda peptit nitrojenlerinin bakir [II] iyonlar: ile reaktivitesinde ve ardindan Folin-

Ciocalteay'in indirgenmesine dayanmaktadir.
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Yontemin Uygulanisi

1. ELISA plak kuyucuklarina 40 pl deiyonize su, albiimin standart ¢ozeltileri

ve numuneler pipet yardimiyla aktarilmistir.

2. Kuyucuklarm iizerine deneyden once taze hazirlanan 40 pl bakir reaktifi

ilave edilir. Oda sicakliginda 10 dk inkiibe edilmistir.

3. Kuyucuklara 120 pl folin fenol c¢ozeltisi ilave edilir. 50°C’lik su
banyosunda 10 dk inkiibe edilmistir.

4. Spektrofotometre yardimiyla 540 nm’de absorbanslar okunmustur.
Protein Diizeyinin Belirlenmesi

Kalibrasyon dogrusu denklemi ile kor c¢ozelti, albiimin standartlar1 ve

numunedeki protein miktar1 kiyaslanarak hesaplanmistir.

3.6.10. istatistiksel Degerlendirme

Verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesi SPSS 17.0 (Chicago, IL)
programi kullanilmigtir. Tiim gruplardan elde edilen sonuglarin karsilagtirilmasi
Kruskal-Wallis varyans analizi ile yapilmis ve gruplar arasindaki fark Student t testi
kullanilarak yapilmistir. Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmis, p<0,05
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Image J programi ile yapilan intensite
Ol¢iimlerinde her grup i¢in ortalama CTCF saptanmistir. Veriler ortalama =+
ortalamanin standart hatast (SEM) olarak verilmis, p< 0,0001 istatistiksel olarak

anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. MTT Yontemi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesi

MNT-1 hiicrelerinde askorbik asit ve metformin hidrokloriir ¢ézeltilerinin
sitotoksisitesi MTT yontemi ile belirlenmistir. MNT-1 hiicrelerine besiyeri igerisinde
hazirlanmis 0,1-25 pM konsantrasyon araliginda askorbik asit ¢ozeltisi ve 50-5000
uM konsantrasyon araliginda metformin hidrokloriir ¢ozeltisi uygulanmistir. Kontrol
grubu olarak ise hiicrelere sadece besiyeri uygulanmistir. Kontrol grubunun
absorbans degerlerinin ortalamasi, %100 canlilik degeri olarak kabul edilerek her bir
doz igin hiicre canlilig1 hesaplanmistir. (Tablo 4.1., Sekil 4.1., Sekil 4.2., Sekil 4.3.
ve Sekil 4.4.)
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Sekil 4.1. Askorbik asitin 0,1-25 pM konsantrasyon aralifinda MNT-1 hiicre
canlilig1 lizerine etkisi
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ASKORBIK ASITIN HUCRE CANLILIGI UZERINE ETKISi
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Sekil 4.2. Askorbik asitin 0,1-25 puM Kkonsantrasyon araliginda MNT-1 hiicre
canlilig1 lizerine etkisi

ab.cFarkls iissel harfi tastyan gruplar birbirinden anlamli derecede farkhidir (p<0,05).
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Sekil 4.3. Metformin hidrokloriiriin 50-5000 uM konsantrasyon araliginda MNT-1
hiicre canlilig1 lizerine etkisi.
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METFORMININ HUCRE CANLILIGI UZERINE

ETKIiSi
C
I d

2500 5000

120

100

a a
b b b b
80
60
40
20
0
0 50 100 250 500 1000

metformin (uM)

hiicre canliligi (% kontrole gore)

Sekil 4.4. Metformin hidrokloriiriin 50-5000 uM konsantrasyon araliginda MNT-1
hiicre canlilig1 iizerine etkisi

abedparkls tissel harfi tagtyan gruplar birbirinden anlamli derecede farklidir (p<0,05).

Tablo 4.1. MNT-1 Hiicrelerinde Askorbik Asit ve Metformin Hidroklorturin Dozlari

0,5 uM 50 uM

*Sonuglar 3 farkli zamanda, giin i¢i 2 ayr1 tekrar ile yapilan ¢alismalarin ortalama degeridir.

4.2. Hiicre Ici Reaktif Oksijen Bilesiklerinin Belirlenmesi

Calisma gruplarindaki ROS diizeyleri Sekil 4.5.te ve Tablo 4.2.°de
verilmigtir. Askorbik asit uygulanan grupta ROS diizeyleri kontrole gore %8,97
oraninda artarken (p>0,05), metformin uygulamasit ROS diizeylerini 939,12
(p<0,05) ve kombine uygulama ROS diizeylerini %27,35 artirmistir (p<0,05).
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CALISMA GRUPLARINDA ROS DUZEYLERI
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Sekil 4.5.Calisma gruplarinda ROS diizeyleri.

3bFarkl iissel harfi tasiyan gruplar birbirinden anlamli derecede farklidir (p<0,05).

Tablo 4.2. Calisma gruplarinda ROS diizeyleri.

ROS diizeyleri
(% kontrole gore)
Kontrol 100£10,692
Asc 108,97+12,66*
Met 139,12+6,56P
Asc+Met 127,35+17,63P

3bFarkl iissel harfi tasiyan gruplar birbirinden anlamli derecede farklidir (p<0,05).

4.3. Tirozinaz Diizeylerinin Belirlenmesi

Calisma gruplarindaki tirozinaz diizeyleri Sekil 4.6.’da ve Tablo 4.3.’te
verilmistir. Buna gore, askorbik asit uygulamasi ile tirozinaz diizeyleri kontrole gore
%13,93, metformin uygulamasi ile %10,14 ve kombine uygulama ile %32 artmistir.
Kombine uygulama ile kontrol grubu arasinda tirozinaz diizeyleri agisindan anlamli

bir fark belirlenmistir (p<0,05).
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CALISMA GRUPLARINDA TiROZiNAZ DUZEYLERI
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Sekil 4.6.Calisma gruplarinda tirozinaz diizeyleri.

3bFarkl iissel harfi tasiyan gruplar birbirinden anlamli derecede farklidir (p<0,05).

Tablo 4.3. Calisma gruplarinda tirozinaz diizeyleri.

Tirozinaz diizeyleri
(ng/mg protein)
Kontrol 7,50+1,012
Asc 8,54+1,393P
Met 8,26+1,133P
Asct+Met 9,90+1,36°

3bFarkl iissel harfi tasiyan gruplar birbirinden anlamli derecede farklidir (p<0,05).

4.4. Tirozinaz Gen Ekspresyonunun Belirlenmesi

Calisma gruplarindaki B-aktin amplifikasyon ve erime grafikleri sirasiyla
Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’de verilmistir. Calisma gruplarindaki tirozinaz amplifikasyon
ve erime grafikleri sirasiyla Sekil 4.9 ve Sekil 4.10°da verilmistir. Calisma
gruplarinda tirozinaz gen ekspresyon degisimi Sekil 4.11 ve Tablo 4.4’te
gosterilmistir. Askorbik asit tirozinaz gen ekspresyonunu %11 azaltirken, metformin

%3 arttirmistir. Kombine uygulama ile tirozinaz gen ekspresyonu %30 artmustir.
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Sekil 4.7. B-aktin amplifikasyon grafigi.
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Sekil 4.8. B-aktin erime grafigi.
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Sekil 4.9. Tirozinaz amplifikasyon grafigi.
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Sekil 4.10. Tirozinaz erime grafigi.
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Sekil 4.11. Calisma gruplarinda tirozinaz gen ekspresyon diizeyleri.

aFarkli iissel harfi tagiyan gruplar birbirinden anlamli derecede farklidir (p<0,05).

Tablo 4.4. Calisma gruplarinda tirozinaz gen ekspresyon diizeyleri.
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Tirozinaz gen ekspresyonu
(kontrole gore kat)
Kontrol 1,000,102
Asc 0,89+0,15*
Met 1,03+0,08?2
Asc+Met 1,30+0,50*

3bFarkl iissel harfi tasiyan gruplar birbirinden anlamli derecede farklidir (p<0,05).

4.5. Sitopatoloji

Deney gruplarina ait drneklerin faz kontrast mikroskop altinda incelemesinde

flask tabanina tutunan, fibroblast benzeri igsi goOriinimde MNT-1 hiicreleri

izlenmistir. Deney gruplar1 benzer sayida hiicre igermekteydi. MNT-1 hiicrelerinin

okromatik ¢ekirdekleri, ¢ekirdek cevresinde sitoplazmada yer yer koyu graniiller ve

bu graniiller nedeniyle sitoplazmanin kahverengi, siyah pigmente goriiniimde oldugu

gbzlenmistir (Sekil 4.12., 4.13., 4.14 ve 4.15). Kontrol grubunda sitoplazmasinda

kahverengi pigmentasyon goézlenen MNT-1 hiicreleri ¢ogunluktaydi. Askorbik asit

ve metformin uygulanan gruplarda kahverengi pigmentasyon gozlenen MNT-1

hiicreleri kontrole kiyasla daha az olarak izlenmistir. Askorbik asit ve metforminin

beraber uygulandigi kombine grupta kahverengi pigmentasyon goézlenen MNT-1
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hiicreleri kontrol grubu ile benzer yogunlukta izlenmistir (Sekil 4.15.). Metformin

grubunda boliinemeyen biiylik sitoplazmali hiicreler gozlenmistir (Sekil 4.13C).

Sekil 4.12. Deney gruplarinin faz kontrast mikroskop goriintiisii.

Deney gruplar1 benzer sayida tutunan, fibroblast benzeri hiicre igermektedir.
A: Kontrol, B: Askorbik asit, C: Metformin, D: Kombine uygulama (Asc+Met)(Faz kontrast X100)

Sekil 4.13. Deney gruplarinin daha biiyiik biiyiitmesinde flask tabanina tutunan igsi
MNT-1 hiicreleri.

Hiicreler 6kromatik ¢ekirdekleri ve ¢ekirdek ¢evresinde koyu renkli sitoplazmalari ile izlenmektedir.
Metformin grubunda bdliinememis biiyiik bir hiicre izlenmektedir. A: Kontrol, B: Askorbik asit, C:
Metformin, D: Kombine uygulama (Asct+Met) (Faz kontrast X200)



Sekil 4.14. Deney gruplarinin faz kontrast mikroskop goriintiisii.

Deney gruplari benzer sayida tutunan, fibroblast benzeri igsi ve pigmente hiicreler igermektedir. A:
Kontrol, B: Askorbik asit, C: Metformin, D: Kombine uygulama (Asct+Met)(Faz kontrast X100)

Sekil 4.15. Deney gruplarinin daha biiylik biiylitmesinde faz kontrast mikroskop
goruntisii.

Deney gruplarinin daha biiyiik bityiitmesinde ¢ekirdek gevresinde sitoplazmada kahverengi graniiller

(melanin) ile pigmente hiicre Ozelliginde MNT-1 hiicreleri gozlenmektedir. ~ Kahverengi

pigmentasyon gozlenen MNT-1 hiicreleri askorbik asit ve metformin uygulanan gruplarda kontrole

kiyasla daha az olarak izlenirken kombine grupta kontrol grubu ile benzer yogunlukta izlenmistir. A:

Kontrol, B: Askorbik asit, C: Metformin, D: Kombine uygulama (Asct+Met) (Faz kontrast X400)
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4.6. Tirozinazin immiinfloresan Olarak isaretlenmesi

Anti-tirozinaz ile yapilan indirekt immunfloresan isaretlemede deney
gruplarinda MNT-1 hiicrelerinde sitoplazmada graniiler, noktasal isaretlenmeler
izlenmistir (Sekil 4.16 ve Sekil 4.17.). Askorbik asit uygulanan grupta

immunfloresan incelemede ¢ok sayida mitotik hiicre izlenmistir.

DAPI FITC MERGED

Sekil 4.16. Deney gruplarinda anti-tirozinaz ile indirekt immunfloresan isaretleme.

Anti-tirozinaz ile yapilan isaretlemede hiicrelerin sitoplazmalarinda anti-tirozinaz ile pozitif
immunreaktivite (yesil) (ok) izlenmektedir. A: Kontrol, B: Askorbik asit, C: Metformin, D: Kombine
uygulama (Asct+Met) i: FITC, ii: Birlestirilmis, X400
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DAPI FITC MERGED

Sekil 4.17. Deney gruplarinda anti-tirozinaz ile indirekt immunfloresan isaretlemeye
ait goriintiilerin daha biiyiik biliyiitmesi.

MNT-1 hiicrelerinin sitoplazmalarinda tirozinaz pozitif graniiler alanlar (ok) izlenmektedir. A:
Kontrol, B: Askorbik asit, C: Metformin, D: Kombine uygulama (Asc+Met) i: FITC, ii: Birlestirilmis,
X630

Image J programu ile yapilan intensite Slgiimlerinde her grup i¢in ortalama
CTCF saptanmistir. Gruplar CTCF agisindan karsilastirildiginda Asc ve Asct+Met
gruplarinda ortalama CTCF'nin kontrole gore daha yiliksek oldugu ve bu artisin
istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0,0001) belirlenmistir. Ayrica Asc ve Asc+Met
gruplar1 Met grubu ile karsilastirildiginda Asc ve Asc+Met gruplarinda Met grubuna

gore CTCFmin artigi ve bu artisin yine istatistiksel olarak anlamli oldugu
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saptanmistir (p<0,0001). Image J programi ile yapilan intensite Olgiimleri Sekil

4.18.’de yer almaktadir.
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Sekil 4.18. Kantitatif floresan goriintli analizi.

Deney gruplarinda anti-tirozinaz ile indirekt immunfloresan isaretlemenin kantitatif floresan goriinti
analizi. Anti-tirozinaz immunfloresan isaretleme sonrast deney gruplarma ait 40X biiylitmedeki
goriintiilerden hesaplanan ortalama CTCF (her grup icin 5 alanda ve her alanda en az 40 hiicrede
CTCF). Veriler ortalama + SEM olarak verilmistir.

**%* p<0.0001.

4.7. Melanin Olusumunun Belirlenmesi

Calisma gruplandaki melanin diizeyleri Sekil 4.19.’da ve Tablo 4.5.’te
verilmistir. Buna gore, askorbik asit uygulamasi ile melanin diizeyleri kontrole gore
%12,01 azalmistir. Metformin uygulamasi ile melanin diizeyleri kontrole gore
%22,38 ve kombine uygulama ile melanin diizeyleri %9,24 azalmistir. Ancak,
gruplar arasinda melanin diizeyleri agisindan anlamli bir fark belirlenememistir

(timii, p>0,05).
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CALISMA GRUPLARINDA MELANIN DUZEYLERI

40

d

35 a
— d
£ 30
% a
S
Q. 25
£
“u-a 20
£
£ 15
c
[1]
o 10
£

5

0

Kontrol Asc Met Asc+Met

Sekil 4.19. Calisma gruplarinda melanin diizeyleri.

*Farkli iissel harfi tagiyan gruplar birbirinden anlamli derecede farklidir (p<0,05).

Tablo 4.5. Calisma gruplarinda melanin diizeyleri.

Melanin diizeyleri (ng/mg protein)
Kontrol 27,92+7,772
Asc 24,57+7,72°
Met 21,67+3,842
AsctMet 25,34+4,722

*Farkl1 iissel harfi tasiyan gruplar birbirinden anlamli derecede farklidir (p<0,05).

4.8. cAMP Olusumunun Belirlenmesi

Calisma gruplaridaki cAMP diizeyleri Sekil 4.20.°de ve Tablo 4.6.’da
verilmistir. Buna gore, askorbik asit uygulamasi cAMP diizeylerini kontrole gore
%15,10 azaltmistir. Metformin uygulamasi ile cAMP diizeyleri kontrole gore %35,82
ve kombine uygulama ile cAMP diizeyleri kontrole gore %10,68 azalmistir. Ancak,

gruplar arasinda cAMP diizeyleri agisindan anlamli bir fark belirlenememistir (timii,

p>0,05).
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CALISMA GRUPLARINDA cAMP DUZEYLERI
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Sekil 4.20. Calisma gruplarinda cAMP diizeyleri.

*Farkli tissel harfi tasiyan gruplar birbirinden anlamli derecede farklidir (p<0,05).

Tablo 4.6. Calisma gruplarinda cAMP diizeyleri.

cAMP diizeyleri

(ng/mg protein)
Kontrol 3,64+0,612
Asc 3,09+0,66*
Met 3,43+0,86*
Asct+Met 3,25+0,80?

aFarkli iissel harfi tagiyan gruplar birbirinden anlamli derecede farklidir (p<0,05).

4.9. L-DOPA Diizeylerinin Belirlenmesi

Calisma gruplarindaki L-DOPA diizeyleri Sekil 4.21.’de ve Tablo 4.7.’de
verilmistir. Buna gore, askorbik asit uygulamasi ile L-DOPA diizeyleri kontrole gore
%26,82 artmistir. Metformin uygulamasi ile L-DOPA diizeyleri kontrole gore %0,56
azalmistir ve kombine uygulama ile L-DOPA diizeyleri kontrole gore %18,03
artmistir. Askorbik asit uygulamasi ile metformin uygulamasi arasinda L-DOPA

diizeyleri acgisindan anlamli bir fark belirlenmistir (p<0,05).
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CALISMA GRUPLARINDA L-DOPA DUZEYLERI
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Sekil 4.21. Calisma gruplarinda L-DOPA diizeyleri.

3bFarkl iissel harfi tasiyan gruplar birbirinden anlamli derecede farklidir (p<0,05).

Tablo 4.7. Calisma gruplarinda L-DOPA diizeyleri.

L-DOPA diizeyleri
(ng/mg protein)
Kontrol 19,99+3,22ab
Asc 25,35+0,58?
Met 19,88+1,17°
Asct+Met 23,59+3,9720
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5. TARTISMA

Melazma, UV radyasyona maruz kalan bolgelerde asir1 melanin iiretimi ile
karakterize kronik edinilmis bir cilt hastalifidir. Melazma genellikle simetrik
yerlesimli, agik kahverengiden koyu kahverengiye degisen, esas olarak yilizde ve ¢ok
daha az siklikla boyun ve 6n kollarda gelisen, diizensiz makiiller ve yamalar olarak
gortliir (51). Melazmanin patogenezi tam olarak aydinlatilamamakla birlikte daha
koyu ten rengine sahip kadinlarda (Fitzpatrick cilt fototipleri III-V'e gore) ¢ok daha
stk goriildigii bilinmektedir. Oral kontraseptifler, gebelik, genetik faktorler, derinin
kronik inflamasyonu ve uzun siire giines 1sinlarina maruz kalma gibi faktorler,
melazmanin etyopatogenezini ve gelisimini 6nemli dlgiide etkiledigi bilinmektedir
(60,145). Cok daha az siklikla goriilse de melazmanin, 1s18a duyarlilastirici
maddelerin kullanimi, tiroit hastaliklari, hepatopatiler, yumurtalik tiimorleri vb.

faktorlerden kaynaklanabilecegine dair ¢alismalar mevcuttur (64).

Bazi hastaliklar, muhtemelen paylasilan patomekanizmalari nedeniyle
melazma ile daha sik goriilmektedir; ancak literatiirde melazma komorbiditeleri ile
ilgili sadece birka¢ rapor bulunmaktadir. Melazmali kadinlarda polikistik over
sendromu ve insiilin direncine bagli adet diizensizliklerinin daha sik teshis edildigi
bildirilmistir. Bu raporlarda hormonal dengesizligin de tetikledigi tiroit fonksiyon

bozuklugu ve depresyon i¢in benzer bulgular bildirilmistir (98).

Melazma, duygusal ve psikolojik iyilik hali iizerinde 6nemli bir etkiye sahip
bir hastaliktir ve hastalarin yagam kalitesini 6nemli 6l¢iide etkilemektedir. Hastalik
genellikle kozmetik bir kusur olarak goriilerek ihmal edilmekte ve bu durum yetersiz

teshis ve/veya yanlis tedaviye yol agmaktadir (146).

Melazmanin tedavisi, genellikle tedaviye direngli oldugu veya uygun
tedaviye ragmen tekrarladigi i¢cin uzun vadeli ve karmasiktir. Bu nedenle, bu
hastalig1 etkili bir sekilde tedavi etmek ve Onlemek i¢in patogenetik yolaklari

anlamak cok onemlidir. Baslangigta, patolojilerin sadece melanositlerle ilgili oldugu
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diisiiniilmesine ragmen son yillarda yapilan caligmalar, keratinositlerin etkilesimi,
anormal melanosit aktivasyonu, epidermis ve dermiste melanin ve melanozomlarin
kiimelenmesi, artan sayida mast hiicresi, artan vaskiilarizasyon, bazal membran
hasari, cilt hiicre dis1 matriks anormallikleri ve fotoyaslanmanin da patogenezde

onemli bir rol oynadigin1 géstermektedir (60).

Melazma, biyolojik olarak hiperaktif melanositlerin varlig1 ile karakterize
edilir. Bir melanosit, epidermal bir melanin birimi olusturmak i¢in 36 keratinosit ile
baglant1 halindedir. UV 1sinlar1 basta olmak {izere pigment iiretimini tetikleyen diger
faktorler, keratinositleri bFGF, interlokin 1 (IL-1), SCF, EDNI1, a-MSH, ACTH ve
PGE2 dahil olmak {izere biliylime faktorleri {retmeye tesvik ederek
hiperpigmentasyon olusumu {iizerinde Onemli bir etkiye sahiptir. Bu biliylime
faktorleri dogrudan ve dolayli olarak melanogenezi uyararak melanosit
proliferasyonunu arttirabilir. UV radyasyonun yani sira parakrin, otokrin ve
hormonal faktorler, cAMP, PKA, CREB, MITF, NO, siklik guanozin monofosfat
(cGMP) ve PKC dahil olmak tizere ¢ok sayida sinyal yolu araciligiyla melanogenezi

diizenler (98).

Melanositlerin gelisimini, proliferasyonunu ve melanin {iretimini diizenledigi
icin melanogenezde baskin rol oynayan MITF ekspresyonunun ve aktivitesinin s6z
konusu sinyal yolaklar1 araciligiyla transkripsiyonel olarak diizenlendigi
bilinmektedir. MITF TYR, TRP-1 ve TRP-2 gibi melanin iiretiminde rol oynayan
enzimlerin transkripsiyonunda ve melanozom olgunlasmasi, trafigi ve keratinositlere
dagiliminda rol oynayan bircok genin diizenlenmesinde de gorev alir. MITF
ekspresyonunun cAMP, CREB, PAX3, Wnt/B-katenin, LEF-1 gibi transkripsiyonel

faktorler tarafindan diizenlendigi bilinmektedir. (61).

Melazma tedavisi, karmasik ve ¢ok faktorlii etiyolojisi, tedaviye direnci ve
yiiksek niiks orani nedeniyle son derece zordur. Hastalifin 6nlenmesinde ve tedavi
siirecinde gilines 1sinlarma karst koruma oOnem tasimaktadir. Tedavinin ana
prensipleri; melanin sentez yolaklarinin inhibisyonu, melanositlerden keratinositlere

melanozom  transferinin  engellenmesi  ve  lretilen  melaninin  ciltten



93

uzaklastirilmasidir. Ideal bir terapétik yaklasim, en iyi sonuglari elde edebilmek igin

birden fazla patogenetik mekanizmay icermelidir (98).

Geleneksel melazma tedavisi bir tirozinaz inhibitorii olan HQ, tretinoin,
glukokortikosteroidler ve c¢esitli formiilasyonlar dahil olmak iizere topikal ajanlar
icermektedir. Hiperpigmentasyon hastaliklarinin tedavisinde topikal ilaclar hala ilk
tercihtir ve bir¢ok iilkede melazma tedavisinde HQ altin standarttir. HQ, en popiiler
ve en etkili anti-melanogenik ajanlardan biri olan fenol grubundan organik bir
kimyasal bilesiktir ve tirozinazin  kompetitif inhibisyonu ile 1-3,4-
dihidroksifenilalaninin melanine doniisiimiinii inhibe eder (86,147). Calismalar, %4
HQ, %0.05 tretinoin ve %0.01 fluosinolon asetonidden olusan ii¢lii kombinasyon
kreminin tek basina veya ikili kombinasyon halinde %4 HQ'dan biraz daha etkili
oldugunu gdstermistir; bu nedenle, ABD Gida ve ilag Dairesi (FDA) tarafindan
onaylanmis HQ iceren tek ilagtir. HQ ile ilgili giivenlik sorunlar1 ne yazik ki hala
tartismalt ve belirsizdir, bu nedenle Avrupa Komisyonu, ekzojen okronoz, kalici
depigmentasyon ve hatta HQ’un p-benzokinon metabolitlerine bagli potansiyel
kanser riski gibi olas1 komplikasyonlar1 nedeniyle kullanimin1 yasaklamistir
(116,147). Bu durum benzer etkinlige ve daha diisiik yan etki riskine sahip tedavi

secenekleri i¢in arastirmalarin hiz kazanmasini saglamistir.

Melazmanin farmakolojik tedavisindeki son gelismeler, melazmanin
patogenetik yolaklarindaki farkli basamaklar1 hedefleyen tedavi seceneklerini
icermektedir. Bu yeni segeneklerden biri melazma tedavisinde topikal metformin
uygulamasidir. c¢cAMP ile indiiklenen melanogenezde, PKA ve CREB
fosforilasyonunun aktivasyonunun aracilik ettigi bilinmektedir. Yapilan ¢aligmalarda
antidiyabetik bir ila¢ olan metforminin protein fosforilasyonunun inhibisyonunu
indiikledigi ve cAMP seviyesini diigiirerek melanositlerdeki melanin {iretimini
azalttig1 belirlenmistir (131). Metforminin PKA ve CREB ekspresyonlari iizerinde

herhangi bir etkisi gdzlenmemistir (98).

Yeni tedavi secenekleri arasinda gosterilen ve iyi bilinen bir antioksidan olan
askorbik asit, tirozinaz enziminin yapisinda yer alan bakira baglanarak tirozinazi

inhibe eder ve melanin ara iirlinlerinin oksidatif polimerizasyonunu baskilayarak
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melanin iiretimini inhibe eder. Askorbik asidin derideki biyoyararlanimi oral yoldan
verildiginde yetersizdir (9). Bu nedenle askorbik asit daha c¢ok topikal
formiilasyonlar seklinde hazirlanarak kullanilmaktadir. Ancak, askorbik asit kolay
bozunan bir maddedir ve =zayif penetrasyon gostermektedir. Ayrica yiiksek
konsantrasyonda askorbik asit kullanimi sonucunda o6zellikle hassas ciltlerde
irritasyon goriilebilmektedir (148). Bu dogrultuda, askorbil tetra izopalmitat,
magnezyum askorbil fosfat, askorbil palmitat, sodyum askorbil fostat gibi ester
formunda ve daha stabil askorbik asit tlirevlerinin sentezleri, farkli salim sistemleri

ve etkinlikleri {izerine ¢alismalar devam etmektedir (9).

Literatiirde metforminin ve askorbik asidin melanogenez iizerindeki
etkinligine dair az sayida calisma bulunmakla birlikte bilgimiz dahilinde MNT-1
hiicrelerinde yapilan bir ¢alisma bulunmamaktadir. Asagida metformin ve askorbik
asidin melazma tedavisinde kullanilmasina yonelik literatiirde yer alan ¢alismalardan
elde edilen sonuglar ve bu tez calismasi kapsaminda MNT-1 hiicreleri ile yapilan
deneysel ¢alismalardan elde edilen bulgular sitotoksisite, hiicre icin ROS diizeyleri,
tirozinaz aktivitesi, tirozinaz gen ekspresyonu, melanin olusumu, cAMP olusumu, L-
DOPA diizeyleri, sitopatoloji ve tirozinazin immiinofloresan olarak isaretlenmesi

isimli basliklarda detayli olarak tartisilacaktir.

5.1. Sitotoksisitenin Degerlendirilmesi

Metforminin ve askorbik asidin melanoma hiicre canlilig1 lizerine etkileri ile
ilgili literatiirde az sayida calisma yer almakla birlikte metformin ve askorbik asitin
melanoma hiicrelerinde kombine kullanimina dair literatiirde herhangi bir ¢alismaya
rastlanmamistir. Literatiirde yer alan c¢aligmalarda MNT-1 hiicrelerinden farkli
melanoma hiicrelerinin kullanildigi, hiicre canliliginin degerlendirildigi deneyler
sonucunda farkli doz degerlerinin belirlendigi ve c¢aligmalarin farkli siirelerde

gerceklestirildigi gortilmektedir.
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5.1.1. Askorbik Asidin Sitotoksisitesi

Panich ve ark. (2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada UV 1sinlari ile uyarilan
G361 melanoma hiicre hattinda askorbik asidin antimelanojenik etkisi arastirilmistir.
Literatiirde yer alan zayif pigmentli hiicrelerin UVA kaynakli oksidatif strese karsi
daha duyarli oldugunu gosteren c¢alismalar dogrultusunda askorbik asitin
melanogenez tizerindeki etkisinin arastirilmasi i¢in zayif pigmentli G361 melanoma

hiicre hattinin secildigi belirtilmistir (149).

Askorbik asidin G361 hiicrelerinde azalan tirozinaz aktivitesinin ve melanin
iceriginin sitotoksik etkiden kaynaklanmadigimni dogrulamak icin MTT yodntemi
kullanilarak hiicre canlilig1 belirlenmistir. Mitokondri ve sitozoldeki enerji olusumu
siirecinde MTT'nin mor formazan iiriiniine indirgenmesi, metabolik olarak aktif
hiicreleri gostermektedir. Kontrol grubuna herhangi bir askorbik asit uygulamasi
yapilmazken, deney grubundaki hiicrelere 15 pM, 30 uM, 60 uM, 120 pM ve 240
uM dozlarda askorbik asit uygulanmistir. Calismadan elde edilen veriler 15 uM, 30
uM, 60 uM, 120 uM ve 240 uM konsantrasyonlarda uygulanan askorbik asidin

sitotoksisiteye neden olmadigini gostermistir (149).

Lee ve ark. (2011) tarafindan yapilan baska bir ¢alismada askorbik asidin
melanogenez {izerindeki etkisi B16F10 melanoma hiicre hattt kullanilarak
arastirilmistir. BI6F10 melanoma hiicreleri 0, 50, 100, 200 ve 500 uM dozlarda
askorbik aside maruz birakilarak 37°C'de 5 giin siireyle inkiibe edilmistir ve suda
¢Oziiniir tetrazolyum tuzu (WST) yontemiyle sitotoksisite belirlenmistir. Kullanilan
konsantrasyonlarda askorbik asit hiicrelerde herhangi bir toksisiteye neden
olmazken, 50 ve 100 uM konsantrasyonda askorbik asitin hiicrelerin canliligini

onemli Olgtide artirdigi belirlenmistir (150).

Choi ve ark. (2010) tarafindan yapilan farkli bir c¢alismada ise,
hiperpigmentasyon tiizerine etkisi farkli ¢alismalarla daha 6nce de degerlendirilen
askorbik asidin melanogenez iizerindeki etkisi, multivitamin karigiminin (10.000 TU
A vitamini, 1.000 IU D vitamini, 5 IU E vitamini, 50 mg B1 vitamini, 12,7 mg B2

vitamini, 15 mg B6 vitamini, 500 mg askorbik asit, 100 mg nikotinamid ve 25 mg B5
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vitamini) melanogenez {izerindeki etkisi ile karsilastirilmistir. B16F10 murin
melanoma hiicre hatti kullanilan ¢aligmada 1 uM o-MSH ile uyarilan hiicrelerin
hiicre canlilig1 kristal viyole kullanilarak belirlenmistir. 0, 6,25, 12,5 ve 25 pg/ml
konsantrasyonlarda multivitamin karisimi ve 0, 6,25, 12,5 ve 25 pg/ml
konsantrasyonlarda askorbik asit ile 24 saat inkiibe edilen hiicrelere %10 etanol
icinde %0.1 kristal viyole uygulanarak hiicreler oda sicakliginda 5 dakika boyanmis
ve ardindan dort kez yikanmustir. Tutunan hiicrelerdeki kristal viyole daha sonra %95
etanol kullanilarak ekstrakte edilmis ve hiicre canliligi belirlenmistir. Calismanin
sonunda 0-25 pg/ml konsantrasyonda multivitamin ve askorbik asit uygulamasinin
melanoma hiicrelerinin ¢ogunda (>%90) sitotoksik etki gostermedigi; ilgili calismada
veriler sunulmamakla birlikte, 150 pg/ml askorbik asit uygulanan hiicrelerde hiicre
canliliginin %12 oldugu ve 6nemli derecede sitotoksik etki gdsterdigi belirtilmistir

(151).

Panich ve ark. (2011) askorbik asidin sitotoksisitesini belirlemek i¢in G361
melanoma hiicre hatt1 ile cahismistir. MTT yoOntemiyle Olgiilen sitotoksisite
caligmalarinda 15 uM, 30 puM, 60 uM, 120 uM ve 240 uM konsantrasyonlarda
uygulanan askorbik asidin sitotoksik olmadigi belirlenmistir. Lee ve ark. (2011)
tarafindan B16F10 hiicrelerine 50, 100, 200 ve 500 uM dozlarda askorbik asit
uygulanmis ve hiicre canliigt WST yontemiyle belirlenmistir. Kullanilan
konsantrasyonlarda askorbik asidin hiicrelerde herhangi bir toksisiteye neden
olmadig1, ancak 50 ve 100 uM konsantrasyonda askorbik asidin hiicrelerin canliligin
onemli ol¢iide artirdig: ifade edilmistir. Choi ve ark. (2010) B16F10 hiicrelerine 0,
6.25, 12.5 ve 25 pg/ml konsantrasyonlarda vitamin C uygulamis ve kristal viyole
absorbansin1 Glgerek hiicre canliliini belirlemislerdir. 0, 6,25, 12,5 ve 25 pg/ml
konsantrasyonlarda askorbik asidin sitotoksik etki gostermedigi; ilgili ¢alismada
veriler sunulmamakla birlikte, 150 pg/ml C vitamini uygulanan hiicrelerde hiicre
canliliginin %12 oldugu ve 6nemli derecede sitotoksik etki gosterdigi belirtilmistir.
Bu tez ¢alismasi kapsaminda Panich ve ark. (2011), Lee ve ark. (2011) ve Choi ve
ark. (2010)’nin c¢alismalarinda kullandiklar1i melanoma hiicre hatlarindan farkli bir
melanoma hiicre hatt1 olan MNT-1 hiicre hatti ile ¢alisilmistir. MNT-1 hiicrelerinde
askorbik asidin sitotoksisitesi Panich ve ark. (2011) ‘na benzer sekilde MTT yontemi
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ile belirlenmistir. 6 farkli giinde gergeklestirilen deneyde hiicrelere 0,1 uM, 0,5 uM,
1 uM, 5 uM, 10 uM, 20 uM ve 25 uM dozlarda askorbik asit ¢ozeltisi uygulanmistir.
Uygulamadan 24 saat sonra kontrole kiyasla MNT-1 melanoma hiicrelerinin canlilig
belirlenmistir. MTT deney sonucunda segilen askorbik asit konsantrasyonu 0,5

uM’dir ve askorbik asitin doz bagimli bir sitotoksisite olusturdugu sdylenebilir.

5.1.2. Metforminin Sitotoksisitesi

Tomic ve ark. (2011) tarafindan metforminin melanoma hiicre canlilifi
tizerindeki etkisini arastirmak i¢in yapilan c¢alismada 1-10 mM araliginda
konsantrasyonda metformin A375, WM9, SKMel28 ve G361 melanoma hiicre
hatlarina ve insan melanositlerine uygulanmis ve hiicre canlilig1 hiicrelerin tripan
mavisi ile boyanmasi ile degerlendirilmistir. Hiicreler 72 saat boyunca 0, 1, 2.5, 5 ve
10 mM konsantrasyonlarda metformine maruz birakilmis ve deney sonunda
melanoma hiicre sayisinda doza bagli azalma gozlendigi; buna karsilik, insan
melanositlerinin metformin tedavisine direngli oldugu belirlenmistir. Ek olarak
metforminin, hasta tiimorlerinden yeni izole edilmis iki melanoma hiicre hattinin
hiicre sayisinda doza bagli azalmay1 indiikledigi belirlenmistir. 0., 12., 24., 48., 72.
ve 96. saatlerde gerceklestirilen deneylerde, PBS uygulanan kontrol grubuna kiyasla
10 mM metformin uygulamasinin hiicre sayisinda dnemli bir azalmaya neden oldugu

belirlenmistir (129).

Bu tez ¢alismasi kapsaminda Tomic ve ark. (2011)’nin yaptig1 calismada yer
alan A375, WM9, SKMel28 ve G361 melanoma hiicre hatlarindan farkli bir
melanoma hiicre hatti ile ¢aligilmigtir. MNT-1 hiicrelerinde metformin sitotoksisitesi
MTT yontemi ile belirlenmistir. 6 farkli glinde gergeklestirilen deneyde hiicrelere 50
uM, 100 uM, 250 puM, 500 puM, 1000 uM, 2500 uM ve 5000 puM dozlarda
metformin hidrokloriir ¢ozeltisi uygulanmistir. Uygulamadan 24 saat sonra kontrole
kiyasla MNT-1 melanoma hiicrelerinin canlilig1 belirlenmistir. Deney sonucunda
secilen metformin hidrokloriir konsantrasyonu 50 uM’dir ve metforminin doz

bagimli bir sitotoksisite olusturdugu sonucuna varilmistir.
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5.2. Hiicre ici ROS Olusumunun Degerlendirilmesi

5.2.1. Askorbik Asidin ROS Olusumu Uzerine Etkileri

Panich ve ark. (2011) tarafindan 2011 yilinda yapilan ¢alismada UV 1sinlar1
ile uyarilan G361 melanoma hiicre hattinda askorbik asidin antimelanojenik etkisinin

yant sira hiicre i¢i oksidasyon olusumu da arastirilmistir (149).

Askorbik asidin UVA (8 J/cm?) ile indiiklenmis G361 melanoma hiicrelerinde
oksidan iiretimi tlizerindeki etkileri spektroflorometri ile belirlenmistir. Yontemde
stabil ve floresan olmayan bir boya olan 2',7'-diklorofloresein diasetat (DCFH-DA)
kullanilmistir. DCFH-DA, hiicrelerde DCFH'ye hidrolize edildikten sonra reaktif
oksijen tiirleri tarafindan floresan 2,7 diklorofloreseine (DCF) oksitlenir. Hiicre i¢i
oksidan olusumunu gosteren DCF'nin nispi floresans yogunlugu, UVA 1simasiyla
indiiklenen hiicresel oksidatif stresi belirlemektedir. Takiben, hiicrelere askorbik asit
uygulandiktan sonra, hiicreler UVA'ya maruz birakilmis ve 1 saat boyunca DCFH-
DA (5 uM) ile inkiibe edilmistir. DCF floresansi 20 dakika siireyle izlenmistir. Elde
edilen veriler, UVA’ya maruz birakilmayan ve askorbik asit uygulanmayan kontrol
hiicrelerinin (%100) hiicre i¢i oksidan olusumunun (nispi floresan U/RFU) yiizdesi
olarak ifade edilmistir. Calismanin sonunda askorbik asitin, G361 melanoma
hiicrelerinde UVA ile indiiklenen ROS olusumunu inhibe edebilen antioksidan
ozelliklere sahip oldugu gosterilmistir. Hiicrelerin 8 J/cm?lik UVA 1s1nina maruz
birakilmast %73,97+7,1 RFU’luk ROS iiretimine neden olurken, UVA’ya maruz
birakilmayan hiicrelerde ROS olusumunun 3,7+0,7 RFU oldugu belirlenmistir.
Bununla birlikte hiicrelere, 60 ve 120 uM askorbik asit uygulamasinin UVA’ya bagh
ROS olusumunu doza bagimli bir sekilde azalttig1 gézlenmistir (149).

Choi ve ark. (2010)’nin yaptig1 ve 6nceden sozii edilen ¢alismada askorbik
asidin antioksidan etkisi, multivitamin karistminin antioksidan etkisi ile
karsilastirilmistir. Multivitamin ve askorbik asidin antioksidan etkileri 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil (DPPH) antioksidan analizi ile degerlendirilmistir. Absorbanslar
karsilastirildiginda hem askorbik asit hem de multivitamin karigiminin doza bagimh

olarak serbest radikal siiplirme aktivitesi gosterdigi belirlenmistir. Askorbik asidin
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antioksidan etkisinin, 12,5 pg/ml'lik konsantrasyonda multivitamin karigimindan
onemli Ol¢iide daha fazla oldugu; 6,5 pg/ml ve 25 pg/ml'de iki grup arasinda

antioksidan etkide 6nemli bir fark gozlenmedigi ifade edilmistir (151).

Yaptigimiz caligmada, askorbik asit uygulanan MNT-1 hiicrelerinde, hiicre
sayilarinin normalizasyonu sonrasinda hiicre i¢gi ROS diizeylerinin %8,97 arttig1
ancak bu artigin istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlenmistir. MNT-
hiicrelerinde yapilan benzer bir calisma olmadigi i¢in literatiirle karsilastirma

yapilamamustir.

5.2.2. Metforminin ROS Olusumu Uzerine Etkileri

Oscilowska ve ark. (2022) tarafindan yapilan bir ¢alismada C32 melanoma
hiicre hattinda metformin kaynakli apoptoz mekanizmasinda prolin dehidrogenaz
(PRODH)/prolin oksigenazin (POX) rolii arastirilmistir. PRODH/POX, kanser
hiicresinin hayatta kalmasinin ve apoptozun diizenlenmesinde rol oynayan prolini
pargalayan bir mitokondriyal enzimdir. Calisma kapsaminda hiicre i¢i reaktif oksijen
tiirlerinin birikimi, bir floresan prob olarak DCFH-DA kullanilarak ol¢iilmiistiir.
Hiicreler 20 uM DCFH-DA ile kiiltiir ortaminda 30 dakika 6nceden inkiibe
edildikten sonra iki kez PBS ile yikanmistir ve 24 saat boyunca artan
konsantrasyonlarda metformin (0-20 mM), 200 uM tetrahidrofuroik asit (THFA) ve
metformintTHFA kombinasyonu uygulanmistir. THFA prolin analogudur ve
calismada PRODH/ POX inhibitorii olarak kullanilmistir. Florimetri ile elde edilen
sonuclar metforminin C32 melanoma hiicrelerinde ROS olusumunun artmasina
neden oldugunu gdstermektedir. Spesifik bir PRODH/POX inhibitorii olan
THFA’nin ise, metforminin neden oldugu ROS olusumunu azalttig1 belirlenmistir

(152).

Yaptigimiz calismada, metformin uygulanan MNT-1 hiicrelerinde, hiicre
sayilarinin normalizasyonu sonrasinda hiicre i¢i ROS diizeylerinin %39,12 arttig1 ve
bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir. MNT-hiicrelerinde
yapilan benzer bir ¢alisma olmadigr i¢in literatiirle karsilastirma yapilamamustir.

Ancak, Oscilowska ve ark. (2022) tarafindan yapilan ¢alismaya benzer olarak hiicre
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ici ROS diizeylerinde metformin uygulamasiyla artis goriilmesi, metforminin
melanoma hiicre hatlarinda ROS olusumunu tetikledigini gostermektedir. Diger
taraftan, kombine uygulama ile hiicre ici ROS diizeylerinde goriilen %27,35’lik
artisin da istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir. Bu durumda, kombine
uygulama ile goriilen artisin  genel olarak metformin uygulamasindan

kaynaklanabilecegi diistiniilebilir.

5.3. Tirozinaz Aktivitesinin Degerlendirilmesi

5.3.1. Askorbik Asidin Tirozinaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Panich ve ark. (2011)’nin yaptig1 calismada UV i1sinlan ile uyarilan G361
melanoma hiicre hattinda hiicresel tirozinaz aktivitesini belirlemek icin L-DOPA
oksidasyon hizi kullanilmistir. Hiicrelere 7,5 uM, 15 uM, 30 uM, 60 uM ve 120 uM
dozlarda askorbik asit uygulanmistir. Deneyde 37°C'de enzimatik reaksiyonu
baslatmak icin substrat olarak 10 uLL 20 mM konsantrasyonda L-DOPA eklenmistir.
Enzimatik reaksiyon sonucunda olusan dopakrom absorbansi, 1 saat boyunca her 10
dakikada bir Olgiilmiistir. UVA’ya maruz birakilmayan ve askorbik asit
uygulanmayan kontrol hiicrelerinde protein igeriginin 0,284+0,01 U/ug oldugu ve
UVA uygulamasinin, tirozinaz aktivitesinde %58,87+%7,3 (p<0,01) artisa neden
oldugu gosterilmistir. 7.5 uM, 15 uM, 30 uM, 60 uM ve 120 uM dozlarda askorbik
asit uygulamasinin UVA tarafindan indiiklenen hiicresel tirozinaz aktivitesini

azaltamadigi belirlenmistir (149).

Panich ve ark. (2011)’nin yaptig1i calismada G361 melanoma hiicreleri
tirozinaz aktivitesinin indiiklenmesi i¢in UVA 1smnina maruz birakilmistir. UVA ile
uyarilan hiicrelere 7,5 uM, 15 uM, 30 uM, 60 uM ve 120 uM dozlarda askorbik asit
uygulanmistir. L-DOPA oksidasyon hizinin degerlendirildigi ¢alismada belirtilen
dozlarda askorbik asit uygulamasinin UV A tarafindan indiiklenen hiicresel tirozinaz
aktivitesini azaltamadiginin belirlendigi ifade edilmistir. Bu tez c¢aligmasi
kapsaminda MNT-1 hiicrelerine 0,5 uM konsantrasyonda askorbik asit
uygulanmistir. Tirozinaz aktivitesi UVA ya da baska bir dis etken tarafindan
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indiiklenmemistir. Tirozinaz diizeyleri sandvi¢-ELISA esasina dayanan insan
tirozinaz kitiyle Olciilmiistiir. Analiz sonucunda askorbik asit uygulamasinin

tirozinaz diizeylerini kontrole gore %13,93 arttirdig1 belirlenmistir.

5.3.2. Metforminin Tirozinaz Diizeyleri Uzerine Etkisi

Lehraiki ve ark. (2014) tarafindan metforminin melanogenezde rol oynayan
ic anahtar melanogenik protein (tirozinaz, TRP-1 ve TRP-2) diizeyleri iizerindeki
etkileri Western blot analizleri kullanilarak incelenmistir. B16F10 hiicrelerinde
metforminin toplam melanin seviyeleri {izerindeki etkileriyle uyumlu olarak,
tirozinaz, TRP-1 ve TRP-2'nin bazal seviyelerini azalttig1 ve forskolin ve a-MSH'in
tirozinaz, TRP-1 ve TRP-2 seviyelerinde neden oldugu artislart bloke ettigi
belirlenmistir (131,153).

Bu tez caligmasi kapsaminda MNT-1 hiicrelerine 50 uM konsantrasyonda
metformin hidrokloriir uygulanmistir. Tirozinaz diizeyleri sandvig-ELISA esasina
dayanan insan tirozinaz kitiyle Ol¢lilmiistiir. Metformin uygulamasi ile tirozinaz
diizeylerinin kontrole gore %10,14 oraninda ve metformin +askorbik asit uygulamasi
ile tirozinaz diizeylerinin kontrole gore %32 arttig1 belirlenmistir. Metformin ve
askorbik asitin birlikte uygulandigi kombine grup ile kontrol grubu arasinda tirozinaz
diizeyleri acisindan anlamli bir fark oldugu belirlenmistir (p<0,05). Lehraiki ve ark.
(2014) tarafindan yapilan calismada belirlenenin aksine metforminin tirozinaz
diizeylerini azaltmadigi; aksine arttirdigt sonucuna ulasilmistir. Sonuglardaki
farkliliklarin kullanilan hiicre hatlarmin farkli olmasi, farkli konsantrasyonlarda
metformin uygulanmasi, inkiibasyon siirelerinin farkli olmasi gibi nedenlere bagh

olabilecegi diisliniilmektedir.
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5.4. Tirozinaz Gen Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

5.4.1. Askorbik Asidin Tirozinaz Gen Ekspresyonu Uzerine Etkisi

Lee ve ark. (2011) tarafindan yapilan ¢alismada askorbik asidin tirozinaz gen
ekspresyonu iizerine etkisi BI6F10 melanoma hiicre hatt1 kullanilarak arastirilmistir.
50, 100, 200 ve 500 uM dozlarda askorbik asit uygulamasimin B16F10 hiicrelerinin
hiicresel tirozinaz aktivitesi lizerinde 6nemli bir uyarima neden oldugu; bu bulgunun,
tirozinaz zimografisinden elde edilen sonuclarla benzer oldugu ifade edilmistir.
Tirozinaz gen ekspresyonunun belirlenmesi i¢in yapilan Western blot ve RT-PCR
analizlerinden elde edilen veriler askorbik asitin B16F10 hiicrelerinde tirozinazin
hiicresel enzimatik aktivitesini yukart dogru diizenledigini ve enzimin mRNA ve
protein diizeylerini arttirdigini diisiindiirmiistiir. Bununla birlikte, literatiirde askorbik
asidin bir prooksidan olarak hareket ederek apoptozu indiikledigini gdsteren zit
bulgular oldugundan ¢alisma sonucunda elde edilen bu farkliligin hiicrelere

uygulanan askorbik asit konsantrasyonlart ile iligkili olabilecegi belirtilmistir (150).

Choi ve ark. (2010)’nin yaptig1 calismada B16F10 melanoma hiicrelerinde C
vitamininin tirozinaz gen ekspresyonu iizerine etkisi, yukarida bwlirtilen
multivitamin ~ karigiminin  tirozinaz gen ekspresyonu iizerine etkisi ile
karsilastirilmistir. Multivitamin karisiminin ve C vitamininin tirozinaz ekspresyonu
tizerindeki etkilerini belirlemek i¢cin Western blot analizi yapilmistir. a-MSH ile veya
a-MSH olmadan uyarilan hiicrelere 48 saat boyunca 25 pg/ml askorbik asit veya
multivitamin ~ karistmi  uygulanmigtir.  Multivitamin  uygulamasinin, o-MSH
tarafindan uyarilan tirozinaz ekspresyonunu o6nemli Slgiide inhibe ettigi; bunun

aksine askorbik asidin tirozinaz ekspresyonunu azaltmadigi belirlenmistir (151).

Bu tez c¢alismasi kapsaminda MNT-1 hiicrelerine 0,5 uM konsantrasyonda
askorbik asit uygulanmistir. Tirozinaz gen ekspresyonu RT-qPCR analizi ile
belirlenmigtir. Lee ve ark. (2011) ve Choi ve ark. (2010)’nin yaptig1 ¢aligmalarin
aksine 0,5 pM konsantrasyonda askorbik asitin MNT-1 hiicrelerinde tirozinaz gen

ekspresyonunu %11 azalttig1 belirlenmistir. Bulgularin farkli olmasinda askorbik asit



103

konsantrasyonlarinin farkli olmasinin, uygulama siiresinin ve farkli hiicre hatlariyla

calisilmasinin etkili olabilecegi diisliniilmektedir.

5.4.2. Metforminin Tirozinaz Gen Ekspresyonu Uzerine Etkisi

Lehraiki ve ark. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada metforminin, B16-F10
murine melanoma hiicrelerinde ve normal insan melanositlerinde melanin sentezi
tizerindeki etki mekanizmasini belirlemek i¢cin MITF, tirozinaz, TRP1 ve DCT gibi

melanogenezde yer alan anahtar proteinler iizerindeki etkisi incelenmistir (131).

Kontrol grubu, 5 mM metformin uygulanan grup, 10 mM metformin
uygulanan grup, 20 pM forskolin uygulanan grup, 10 mM metformin+ 20 uM
forskolin uygulanan grup, 10 uM o-MSH uygulanan grup ve 10 mM metformin+ 10
uM o-MSH uygulanan grup olmak iizere calisma gruplari olusturulmustur. B16
hiicrelerinde ve normal insan melanositlerinde forskolin veya MSH uygulamasinin
MITF, tirozinaz ve TRP1 protein seviyelerini onemli dlgiide arttirdigi; metformin
uygulamasinin ise MITF, tirozinaz, TRP1 ve DCT diizeylerini onemli o&lgiide

azalttig1 belirlenmistir (131,153).

Normal insan melanositlerine forskolin uygulandiginda TRP1 ve DCT
seviyelerinde Onemli bir artis gdzlendigi; metformin uygulamasinin ise MITF,
tirozinaz ve DCT seviyelerini doza bagli bir sekilde azalttig1 belirlenmistir. Normal
insan melanositlerinin hem metformin hem de forskolin ile birlikte uyarilmasi
sonucunda MITF, tirozinaz ve DCT'nin yok oldugu belirtilmistir. Hem BI16
hiicrelerinde hem de normal insan melanositlerinde 12 saatlik metformin
uygulamasindan sonra MITF ve melanogenezde rol oynayan genlerde bir azalma

gozlendigi ifade edilmistir (131,153).

Bu tez ¢alismasinda MNT-1 hiicrelerine 50 uM konsantrasyonda metformin
hidrokloriir uygulanmistir. Tirozinaz gen ekspresyonu RT-qPCR analizi ile
belirlenmistir. Analiz sonucunda metforminin tirozinaz gen ekspresyonunu %3

oraninda arttirdigi belirlenmistir. Bu sonu¢ metformin uygulamasi ile tirozinaz
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diizeylerinin kontrole gore arttig1 sonucunu da desteklemektedir. Kombine uygulama

ile tirozinaz gen ekspresyonunun %30 arttig1 tespit edilmistir.

5.5. Sitopatoloji

5.5.1. Askorbik Asit Uygulamasi Sonrasinda Sitopatoloji

Choi ve ark. (2010) tarafindan yapilan calismada 1 uM a-MSH ile uyarilan
B16F0 murin melanoma hiicrelerine 0; 6,25, 12,5 ve 25 pg/ml konsantrasyonlarda C
vitamini ve ayni konsantrasyonlarda yukarida igerigi verilen multivitamin karigimi
uygulanmistir. B16F0 murin melanoma hiicrelerindeki morfolojik degisiklikleri
degerlendirmek i¢in, melanositler bir faz kontrast mikroskobu altinda gézlemlenmis
ve mikroskop i¢in bir dijital kamera kullanilarak fotograflanmistir. Multivitamin ve
askorbik asit uygulamasindan sonra, hiicreler, kontrol grubu ile karsilastirildiginda

morfolojide dnemli bir degisiklik gézlenmedigi belirtilmistir (151).

Bu tez caligmasi kapsaminda MNT-1 hiicrelerinin sitopatolojisi faz kontrast
mikroskop ile degerlendirilmistir. Kontrol grubunda sitoplazmasinda kahverengi
pigmentasyon gbézlenen MNT-1 hiicrelerinin ¢ogunlukta oldugu gorilmiistiir.
Askorbik asit uygulanan grupta kahverengi pigmentasyon gozlenen MNT-1
hiicrelerinin kontrole kiyasla daha az oldugu goriilmiistiir. Bu durum, askorbik asitin

neden oldugu melanin diisiisiinden (%12,01) kaynaklanabilir.

5.5.2. Metformin Uygulamasi Sonrasinda Sitopatoloji

Lehraiki ve ark. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada metforminin yeniden
yapilandirilmis insan epidermisi iizerindeki etkisi test edilmistir. Hiicrelerin forskolin
ve/veya metformin ile 15 giinliik stimiilasyonundan sonra yeniden yapilandirilmis
insan epidermisini igeren kuyularin fotografi, forskolinin melanin ekspresyonunu

arttirdigini, metforminin sentezini inhibe ettigini gostermistir (131).
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Lehraiki ve ark. (2014) tarafindan yapilan aynmi ¢alismada dogrudan
abdominoplastiden hazirlanan insan derisi biyopsileri iizerinde baska bir dizi deney
gerceklestirilmistir. Biyopsiler 15 giin boyunca kiiltiirde tutulmus ve forskolin
ve/veya metformin ile ikiser giin siireyle uyarilmistir. Hiicre i¢ci melanini saptamak
icin parafinle dondurulmus deri kesitlerinde Fontana-Masson boyamasi yapilmastir.
Forskolin melanin iceren hiicrelerin sayisin1 arttirirken, metforminin, kontrol ve
forskolin ile uyarilan kosullarda melanin pozitif hiicrelerin sayisini giiclii bir sekilde

azalttig1 belirlenmistir (131).

Bu tez caligmasi kapsaminda MNT-1 hiicrelerinin sitopatolojisi faz kontrast
mikroskop ile degerlendirilmistir. Kontrol grubunda sitoplazmasinda kahverengi
pigmentasyon goézlenen MNT-1 hiicrelerinin ¢ogunlukta oldugu gorilmiistiir.
Metformin uygulanan grupta kahverengi pigmentasyon gozlenen MNT-1
hiicrelerinin kontrole kiyasla daha az oldugu ve béliinemeyen biiyiik sitoplazmali
hiicrelerin yer aldigi gozlenmistir. Bu durum, metforminin neden oldugu melanin
diisiisiinden (%22,38) kaynaklanabilir. Diger taraftan, askorbik asit ve metforminin
beraber uygulandig1 kombine grupta ise kahverengi pigmentasyon gézlenen MNT-1
hiicrelerinin kontrol grubu ile benzer yogunlukta oldugu belirlenmistir. Melanin
diizeylerindeki degisikligin kontrole gore en diisiik oldugu grup kombine grup
oldugu i¢in, pigmentasyonun da kontrole en yakin oldugu grubun kombine uygulama

grubu oldugu soylenebilir.

5.6. Tirozinazin immiinfloresan Olarak Isaretlenmesi

Bilgimiz dahilinde literatiirde askorbik asidin ve metforminin melanoma
hiicreleri iizerine etkisinin tirozinazin immunfloresan olarak isaretlenerek
degerlendirildigi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu tez kapsaminda MNT-1
hiicrelerine 0,5 puM konsantrasyonda askorbik asit, 50 uM konsantrasyonda
metformin, 0,5 pM askorbik asit ve 50 pM metformin kombinasyonu uygulanmis ve
tirozinaz enzimi indirekt immunfloresan boyama yontemi ile isaretlenerek floresan
atagmanli arastirma mikroskopu ve kamera/goriintii analiz sistemi kullanilarak her

bir gruptaki hiicrelerin floresanslar1 goriintiilenmistir.
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Askorbik asit uygulanan grupta immunfloresan incelemede ¢ok sayida
mitotik hiicre izlenmistir. Anti-tirozinaz ile yapilan indirekt immunfloresan
isaretlemede deney gruplarinda MNT-1 hiicrelerinde sitoplazmada graniiler, noktasal

isaretlenmeler izlenmistir.

Immunfloresan goriintiilemenin ardindan deney gruplarinda Image J analiz
programi kullanilarak immunfloresan yogunluk Olciimii yapilmistir. Image J ile
yapilan yogunluk 6l¢iimleri sonucunda elde edilen veriler degerlendirildiginde Asc
ve AsctMet gruplarinin  kontrolden farkliligi istatistiksel olarak anlamlidir
(p<0,0001). Ayrica Asc ve Met ve de Met ve Asc+Met gruplarinin arasindaki farkin
istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir (p<0,0001).

5.7. Melanin Olusumunun Degerlendirilmesi

5.7.1. Askorbik Asidin Melanin Olusumu Uzerine Etkisi

Panich ve ark. (2011) G361 melanoma hiicrelerinde melanin sentezini '*C-
DOPA'nin alimi iizerinden alternatif bir yontem ile belirlemistir. Hiicreler yukarida
belirtilen dozlarda askorbik asit uygulanarak ve 16 J/cm?*UVA ile uyarilmistir ve
sonrasinda toplam melanin miktar1 belirlenmistir. UVA’ya maruz birakilmayan ve
askorbik asit uygulanmayan kontrol hiicrelerinde melanin igeriginin 1,7+0.1 ng/pg
oldugu ve UVA uygulamasinin melanin igeriginde %28,22+%7 (p<0,001) artisa
neden oldugu gosterilmistir. UVA uygulamasi sonucunda artan melanin miktarinin
konsantrasyona bagl bir sekilde 60 uM (p<0.01) ve 120 uM (p<0,001) dozlarda

askorbik asit uygulamasi ile azaldig1 belirlenmistir (149).

B16F0 murin melanoma hiicrelerinde melanin miktar1 Choi ve ark. (2010)
tarafindan yapilan bir ¢aligmada degerlendirilmistir. 1 pM o-MSH ile uyarilan
B16F0 murin melanoma hiicrelerine yukarida belirtilen dozlarda askorbik asit ve
multivitamin karistmi uygulanmistir. Askorbik asit ve multivitamin uygulamasinin

melanin igerigini doza bagiml bir sekilde azaltti§i; melanin sentezinin, multivitamin
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grubunda askorbik asit grubuna gore onemli 6l¢iide daha belirgin azaldig1 (p< 0,05)
ifade edilmistir (151).

B16F10 melanom hiicreleri ile yapilan bagka bir ¢alismada Lee ve ark. (2011)
artan dozlarda askorbik asit uygulamasinin melanin igerigi {izerine etkisini
incelemistir. 50-200 pM konsantrasyonda askorbik asit uygulamasinin B16F10
melanoma hiicrelerinde melanin igerigini arttirdigi gortilmistiir. 50 ve 100 pM'lik
dozlarda askorbik asidin hiicre canliligini stimiile ettigi ve ¢alismada arastirilan diger
parametrelere olduk¢a benzer sekilde 100 uM askorbik asidin BI6F10 melanoma
hiicrelerinde melanin igerigini ve proliferasyonunu 6nemli o6l¢iide arttirdigi

belirlenmistir (150).

Bu tez g¢alismasi kapsaminda MNT-1 hiicrelerine 0,5 uM konsantrasyonda
askorbik asit uygulanmistir. Melanin miktar1 sandvi¢ ELISA prensibini kullanan bir
insan melanin ELISA kiti ile belirlenmistir. Analiz sonucuna gore, askorbik asit
uygulamasi ile melanin diizeyleri kontrole gore %12,01 azalmistir. Ancak, gruplar
arasinda melanin diizeyleri agisindan anlamli bir fark belirlenememistir (p>0,05,
kontrole gore tiimii). Lee ve ark. (2011)’nin bulgularindan farkli sonuglar elde eden
Panich ve ark. (2011) ve Choi ve ark. (2010)’nin yaptiklar1 ¢alisma sonuglarina
benzer sekilde 0,5 pM konsantrasyonda askorbik asit uygulamasinin MNT-1

hiicrelerinde melanin olugumunu azalttig1 sdylenebilir.

5.7.2. Metforminin Melanin Olusumu Uzerine EtKkisi

Lehraiki ve ark. (2014) tarafindan yapilan bir g¢alismada metforminin
melanogenez iizerindeki etkisi degerlendirilmistir. B16-F10 melanoma hiicreleri
kullanilan ¢aligmada hiicreler 72 saat siireyle melanogenezi indiikledigi bilinen o-
MSH ve forskoline maruz birakilmistir. Kontrol grubu, 5 mM metformin uygulanan
grup, 10 mM metformin uygulanan grup, 20 uM forskolin uygulanan grup, 10 mM
metformin+ 20 uM forskolin uygulanan grup, 10 pM a-MSH uygulanan grup ve 10
mM metformin+ 10 pM a-MSH uygulanan grup olmak iizere farkli ¢aligma gruplari
olusturularak o-MSH ve forskoline maruziyete bagli olarak B16-F10 murine

melanoma hiicre hattinda melanin miktarinda meydana gelen artis spektrofotometrik
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olarak oOl¢iilmiistiir. Forskolin ve o-MSH’in 72 saatlik inkiibasyonun sonunda
melanoma hiicrelerinde melanin igeriginde yiiksek bir artisa neden oldugu; ancak,
metforminin bazal, forskolin ve a-MSH ile uyarilan kosullarda melanin sentezini

onemli Olgiide azalttig1 belirlenmistir (131,153).

Lehraiki ve ark. (2014) tarafindan 2014 yilinda yapilan in vitro olarak elde
edilen sonuglarin metforminin melanogenez iizerinde gézlemlenen in vivo etkisi ile
uyumlu olup olmadigini test etmek icin, metforminin C57BL/6J farelerinin kuyruk
pigmentasyonu iizerindeki etkisi incelenmistir. Bu amacla, C57BL/6J farelere, 8
hafta boyunca metformin (10mM), forskolin (20uM) ve metformin
(10 mM)+forskolin (20 uM) kombinasyonu topikal olarak uygulanmistir. Fare
kuyruklarinin ucunda genellikle yiiksek pigmentasyon degiskenligi oldugundan, bu
alandaki homojen pigmentasyon dikkate alinarak degerlendirme yapilmistir. Farelere
uygulanan forskolinin giinliik topikal uygulamasmin cilt renginin koyulasmasi
tizerinde higbir etkisi olmadigi; bu sonucun aksine, farelerde metformin kaynakl
melanin igerigindeki azalma nedeniyle kuyruk depigmentasyonunun gozlendigi
belirtilmistir. Farelere forskolin ile metforminin birlikte uygulanmasiyla metforminin

melanin igerigini azaltici etkisinin daha belirgin oldugu gézlenmistir (131).

Bu tez ¢alismasi kapsaminda MNT-1 hiicreleri forskolin veya a-MSH gibi
melanogenezi uyaran ajanlara maruz birakilmamistir. Hiicrelere 50 upM
konsantrasyonda metformin hidrokloriir uygulanmistir. Analiz sonucunda metformin
uygulamasi ile melanin diizeylerinin kontrole gore %22,38 ve kombine uygulama
melanin diizeylerinin kontrole gore %9,24 azaldigi belirlenmistir. Ancak, gruplar
arasinda melanin diizeyleri acisindan anlamli bir fark belirlenememistir (p>0,05,
kontrole gore tiimii). Metforminin melanin miktarin1 azaltmasi1 Lehraiki ve ark.

(2014) tarafindan bulunan sonuglar1 desteklemektedir.
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5.8. cAMP Olusumunun Degerlendirilmesi

5.8.1. Askorbik Asidin cAMP Olusumu Uzerine Etkisi

Lee ve ark. (2011) B16F10 melanoma hiicrelerinde askorbik asitin cAMP
olusumu iizerine etkisini bir cAMP immiinoassay kiti kullanarak arastirmistir.
37°C'de 1 uM o-MSH ile 1 saat uyarilan hiicrelere 0, 50, 100, 200 ve 500 uM
dozlarda askorbik asit uygulanarak hiicresel cAMP konsantrasyonu oSl¢lilmiistiir.
Askorbik asitin B16F10 hiicrelerinde a-MSH ile indiiklenen cAMP seviyelerindeki
artis1 baskilamadigi belirlenmistir (150).

Bu tez kapsaminda MNT-1 hiicreleriyle yapilan caligmada hiicrelere 0,5 uM
konsantrasyonda askorbik asit uygulanmistir ve cAMP miktar1 belirlenmistir. Analiz
sonucunda askorbik asit uygulamasinin cAMP diizeylerini kontrole gore %15,10
azalttig1 belirlenmistir. Ancak, gruplar arasinda cAMP diizeyleri agisindan anlamh

bir fark belirlenememistir.

5.8.2. Metforminin cAMP Olusumu Uzerine Etkisi

Bir sarmal-dongii-sarmal ve 16sin fermuar transkripsiyon faktorii olan MITF,
melanositlerin hayatta kalmasi i¢in ana gendir ve PKC, tirozinaz, MART-1, TRP-1
ve DCT gibi ana melanogenik proteinlerin transkripsiyonunu diizenleyen énemli bir
faktordiir. MITF ekspresyonunun cAMP'ye bagli bir yolla yukan regiile edildigi
bilinmektedir. a-MSH, melanokortin 1 reseptoriine baglandiginda, hiicre ici cAMP
seviyeleri, zarla iliskili adenilat siklaz enziminin aktivasyonu yoluyla yiikselir.
cAMP'ye bagimli PKA enzimi daha sonra aktive edilir ve cekirdege ulasarak
CREB'’i fosforile eder. CREB daha sonra MITF geninin promotér bolgesinde DNA
konsensus sekans1t CRE'ye baglanir ve boylece MITF transkripsiyonunu indiikler. Bu
bilgiden yararlanan Lehraiki ve ark. (2014) melanositlere metformin uygulamasinin
hiicre i¢ci cAMP seviyeleri, PKA aktivasyonu ve CREB fosforilasyonu ile MITF

seviyeleri lizerindeki etkilerini incelemistir (131).
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B16 melanoma hiicreleri ile yapilan ¢alismada hiicrelere 24 saat boyunca
forskolin veya a-MSH uygulamasinin, PKA ve CREB fosforilasyonunu arttirdigi;
metforminin ise hem bazal hem de uyarilmis kosullarda protein fosforilasyonu

onemli derecede inhibe ettigi belirlenmistir (131,153).

Metforminin CREB fosforilasyonu iizerindeki etkisi melanoma hiicreleri
disinda normal insan melanositleri kullanilarak da arastirilmistir. Kontrol grubu, 5
mM metformin uygulanan grup, 10 mM metformin uygulanan grup, 20 uM forskolin
uygulanan grup, 10 mM metformin+20 uM forskolin uygulanan grup, 10 uM o-
MSH uygulanan grup ve 10 mM metformin+10 uM o-MSH uygulanan grupla
yapilan c¢alismanin sonunda, metforminin melanoma hiicreleri ve melanositler
tizerindeki depigmente edici etkilerinin CREB aktivasyonunun inhibisyonu yoluyla
oldugu gosterilmistir. Bu etkinin, cAMP seviyesi ile alakali olabilecegi hipotezini
dogrulamak i¢in metformine yanit olarak cAMP seviyesi Ol¢iilmiistiir. Hem forskolin
hem de o-MSH uygulamasinin, melanoma hiicrelerinde cAMP seviyesini arttirdigi
ve maksimum etkinin 6 saatlik uygulamanin sonrasinda goézlendigi belirlenmistir.
Metformin uygulamas: ile forskolin veya a-MSH ile uyarilan kosullarda cAMP
birikiminin zamana baglh bir sekilde azaldigi ve maksimum etkinin 48 saatlik

metformin uygulamasindan sonra gozlendigi bildirilmistir (131).

MNT-1 hiicreleriyle yapilan bu ¢aligmada hiicrelere 50 pM konsantrasyonda
metformin hidrokloriir uygulanmis ve cAMP miktar1 belirlenmistir. Analiz
sonucunda metformin uygulamasi ile cAMP diizeyleri kontrole gore %35.,82 ve
kombine uygulama ile cAMP diizeyleri kontrole gore %10,68 azalmistir. Metformin
uygulamasi sonucunda cAMP diizeylerinin azalmasi Lehraiki ve ark. (2014)’nin
bulgularin1 desteklemektedir. Ancak, gruplar arasinda cAMP diizeyleri agisindan

anlaml bir fark belirlenememistir (p>0,05; kontrole gore tiimii).
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5.9. L-DOPA Diizeylerinin Belirlenmesi

5.9.1. Askorbik Asidin L-DOPA Diizeylerine Etkisi

Bilgimiz dahilinde literatiirde askorbik asidin melanoma hiicrelerindeki L-
DOPA diizeyleri {izerine etkisinin incelendigi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu tez
kapsaminda MNT-1 hiicrelerine 0,5 uM konsantrasyonda askorbik asit
uygulamasinin L-DOPA diizeylerini kontrole gore %26,82 arttirdig1 belirlenmistir.
Askorbik asit uygulamasi ile metformin uygulamasi arasinda L-DOPA diizeyleri

acisindan anlamli bir fark belirlenmistir (p<0,05).

5.9.2. Metforminin L-DOPA Diizeylerine Etkisi

Tirozin aminoasidinin, tirozinaz enzimi ile L-DOPA’ya oksidasyonu
eumelanin ve feomelanin pigmentlerinin biyosentezinin baglangic noktasidir. Bu
bilgiden yola c¢ikarak, tez kapsaminda tirozinaz diizeylerinin yani sira L-DOPA
diizeyleri de belirlenmistir. Bilgimiz dahilinde literatiirde metforminin melanoma
hiicrelerindeki L-DOPA diizeyleri {izerine etkisinin incelendigi bir ¢alisma

bulunmamaktadir.

MNT-1 hiicrelerine 50 pM konsantrasyonda metformin hidrokloriir
uygulanmasiyla, L-DOPA diizeyleri kontrole gore degismemistir ve kombine
uygulama ile L-DOPA diizeylerinin kontrole gore %18,03 azaldig1 belirlenmistir.
Askorbik asit uygulamasi ile metformin uygulamasi arasinda L-DOPA diizeyleri

acisindan anlamli bir fark belirlenmistir (p<0,05).
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda MNT-1 melanoma hiicrelerinde metformin, askorbik asit
ve metformin+askorbik asit kombinasyonunun sitotoksisite, hiicre i¢ci ROS diizeyleri,
tirozinaz diizeyleri, tirozinaz gen ekspresyonu, melanin diizeyleri, cAMP diizeyleri,
L-DOPA diizeyleri, sitopatoloji ve tirozinazin immiinofloresan olarak isaretlenmesi

ile degerlendirilmis ve asagida yer alan sonuclara ulagilmistir:

1. MTT deneyleri sonucunda uygulama dozlar1 askorbik asit i¢in 0,5 uM ve

metformin i¢in 50 uM olarak belirlenmistir.

2. Hiicre i¢i ROS tiim ¢aligma gruplarinda kontrole gore artarken, bu artiglar
Met (%39,12) ve Asc-Met (%27,35) gruplarinda anlamli bulunmustur.
Ayrica, Asc ve Met ve de Asc ve Asc-Met gruplari arasinda da istatistiksel

olarak anlaml: farklar vardir.

3. Askorbik asit uygulamasi ile melanin diizeylerinin kontrole gore %12,01
azaldig1; metformin uygulamasi ile melanin diizeylerinin kontrole gore
%22,38 ve kombine uygulama ile melanin diizeylerinin kontrole gore
%09,24 azaldig1 belirlenmistir. Ancak, gruplar arasinda melanin diizeyleri

acisindan anlamli bir fark belirlenememistir (p>0,05, kontrole gore timii).

4. Askorbik asit uygulamasit cAMP diizeylerini kontrole goére %15,10
azaltmistir. Metformin uygulamasi ile cAMP diizeyleri kontrole gore
%5,82 ve kombine uygulama cAMP diizeyleri kontrole gore %10,68
azalmistir. Ancak, gruplar arasinda cAMP diizeyleri agisindan anlamli bir

fark belirlenememistir (p>0,05, kontrole gore tiimii).

5. Askorbik asit uygulamas: ile L-DOPA diizeyleri kontrole gore %26,82
artmistir. Metformin uygulamast ile L-DOPA diizeyleri kontrole gore
%0,56 azalmig ve kombine uygulama ile L-DOPA diizeyleri kontrole gore

%18,03 artmistir. Askorbik asit uygulamasi ile metformin uygulamasi
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arasinda L-DOPA diizeyleri acisindan anlamli bir fark belirlenmistir

(p<0,05).

. Askorbik asit uygulamasi ile tirozinaz diizeyleri kontrole gore %13,93
artmistir. Metformin uygulamasi ile tirozinaz diizeyleri kontrole gore
%10,14 ve kombine uygulama ile tirozinaz diizeyleri kontrole gore %32
artmistir. Kombine uygulama ile kontrol grubu arasinda tirozinaz

diizeyleri acgisindan anlamli bir fark belirlenmistir (p<0,05).

. Askorbik asitin tirozinaz gen ekspresyonunu %11 azaltirken, metforminin
%3 arttirdig1 belirlenmistir. Kombine uygulama ile tirozinaz gen

ekspresyonu %30 artmistir.

. Faz kontrast mikroskop ile yapilan sitopatolojik incelemelerde flask
tabanina tutunan, fibroblast benzeri igsi gorliniimde MNT-1 hiicreleri
izlenmistir. Deney gruplarinin benzer sayida hiicre igerdigi goriilmiistiir.
MNT-1 hiicrelerinin  6kromatik ¢ekirdekleri, c¢ekirdek ¢evresinde
sitoplazmada yer yer koyu graniiller ve bu graniiller nedeniyle
sitoplazmanin  kahverengi, siyah pigmente goriinimde oldugu
gozlenmistir. Kontrol grubunda sitoplazmasinda kahverengi pigmentasyon
gozlenen MNT-1 hiicrelerinin ¢gogunlukta oldugu goriilmiistiir. Metformin
ve askorbik asit uygulanan grupta kahverengi pigmentasyon gozlenen
MNT-1 hiicrelerinin kontrole kiyasla daha az oldugu go6zlenmistir.
Metformin grubunda boliinemeyen biiyiik sitoplazmali hiicrelerin yer
aldig1 belirlenmistir. Askorbik asit ve metforminin beraber uygulandig:
kombine grupta ise kahverengi pigmentasyon gozlenen MNT-1

hiicrelerinin kontrol grubu ile benzer yogunlukta oldugu gézlenmistir.

. Anti-tirozinaz ile yapilan indirekt immunfloresan isaretlemede deney
gruplarinda MNT-1 hiicrelerinde sitoplazmada graniiler, noktasal
isaretlenmeler izlenmistir. Askorbik asit uygulanan grupta immunfloresan

incelemede ¢ok sayida mitotik hiicre izlenmistir.



114

Image J programu ile yapilan intensite Olglimlerinde her grup i¢in ortalama
CTCF saptanmistir. Gruplar CTCF agisindan karsilastirildiginda Asc ve Asct+Met
gruplarinda ortalama CTCF'nin kontrole gore daha yiiksek oldugu ve bu artisin
istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0.0001) belirlenmistir. Ayrica Asc ve Asc+Met
gruplart Met grubu ile karsilastirildiginda Asc ve Asc+Met gruplarinda Met grubuna
gore CTCFmin artigi ve bu artisin yine istatistiksel olarak anlamli oldugu

saptanmistir (p<0.0001).

Melazmanin tedavisi, hastaligin karmasik ve cok faktorlii olmasi1 nedeniyle
son derece zordur. Topikal tedaviler durumu gegici olarak iyilestirebilir, ancak sorun
genellikle tekrar eder. Melazma tedavisinin ana prensipleri melanin sentez yollarinin
inhibisyonu, melanositlerden keratinositlere melanozom transferinin azaltilmasi ve
melaninin ciltten uzaklagtirma yollarinin hizlandirilmasidir. Tedavide miimkiin olan
en 1yi sonucu elde etmek igin ideal terapotik yaklasim, cesitli patogenetik
mekanizmalart birlikte hedef alan tedavi seceneklerinin kombine olarak
kullanilmasidir. Mevcut calismalardan elde edilen sonuglar kortikosteroid, retinoid
ve HQ kombinasyonunu i¢eren preparatlarin hiperpigmentasyon tedavisinde en etkili
tedavi segenegi oldugunu gostermektedir. Ancak HQ kullanimina bagli goriilen yan
etkiler toksisitesi diisiik, etkinligi yiliksek yeni tedavi segeneklerinin arastiriimasi

gerektigini giindeme getirmistir.

Metformin ve askorbik asit gibi zaten kullanimda olan bazi ilaglarin “ilag
yeniden konumlandirmas1” ile farkli alanlarda da kullanilabilece§ine dair ¢alismalar
son yillarda hiz kazanmistir. Yeni tedavi segenekleri arasinda olabilecegi diisiiniilen
metforminin melazma tedavisinde kullanimina dair literatiirde c¢ok fazla wveri
bulunmamaktadir. Ideal terapotik yaklasimin patogenezde rol oynayan farkli yolaklar
tizerinden etki gosteren tedavi segeneklerinin beraber kullanilmasi oldugu
diisiincesiyle bu tez ¢alismasi kapsaminda metformin ve askorbik asite ek olarak
metformin ve askorbik asit kombinasyonunun sitotoksisite, hiicre i¢i ROS diizeyleri,
tirozinaz diizeyleri, tirozinaz gen ekspresyonu, melanin diizeyleri, cAMP diizeyleri,

L-DOPA diizeyleri gibi farkli parametreler {izerine etkileri de arastirilmistir.
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MNT-1 hiicreleri ile yapilan ¢alismalardan elde edilen sonuglar ortak bir
paydada degerlendirildiginde metforminin askorbik asite gdre daha iyi bir tedavi
segenegi olabilecegini, ancak metformin ve askorbik asitin beraber uygulanmasinin
1yl bir secenek olmayabilecegini gostermektedir. Bu konuda daha detayli in vitro
calismalarmn yapilmas: gereklidir. /n vitro calismalardan elde edilen sonuglarin
hayvan deneyleriyle dogrulanmasi ve uygun formiilasyonlarin gelistirilmesiyle klinik
arastirmalarin yapilmasi metforminin uygun bir tedavi secenegi olup olamayacagina

yonelik daha gercekei sonuclar elde edilmesini saglayabilir.
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