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OZET

SAPIENIK ASIDIN MELANOMA HUCRELERINDE MAPK YOLAGINA
ETKISININ ARASTIRILMASI

MERVE SOYUGUR
Molekiiler Tip Anabilim Dali
Alanya Alaaddin Keykubat Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii,
Temmuz, 2021 (76 Sayfa)

Agresif bir cilt kanseri turli olan melanoma, morbidite ve mortalitenin 6nemli
bir nedeni olup insidansi diinya ¢apinda gittikge artmaktadir. Kanser hicrelerindeki
sinyal yolaklarimin aydinlatilmast uygulanacak tedavilerin olumlu ve olumsuz
yonlerini anlamada olduk¢a yardimci olmaktadir. Sinyal iletimi stirecinde membran
lipidlerinin 6nemli katkilart oldugu kabul edilmistir. Membrandaki yag asitlerinin
miktar1, akiskanligi etkiledigi gibi hiicre i¢i yolaklarda rol alan membran proteinlerinin
aktivasyonunu da degistirebilmektedir. MAPK sinyal iletim yollar1 gesitli gevresel
sinyallere yanit olarak proliferasyon, farklilasma, apoptozis, hiicre-huicre adezyonu,
inflamasyon, metastaz ve invazyon gibi farkli hiicresel fonksiyonlar1 diizenleyen ve
kanser arastirmalarinda hedeflenen baslica yolaklardandir. Yapilan calismalarda,
cildin sebumunda dogal olarak iiretilen sapienik asidin (SA) kanser hucrelerinin
membran vezikillerindeki miktarinin normal hiicrelere gore arttig1 belirtilmistir. Cilt
sebumunda dogal olarak bulunmasina ragmen, literatiirde SA’nin cilt kanserinde yer
alan yolaklar tizerindeki etkisine dair bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle SA’in
eksojen olarak melanom hiicre hattina verilmesi ile MAPK yolagma etkisini
arastirmay1 hedefledik.

SA’nin MAPK yolagina etkilerini incelemek i¢in malign melanom karakterli
A375 hiicre dizileri kullanildi. SA’nin A375 hucre dizilerindeki sitotoksik etkisi MTT
[3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difenil tetrasodyum bromid] deneyi ile belirlendi.
SA’nin degisen konsantrasyonlar1 ile hiicreler farkli zaman araliklarinda inkiibe
edilerek, sitotoksisite testi ile hiicrelerin %50’sini Sldiiren konsantrasyonu (ICso
degeri) saptand1 ve hiicre tlizerindeki etkilerini gorebilmek igin inverted mikroskopla
hiicrelerin fotograflar1 ¢ekildi. MM olan A375 hiicre dizilerinde 0 dk, 30 dk, 1, 2 ve 3

saatlik kisa inkiibasyonlarin yaninda 24 ve 48 saat inkiibasyonlar yapildiktan sonra



total protein Ol¢imui Bradford yontemi ile yapildi. SA’in hiicre membranindaki
epidermal blylme faktori reseptori (EGFR) etkisi ile MAPK yolagindaki bir dizi
etkisi sonucunda proliferatif etkileri arastirildi. EGFR ile MAPK yolagindaki spesifik
protein bantlar1 Western Blot analizi ile elde edildi. SA’nin lipid peroksidasyonu
sonucu yan Urlin olarak ortaya c¢ikan ve oksidatif stresin biiyiikliigi yansitan
malondialdehit (MDA) dizeyinin Ol¢tlmesi icin TBARS kiti kullanildi. Stperoksit
Dismutaz (SOD) enzim aktiviteleri ise SOD Kiti kullanilarak hesaplandi.
Calismamizda, uzun sireli inkibasyonlar sonucu SA’nin A375 hiicrelerine
sitotoksik etkileri oldugu gozlenmistir. Kisa ve uzun stireli inkiibasyonlar sonucu ise
SA’nin A375 hicrelerinde MAPK yolagimi uyardigi belirlenmistir. Biyoaktif lipidlerin
kanser prognozunda MAPK yolagina zit yonli iki etkisinin barindirdigin
kanitlamaktadir. Sapienik asidin belirlenen doz ve zaman araliklarinda farkli
etkilerinin olmasi sebebiyle kemoterapdtik tedavilerin degerlendirmesi agisindan
onemlidir.
Anahtar Kelimeler: Sapienik Asit; Malign Melanoma; MAPK Yolagi; Oksidatif
Stres; Lipid Peroksidasyonu



ABSTRACT

EFFECTS OF SAPIENIC ACID ON MAPK PATHWAY IN MELANOMA CELLS
Merve SOYUGUR
Department of Molecular Medicine
Graduate School of Alanya Alaaddin Keykubat University,
July, 2021

Melanoma, an aggressive form of skin cancer, is an important cause of
morbidity and mortality, and its incidence is increasing worldwide. Clarifying the
signaling pathways in cancer cells is very helpful in understanding the positive and
negative aspects of the treatments to be applied. It has been accepted that membrane
lipids have important contributions in the signal transduction process. The amount of
fatty acids in the membrane can affect the fluidity as well as change the activation of
membrane proteins involved in intracellular pathways. MAPK signal transduction
pathways regulate different cellular functions such as proliferation, differentiation,
apoptosis, cell-cell adhesion, inflammation, metastasis and invasion in response to
various environmental signals and are the main pathways targeted in cancer research.
Studies have shown that the amount of sapienic acid (SA), which is naturally produced
in the sebum of the skin, in the membrane vesicles of cancer cells is increased
compared to normal cells. Although it is naturally found in skin sebum, there is no
study in the literature on the effect of SA on the pathways involved in skin cancer. For
this reason, we aimed to investigate the effect of SA on the MAPK pathway by
exogenous administration to a melanoma cell line.

A375 cell lines with malignant melanoma character were used to examine the
effects of SA on the MAPK pathway. The cytotoxic effect of SA on A375 cell lines
was determined by MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrasodium
bromide] assay. Cells were incubated at different time intervals with varying
concentrations of SA, the concentration that killed 50% of the cells (ICso value) was
determined by cytotoxicity test, and the cells were photographed with an inverted
microscope to see their effects on the cell. In A375 cell lines with MM, short
incubations of 0 min, 30 min, 1, 2 and 3 hours, as well as 24 and 48 hours incubations,
total protein measurement was made by Bradford method. The proliferative effects of

SA were investigated as a result of the epidermal growth factor receptor (EGFR) effect



on the cell membrane and a series of effects on the MAPK pathway. Specific protein
bands in the MAPK pathway with EGFR were obtained by Western Blot analysis. The
TBARS kit was used to measure the level of malondialdehyde (MDA), which is a by-
product of lipid peroxidation of SA and reflects the magnitude of oxidative stress.
Superoxide Dismutase (SOD) enzyme activities were calculated using the SOD Kkit.
In our study, it was observed that SA had cytotoxic effects on A375 cells as a
result of long-term incubations. As a result of short and long-term incubations, it was
determined that SA stimulated the MAPK pathway in A375 cells. It proves that
bioactive lipids have two opposing effects on the MAPK pathway in cancer prognosis.
It is important for the evaluation of chemotherapeutic treatments because sapienic acid
has different effects in determined doses and time intervals.
Keywords: Sapienic Acid; Malignant Melanoma; MAPK Pathway; Oxidative Stress;
Lipid Peroxidation
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1. GIRIS

Kanser insanlik tarihi boyunca karsilasilan, 20.ve 21. yiizyilda siirekli artan bir
insidansla daha da yayilmaktadir. Kanser, organlarda ¢evresel ve genetik kosullarin etkisi
ile hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi sonucu ortaya ¢ikan tedavisi ve yaklasimi birbirinden
farkli olan kompleks bir hastaliktir. 100'den fazla kanser tiirii oldugu
bilinmektedir. Kanser tedavileri igin standart tedavilerin yanm sira kisisel tedaviye de
gereksinim duyulmaktadir. Bilinen kanser tedavileri kemoterapi, radyoterapi, cerrahi
miidahalelerin yaninda gen terapileri ve hedeflenmis tedaviler gliniimiizde uygulanmaya
baslanmistir (1).

Diinya Saglik Orgiitiiniin (DSO) verilerine gére; diinyada melanoma ve diger deri
kanseri tlirlerinden 2015 yilinda 96,642 kisi lmiistiir ve 2030 yilinda ise 136,175 kisinin
Olecegi tahmin edilmektedir (2). Kutandz malign melanom, ylksek metastatik potansiyeli
nedeniyle cilt kanserinin en 6limcdl turlerinden biridir. Tum cilt kanserleri tirlerinin
%4 inli olusturur ancak 6liimlerin neredeyse yarisina sebep olmaktadir. Yeni melanom
vakalari i¢in insidans oranlar1 2008-2018 yillar1 arasinda ortalama %1.5 artmustir (3). Deri
kanserine bagli 6liimlerin biiyiik ¢ogunlugu (%75) melanom nedeniyledir (4). Dinya
capinda kutandz melanom insidansi, diger kanser tiirlerine kiyasla her yil daha hizli bir
oranda artmaktadir (5). Malign melanom (MM) tanis1 konmus toplamda 324,635 yeni
vaka oldugu DSO’niin 2020 yili verilerine girmistir. Bu vakalarm 57,043’{i 6liimle
sonuglanmustir (6).

Epidemiyolojik verilere gére melanom insidansinda énemli bir cinsiyet farkliligi
oldugu belirtilmistir. Son on yilda daha yiiksek risk altinda goriinen geng¢ kadinlar (<39
yas) disinda, tiim yas kategorilerindeki kadinlara kiyasla erkekler arasinda daha hizli
artmaktadir. Bu gozlemlere paralel olarak, gen¢ kadinlarda (20-45 yas) biraz daha yiiksek
melanom oranlar1 bildirilmistir ve 45 yasindan sonra azalmaktadir. Ote yandan erkeklerde
melanom insidansi 50 yasindan sonra giderek artmaktadir (7).

Deri kanserleri (bazal hiicreli karsinom ve skuaméz hiicreli karsinom) tim insan
kanserlerinin en yaygin seklidir ve erken teshis edilirse cilt kanseri neredeyse %100
tedavi edilebilir. Kutan6z MM tahminen %60-70 ultraviyole (UV) radyasyona bagh
gelistigi distiniilmektedir (8). Tedavide diger kanser tiirlerinde oldugu gibi erken tani
onemlidir. Erken tani ile %83 oraninda tedavi edilebilmektedir. Melanom tedavi
yontemi, kanserin evresi ve derecesine goOre degisir. Tedavide cerrahi eksizyon,

kemoterapi, imminoterapi ve hedefe yonelik tedavi secenekleri mevcuttur (9).
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Tiim kanserlerin ortak 06zelligi olan hiicresel c¢ogalma, zarlarin ve sinyal
molekdllerinin sentezi igin yag asitlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Kanser hiicrelerinde yag
asidi metabolizmasindaki degisiklikler daha az ilgi gérmiistiir ancak bu ilgi zamanla
artmaktadir. Alifatik karboksilik asitler olan yag asitleri; canli sistemlerde tasiyici
misellerde, hucrelerin ve organellerin membran yapisinda, hiicre i¢i sinyalizasyonunda,
gen ekspresyonunda ve regilasyonunda birgok gorev Ustlenmektedir (10, 11).

Reaktif oksijen tdrlerinin (ROS) hiicrede lipid peroksidasyona yol agtigi
bilinmektedir. Lipid peroksidasyonu membran biitiinliigliniin ve hiicre homeostazinin
bozulmasina sebep olmaktadir. Bu durum da membrandaki reseptor ve sinyal iletiminde
sorunlara yol agabilir. Mitojenle aktive olan protein kinazlar (MAPK) hiicre dis1 uyaranlar
ile sinyal iletimi sonucu ¢ogalma, farklilasma, apoptozis gibi farkli cevaplar Ureten
anahtar bir gorev iistlenmistir. Bir¢ok kanser tiirii ile iliskilendirilen p38/MAPK yolunun
metastatik melanomda da yapilan ¢aligmalarla vurgulanmistir. Cesitli yollarla
inhibisyonu metastatik aktivitesini azalttigi belirlenmistir (12, 13). Melanom
malignitesinin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasi ve terapotik
seceneklerin iyilestirilmesi acisindan bu yondeki arastirmalarin 6nemli bir yeri vardir.

Cilt dogal olarak cildi dis etkilerden koruyan yag asidi acisindan zengin sebum
salgilar. Zengin yag asidi icerigine sahip cilt sebumunda 16 karbonlu tekli ¢ift baga sahip
doymamus yag asidi ve cis formunda olan sapienik asidin (SA) malign melanom karakterli
A375 hicre dizilerinde MAPK yolagina olan etkileri incelendi. SA’nin cilt kanseri hiicre
dizilerindeki sitotoksik etkisi MTT [3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difenil tetrasodyum
bromid] deneyi ile belirlendi. SA’nin degisen konsantrasyonlari ile hiicreler farkli zaman
araliklarinda inklbe edilerek, sitotoksisite testi ile hicrelerin %50’sini &ldiiren
konsantrasyonu (ICso degeri) saptandi ve hiicre Uzerindeki etkilerini gorebilmek icin
inverted mikroskopla hiicrelerin fotograflari ¢ekildi. MM olan A375 hiicre dizilerinde 0
dk, 30 dk, 1, 2 ve 3 saatlik kisa inkiibasyonlarin yaninda 24 ve 48 saat inkibasyonlar
yapildiktan sonra total protein 6lgimu Bradford yontemi ile yapildi. SA’nin hiicre
membranindaki epidermal blylme faktorl reseptori (EGFR) etkisi ile MAPK
yolagindaki bir dizi etkisi sonucunda proliferatif etkileri arastirildi. Western Blot analizi
EGFR ile MAPK yolagindaki spesifik protein bantlarinin kantitatif sonuglar1 elde edildi.
SA’in lipid peroksidasyonu sonucu yan Uriin olarak malondialdehit (MDA) diizeyinin
olgtilmesi ile oksidatif stresin biiyiikliigii MDA Kiti ile arastirildi. Bunun yani sira reaktif
oksijen tiirlerinin yol a¢tig1 hasar1 engellemek {izere Siiperoksit Dismutaz (SOD)

enziminin etkinligi SOD kiti ile belirlendi.



Literatlirde cilt sebumunda bulunan SA’in melanoma hticre dizileri Uzerindeki
etkilerini gosteren bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bulgularrmiz MM’de SA’nin
antiproliferatif ve MAPK yolaklarini tetikleyebilecegini diistindiirmektedir. Bu da ciltte
dogal olarak bulunan yag asitlerinin kanser hiicreleri {lizerindeki koruyucu etkileri

hakkinda ipuglar1 verebilir.



2. LITERATUR
2.1. Malign Melanoma

Kanser, kiiresel olarak 6liim oranlarina bakildiginda tiim hastaliklar i¢inde ikinci
sirada yer almaktadir. Diinya popiilasyonu biiylidiikce ve riski arttiran yasam tarzini
benimsedik¢e goriilme sikliginin hizla artmasi beklenmektedir. Yas, 1k, cinsiyet ve
genetik faktorlerin yani sira stres, sigara ve alkol kullanimlari, beslenme, kronik
hastaliklar, bagisiklik sistemi baskilayan ila¢ kullanimi gibi faktorler kanser riskini
artirmaktadir. Bunun yaninda hava kirliligi ve UV radyasyon gibi cevresel faktorler de
kanseri tetiklemektedir. DSO verilerine gore 2018 yilinda 9,6 milyon 8liim yasanmustir
ve glinimuzde her 6 6limden birinin nedeni kanserdir (14).

Tum bedenimizi saran derimiz viicudumuzdaki en biyuk organ olup viicudumuzu
dis etkilerden koruyan bir kalkan goérevi iistlenmektedir. Birgok cevresel faktorlerle ilk
karsilasan derimiz ¢ok fazla da risk altindadir. Bunlardan birisi her y1l artista olan kanser
hastaligidir. Malign gelisim i¢in en O6nemli ¢evresel risk faktorii genotoksik etkileri
nedeniyle UV 1sinlarina maruz kalmaktir.

Melanomlar, melanositlerden koken alan kéti huylu tumérlerdir ve erken
metastaz gosterme egilimindedirler. Agresif bir cilt kanseri turi olan malign melanom
cilt kanserinin en oliimciil seklidir. Morbidite ve mortalitenin 6nemli bir nedenidir ve
melanom insidansi diinya ¢apinda gittikge artmaktadir. Giiniimiizde cerrahi haricinde
tatmin edici tedavisi bulunmamaktadir (15). Melanom, her yil teshis edilen genel cilt
kanserlerinin %3’linii temsil etmektedir. Ancak genel cilt kanserlerine gore 6liim orani
%75’tir (16, 17).

Melanositler, esas olarak bazal epidermiste ve kil folikiillerinde, mukozal
ylizeylerde, meninksler boyunca ve goziin koroid tabakasinda bulunabilen noral krest
kaynakli hiicrelerdir (18). UV kaynaklit DNA hasarma yanit olarak, deri keratinositleri,
melanosit liretimi arttiracak olan uyarict hormonu tetikler. Melanokortin reseptorii 1'i
(MCI1R) baglayan melanosit uyarict hormonu (MSH) melanositlerin melanin pigmenti
tiretimini arttirir. Melanin pigmenti UV radyasyonu i¢in bir kalkan gorevi gorir, boylece
daha fazla DNA degisikligini 6nler. Kontrolsiiz artan bu uyarilma sonucunda melanoma
ortaya ¢ikmaktadir (19).

Melanositler melanin pigmentini Gretmektedir ve epidermisin diginda gozler,
meninks, yemek borusu ve mukoza zarlar1 gibi diger deri dis1 pigment iceren bolgelerde

de bulunmaktadir. Bu nedenle, melanomun ¢ alt tipi karakterize edilebilir: epidermisteki



melanositlerden kaynaklanan kutan6z melanom (en yaygin olani), mukoza zarlarinda
bulunan melanositlerden kaynaklanan mukozal melanom ve okdiler stromada bulunan
melanositlerden kaynaklanan uveal melanom (20). Melanositlerin kéti huylu timaora olan
MM’nin en 6nemli yerlesim yeri deridir ancak, nadiren de olsa meninks, mukoza, g6z ve

i¢ organlarda da gorulebilir.

2.2. Melanom Epidemiyolojisi

Yirmi birinci yiizyilin basinda melanom, potansiyel malign bir hastalik olmaya
devam etmektedir. Diinya ¢apinda melanom insidansi son yillarda istikrarli bir sekilde
artmistir ve en hizli biiyiiyen kanserlerden biridir. Diinya’da her yil 160.000 yeni vaka
teshis edilmektedir. Amerika Birlesik Devletlerinde (ABD) yasam boyu melanom
geligtirme riski 63'te 1'dir ve diger Bati iilkelerinde benzer oranlar kaydedilmistir. Su
anda, ABD'de her yil yeni cilt kanseri teshisi vakalari, diger tiim kanser tiirlerinin
toplamindan daha fazladir (21). Yasa gore insidans oranlari son yillarda agik tenli
popiilasyonlarin ¢ogunda artmaktadir; Kuzey Amerika, Kuzey Avrupa, Avustralya ve
Yeni Zelanda gibi bolgelerde baskin olan bir¢ok agik tenli popiilasyonda yillik insidans
%4-6 oranindadir (22).

Melanom insidans1 diger pek ¢ok tiimor tipine gore artmaya devam etmektedir.
Cogu hastada tanidan sonra primer timdriin cerrahi eksizyonu ile tedavi edilmesine
ragmen, bircok hastada metastaz gelismektedir (23). Kafkas popiilasyonlarinda bu
kanserin gortilme siklig1 1960’lardan itibaren artmis ve bu nedenle melanom, agik tenli
poplilasyonlarda en sik goriilen kanserlerden biri haline gelmistir. Melanoma erkeklerde
besinci en yaygin kanser tiiriidiir. Birlesik Devletlerde kadinlarda en yaygimn gorilen
altinc1 kanser tUru olarak kabul edilmektedir. Su anda, 63 Amerikali’dan 1'i yasamlari
boyunca melanom gelistirmektedir. Avrupa’da, bildirilen en yiiksek insidans oranlari
Isvigre, Norveg, Isve¢ ve Danimarka gibi Iskandinav iilkelerinde gorilmektedir.
Avrupa'da insidans, Kuzey (lkelerinde en yiiksek, Giiney iilkelerinde en diisiik oranlara
sahiptir ancak, bu insidans oranlar1 degisim gostermektedir. Turkiye’de Saglik
Bakanliginin 2016 yil1 kanser istatistiklerine gére melanom gorilme sikligi 100 binde 1,7
olarak bildirilmistir (25).

Cinsiyete bagli olarak melanom insidansi her zaman cakismayan sonuglar
gostermektedir. Erkeklerde melanom gelisme olasiliginin kadinlara gore yaklasik 1,5 kat
daha fazla oldugu gosterilmistir. Baska calismalara gore ise her iki cinsiyetteki farkli

prevalans yasla baglantili olarak analiz edilmelidir (26). Buna g0re ise melanom insidansi



kadinlarda erkeklerden daha yiiksektir. Kadinlarda, 25 yasindan 50 yasina kadar dogrusal
olarak arttig1 ancak daha sonra yavasladigi goriilmiistiir. Yetmis bes yaslarinda insidans,
kadinlara kiyasla erkeklerde neredeyse 3 kat daha yiiksektir (27, 28).

2.3. A375 Malign Melanom Huicre Hatlar

Kutan6z melanom, cilt kanserinin en agresif seklidir ve cilt kanserine bagl
oliimlerin gogundan sorumludur. Oldukca agresif karaktere sahip A375 hiicre hatt1 da bu
sinifa girmektedir (29). insan MM A375 hiicre hatt1 iizerinde antikanser tedavileri ve
kanser yolaklar1 tizerindeki arastirmalar devam etmektedir. A375 malign melanom
hiicreleri, oksidatif stres dahil olmak tizere ¢coklu saldirilara direng gostermistir. Yapilan
bir calismada, insan melanoma hiicre hatlarinda proliferasyon, invazyon, metastaz ve
bolinme siiresi Olgiilerek bir saldirganlik skoru (Melanoma Agresiflik Skoru: MAGS
olarak adlandirilir) hesaplanmistir. Bu ¢alismada, hicreler fetal sigir serumu igermeyen
medyumlarda blyutuldikten sonra kazima testi yapilmis ve go¢ oranlart Ol¢tilmiistiir.
A375, diger MM hiicre hatlarina gore en yiiksek go¢ orani gostermistir. Daha sonra
invazyon analizi yapilmistir ve A375 en yliksek invazyon potansiyeli géstermistir. Hiicre
proliferasyonunu degerlendirmek i¢in A375 ve diger melanom hiicre hatti (daha az
agresif olan SK-MEL-28) fetal sigir serumu varliginda; A375 hiicre hattinin, SK-MEL-
28'e kiyasla ¢ok daha yiiksek bir hizda bliylidiigii belirlenmistir. A375 hiicre hattinin hem
serum yokluguna hem de apoptotik uyaranlara daha direngli oldugu i¢in daha yiiksek
malignite Ozelligi dogrulanmigtir (30). A375 hiicre hatti hizlh melanomun
evrelendirilmesinde buyuyen ve metastatik kokenli olarak adlandirilmistir.

Timorin hicre ici sinyal iletimi ve ilerlemesi; timor mikro ortamini olusturan
hiicre dist matriksi ¢evreleyen stromal hiicrelere ve salgilanan sinyal molekiil
bilesenlerine giiglii bir sekilde baglidir. Kanser hucreleri proliferasyonlarini yiksek
oranda devam ettirebilmek icin metabolik yolaklar ile guicli bir bag kurmaktadir. Yapilan
bir calismada erken-yavas ve metastatik-hizl1 biiylime fazini temsil eden insan melanom

hiicrelerinin sekretomunun asetat, piruvat ve amino asit bilesimi belirlenmistir (31).

2.5. Risk faktorleri

MM gelisiminde rol oynadig: diisiiniilen baslica risk faktorleri; etnik koken, deri
tipi (a¢ik ten), cografi bolge, cevresel faktorler (ultraviyole maruziyeti), yas, cinsiyet,

genetik faktorler ve gecirilmis melanom Oykusdr (32).



2.5.1. Etnik koken

Melanom, diger kanser gruplarmna gore etnik kdken agisindan incelendiginde
insidans oranlari farklilik gostermektedir. Kafkas kokenlilerde melanom orantisiz bir artig
gostermektedir. Bunun sebebi kismen melanin oranin azligi ile iliskilendirilebilir. Daha
acik pigmentli cilt tipleri 151k korumasi azalmakta olup kansere sebebiyet vermektedir.
Daha koyu pigmentli bireylerde artan melanin bariyeri, ciltten gegen hem ultraviyole
(UV) A hem de B radyasyonunu azaltmaktadir (33, 34). Koyu tenli kisilerde UVB
radyasyonun epidermis tarafindan emilimi %50 azalmaktadir. Ultraviyole A’nin 314
nm'de agik tenli bireylerde dermis tarafindan emilimi %27 iken koyu tenli kisilerde
%4’tiir. Yine ayni sekilde UVA’nin 400 nm'de agik tenli bireylerde dermisten emilimi
%47 olup koyu tenli bireylerde bu oran %14'e diismektedir (35). UV radyasyonunun hem
hiicre 6liimiinii hem de cilt hiicrelerinin kanser hiicrelerine déniisiimiinii indiikledigi

bilinmektedir (36, 37).

2.5.2. Cografya

Melanom insidansi, ayni etnik kdkene sahip insanlar arasinda cografi konuma
gore degismektedir. Cografyadaki degisimlerin etkisiyle UV radyasyonu da bu tim
degiskenlerden etkilenebilmektedir. Ornegin; Avustralya'da ekvatora daha yakin yasayan
ve dolayisiyla daha yiliksek derecede glinese maruz kalanlarda melanom goriilme sikligi
daha yiksektir. Giiney Avrupa iilkelerinde yasayan insanlarin pigment yogunlugu ve
farkli glines paternlerinden dolayr UV isginlarinin degisimiyle ilgilidir (24). Avrupa'da
melanom insidansi, Iskandinavya'nin kuzey iilkelerinde, Ispanya ve italya gibi giiney
ulkelerine gore 3-6 kat daha yiksektir. UV 1simnim1 daha yiiksek rakimla iliskilidir ve

yukseklik farkliliklarinin da melanom insidansinda rol oynadigi 6ne siiriilmiistiir (38).
2.5.3. Yas ve cinsiyet

Melanom insidanst altmighh ve yetmisli yaslarda istikrarli bir sekilde
yukselmektedir. Avustralya, Yeni Zelandave Kuzey Avrupa'daki bireyler de yiksek
riskli popilasyonda gorulmektedir. Bununla birlikte, 55-74 yaslar1 arasindaki
Amerikalilar, ABD'de teshis edilen tiim melanomlarin %44,9'unu olusturmaktadir (35).

Kadin ve erkeklerde melanom goriilme orani farklhidir. Bireyin yas1 dikkate
alindiginda ergen ve geng eriskin kadinlar, erkeklere gére melanomaya daha duyarhidir.
Ancak, 40 yasindan sonra oranlar tersine doner ve erkeklerde melanom insidansi

kadinlardan daha fazla olmaktadir. Genel olarak, erkekler melanomaya daha duyarlidir.
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Bazi arastiricilar, erkekler arasinda goriilen bu artan duyarliligin kismen androjen

kaynakl1 olabilecegini 6ne stirmektedirler (39).

2.6. Tan1 ve Tedavi

MM’nin klinik tanis1 biiyiik ¢ogunlukla dermatologlar tarafindan konmaktadir.
Gerekli durumlarda timorun eksizyonu ile tedavi edilmektedir. Melanom ilerledikce ve
metastazik durumlarda ameliyat artik yeterli olmaz ve hastaligin tedavisi zorlagir. MM
hastalariin tedavi siirecinde diger kanser tiirlerinde oldugu gibi en énemli unsur erken
tanidir. Tedavi se¢enekleri artmakla birlikte halen sag kalim siiresi sinirlidir. Gelisiminde
nevus hiicrelerini iceren melanostik tiimorlerin bir tiirli olan melanostik nevuslarin etkili
oldugu gosterilmistir. Iyi huylu nevuslarin mutasyona ugramalar1 melanosit
proliferasyonuna yol ag¢maktadir. Kot huylu melanomun olusumunda birgok
mutasyondan bahsedilmekle beraber mutasyonlarin  %70’i MAPK sinyal yolagin
icermektedir (40). Kotu huylu melanomun metastatik potansiyelinden dolay1 erken tani
ile hastaligin 6niine gegilmesi gerekmektedir.

Bir¢cok timor tipinin insidansmin azaldigi bir donemde, melanom insidansi
artmaya devam etmektedir. Cogu hastada, primer tiimoriin cerrahi eksizyonu ile tedavi
edilmesine ragmen, metastaz gelisebilmektedir (41). Bu sebepten dolay1 cerrahi eksizyon
tek basmna yeterli degildir. Kemoterapi, metastazik melanom i¢in kullanilan tedavi
seceneklerinden biridir. Ancak kemoterapotik ilaglarin toksisitesinin yiiksek olmasi
melanom tedavisinde alternatif tedavilere yonelimi gii¢lendirmistir. Hedefe yonelik
tedaviler ve immiinoterapi gibi tedavi segenekleri gozden gegirilmeye baslanmistir (40).
Melanom vakalarinin yaklasik %10'an ileri bir asamada teshis edildigi i¢cin rezeke
edilemez veya zaten metastatiktir. Evre IV tumoérlerin yaklasik tigte birinin siddetli
prognoz ve tedaviye siirekli yamit verme olasilig1 daha diisiiktiir. Tleri evre hastalar icin
cesitli terapotik ajanlarin kullanimi 6nem arz etmistir. Melanom hiicreleri, tiimor mikro
cevresi ve bagisiklik sistemi ile derinlemesine etkilesime girer. Genetik etmenlerin de g6z
oniinde bulundurulmasi tedavi gelisimi i¢in olduk¢a 6nemlidir. Melanom gelisiminde ana
sinyal yollarindan biri olan MAPK yolaginin asir1 aktive oldugu, tedavi segenegi olarak
da bir MAPKK olan ve MAPK (ERK)’i aktive eden MEK inhibitorlerinin kullandig:
bildirilmistir (5, 42).



2.7. Yag Asitleri

Lipidler yapilarinda alkol tiirevi olan gliserol disinda yag asitlerine (Fatty acid,
FA) sahiptir. Yag asitleri hiicresel olarak bircok gorev Ustlenmektedir. Nétral lipidlerin
(trigliseritler) bir pargasi olarak yag asitleri, hiicrelerde enerji depo maddeleri islevi gorir.
Hiicre zarlarmin “yapi taslar1” olan fosfolipidlerin bilesenleri olarak yapisal islevlere
sahiptirler. Yag asidi turevleri hucre ici sinyal iletiminde rol oynar. Alifatik karboksilik
asitler olan yag asitleri; canli sistemlerde tasiyict misellerde, hiicrelerin ve organellerin
membran yapisinda, hiicre sinyalizasyonunda, gen ekspresyon ve regilasyonunda bircok
gorev Ustlenmektedir(10, 11).

Yag asitlerini gruplandirirken; C sayisina, C atomundaki ¢ift baglarin sayist ve
konumuna, insan viicudunda sentezlenme durumuna dikkat edilir. Karbon sayis1 6’nin
altinda ise kisa zincirli, 6 ile 10 arasinda ise orta zincirli, 10’un iizerinde ise uzun zincirli
olarak gruplandirilir. Yag asitleri doymus (Saturated fatty acids, SFA) tek bagh yag
asitleri ve doymamis (ansature) ¢ift bagli yag asitleri olarak ikiye ayrilir. Cift bag
icermeyen serbest yag asitleri (Free Fatty Acid, FFA) “doymus, sature” (6rnegin palmitik
asit 16:0, stearik asit 18:0, arasidik asit 20:0), ¢ift bag iceren yag asitleri “doymamus,
unsature” (6rnegin palmitoleik asit 16:1, oleik asit 18:1, gadoleik asit 20:1) olarak
isimlendirilir. Ayrica, insan viicudunda sentezlenme durumuna gore esansiyel ve
esansiyel olmayan yag asitleri olarak da siiflandirilirlar.

Doymamis yag asitlerinde ise zincirde bir ¢ift bag bulundugunda tekli doymamis
yag asidi (monounsature yag asidi, MUFA), birden fazla ¢ift bag bulundugunda ¢oklu
doymamis yag asidi (poliansatiire yag asidi, PUFA) olarak adlandirilirlar. Bazi MUFA
ve PUFA o6rneklerinin ¢ift bagin pozisyon ve geometrisini Cis ya da trans olarak on ek
yapist kazanirlar. Yag asidleri genellikle viicutta cis izomeri seklinde bulunur (43). SFA,
MUFA ve PUFA ¢izgi formiilleri sekil 2.1, sekil 2.2, ve sekil 2.3’de gosterilmistir (44,
45).

HO

Sekil 2.1 Doymus yag asidi (Satturated fatty acids, SFA)
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Sekil 2.2 Tekli doymamis yag asidi (MUFA)
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Sekil 2.3 Coklu doymamis yag asidi (PUFA)

2.7.1. Hicre zarindaki yag asitlerinin roli

Hicre zarmin gorevi hiicre i¢i ve dis ortam arasinda bir bariyer olusturmaktir. Bu
bariyer sayesinde molekiillerin kontrollii gegisi denetlenir. Hiicre zarinin hiicrede
cogalma, farklilasma, goc¢, salgilama ve iletisimin dizenlenmesinde dnemli bir roll
vardir. Hiicreyi dis etkilerden korumanin yani sira ¢ekirdegi ve gesitli organel tiirlerini
cevrelemektedir. Ancak, bazi organellerdeki zar yapisi farklilasmustir (46, 47). Ornegin
endoplazmik retikulumu olusturan hiicre alt1 6lgekte zarlar bulunur. Cok sayida farklh
yapilar1 bulunan lipidlerin, bulundugu yere gore dagilimlar: da farklidir (48). Bu durum
zar lipid bilesiminin ¢esitliligine katkida bulunur. Lipid bilesimi, zarin biyofiziksel
ozelliklerini de belirler. Ornegin gliserofosfolipidlerdeki yag asitleri zar sertligini azaltir.
Boylelikle zarin deformasyonunu kolaylastirir (44).

Lipid bilesimi ayn1 zamanda zar proteinleri olan iyon kanallarinin da iglevlerini
etkiler. Ancak bu aktiviteyi nasil etkiledigi ve mekanizmasi hala ¢6ziimlenememistir (46).
Zar yapisinda bulunan fosfolipidler, fosfosfingolipid, sfingolipidler ve gangliositler gibi
membran lipidlerinin bir pargasi olan yag asitleri zarm biyofiziksel 6zelliklerini
etmektedirler. Bu lipidler, zarda bulunan kolesterol ile sivi mozaigi olusturan gift
katmanli yapisina katilir ve akiskanligin modiilasyonunda diger lipidler ile birlikte gorev
alir. (49). Ayrica, yag asitlerinin zincir uzunlugu ve doymamislik derecesi, ¢ift bagin
konumu ve hidroksilasyonu zarin biyofiziksel etkilerini belirler. Yag asitlerinin
doymamiglik derecesinin artmasiyla zarin akigkanligi daha da artar. Dolayisiyla, MUFA
ve PUFA doymus yag asitlerine gore zarda daha akiskan bir zar yapist olusturur (50).
Diger taraftan cis konfigiirasyonu da zar akiskanligini arttirir. Kolesterol her iki durumda
da modulatordiir ve zar akiskanligi degistirebilir.

SFA, MUFA ve PUFA membran akigskanlhigi ve gegirgenligi yani sira, hucre

ici sinyalizasyon mekanizmalar1 yag asitlerinin belirli miktarlar ile giicli bir denge
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icindedir (51). PUFA’lar membranda vezikiil olusumu, membran gegirgenligi ve
elastikiyeti gibi fiziksel 6zelliklerinde giiclii bir etkiye sahiptir. Membran akiskanliginin
yaninda flip-flop mekanizmalarinda da gérev almaktadir (52, 53). PUFA'lar, hicre ici
sinyal yolaklarinda ve membran lipidlerin sinyalizasyonunda 6nemli rolleri oldugu
diistiniilmektedir. Yapilan c¢aligmalarda hiicre proliferasyonu, goct, istilast ve
metastazinin inhibisyonu yoluyla timdr ilerlemesini baskilayabilmektedir (54).

Lipid metabolizmasindaki degisikliklerin karsinojenezin erken asamalarinda aktif
bir rol aldig: iyi bilinmektedir. Cilt kanseri hiicre hattina UVA 1sinlarinin verilmesiyle
membran lipidlerinin bilesiminde degisiklik gosterilmis ve MUFA (18:0) yag asitlerinin
de arttig1 tespit edilmistir (55). Son ¢alismalarda MUFA'larin anti-enflamatuvar etkileri
olabilecegi {lizerine kanitlar artmaktadir. Tekli doymamis yag asitlerinin anti-

enflamatuvar etkileri oldugu savunulmustur (56, 57).

2.8. Reaktif Oksijen Turleri (ROS)

ROS’lar; iyon, molekil veya radikallerden olusabilir. En dis orbitalinde
eslesmemis elektron bulundurmalar1 sebebiyle oldukca yiiksek enerjiye sahiptir,
reaksiyona girme egilimindedirler ve kisa omiirlidiirler (58). ROS’lar serbest oksijen
radikalleri ve non-radikal olmak iizere iki gruba ayrilir. Serbest oksijen radikallerine
stperoksit (O2¢"), hidroksil radikali (*OH), peroksil radikaller (ROQ¥), nitrik oksit (NO*),
alkoksil radikaller (ROv), tiyil radikalleri (RSe), siilfonil radikalleri (ROS¢), tiyil peroksil
radikalleri (RSOO¢) 6rnek gosterilir (59). En dista eslesmemis elektron bulundurmalari
disinda non-radikal grupta oldukga reaktif olmalari ve serbest radikal olusumuna katilan
hidrojen peroksit (H202) bu gruba dahil edilir. H2O> radikal olusumunu sagladigi i¢in
prooksidan olarak da adlandirilir (60, 61).

2.8.1. ROS kaynaklari

Serbest radikaller endojen ve ekzojen kaynakli olabilir. Endojen kaynaklardan en
¢ok bilineni solunum sirasinda ortaya ¢ikan ara triinlerdir. ROS, mitokondrinin ic
zarinda, solunum sonucu oksijenin indirgenmesiyle olusur. Endojen serbest oksijen
radikali kaynagi, mitokondriyal elektron transport zincirinden sizinti sonucu olusur.
Bunun yani sira, enfeksiyon durumunda sitokinlerin salinim1 baslar. Sitokinlerin salinimi
notrofil ve makrofajlar1 uyarir ve bu hiicreler serbest radikal olusturur. Immiin sistemin
bir parcasi da zararli mikroorganizmalara karsi yanit olarak ROS iiretebilmektedir (62).

Viicuttaki stres kaynaklar1 toksik maddeler, zihinsel ve bedensel yorgunluktan
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kaynaklanan ROS birikimi olabilir (63). Ayrica, metabolik aktivitelerin sonucunda da
ROS iiretimi gergeklesir. Sitokrom p-450, ksantin oksidaz ve lipid peroksidasyon ROS
kaynaklar1 olusturur. Eksojen kaynak olarak UV, gamma, X-Ray 1sinlar1, hava kirletici
gazlar, toksik kimyasallar g0sterilebilir. Bunlar serbest radikal olusumuna katki
saglamaktadir (64). Diger taraftan, kanser hiicresi igerisinde bircok metabolik faaliyet
degismektedir. Reseptor sinyal iletimi, enzim aktivitesi ve lipid peroksidasyonu da ROS

olusturabilmektedir.
2.8.2. ROS ve kanser iliskisi

ROS, reaktif olmasindan dolayr kolay sekilde reaksiyona girer ve bu da
hlcrelerdeki reaksiyon dinamikleri ciddi bir sekilde etkiler. Birgok mekanizmada oldugu
gibi hiicredeki homeostazin korunmasi i¢inde ROS’un belli bir dengede ve kontrol
edilebilir olmasi gereklidir (65, 66). ROS un hem yararli hem zararli ikili yonii mevcuttur.
Belli miktarlarda ROS enfeksiyona karsi korumaktadir ve sinyal iletiminde katki saglar
(67). ROS’un hiicre iginde fazla iiretilmesi sonucunda ‘oksidatif stres’ olusur ve bu da
DNA’da hasarlara, mutasyonlara ve gen ekspresyonuna zararli etkilere neden olabilir
(58). Kanser prognozunda ROS’un 6nemi biiyiik olup etkiledigi molekiiler mekanizmalar

Uzerine ginimuzde halen galismalar yogun bir sekilde devam etmektedir (68).
2.9. Lipid Peroksidasyonu

Tum biyolojik sistemler oksidatif dengeyi korumaya calisir. Redoks dengesi
hiicreden baslayip organizma boyutuna kadar biyolojik homeostazda ¢ok 6nemli bir role
sahiptir. Bu denge yasam i¢in uygun kosullar1 saglar ve homeostazin korunmasi ig¢in
oldukg¢a gereklidir. Oksitleyici molekiillerin birikmesinden dolay1 redoks homeostazinda
bozulmalar meydana gelmektedir. Biriken oksitleyiciler lipidleri, proteinleri ve DNA’y1
oksitleyebilir. Bunun sonucunda bu molekiillerin aktivitelerini ve yapilarini
degistirebilmektedir. Redoks dengesinin bozulmasi sonucu olusan lipid peroksitler
kanser, norodejeneratif hastalik, iltihaplanma ve bobrek dejenerasyonu dahil olmak tizere
birgok hastaliga sebep olmaktadir (69).

Lipidlerin reaktif olan hidroksil radikali (HO¢) ile ylkseltgenmesi sonucu yapilari
bozularak bir seri zincir reaksiyon baslar. Membran, doymamis yag asitler olan
fosfofolipidler bakimindan zengindir. Fosfolipidler hidroksil radikali ile reaksiyona
girerek yapisi bozulur. Bu bozulma sonucu zincir reaksiyonu lipid peroksidasyonunu

baslatmis olur (70).
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Hidroksil radikali fosfolipidlerdeki ¢ift bag sayisi fazla olan metilen grubundan
hidrojen atomu kopartir. Cift bag sayis1 fazla olandan hidrojen atomunu koparmak daha
kolay oldugu i¢in PUFA’lar peroksidasyona daha duyarhidir. Hidrojen atomunun
koparilmasiyla lipid radikali olusur ve dayaniksiz oldugu i¢in oksijen molekull ile
tepkimeye girerek lipid peroksit radikalini olusturur. Lipid peroksit radikali de baska bir
PUFA ile reaksiyona girerek lipid peroksit ve lipid radikali olusturur. Sonugta lipid
peroksidasyonu, ortamdaki radikaller tikenene kadar devam eder (71). Lipid
peroksidasyonun zincir reaksiyonunu tanimlayan sematik gosterimi sekil 2.4’de

verilmistir (72).
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Sekil 2.4 Lipid peroksidasyon sematik gdsterimi

Hiicre zarinin akiciliginda lipidlerin ¢ok biiyiik 6nemi vardir. Bu akicilik
elektriksel iglevlerin faaliyeti i¢in gereklidir. Lipid peroksidasyonu sonucu membran
lipidleri ve sonrasinda protein ve DNA’da ciddi degisikliklere yol agmaktadir. Membran
lipidlerin oksidasyonu sonucu bu akicilik bozulur. Membran akigkanliginin yaninda
membran potansiyeli de bozulur. Boylelikle gecirgenlik etkilenir. Hiicre ici ve dis1 iyon
dengesi degisir. Bu degisim ile kalsiyum birikimleri goriiliir. Organel ve hiicre biitiinliigi
bozularak hiicre 6lumune kadar gider (69, 73).

Lipid peroksidasyonu sonucu yan {iriin olarak malondialdehit (MDA) ortaya ¢ikar
ve oldukga reaktiftir. MDA, proteinler ve DNA UGzerindeki birincil aminler ile reaksiyona
girerek capraz baglar olusturur. Membrandaki proteinler ve fosfolipidler arasinda da bu
capraz baglanmalar olusmaktadir. Dolayisiyla membran; sinyal iletimi, transport,
gecirgenlik, akiskanlik ve dis etkilere karsi koruma gorevlerini dogru bir sekilde yerine
getiremeyebilir (74). Ayrica, oksidasyon sonucu artan membran gegirgenligi, iyon
gradiyentini bozarak metabolik siiregleri degistirebilir. Mason ve ark. (75) membran
kalinliginda azalma ve terminal metil gruplarinin i¢ ice gectigini gdstermistir. WWong-
Ekkabut ve ark. (76) da oksitlenmis lipidlerin varligina bagl olarak zar gecirgenligindeki
artis oldugunu belirtmislerdir.
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2.9.1. Kanser ile lipid peroksidasyon iliskisi

Lipid peroksidasyonu zincir reaksiyonudur ve bunun sonucu birgok ROS tiri
ortaya ¢ikar. Bu ROS birikimi daha dnce de belirttigimiz gibi DNA, protein, lipid ve
membran yapisinda hasarlara yol agmaktadir. Olusan {iriinler kanser olusumunu
tetiklemektedir. ROS lipid peroksidasyonunu, lipid peroksidasyonu da baska ROS
tirtinleri ortaya ¢ikaran kendini geri besleme yoluyla bir dizi zincir reaksiyon ortaya
cikmaktadir. Oksidasyon drunlerinden biri PUFA'lara saldirdiginda membranin yapisal
ve fonksiyonel hasarina yol agmaktadir (77). Orta seviyelerdeki ROS’un nitrik oksit
(NOe) gibi sinyal iletiminde rol aldig1 belirtilse de asir1 seviyelerde hiicre biitiinliigiinii ve
bircok sinyal mekanizmasinin yer aldigi organellere zarar vererek onkojenik rol
alabilmektedir (78). Bircok kanser turlinde, lipid peroksidasyonu ROS dretimi ile
iliskilidir. Lipid peroksidasyon iiriinii olan plazma MDA diizeylerinin akciger kanseri,
meme kanseri, kolorektal kanser ve prostat kanseri hastalarinda saglikli kontrollere gore
onemli Olclide yiiksek bulunmustur (79-82). Diger kanser tiirlerinde oldugu gibi
melanomada da hiicre hasarinin ve kanserin bir olgiitii olarak lipid peroksidasyonun
oOlglilmesi yapilan galismalarda devam etmektedir (83, 84). Oksidatif denge sekil 2.5’de

Ozetlenmis sekilde yer verilmistir (85).

Oksidatif denge Yaglanma
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Membran lipidleri  Proteinler Niikleik asitler

Sekil 2.5 Oksidatif Denge (85).
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2.10. Sapienik Asit
2.10.1. Sapienik asidin biyolojik 6nemi

Cilt, dogal olarak cildi dis etkilerden koruyan yag asidi agisindan zengin sebum
salgilar. Sebum icerigindeki yag asitlerinin etkisiyle cilt pH’i1 5.5 seviyesinde
tutmaktadir. Memeliler arasinda insan sebumu, en yliksek miktarda serbest yag asidi
icerir, bunlardan 16 karbonlu sapienik asit en bol bulunan tekli doymamis yag asididir.
Yaglarin islevsel ¢ok yonliiliigii, ¢cok c¢esitli sebasoz lipid smiflar1 ve alifatik parcalarla
birlikte, memelilere ve mikroplarla etkilesim dahil olmak {iizere c¢esitli ortamlarina
adaptasyonu kolaylastiran bir substrat saglar. SA cildin kendi kendine sterilizasyonunda
ve atopik dermatit iyilesmesinde rol oynayan insan sebase lipidlerinin 6nemli bir
bilesenidir (86). Olgun yag bezlerinden {iretilen sebum bilesimi karmasik bir lipid
karistmidir. Sebum bilesimi tiirler arasinda farklidir. Insanlarda sebumun islevleri
arasinda antimikrobiyal aktivite, yagda ¢dziinen antioksidanlarin cilt ylizeyine verilmesi,
1siktan koruma ve spesifik lipidlerin uyguladigi pro- ve anti-enflamatuvar aktivite
sayilabilir (87). Insan sebumunun bilesimini ve salgilanma oranini diizenleyen metabolik
yollar tam olarak anlasilamamustir. Insan sebumunda trigliserit ve yag asitleri %57,5
oranindadir (88).

Yaglar; ¢ok cesitli sebasoz lipid siniflar1 ve alifatik parcalariyla birlikte ¢esitli
ortamlara adaptasyonu kolaylastiran substratlardir. Sebaséz lipidlerinden olan Sapienik
asit (SA, 16:1A10), karboksil terminalinden itibaren 6. ve 7. karbonlar1 arasinda son
derece nadir bir ¢ift bag konumuna sahip, 16 karbonlu tekli doymamis bir yag asididir.
Bu omega-10 mono doymamis yag asidi ayrica, cis-6-heksadekenoik asit (6-HA) veya
6Z-heksadekenoik asit 1 olarak da isimlendirilmektedir. Buna karsilik, anti-enflamatuvar
ozelligi olan ve omega-7 mono doymamis yag asidi olan palmitoleik asit (POA, 16:1A9),
cis ¢ift bag ile SA'nin konumsal bir izomeridir (89). SA’nin ¢izgi yap1 formiili sekil
2.6’da gosterilmistir (90).
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Sekil 2.6 Sapienik asidin ¢izgi formulu
SA, cildin kendi kendine sterilizasyonunda ve atopik dermatit iyilesmesinde rol
oynayan insan sebase lipidlerinin 6nemli bir bilesenidir. Antibakteriyel, antipsoriatik ve
metabolit olarak rol oynar. Memeliler arasinda insan sebumu, en yiksek miktarda serbest

yag asidi igerir, bunlardan SA en bol bulunan tekli doymamis yag asididir (86, 91).
2.10.2. Sapienik asit biyosentezi

SA’in, yalnizca iki yerde dogal olarak olustugu tanimlanmistir: Kara gozIi susan
asmasinin (Thunbergia alata) tohum yagi ve hayvanlar aleminde dogal olarak iiretilen tek
yer insan sebumudur. Yag asidi desatiiraz 2 (FADS2), doku tipine bagl olarak iki farkli
tipte desatuirasyon reaksiyonunu katalize eder. Yag asit zincirinin tanimlanmis karbonlari
arasina yag desatiiraz enzimleri ¢ift bag ekler ve yag asitlerinin desatiirasyonunu
saglar. FADS?2 insan yag bezlerinin ana desatiirazi1 olarak kesfedilmistir. FADS2'y1 asir1
ifade eden hicreler SA {iretimi gergeklestirir. Boylece PUFA tipi reaksiyonu
gergeklestiren FADS2 enziminin ayni zamanda sebasoz tip reaksiyonu da gerceklestirdigi
gosterilmistir (92). 6-desatiiraz aktivitesi, SA'y1 olusturmak iizere Palmitik Asit’i (PA)
(16: 0) dogrudan desature ederek tekli doymamis yag asidi olan sapienik aside ¢evirir
(93).

FADS2 ve Stearoil-CoA desatiiraz (SCD) membran homeostazi, enerji ve
PUFA’larin biyosentezi i¢in siirekli ifade edilen iki desatlraz enzimleridir. FADS2
enzimi substrat olarak PUFA’lar tercih etmektedir. Bu enzim iki veya daha fazla cis ¢ift
baga sahip yag asidini taniyacak sekilde gelismistir. SA’nin sentezinde SFA olan palmitik
asidin desatlirasyonu icin FADS2 ile reaksiyon vermektedir. Ancak ortamdaki PUFA’lar
ile SFA’lar arasinda bir rekabet halindedir. Bu sebeple FADS2’nin SA’y1 {iretmek i¢in
denge reaksiyonun %50’sini bu yone kaydirir. 3 gesit FADS?2 tip reaksiyon gosterilmistir;
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n-3 serisi PUFA tip reaksiyon, n-6 serisi PUFA tip reaksiyon ve yag tipi reaksiyon (86).
SA’nin ve ciltteki diger yag asitler olan sebaleik asit, oleik asit, eikozopentaenoik asit
(EPA), dokozahekzaenoik asit (DHA) ve arasidonik asit olusum reaksiyonlar1 sekil 2.7’de
yer verilmistir (86).
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Sekil 2.7 Sapienik asit ve diger lipitlerin biyosentezi

PA’in FADS2 ile SA’yadoniisimiinii katalizleyen reaksiyon yag tipi
reaksiyonudur. Palmitik asit doymus yag asidi olmasindan dolay1 FADS2’nin afinitesi
oldukca diisiiktiir. PUFA sentezinin membran homeostazi i¢in dnemi ve gerekliliginden
otiirii yag tipi reaksiyonun gergeklesebilmesi i¢in bazi kosullar saglanmalidir. Bunlardan
birincisi PA’nin FADS2’ye baglanmasi igin rekabet eden PUFA’larin uzaklastirilmast,
ikinci olarak yuksek seviyelerde FADS2 enzim aktivitesi, iglincu olarak PA’nin yiiksek
seviyelerde birikmesi ve son olarak da PA igin rakip desatiirazlarin uzaklastirilmasidir
(94). SA firetimi i¢in PA’i substrat olarak kullanan diger rakip desatiiraz SCD ‘dir. SCD,
iki dogal SFA olan palmitik asit ve stearik substrat olarak kullanir. SA’nin Uretilmesi ve
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PA’nin SCD aktivitesine girmeden FADS2 enzimi ile reaksiyon verebilmesi igin

saglanmasi gereken kosullardan en kritigi rakip desatiirazin baskilanmasidir (86, 92).

2.11. Mitojenle Aktive Olan Protein Kinaz (MAPK) Yolag

Son kesifler, mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) sinyal yolunun
melanom gelisimi ve ilerlemesi i¢in kritik oldugunu gostermistir. Serin treonin kinaz olan
MAPK ’larin sinyal kademeleri, ii¢ asamali bir protein kinaz modiiliinden olusur. Bu
katmanlar1 olusturan ii¢ modiilden ilki MAPK kinaz kinazlardir ve MKKK'ler veya
MAP3K'ler olarak da bilinirler. Ortada MAPK kinazlar (MKK'ler, MEK'ler veya
MAP2K'ler olarak da bilinir) ve en altta MAPK'ler yer alir (Sekil 2.8) (95). MAP3K
mitojenler, biiyiime faktorleri ve diger disa uyaranlar tarafindan uyarilir. MAP3K’lar
MAP2K’y1 serin ve treonin kalintisindan fosforile ederek aktive eder. MKK’lar da
MAPK lar1 fosforile ederek aktiflestirerek bir sinyal kaskad1 olustururlar.

Uyarici Buyﬂume. Buyume faktorler, Biiyiime faktorler,
fa.ktc?rler|, inflamatuar Mitojenler, Stres
mitojenler Sitokinler, Stres

- DD DD

Biyolojik Blyume inflamasyon Buylime
Cevap Hayatta Apoptozis Farklilagma
kalma Biiyiime Gelisme
Farklilagma Farklilasma
Geligme

Sekil 2.8 MAPK yollarinin organizasyonu

MAPK aileleri, proliferasyon, farklilasma, gelisme, donilisim ve apoptoz gibi
karmasik hiicresel programlarda 6nemli bir rol oynar (96). Memelilerde, p38, ERK1/2 ve
JNK vyollar1 olmak iizere ti¢ ana MAPK kaskad1 tanimlanmistir. ERK1/2 yolu mitojenler
tarafindan aktive edilir ve bir¢ok insan tiimdriinde yukari regiile edildigi gosterilmistir.
Bunun tersine, Jun N-terminal kinaz (JNK) ve p38 yollari ¢ogunlukla gevresel ve

genotoksik streslerle aktive edilir. Bu sebeple stresle aktive olan protein kinazlar veya
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SAPK'lar olarak da bilinir. JNK ve p38 sinyal yollarinin hicre fizyolojisi
regulasyonundaki etkileri, huicresel tip, doku ve organizmaya baghidir (97, 98). MAPK

yollarinin organizasyonu sekil 2.8de gosterilmistir (98).
2.11.1. p38-MAPK yolag:

MAPK kaskadlarinin hiicre dis1 sinyallerin hiicresel yanitlara doniistiiriilmesinde
anahtar bir rol oynadig1 gosterilmistir. MAPK yollari, ¢esitli uyaranlardan gelen sinyalleri
iletir, ylikseltir ve entegre eder. Ayrica hiicresel proliferasyon, farklilasma, gelisme,
enflamatuar yanitlar ve apoptoz dahil uygun bir fizyolojik yanit ortaya ¢ikarir. Memeli
hlcrelerinde dort tir p38-MAPK izoformu vardir: p38a, p38p, p38y ve p385 (99). p38-
MAPK kaskadinin hiicresel roliinli 6zetleyen sematik gosterim sekil 2.9°da verilmistir
(100).

Onkogenik Olmayan Onkogenik
Hiicre Dongiisii Gog/ invazyon
Apoptozis Anjiyogenez
p38
MAPK

Yaslanma Antikanser

ilaclarma

direnc
Farkhlasma inflamasyon

Sekil 2.9 p38'e bagli hiicresel yollar

MAPK yollari, hiicre proliferasyonunun diizenlenmesinde kritik bir rol oynar.
MAPK p38 yolagi UV 1sinlamast, 1s1 soku, yiiksek ozmotik stres, lipopolisakkarit, protein
sentezi inhibitorleri, pro-enflamatuvar sitokinler (IL-1 ve TNF- o gibi) ve belirli
mitojenler dahil hiicresel stres ile aktive edilir. RAS'a bagl transformasyondaki inhibe
edici rolii nedeniyle bir tiimor baskilayici kinaz olarak tanimlanan p38, bir tlimor
gelistiricisi olarak da islev gorebilmektedir. Melanom tiimor olusumuna neden olan
birgok onkojenik yol tanimlanmistir, bunlarin ¢ogu RAF / MEK / ERK (MAPK) yolak
aktivasyonuna baglidir. Bununla birlikte, p38'in kesin rolii belirsizligini korumaktadir.
Bu ylzden MAPK sinyal yolak bilesenleri, hlicre dis1 uyaranlari genis bir hiicresel yanita
doniistiirmede aracilik ederler. (12, 13, 101). MAPK/p38’in tumdrijenezdeki ikili roll
sekil 2.9°da gosterilmistir (100).
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Onkojenik olmayan Erken asama

Sekil 2.10 p38 MAPK'nin tiimoérijenezdeki ikili roli
Bir bagka calismada, metastatik melanom hucrelerinde MAPK/p38 yolunun

inhibisyonu ile hiicre gogiinii 6nemli dl¢lide azalttigi belirtilmistir (13). Melanom timor
hiicrelerini dolasima birakir ancak ¢ok kiigiik kismi1 uzak dokulara metastaz olusturur. Bu
sebeple metastatik bir yol c¢izebilmesi icin ekstravazasyon basamagma ihtiyag
duymaktadir. Bu basamagi destekleyen p38/MK2 yolunun inhibisyonu ile metastatik
yayilmayi azaltilabilecegi yapilan bir ¢alismada belirtilmistir (12). Literatiirdeki baska bir
calismada, baskin p38 sinyali, lenfanjiyojenik ve metastatik melanoma karsilik gelen bir
fenotip ile sonuglandigini ortaya koymustur (101). Metastaz epitelyal-mezenkimal gegis
(EMT), sag kalim, intravazasyon, ekstravazasyon (transendotelyal migrasyon) gibi
basamaklar1 igermektedir. Yapilan bir ¢aligmada, melanom hicrelerinde MAPK/p38
yolunun aktivasyonun transendotelyal gocii lizerine etkisi arastirilmistir. MAPK/p38’1n
dogrudan aktivatorii olan MKKG6 ile indiiklendiginde melanom transendotelyal gocuni
kolaylastirdig1 ortaya ¢ikmugtir (102). Literatiirdeki bir bagka ¢aligmada, p38a'nin A375
melanom hiicre hattinda hiicre gogiinii diizenlemede ¢ok onemli bir faktér oldugunu
gostermistir. Bununla birlikte, p38'in kesin rolii belirsizligini korumaktadir. p38a'nin ilk
asamalarda bir tiimor baskilayici olarak hareket ettigi, ancak tlimoér olusumunun sonraki
asamalarinda tiimor aktivitesini tesvik ettigi bildirilmistir. Bu nedenle p38a, farkli kanser
tirlerinde farkli rollere sahip olabilmektedir (103). Calismada, A375 melanom hiicre
hattinda p38a’in susturulmasi ile melanom hiicrelerinde hiicre proliferasyonun inhibe

edildigi gosterilmistir (104).
2.11.2. ERK1/2-MAPK yolag

ERK kaskadi, ¢cok sayida hiicre dis1 uyaran ve ¢esitli i¢ slireglerle aktive edilir.
Aktivasyon sonucu proliferasyon, farklilasma, gelisme gibi siireclerin indiiksiyonunda ve

ayrica belirli kosullar altinda hiicre hayatta kalmasi, invazyon, apoptozis ve onkojenik
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doniisiim merkezinde olma gibi rolleri vardir. Sinyal kaskadi, p38 ve c-Jun N-terminal
kinazlarda (JNK) oldugu gibi MAP3K modiilii ile baglar. Bu modiilii temsil eden molekiil
RAF kinazdir. RAF kinazi aktive eden bir bagska molekiil GTP (guanin trifosfat) baglh
RAS’dir. Bu modiil bilesimi MEK1/2¢yi fosforilleyerek aktive eder. Burada bahsedilen
MEK1/2, MAP2K’dir. Bu molekiil MAPK olan ERK’i aktive ederek sinyal agi
duizenlenir (105).

2.11.2.1. ERK1/2 ile kanser iliskisi

ERK kaskadi, hiicre i¢i sinyal iletim aglarinda, blytume faktorleri, hormonlar ve
norotransmiterler gibi hiicre dis1 uyaranlardan gelen sinyalleri iletmek i¢in cok 6nemli bir
aract olarak iglev goriir. ERK aktivasyonunun hiicre proliferasyonunu indiikledigi
gosterilmistir (106, 107). RAS-RAF-MEK-ERK (MAPK) yolu araciligiyla
sinyalizasyonun anormal aktivasyonu, bir¢ok kanserde rol oynamaktadir. Bununla
birlikte Ras / Raf / ERK yolu, Ras veya B-Raf onkojenlerinde siklikla aktive edici
mutasyonlar gosterdigi gibi, tiimorlerde tanimlanan en yaygin diizensiz yollardan biridir.
Bu durum MAPK/ERK yolunu terapétik hedef haline getirir.

Iki izoform olan ERK1 ve ERK2 sirasiyla p44 ve p42 MAPK olarak da
bilinmektedir. Normal kosullar altinda ERK sinyali, hiicre biiylimesini ve homeostazi
diizenlemek icin gerekli olan geri besleme dongiileri tarafindan diizenlenir. Anormal
kosullarda ise basta melanom, uveal melanom ve pankreas, kiguk hicreli olmayan
akciger, kolorektal, bazal benzeri meme ve karaciger kanseri olmak iizere diger tim
kanser tiirlerinin yaklasik tigte birinde ERK duzensizdir. ERK” in iki yonlu etkileri oldugu
bazi caligmalar ile gosterilmistir. ERK' in iyonlastiric1 radyasyon veya diger bilesiklerle
aktivasyonunun hiicre 6liimiine yol agabilecegi belirtilirken, diger taraftan aktif ERK” in
kanser hiicrelerinde biiylimeyi durdurma roliine sahip olabilecegi ortaya konulmustur.
ERK kaskadinin aktivasyonu apoptozis ve otofaji ile iliskilendirilmistir. Ras / Raf / ERK
yolaginin anormal aktivasyonu hiicrelerin onkojenik doniisiimiinii tesvik etmesine
ragmen, ayni zamanda birincil hiicrelerin yaslanmasi ile sik1 bir sekilde iligkilidir (108).

Birgok kanser hiicre hattinda yapilan bir ¢alismada, ERK/p38 oranina bakilarak
hiicre dongiisii ve tiimor biiyiimesindeki artis ile iligskilendirilmeye ¢aligilmistir. Ayni
zamanda fosfo-ERK ve ERK protein miktarlariin proliferatif etkisi arastirilmistir.
MAPK yolaginin bir iiyesi olan p38’in artan ERK seviyesi ile negatif geri besleme
yoluyla ERK inhibisyonu ile proliferasyonu baskiladigi belirtilmistir. Kanser hicre

hatlarinda ylUksek ERK/p38 orani hiicrelerin proliferatif bir yol izledigi gosterilirken
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yuksek p38/ERK orani ise timdr biiyiimesinin durmasina yani uyku haline gegmesine
tesvik eder. Ancak bu ¢alismada bahsedilen negatif geri beslemenin metastatik melanom
hiicre hattinda (M24met) goriilmedigi her iki MAPK yolagindaki ERK ve p38
proteinlerinin kontrole oranla yiiksek oranlarda c¢iktig1 belirtilmistir. Calismadaki
melanom hiicre hattinda p38' den ERK’e olumsuz geri bildirimden sorumlu mekanizma
net olarak bilinmemektedir (109).

MAPK/ERK sinyal yolu diger iki MAPK sinyal kaskadindan farkli olarak
oksidatif, genotoksik ve ozmotik stres gibi hiicresel stres kosullari ile aktive edilmektedir.
Melanom gelisiminde en sik goriilen mutasyonlarin ERK yolagini aktive edici
mutasyonlar oldugunu gostermektedir. MAPK/ERK sinyali tipik olarak bir biiyiime
faktorii/sitokin reseptdrii tirozin kinazin (RTK'lar) aktivasyonu ile baslamaktadir. Ligand
baglanmasi lizerine dimerizasyondan sonra ve otofosforile olarak bir dizi olay ile yolak
aktive edilir. Bu kaskadin icerisinde melanomda %80°’i mutasyona ugramis olan B-raf
serin treonin kinaz bulunmaktadir (40). Bu sinyal transdiiksiyonu ERK’i katalize
etmektedir (110). Melanom tiirlerinin ¢ogunda bu mutasyon goriildiigiinden dolayr ERK
yolagi melanom i¢in incelenmeye deger bir parametredir.

Melanomda artan ERK aktivitesi hizli hiicre biiyiimesi, artan hiicre sagkalimi ve
apoptoza direng ile iligkilidir. ERK' in aktivitesi, hem ekstraselliler matriksi (ECM)
parcalayan enzimlerin hem de metastaz1 tesvik eden integrinlerin artan ekspresyonu ve
E-kaderinin agag1 regiilasyonu yoluyla melanomun metastatik davranigini agiklamaktadir
(111).

Melanomun metastatik yayilimi, morbidite ve mortalitenin baglica nedenidir.
Melanom hiicrelerinin MEK inhibitorleri ile tedavisi sonucunda A375 hiicrelerinin hiicre
kiiltiiriinde kullanilan ECM’yi andiran matrijeldeki istilasin1 azaltir (111). ERK, MEK-1
ve MEK-2 kinazlarin bilinen tek substratidir ve ~%80 yapisal homoloji paylasir. Bu
nedenle MEK-1/2, MAPK sinyallesme kaskadinda popiiler terapotik hedefler olmaya
devam etmektedir. MEK inhibitorlerinin, melanomda tiimor gelisimini inhibe ettigi ve
MEK aktivitesini azalttig1 gosterilmistir (112).

ERK1/2' nin aktivasyonu genellikle hiicrenin hayatta kalmasini destekler; ancak
belirli kosullar altinda ERK1/2°nin proapoptotik islevlere sahip olabilecegi gosterilmistir.
ERK aktivasyonunun, osteosarkom ve néroblastom hiicre hatlarinda sisplatin kaynakl
hlcre 6lUmand arttirdigr gosterilmistir (113). Biz de ¢alismamizda, sapienik asidin ERK

aktivasyonunu degistirebilecegini diisiinmekteyiz.
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2.11.3. INK-MAPK yolag:

c-Jun N-terminal kinazlar (IJNK), transkripsiyon faktorii c-Jun’u amino
terminalinden fosforile eden protein kinazlardir. Stresle indiiklendigi icin, stresle aktive
olan protein kinaz (SAPK) yolu olarak da adlandirilir. Bu protein kinazin 10 izoformu
vardir ve 3 farkli gen olan JNK1, JNK2 ve JNK3’ten turetilir. INK kaskadi, apoptozis,
inflamasyon, sitokin Uretimi ve metabolizmada 6nemli roller Gstlenir. JNK’ y1 stres
disinda DNA hasari, UV 1s1ma, ozmotik sok, ROS, sitotoksik ilaglar da aktive etmektedir.
MAP2K protein kinazlart MKK4/7 proteinleridir. Spesifik hiicre tiplerinin ¢ogalmasini,
farklilagmasini, hayatta kalmasin1 ve gociinii kontrol eder. Sinyalin yogunluguna,
stiresine ve diger sinyal yollar1 arasindaki ¢apraz etkilesimine bagli olarak antagonistik

etkiler uygulayabilmektedir (114).
2.11.3.1. INK yolunun asag regilasyonu

Inflamatuar sitokinler, UV 1s1mas1 ile DNA hasar1 sonucu JNK kaskad: hiicreye
oliim emrini veren bir seri sinyal baglatir. Boylelikle hlicreyi mutasyondan korumak igin
apoptoza gotlrlir. Apoptozu tesvik etmek igin 6lim sinyalleri veren transkripsiyon
faktorlerini uyarir. Bunun disinda STAT (sinyal ileticisi ve transkripsiyon aktivatori) ve
CREB (cAMP yanit elementi baglayici protein) gibi transkripsiyon faktorleri, hicre
hayatta kalma mekanizmasinin inhibisyonunu da gerceklestirerek hiicreyi programlanmis

oliime gotiirmede gorev alir (115, 116).
2.11.3.2. INK/SAPK ile kanser iliskisi

JNK, kanser hiicre hatlarinda yiiksek seviyelerde regiilasyonu onkojenik rol
oynar. JNK proteinlerinin hiperaktivasyonu, birden ¢ok kanser hiicre hattinda ve doku
orneklerinde  bildirilmistir. Ornegin hepatoseliiler karsinomlarda JNK1'in asir1
aktivasyonunun hem hastalik prognozu hem de progenitor hiicre biyobelirteclerinin
ekspresyonu ile iliskili oldugu gosterilmistir (117). Cesitli timérlerden tiiretilmis hiicre
hatlarinda JNK2 i¢in bir onkojenik islevi tanimlamustir. Ornegin, kiiclik hiicreli olmayan
akciger karsinomunda, normal akciger kontrol dokusundan ti¢ kat daha yiiksek JNK2
proteinine rastlanmistir.  Yapilan ¢alismalara gére JNK2o aktivasyonundan
sonra STAT3'ln transkripsiyonel aktivitesini diizenlemektedir. Boylece onkojenik c-Myc
genlerin ekspresyonunu sagladigi gosterilmistir (118). Baska bir ¢alismada, erken evre
Ras ile uyarilan akciger timori olusumunda hem JNKI1 hem JNK2 gerekliligi

gosterilmistir. Ancak bu bulgular, INK’nin tiimdr baskilama roliinii de dislamaz (119).

23



Uyaranlara ve JNK aktivasyonunun giiciine ve siiresine bagli olarak hiicresel yanit
olduk¢a karmasik olup apoptozun indiksiyonundan, artan hayatta kalma ve
proliferasyona kadar degisen c¢esitli sonuglara sahiptir. Kanser hiicrelerinde, hayatta
kalma ve ¢ogalma gibi faaliyetleri gergeklestiren bir “onkokinaz” olarak rol iistlenebilir
iken, bir timd&r baskilayici olarak da gorev alabilir. JNK yolu her iki siirece de aracilik
edebilmektedir. Bu farkliliklar ayni zamanda  dokuya gore degiskenlik
gosterebilmektedir (114).

JNK bir yandan hiicrenin hayatta kalmasi1 ve proliferasyonu i¢in ¢alisirken, bir
yandan hiicreyi apoptoza gotiirmesiyle kanserde iki rolii oldugunu ortaya koymustur.
JNKZ’in antiapoptotik genlerin ekspresyonunu bastirirken JNK2'nin timdr baskilamasi
ve hiicre farklilasmasi i¢in apoptoz veya hiicre buyimesi ile ilgili genlerin aktivitesini
negatif olarak diizenler. Bu durum da JNK’nin farkli izoformlarinin farkli islevleri
oldugunu gostermektedir (120).

Daha once de bahsedildigi gibi, melanom hiicrelerinde baskin JNK sinyalinin
yiksek oranda proliferatif bir fenotip sergiledigi gosterilmistir (101). JNK’ larin asir1
ekspresyonu ve aktivasyonu kanser hiicre hatlarinda goézlemlenmistir. Cesitli JNK
izoformlarimin keratinosit doniisiimiinii destekledigi rapor edilmistir. Melanomlarin
invazivligi ve uzun siireli proliferasyonu i¢in JNK 1'den daha ¢ok JNK2'nin gerekli oldugu
ifade edilmistir (121). Cilt kanserinde, JNK hem onkojenik hem de tiimor baskilayict
ozellikleriyle kanser gelisiminde paradoksal roller oynar. JNK2 fosforilasyonu, skuaméz
hiicreli karsinom hiicre dizileri ve dokularinda, normal keratinositlere ve saglikli deri
orneklerine kiyasla artmistir. JNK2' nin aksine, JNK1’in tiimér baskilayict islevi
gosterilmistir. Son olarak, skuamoz hiicreli karsinom antijeni 1’in, JNK1 inhibisyonu
yoluyla keratinositleri apoptotik hucre 6liminden korudugu belirlenmistir (118, 119).
Yapilan bir ¢alismada, melanom hiicrelerinde p-JNK’ nin yukari regiilasyonu sonucu

melanogenezi arttirdigi belirtilmistir (122, 123).

2.12. EGFR-MAPK Kanser Iliskisi

Epidermal biiyiime faktorii reseptdrii (EGFR), bircok insan kanserinde asiri
eksprese edilir veya mutasyonel olarak aktive edilir. EGFR insan epidermal buyime
faktori reseptori (HER), reseptor tirozin kinazlar (RTK' lar) ailesinin bir Gyesidir.
Ekstraseliiler, transmembran ve intraseliiler olmak iizere 3 domaini bulunmaktadir.
Ekstraseliiler domaini ligand baglanma bdlgesi igerir. Intraseliiler domainde ise

tirozin kinaz ve asagi yonde sinyal yolunun aktivitesi saglanmaktadir. Ligandin
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baglanmasi ile reseptorde konformasyonel degisiklik olmaktadir. HER ailesi iiyesi baska
bir reseptdr ile homo/heterodimer olusumu saglanir. Dimerizasyon sonucu tirozin kinaz
domainlerinin aktiflesmesi ile otofosforilasyon gergeklesir ve asagi yonde sinyal yolu
duzenlenir. Bu sinyaller ile hiicre ¢gogalmasi, farklilasmasi, hiicre gocu, hiicre buyumesi
ve hayatta kalmas1 tesvik edilerek gesitli hiicresel fonksiyonlar diizenlenir (124, 125).
Melanoma da dahil birgok kanser tirinde EGFR sinyal yolu MAPK yolaklari ile
iliskilendirilmistir. MEK/ERK yolu aktivasyonu ile EGFR reseptorii olan doniistiiriicii
biylme faktorl alfa’ nin (TGF-a; transforming growth factor alpha) ekspresyonu saglanir
ve EGFR’ nin kalic1 olarak geri besleme yolu ile uyarilmasina neden olur (Sekil 2.10)
(106).

O EGFR averekspresyon:
Kolorektal kanser {22-27%)

TGFa
Pankreas kanseri (30-50%)

O O O -Akcifter kanseri (40-80%)
-Kuguk Hacreli Olmayan Akciger Karsinamu|30%)

- @ Ras mutasyonu:
| | &

-Pankreas kanseri (30%)

- Papiller tiroid Karsinomu (60%)

-Kolon kanseri (503%)

EGFR mutasyonu: ‘ B-Raf mutasyonu:
-NSCLC (10%) -Melanom (70%)
-Glioblastoma - Papiller tiroid Karsinomu (50%)
‘ - Kolon kanseri (10%)
00— |

Mutasyona ugramis insan hicreleri [W

Sekil 2. 11 EGFR-MAPK'nin tiimdrijenezdeki rolii (106).

2.13. Lipidlerin Reseptorler ile iliskisi

Hiicre membraninda bulunan reseptorler bir lipid havuzunda hareket eden botlar
gibidir ve aktivitelerini bu havuz icinde gostermektedirler. Ayn1 zamanda, lipidler hiicre
yiizey reseptorlerinin yapisina da katilmaktadir. Bu sebeple kanser gelisiminde hiicre
membran yag asidi profili ve membrandaki reseptorlerin aktivitesi ve miktar1 oldukca
onemlidir. Hiicresel islevlerin ¢ogu membran lipid bilesimindeki degisikliklerden
etkilenmektedir. Membran lipid icerigi ve bilesimi hiicre tiirleri arasinda degisiklik

gostermektedir. Bu sebeple hiicresel islevler tizerinde tek tip bir etki gostermezler.
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Zar lipid bilesimindeki degisiklik, belirli reseptorler, tasiyicilar ve enzimlerin
etkilesime girdikleri lipidlere gore duyarlilik gosterebilir. Bu duyarlilik, reseptorlerin ve
tastyicilarin baglanma bolgelerini etkileyen konformasyonel degisiklikleri igerebilir.
Enzimlerin aktif bolgesi degisiklik gosterebilir. Aym1 zamanda lipid cift tabakada
lipidlerin yanal hareketliligindeki degisimler ve lipidlerin diger zar molekiilleri ile olan
etkilesiminden kaynaklanan islevsel bir degisiklik goriilebilir.

Yag asitlerinin endojen sentezi i¢in anahtar enzim olan yag asidi sentazin (FAS)
normal doku tiplerinde (yag ve karaciger dokular1 disinda) ekspresyonu diistiktiir.
Bununla birlikte, FAS birgok kanserde asir1i eksprese edilir ve timor hiicresi
proliferasyonu ve apoptozla giiclii bir sekilde baglantilidir (126). Normal hiicrelerde
tercihen eksojen kaynaklardan yag asidi almaktadir ancak, kanser hiicrelerindeki yag
asitlerinin - %90'indan fazlasinin FAS tarafindan de novo sentezlendigi tahmin
edilmektedir. Hiicre disinda bol miktarda serbest yag asidi varliginda bile kanser hiicreleri
anormal yag asidi tretimi sergiler (127).

Serbest yag asidi reseptorleri (FFAR), enerji homeostazi ve metabolizma olmak
tizere cesitli fizyolojik eylemlerde rol oynar. FFAR tiirlerine gore kisa veya uzun zincirli
yag asitleri ile aktive edilebilir. FFAR’lar, ERK1/2, JNK ve p38 gibi ¢esitli MAPK’lara
baglanabilir. ERK, hiicre proliferasyonunun ana diizenleyicisidir, JNK ve p38-MAPK,
stres sinyallerinde ve bircok enflamatuvar enflamatuvar siiregte rol oynamaktadir (128).
FFA tidrleri olan FFA2 ve FFA3 reseptorlerinin aktivasyonu ile ERKZ1/2'nin
fosforilasyonunu indiklemektedir. FFA2 reseptor aktivasyonu ise p38-MAPK'nin
fosforilasyonunu gerceklestirir. FFA reseptorleri ayn1 zamanda JNK’yi zayif bir sekilde
aktive edebilir (129).

Caligmamizda, insan sebumunda yag asidi olarak en bol bulunan sapienik asidin
melanom hiicre hattina eksojen olarak verilmesi sonucu hiicre membranindaki yag asidi
profili ve reseptorlerin aktivitelerinde degisiklik gosterebilecegi diistiniilmektedir. Bu
degisiklerin sonucu kanser yolaklarinin etkilenmesi beklenmektedir. Sapienik asidin
kanser yolaklarinda goérev alan proteinlerin, ekspresyon ve aktiviteleri tzerindeki

degisikleri belirlenerek yeni kemoterap6tik tedaviler hakkinda ipuglar verecektir.
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3. YONTEM

3.1. Hiicre Kiiltiir Calismalar:
Alanya Alaaddin Keykubat Universitesi Molekiiler Tip Anabilim Dali’nda
gerceklestirilen  ¢alismamiz  {Universitemizin  Tip  Fakiiltesi laboratuvarlarinda

gergeklestirilmistir.

3.1.1. Hucre dizisi ve ilaglar

A375 epitelyal karakterli insan malign melanoma hiicre dizisi ATCC’den temin
edilmistir. Bu hiicre hatt1 ligandlarin yoklugunda MAPK yolunun yapici aktivasyonuna
yol acan bir proto onkogen olan BRAF endojen olarak eksprese eder. Bu hiicreler BRAF
(V600E) mutantidir.

3.1.1.1. Hiicre kiiltiirii ve hiicrelerin deneylere hazirlanmasi i¢in gerekli cozeltiler
1) DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium): Sigma-Aldrich’den alindi. 500
mL’lik DMEM kullanilacagi zaman 50 mL steril FBS (Fetal Sigir Serum) ve 5 mL steril
penisilin-streptomisin ¢ozeltisi eklendi. +4°C’de saklandi.

2) FBS (Fetal Sigir Serumu): Gibco’dan inaktive edilmis olarak temin edildi. 50 mL’lik
falkon tliplere boliinerek —20°C’de saklandi.

3) Penisilin-Streptomisin: Gibco’dan alindi. 10 mL’lik falkon tiiplerde kullanilmadigi
surece -20°C’de saklandi.

4) DMSO (Dimetil Sulfoksit): Sigma’dan alindi. Oda 1sisinda saklandi.

5) Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (Magnezyumsuz ve kalsiyumsuz)(PBS):
Sigma’dan hazir olarak alindi. Oda sicakliginda saklandi.

6) Tripsin-EDTA Solusyon: Sigma’dan hazir olarak temin edildi. +4 C’de saklandi.

7) Tripan mavisi: Sigma’dan alindi. Oda sicakliginda saklandi.

8) Toluidin mavisi: Sigma’dan alindi. Oda sicakliginda saklandi.

9) Sapienik Asit: Hiicrelere uygulanan sapienik asit Cayman kimyasaldan temin edildi
ve %100 DMSO’da ¢oziilerek -20°C’de saklandi. Sapienik asit dozlar1 ana stok ¢dzeltiden
hesaplanarak hticrelerin kendi medyumlari iginde inkiibe edildi.

10) RIPA: Radyo immiino Presipitasyon Assay Lizis Tamponu 100X, -20°C

11) PIC: Protein Inhibitér Kokteyl, +4°C

3.1.2. Hucrelerin gogaltilmasi

Hucreler steril %10 FBS ve %1 penisilin-streptomisin iceren DMEM besiyerinde
kiiltiire hazirlandi. A375 hiicreleri ¢ozdirildiikten sonra %5 CO2, %95 nem ve 37°C
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sicakliginda steril inkiibator igerisinde cogaltildi. Hiicreler flask icerisinde %80-90
yogunluga ulastiktan sonra flask yiizeyinden kaldirabilmek igin tripsin enzimi kullanildu.
[k olarak 25 cm?’lik flask igerisindeki DMEM medyumu steril pipet ile uzaklastirildi.
Yiizeydeki 6lii hiicreleri uzaklastirmak ve tripsinin etkisini 1yi gosterebilmesi i¢in 1- 2
mL PBS eklendi. PBS’ in flask igerisinde nazik hareketler ile dikkatli sekilde yayilmasi
saglandi. PBS steril pipet ile uzaklastirildiktan sonra 1 mL tripsin enzimi eklendi. Tripsin
enziminin etkisini iyi gosterebilmek icin 3-4 dk inklbatorde bekletildi. Hicrelerin
yiizeyden kalkip kalkmadigi inverted mikroskop altinda incelendi. Kaldirilan hiicreler
taze DMEM eklenerek hafif¢e pipetaj yapildi. Hiicreler esit sekilde flasklara dagitildi.
Hiicreler yogunluklara ve ihtiyaca gore birka¢ defa daha bu islem uygulandi. Yeterli
yogunluga ulasan hiicreler SA ile inkiibe edilmesi i¢in esit sekilde petri kaplarina ekim
yapildi. SA ile inkiibasyondan sonra hiicreleri kaldirmak i¢in tripsin yerine kaziyici
(scraper) ile hiicreleri kaldirma islemi yapildi.
3.1.3. Hucrelerin dondurulmasi

Hiicrelerin bir kismi sonraki calismalar icin stoklandi. Bu stoklama islemi
hiicreleri dondurularak yapildi. Dondurma islemi i¢in dncelikle flasktan kaldirildi ve
tripsinin aktivitesini kaybedilmesi i¢in medyum eklendi. Hicreler steril pipet ile falkon
tiipe aktarild1 ve 300xg’de 5 dk santrifiij edildi. Ustte kalan siipernatant atildi. DMEM
medyuma %5 (v/v) dimetil silfoksit (DMSO) eklendi. Dondurma solisyonu pellet
tizerine eklendikten sonra pipetaj edildi. Hiicre siispansiyonlar1 1 mL olacak sekilde cryo-

tuplere konuldu ve -80°C derin dondurucuya kaldirilds.
3.1.4. Hucrelerin ¢oztlmesi

Daha sonra kullanilmak iizere stokladigimiz dondurulan hiicreleri ¢oziilmek Uzere
37°C’de sicakliginda hizli bir sekilde ¢ozdiiriildii. Hiicre siispansiyonu ¢oziiliir ¢oziilmez
cryo tiiplerin dis yiizeyi %70’lik alkolle temizlendi. Steril kabin icerisinde 15 mL falkon
tipe 9 mL DMEM eklendi. Cryo tiiplerdeki 1 mL hiicre siispansiyonu falkon tiipe alindi
ve yavasca pipetaj yapildi. 300xg de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi1 siipernatant
atildi. Falkon tiipde kalan hiicre pelleti taze DMEM ile sispanse edildi. Hicre
siispansiyonu flasklara esit sekilde ekildi. Hiicreler cogaltilmak iizere %5 CO2, 37°C ve

%95 nemli hava ortamina sahip inkiibatorde kiiltiire edildi.

3.2. Sapienik Asidin Sitotoksisite Calismasi

3.2.1. Hucrelerin %50’sini inhibe eden konsantrasyonun MTT Kiti ile belirlenmesi
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3.2.1.1. Prensip

SA’nin  A375 hiicre dizilerini %350’sini 6ldiiren konsantrasyon degerini
hesaplamak icin MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difenil tetrasodyum bromid) testi
yapildi. Metabolik olarak aktif olan hicrelerin mitokondriyal dehidrogenaz enzimi
tarafindan sar1 renkli tetrazoliumu mor renkli formazana indirger. Olusan mor rengin
yogunlugu spektrofotometrede 6l¢iimii yapilir. Mor rengin yogunlugu canli hiicre ile

dogru orantilidir.

3.2.1.2. Reaktifler

Reaktif A: MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difenil tetrasodyum bromid), 50
mg/vial.

Solusyon B: PBS, pH 7.4, 15 mL.

Soliisyon C: DMSO (Dimetil Siilfoksit) +4°C’de

SA’nin farkli konsantrasyonlarda (10, 25, 50, 100, 250, 500 ve 1000 uM) 24 ve 48

saatlerde inkiibasyonlar yapilarak canlilik testi yapildu.

3.2.1.3. Deneyin yapihis1

SA’nin A375 hicre dizileri Gzerindeki sitotoksisitesini dlgebilmek igin deney 3
giin siirdiiriildii. Ik giin flasklarda cogalmaya biraktigimiz hiicreler tripsin ile kaldirildi.
Kaldirilan hiicrelere taze DMEM medyum eklenerek tripsin inhibe edildi. 10 mL falkon
tiipe aktarildi ve 300xg’de 5 dk santrifiij edildi ve siipernatant atildi. Pellet 2 mL uygun
medyumla suspanse edildi. Hiicre siispansiyonunda 10 pL alindi ve 10 pL tripan mavisi
ile pipetaj yapildi. Hiicreler BioRad’in TC 20 hiicre sayim cihazi ile sayildi. Her kuyuya
25000 hiicre olacak sekilde 100 pL hicre suspansiyonundan konuldu. 96 kuyucuklu
plakalara ekim yapildiktan sonra hiicrelerin yapismasi igin 24 saat inkiibatérde bekletildi.
Hiicreler yapistiktan sonra medyum atildi ve dnceden belirlenen dozlarda kuyucuklara
konuldu. 24 ve 48 saat inkiibasyonlari igin %5 CO2, %95 nemli hava ortaminda ve 37°C
sicakligindaki inkiibatorde bekletildi.

Inkiibasyon siiresi bittikten sonra PBS ile bir kez yikama islemi yapildi.
Caligilacak her kuyuya 100 pL medyum ve 20 uL reaktif A (MTT) eklendi. 2-3 saat
kadar %5 CO,, %95 nemli hava ortaminda ve 37°C sicakligindaki inkiibatorde inkiibe
edildi. Siirenin sonunda kuyucuklarin dibinde formazan kristalleri gdzlemlendi.
Kuyucuklarin tizerine 100 uL kadar soliisyon C eklendi ve 5 dk galkayicida karismasi
i¢in birakildi. Biotech plate okuyucusunda 570 nm’de ve 630 nm referans dalga boyunda

BioTek Synergy H1 Hybrid multi-mode monokromator floresans mikroplak okuyucu ile
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absorbans Olguldi. Kontrol grubunun absorbans degerleri SA ile inkiibe edilen diger
dozlarin absorbans degerlerinden ¢ikarildi. Boylelikle yasayan hiicre yiizdesi hesaplandi.

Deneyler iki kez tekrarlandi ve her doz grubunda en az 4 6rnek ¢alisildi.

3.3. Sapienik Asidin A375 Hiicreleri ile inkiibasyonu ve Hiicrelerin Toplanmasi
3.3.1. Gruplandirma

Grup 1: SA’nin 10 uM dozunun A375 hiicreleri iizerinde kisa vadede etkilerini
g6zlemlemek igin kontrol (SA uygulanmayan), 0, 30 dk, 1, 2 ve 3 saat inkiibasyonlart.
Grup 2: SA’nin 10 pM dozunun A375 hicreleri Uzerinde uzun vadede etkilerini

g6zlemlemek i¢in kontrol (SA uygulanmayan), 24 ve 48 saat inkiibasyonlari.

3.3.2. Deneyin yapihis1

Grup 1 ve Grup 2 igin inktbasyon protokoll: Flasklarda ¢ogaltilan A375
hiicrelerini tripsin ile kaldirip petride 3x10° hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Hiicrelerin
yapigmasi i¢in 1 giin inkiibatorde bekletildi. Ertesi giin her petri igcin taze DMEM ile SA
10 uM ¢ozeltisi hazirlandi. Biitliin petrilerdeki medyumlar atildi ve PBS ile yikandi.
Kontrol, 0, 30dk, 1, 2 ve 3 saat inkiibasyonu i¢in ilaghh medyumlar eklendi. Kontrol igin
SA icermeyen DMEM eklendi. Kontrol, 0, 30 dk, 1, 2 ve 3 saat ve ayrica kontrol, 24, 48
saat inkiibasyonlar1 igin %5 CO2, %95 nemli hava ortaminda ve 37°C sicakligindaki
inkiibatorde bekletildi. Hiicreleri toplamadan 6nce PBS ve RIPA ¢ozeltileri sogutuldu.
Inkiibasyon siiresi sonunda ilagli medyum atild1 ve iki kez PBS ile yikand1. PIC ¢ozeltisi
100X’den 1X’e seyreltildi. 3000 uL RIPA” ya 300 pL PIC eklendi. RIPA’ dan 500 pL
petrilere konuldu ve buz uzerinde 15 dakika bekletildi. Stre bittikten sonra kaziyici ile
hiicreler petriden kaldirildi ve RIPA siispansiyonu ile ependorf tiiplere aktarildi. Hiicreler
1 dk boyunca vortekslendi ve o6nceden +4°C’ye sogutulmus santrifiij cihazinda
20000xg’de 20 dk santrifiij edildi. Silipernatant baska bir ependorf tiipe alindi ve
etiketlenmesi yapildiktan sonra protein tayinin ve western blot deneylerinde kullanilmak

lizere -20°C’ye kaldirilds.

3.4. Bradford Yontemi ile Protein Miktar Tayini
3.4.1. Prensip

Yontem Coomassie Brillant Blue G-250 boyasinin proteinlere baglanarak renk
olusturmasi esasina dayanir. Kirmizi-kahverengi G-250 boyasi bazik aminoasitlere
baglandiginda mavi renk verir. Farkli konsantrasyonlardaki protein ¢ozeltilerinde mavi

rengin siddetindeki degisimine bakilarak hassas bir 6l¢lim yapilmaktadir. Mavi renk
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siddeti 595 nm dalga boyunda spektrofotometrik mikroplak okuyucu ile absorbans

6l¢ilur. Bilinmeyen protein konsantrasyonunu standart grafigi ile miktar tayini yapilir.

3.4.2. Reaktifler

BSA : Sigir serum albumin, 2 mg/ml, +4°C
CPPA: Commassie Plus Protein Assay Kit, +4°C
UPS: Ultra Saf su

3.4.3. Gruplandirma

Grup 1: SA’nin 10 uM dozunun A375 hiicreleri lizerinde kisa vadede etkilerini
gbzlemlemek ic¢in kontrol, 0, 30 dk, 1, 2 ve 3 saat inkiibasyonlardan elde edilen hiicre
lizatlarin protein tayinlerinin yapilmast.

Grup 2: SA’nin 10 pM dozunun A375 hicreleri Uzerinde uzun vadede etkilerini
gozlemlemek icin kontrol, 24 ve 48 saat inkibasyonlardan elde edilen hiicre lizatlarin

protein tayinlerinin yapilmasi.

3.4.4. Deneyin yapihist
Standart egri grafigi i¢in belli araliktaki konsantrasyonlar ile standart ¢alismasi yapildi.

Standart ¢aligmasinda kullanilan protein BSA’ dir.

Tablo 1. Protein Standart ¢ozeltisi hazirlama tablosu

Tup | BSA(uL) | Su (uL) | Konsantrasyon (pg/mL) | CPPA (pL)
A 0 1000 0 1000

C 2 998 4 1000

E 6 994 12 1000

G 10 990 20 1000

A\

Standart caligmasinda 8 tane 2 mL’lik ependorf tiiplere yukaridaki harflendirme
marker kalem ile yapildi.

Ultra saf su sirasiyla yukarida verilen Ol¢iilerde tiiplere sirasiyla hazirlandi.

BSA +4°C dolabindan ¢ikarildiktan sonra tabloda verilen &lgiide tiiplere eklendi.
CPPA boyast her tiipe 1000 pL eklendi.

Tiiplerin her birinden 200 pL alinip 96 kuyucuklu plakalara ikili eklendi.

YV V VYV V
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> Ornekler kuyucuklara eklendikten sonra BioTek Synergy H1 Hybrid multi-mode
monokromator floresans mikroplak okuyucuda 595 nm’ de oOlculdi. Absorbans
degerleri kaydedildi ve standart grafik olusturularak numunelerdeki protein

miktar1 pg/mL olarak hesaplandi.

3.5. Western Blot Protein Tayin Yontemi
3.5.1. Prensip

Western Blot protein tayin yontemi hiicre lizatlar1 i¢erisindeki spesifik proteinlere
uygun antikorlar ile nitelik ve nicelik analizi yapilmasimi saglar. Proteinlerin
konsantrasyon degisimlerini karsilastirma ve gorsel agidan gézlemleyebilmek i¢in degerli
bir yontemdir. Proteinler denatiire edilir ve jelde elektroforezi yapilir. Jelde proteinler
elektrik alan ile kilodaltonlarina (kDa) gore ayrilir. Proteinlerin antikor ile isaretlenip
goriintiilenebilmesi i¢in uygun bir membrana elektrik akimini ileten bir diizenek ile
aktarilir. Membrana gecen proteinlerden spesifik proteinlerin tayini i¢in immiinoblotlama
yani antikorlarla isaretleme islemi gergeklestirilir. Isaretlenen spesifik proteinlerin
antikorlar1 taniyan enzim bagl ikincil bir antikor ile isaretlenmesi yapilir. Bu ikincil
antikora bagli enzim substrati kemiliiminesans 1s1ma veren {iiriine doniistiiriir. Isimalar

goriintiileme cihazi ile goriintiilenir ve kaydedilir.

3.5.2. Reaktifler

Ayristirma Tamponu (1,5 M Tris Base): pH: 8.8’¢ ayarlandi ve kullanilincaya kadar
+4°C’ te saklandi.

Yukleme Tamponu (0,5 M Tris Base): pH: 6.8’¢ ayarlandi ve kullanilincaya kadar
+4°C” te saklandu.

%10 Sodium Dodecyl Sulfate (SDS): 10 gr SDS tartildi, dH20 ile ¢oziildii ve 100 mL’e
tamamlandi 0.45 pm’lik filtreden gecirilerek kullamlincaya kadar +4°C’te saklandi.
%10 Amonyum persulfat (APS): Her jel dokiimii igin giinliik taze hazirlandi. dH2O ile
¢oziildii ve kullanilincaya kadar +4°C *de saklandi.

4X Yiukleme tamponu: 900 pl Laemli Buffer, 100 ul B-merkaptoetanol hazirlandi ve
kullanilincaya kadar +4°C *de saklandh.

Running (Yuarutme) Tamponu (25 mM Tris, 190 mM Glisin, %0.1 SDS): 1000 mL
dH20 ile ¢ozuldi.

Transfer Tamponu (25 mM Tris, 190 mM Gilisin, %0.05 SDS): dH20 ile ¢ozuldu.

Ayr1 bir meziire 250 mL metanol konuldu. Transfer islemine kadar hem tampon hem de
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metanol 4°C’de sogutuldu. Transfer isleminden hemen Once tampon ve metanol
karigtirildi.
TBS (Tris Base Solution): 1000 mL dH20 ¢6zdiiriildii ve pH 7,6’ya ayarlandi.

Tween 20 (T): Sigma’dan hazir olarak alindi. Oda sicakliginda muhafaza edildi.

3.5.3. Gruplandirma

Grup 1: SA’nin 10 uM dozunun A375 hiicreleri iizerinde kisa vadede etkilerini
gozlemlemek icin 0, 30 dk, 1, 2 ve 3 saat inkiibasyonlardan elde edilen hiicre lizatlarinin
icerisindeki spesifik proteinlerin belirlenmesi.

Grup 2: SA’nin 10 pM dozunun A375 hicreleri Uzerinde uzun vadede etkilerini
gozlemlemek icin 24 ve 48 saat inkiibasyonlardan elde edilen hiicre lizatlarinin

icerisindeki spesifik proteinlerin belirlenmesi.

3.5.4. Deneyin yapihisi
3.5.4.1. SDS-PAGE icin jelin dokulmesi, 6rneklerin yarattlmesi ve transferi

> Western blot c¢alismalarimiz her asamasi Mini-PROTEAN (BioRad) sistemi
kullanilarak gergeklestirildi. Jel dokiimii i¢in sistemin kalin ve ince camlar1 6nce
saf su ile yikandi ve %70’lik alkol ile silinerek temizlendi ve sistemin jel dokme
aparatima yerlestirildi. Oncelikle Separating (Ayristirma) jeli %10 Akrilamid/bis-
akrilamid olacak sekilde hazirlandi.

> 1,5 mm’lik camlar kullanildi. Camlar birlestirilip sikistirildiktan sonra otoklav
bandi ile alt tarafi sizmasim1 Oonlemek amaciyla bantlandi ve kalin camin f{ist
kismindan ve %10 ayristirma jeli 1 cm kalacak sekilde dokiildii. Vakit
kaybetmeden Ustline 1 mL izopropanol alkol dékuldu.

> Aynistirma jeli tamamen polimerize oldugunda (45 dk-1 sa) izopropanol kurutma
kagidi yardimiyla alind1 ve Stacking (Yikleme) Jeli %5 Akrilamid/bis-akrilamid
olacak sekilde. Ardindan taraklar nazikce yerlestirildi ve 30 dk polimerize olmasi
beklendi.

» Daha oOnceden konsantrasyonlarint Bradford yontemi ile tayin ettigimiz
orneklerden 30 pg olacak sekilde alinarak steril bir ependorfa aktarildi. Daha
sonra 0rnek hacminin 1/3’ii oraninda 4x yiikleme tamponu eklendi ve 95°C’de 5
dakika kaynatildi. Tamamen polimerize olmus olan SDS-PAGE jel sistemin
yiirlitme tankina alind1 ve yiiriitme tamponu eklendi. Hazirlanan érnekler kuyulara
yuklendi.
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4 ul marker yiiklendi. Ornekler yiiklendikten sonra 130 V’ da 90 dakika yiiritildi.
Yiiriitme islemi ile ayrigsan protein 6rnekleri, SDS-PAGE jelden Polyvinylidene
fliioride (PVDF) membrana daha Onceden hazirlanan transfer tamponu icinde
4°C’te 83 mAmp’de 17 saat siiresince 1slak transfer yontemi ile transfer edildi.
PVDF membrana transfer olan protein 6rneklerimiz immunoblotlama icin ilgili ilk
olarak siit tozu ile bloklama yapildu.

Yikama i¢in TBS-T soliisyonu hazirlandi. 20X TBS’den 1X’e cevrildi. Ultra saf
sudan 950 mL, 50 mL TBS ve 1 mL Tween karistirildi.
1X TBS ile %>5’lik siit tozu karisimi hazirlandi. PVDF membran 1 saat bloklandi.
Bloklama bittikten sonra daha dnce hazirladigimiz TBS-T ile 3 kez 10’ar dakika
calkalayicida yikama yapildi.

Primer antikorlar ile 1:1000 oraninda %5 BSA ile hazirlandi. Toz BSA 1X TBS
icinde c¢ozdiriildi. PVDF membranlar antikorlar ile isaretleme yapilacak
bolgelerden isaretlendi ve bu alanlar kesildi. Kesilen membranlar uygun antikorlar
ile +4°C°de 2 saat inkiibe edildi.

Primer ile isaretleme bittikten sonra TBS-T ile 3 kez 10’ar dakika g¢alkalayicida
yikama yapildi. Yikama bittikten sonra 1:20000 oraninda siit tozu ile
hazirladigimiz HRP (Horseradish Peroksidaz) bagli sekonder antikor ile 1 saat oda
sicakliginda inkiibe edildi.

Sekonder ile isaretlendikten sonra son kez TBS-T ile 3 kez 10’ar dakika
calkalayicida yikama yapildi. Yikama islemleri sonunda ECL (Gelismis
Kemiliiminesans) soliisyonu kullanilarak kemiliiminesans reaksiyonu baglatildi
ve spesifik protein bantlart Syngene G:Box goriintilleme cihazi tarafindan

fotografland1 ve cihazin kendi programiyla nicelik analizi yapildi.

3.6. Lipid Peroksidasyon Ol¢iimii

3.6.1. Prensip

Hiicredeki ROS miktarimi direkt 6lgmek i¢in kisa yari1 dmiirleri nedeniyle ¢ok

zordur. Bu sebeple oksidatif stresin sonucu olan yan drinler 6l¢tilmektedir. ROS'un

oksidasyon {iriinleri, daha kararli olduklar1 ve oksidatif stresin biiyiikliigiinii yansittig

icin biiyilk ilgi gormektedir. Lipid peroksidasyon oksidatif stres sonucu canli hiicrelerde

meydana gelen bir hasardir. ROS’un olusturdugu oksidatif stres lipid peroksidasyonuna

neden olur. Lipidlerin bozunmasi sonucu aldehit {iriinler ortaya ¢ikar. Malondialdehit

(MDA) lipid peroksidasyon sonucu ortaya ¢ikan bir yan {iriindiir ve ROS’ a gore daha
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kararlidir. 2-Tiyobarbiturik asit (TBA) kiti ile lipid peroksidasyon seviyelerinin
6lgilmesi mumkunddr. MDA ve tiyobarbitirik asidin reaksiyonu sonucu pembe bir renk
veren tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler (TBARS) olusur. Olusan rengin yogunlugu
spektrofotometrede absorbans dl¢iimii yapilir. Rengin absorbans biiyiikliigii ile oksidatif
stresin varligi dogru orantilidir. Bilinmeyen numunelerdeki MDA igerigi, onceden

belirlenmis MDA standart egrisi ile karsilastirilarak belirlenir.

OH

S N OH HO N SH
il il
5 0 S I

M T i |)\ pH 4 L% Te L
H H N

Malondialdehyde (MDA 2-Thiobarbituric acid
yoe vma) TBARS

Absorbance at 532 nm

Sekil 3.1 MDA-TBARS reaksiyon semasi (130).

3.6.2. Reaktifler

MDA miktar ticari olarak satilan OxiSelect TBARS Assay Kit ile belirlenmistir. Kit
icerigi asagidaki gibidir.

Malondialdehit (MDA): 1,0 mM Malondialdehyde bis (dimetil asetal) - 1,0 mL
Tiyobarbutirik Asit (TBA): 1,0 gram

SDS Lizis Solusyonu: 20 mL

2X TBA Asid Diltsyonu: 25 mL

NaOH Solusyonu: 5 mL

3.6.3. Gruplandirma

Grup 1: SA’nin 10 uM dozunun A375 hiicreleri iizerinde kisa vadede etkilerini
gozlemlemek icin 0, 30 dk, 1, 2 ve 3 saat inkiibasyonlardan elde edilen hiicre lizatlarinin
icerisindeki lipid peroksidasyon diizeyinin belirlenmesi.

Grup 2: SA’nin 10 pM dozunun A375 hicreleri zerinde uzun vadede etkilerini
gozlemlemek icin 24 ve 48 saat inkiibasyonlardan elde edilen hiicre lizatlarinin

icerisindeki lipid peroksidasyon diizeyinin belirlenmesi.

3.6.4. Deneyin yapihis1
> 2X TBA ¢ozeltisi 1X ¢ozelti olacak sekilde distile su seyreltildi.
» SDS Lizis Soliisyonu 37°C'de 1sitild1.
» TBA reaktifi 5,2 mg/mL olacak sekilde hazirlandi. 1X TBA diliisyonu ile
coziiliinceye kadar karistirildi. TBA ¢6zeltisi NaOH ile pH 3.5’e ayarland.
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> Grup 1, grup 2 ve MDA standartlar1 i¢in ependorf tiipler numaralandi.
Orneklerden ve standarttan 100 pL eklendi. Uzerlerine 100 puL SDS Lizis
Soliisyonu eklendi. Ornekler oda sicakliginda 5 dakika boyunca iyice inkiibe
edildi.

> Siire sonunda her 6rnege ve standarda 250 pL TBA reaktifi eklendi. Isitma
blogunda 95°C'de en az 60 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 5 dk boyunca
buz icinde bekletildi.

» Her 6rnek ve standarttan ikiserli olarak 200 uL kadar 96 kuyucuklu plaka
konuldu. BioTek Synergy H1 Hybrid multi-mode monokromat6r floresans
mikroplak okuyucusunda 540 nm uyarim ve 590 nm yayilim dalga boylarinda
floresans okumasi yapildi. Floresans siddetleri kaydedildi ve MDA standart grafik
olusturularak numunelerdeki protein miktara ve kontrole oranlanarak sonuglar

verildi.

3.7. Suiperoksit ismutaz (SOD) Aktivitesinin Olgtilmesi
3.7.1. Prensip

Stiperoksit Dismutaz (SOD) hiicrede ROS’un olusturabilecegi hasar1 engellemek
icin Uretilen bir antioksidan enzimdir. Ksantin oksidaz enzimi oksijen molekulinu stper
oksit anyonuna gevirir. SOD ise super oksit anyonunu hidrojen peroksit ve oksijen
molekilune ayirmaktadir. SOD aktivitesini dolayli olarak anlayabilmek i¢in tetrazolyum
tuzu  kullanilir.  Tetrazolyum  siiperoksit anyonu  varhiginda  formazona
indirgenir. Formazon olusumu azaldik¢a SOD aktivitesini arttig1 yorumlanabilir. Sart

renkteki formazonun absorbsiyonu spektrofotometrede 450 nm’de Slgiiliir.

Xanthine Formazan dye
SN/
Xanthine oxidase
H,0, ’_/ K
U Tetrazolium salt
ric acid
50D
02 +H IDE

Sekil 3. 2. Siiperoksit'in ve SOD'un reaksiyon semasi
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3.7.2. Gruplandirma

Grup 1: SA’nin 10 uM dozunun A375 hiicreleri iizerinde kisa vadede etkilerini
g6zlemlemek icin 0, 30 dKk, 1, 2 ve 3 saat inkiibasyonlardan elde edilen hiicre lizatlarinin
icerisindeki SOD aktivitesinin 6l¢cimda.

Grup 2: SA’nin 10 pM dozunun A375 hicreleri Uzerinde uzun vadede etkilerini
gozlemlemek i¢in 24 ve 48 saat inkiibasyonlardan elde edilen hiicre lizatlarinin

icerisindeki SOD aktivitesinin 6lgtimu.

3.7.3. Reaktifler

Test Tamponu (10X): 0.1 mM dietilentriaminpentaasetik asit (DTPA), 0.1 mM
hipoksantin i¢ceren 50 mM Tris HCL igerir. pH 8.0 a ayarlandi. Kullanimi1 sirasinda
distile su ile 10X’ten 1X konsantrasyonuna seyreltildi. +4°C ‘de iki ay muhafaza
edilebilir.

Ornek Tamponu (10X): Cayman Kimya’dan hazir olarak temin edildi. Kullanilacag
zaman distile su ile 1X’e seyreltildi ve 6rnek tamponu +4C ‘de alt1 ay muhafaza edilebilir.
Radikal Dedektor : Tetrazolyum tuzu ¢ozeltisi, -20 C’de saklanir. Cayman Kimya’dan
hazir olarak temin edildi.

SOD Standart: SOD (Cu/Zn) en az iki dondurma / ¢c6zme donguisu icin stabildir. Cayman
Kimya’dan hazir olarak temin edildi.

Ksantin Oksidaz : Seyreltilmis enzim 1 saat stabildir. Coziilen enzim saklanamaz.

3.7.4. Deneyin yapihist

> Test tamponu 0.1 mM DTPA, 0.1 mM hipoksantin iceren 50 mM Tris HCL
konsantrasyonlarinda hazirlandi. pH 8.0” a ayarlandi. 96 kuyucuklu plate i¢in 3
ml test tamponu alind1. Distile su ile 10X ten 1X konsantrasyonuna seyreltildi

> Radikal dedektoriinden 50 pL’ye seyreltilmis test tamponundan 19,95 mL
konuldu. Aliiminyum folyo ile kaplandi. Kullanilincaya kadar buz iizerinde
bekletildi.

» Ornek tamponundan 2 mL alindi. Uzerine 18 mL distile su konularak
konsantrasyonu 10X’ten 1X’e seyreltildi. Ksantin oksidaz enziminden 50 pL
alind1 ve 1,95 ml seyreltilmis 6rnek tamponu ile seyreltildi. Buz tizerinde saklandi.

» SOD aktivite standartlar1 0-0,050 U/mL arasinda hazirlandi. Ornekler ve
standartlar ikiserli olarak calisildi.

» Standartlar ve grup orneklerin her birinden 10 pL eklendi. Uzerlerine 200 pL

seyreltilmis radikal dedektor eklendi. Kullanilan tiim kuyuculara 20 pL Ksantin
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Oksidaz eklendi. Eklendigi saat not edildi ve ¢alkalayicida oda sicakliginda 30
dakika inkube edildi. BioTek Synergy H1 Hybrid multi-mode monokromator
floresans  mikroplak  okuyucusunda 450 nm’de absorbans Olglimi
yapildi. Absorbans degerleri kaydedildi ve SOD aktivite lineer standart grafigi
olusturularak numunelerdeki protein miktarina ve kontrole oranlanarak sonuclar
verildi. Ayrica, MDA ve SOD verilerini oranlayarak Oksidatif stres indeksi (OSI)
hesaplandi.

3.8. Istatistiksel analiz

Istatistiksel analiz Graphpad Prism Version 5.03 paket programi kullanilarak yapildi.
p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Deneyler her grup i¢in 3 tekrarli olarak
yapildi. Gruplar arasinda karsilastirma yapilirken, parametrik verilerde, Student T-Test
ve ANOVA,; non-parametrik verilerde Mann-Whitney U ve Kruskal-Wallis testi
kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Sitotoksisite Bulgular

SA’nin cilt kanseri hiicrelerindeki sitotoksik etkisi, MTT [3-(4,5-dimetiltiyazol-
2-yl)-2,5-difenil tetrasodyum bromid] deneyi ile belirlenmistir. SA’nin belirli aralikta
degisen konsantrasyonlari ile A375 hiicreleri 24 ve 48 saatinkiibe edildi. MTT
sonuglarina gore 24 ve 48 saat i¢in hiicrelerin %50’sini inhibe doz (ICso) hesabi

yapilmustir.

4.1.1. A375 hiicrelerinde sapienik asidin sitotoksisitesi
A375 hiicrelerinde 24 saat icin 10; 25; 50; 100; 250; 500 ve 1000 uM SA dozlan
kullanildi ve 24 saat i¢in ICso; 245,1 uM’ dur.

A375-24 SAAT
120
[
.0 100 4
)
[}
§ 80
=
S
v 60 A
—
= 40
[=
S
20 A
S
0] milln  wile
Kentrol 10 M 25 uM | 50 M | 100 uM | 250 uM | 500 pM |1000pM
Sapienic Acid

ekil 4.1 Farkli dozlardaki sapienik asidin A375 hiicrelerinde 24 saat i¢in % canlilik tizerine etkisi
S p ¢

A375 hiicrelerinde 48 saat icin 5; 12,5; 25; 50; 125; 250 ve 500 uM SA dozlar kullanildi
ve 48 saat i¢in ICsp; 132,7 uM’dur.

39



A375-48 SAAT
120

100

80 -
60
0 |
20 |
04 mike  milln |

Kontrol 5 uM | 12,5 uM | 25uM I 50 uM | 1256 uM | 250 uM | 500 uM
Sapienic Acid

% Canlilik Kontrole Gére

Sekil 4.2 Farkli dozlardaki Sapienik asidin A375 hiicrelerinde 48 saat igin % canlilik tizerine etkisi

Sitotoksisite ¢alismalarinda 10 puM SA dozunun 50 uM dozuna kadar olan doz
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gérmedik. Ayrica ¢alismada amacimiz
diisiik fizyolojik dozlarda hiicrenin MAPK yolagina olan etkilerini goérmek istedik.
Dolayistyla bundan sonraki deneylerde 10 uM SA dozu kullanilmstir.

4.1.2. A375 hicrelerinde sapienik asidin etkisinin mikroskopla gézlenmesi

Yaptigimiz ¢alismada A375 hiicrelerine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki
SA etkilerini mikroskop gériintiileriyle kontrol grubu ile karsilastirdik. Inkiibasyonlar 24
saatlik olup SA grubu igin 10-1000 uM konsantrasyonlar araliginda uygulanmistir. Hiicre
gruplarinin fotograflar1 inverted Zeiss Axio Vert.Al kullanilarak 10X biiyiitmede
gorintilendi. Hiicre gruplarinin fotograflari Sekil 4.3’de gosterilmektedir.

Sekil 4.3 Farkli dozlardaki Sapienik asidin A375 hiicrelerinde 24 saat sonunda 10X mikroskop goruntuleri
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Inkiibasyonlar 48 saatlik olup SA grubu icin 10-1000 uM konsantrasyonlar
araliginda uygulanmistir. Hiicre gruplariin fotograflari inverted Zeiss Axio Vert. Al
kullanilarak 10X biiyiitmede goriintiilendi. Hiicre gruplarmin fotograflar1 Sekil 4.4’de

gosterilmektedir.

Sekil 4.4 Farkli dozlardaki Sapienik asidin A375 hiicrelerinde 48 saat sonunda 10X mikroskop goriintileri

4.2. Bradford Protein Tayin Yontemi ile Total Protein Olguimi

SA’nin A375 hiicre dizilerine farkl: siirelerde inkiibasyonlar1 sonrasi total protein
konsantrasyonlar1  Olclldi. BSA ile Olglilen standart grafigi sekil 4.5°de
gosterilmistir. Her bir deney i¢in yapilan proteinlerin dlglimleri dncesi asagidaki gibi

BSA standart grafigi ¢izilerek numunelerdeki protein miktarlar1 hesaplandi.

BRADFORD STANDARDI

06 -
05 -
....................... °
................... .
e PO
g e
s e
: P
-g 03 y = -0,0009x2 + 0,0305x + 0,2107
ar” i R?=0,9993
< :
02 ¢
0,1
0 I I I I I I I . 1
0 2 4 6 8 10 " > . 18

Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.5 Bradford yontemiyle standart ¢izilen absorbansa karsilik konsantrasyon grafigi
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4.3. Western Blot Bulgulari

Sitotoksisite testine gore 10 uM SA konsantrasyonu ile A375 hiicre dizilerine kisa
vade ve uzun vadede inkibe edilecek sekilde iki gruba ayrildi. Kisa vade (0-3 saat)
etkilerini gozlemlemek icin grup 1, uzun vade (24-48 saat) etkileri icin grup 2
inkiibasyonlar1 yapildi. Bradford ile protein konsantrasyonlart 6lgiildii. Belirlenen
standarda gore yliklenecek protein hacimleri hesaplandi. Konsantrasyon olarak 30 pg
protein yiiklendi. Western blot sonucu olarak spesifik protein bantlart Syngene G:BOX
gorilintiileme cihazi tarafindan fotograflanarak dansitometrik analiz yapildi.
Grup 1: SA’nin 10 pM’lik dozu ile A375 hiicreleri ilizerinde kisa vadede etkilerini
g6zlemlemek igin kontrol, 0, 30 dk, 1, 2 ve 3 saat inkubasyonlardan spesifik protein
tayinleri yapildi. Normalizasyon i¢in GAPDH kullanildi. GAPDH, EGFR, p-EGFR, p38,
p-p38 ve p21 goriintiileri sekil 4.6’de gosterilmistir.
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A 375

Sapienic Acid
I 10 uM I
& < © o
& N N Ny N )
p-EGFR QP R 9! ! ! _l
1 0,7 0,97 0,91 0,94 0,83 175 kDa
Sy T T T Ts.
1 1,17 1,03 1,02 0,92 1
p-p38 -- | — —— _|
! 7.23 8 2,74 119 418 40-38 kDa
p38 — > G- —— e G =
1 1,25 1,27 1,38 1,69 2,12

p21 i -- 21 kDa

Sekil 4.6 Sapienik asidin 10 uM’lik dozu ile A375 hiicreleri lizerinde kisa vadede etkilerini gozlemlemek
icin kontrol, 0, 30 dk, 1, 2 ve 3 saat inkibasyon ile GAPDH, EGFR, p-EGFR, p38, p-p38 ve p21
proteinlerinin western blot goriuntileri. Uzerindeki sayisal degerler kontrole gore ekspresyon miktarlarini

kat miktarin1 gostermektedir.

EGFR ve p-EGFR tiim zaman araliklarinda kontrole gore ekspresyon diizeyinde

degisiklik olmadi. p38 proteini 0. dakikadan itibaren kontrole gore ekspresyon diizeyinde
artig gortldil. 3. saatte kontrole gore ekspresyon diizeyi yaklasik 2 katina ¢ikti. p-p38
proteini 0. dakikada kontrole gore ekspresyon diizeyi 7 katina ¢ikti. 0. dakikadaki
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ekspresyon artisindan sonra 2. saate kadar kontroliin ekspresyon diizeyine kadar diist0.
30. dakikada ekspresyon diizeyi 0. dakikaya gore yariya indi. Ancak 3. saatte ekspresyon
diizeyi kontrole gore 4 katina ¢ikmustir. p21 proteini SA ile 3. saatte ekspresyon diizeyi 2
katina ¢ikmustir.

Grup 2: SA’nin 10 pM’lik dozu ile A375 hiicreleri tizerinde uzun vadede etkilerini
gozlemlemek igin kontrol, 24 ve 48 saat inklbasyonlardan spesifik protein tayinleri
yapildi. Normalizasyon igin B-actin kullamilmustir. B-actin, p38, p-p38, ERK1/2, p-
ERK1/2, MEK, p-MEK, EGFR, p-EGFR, p21 goruntiileri sekil 4.7’de gosterilmistir.

Sapienic Acid
10 pM
ey

A 375 &

1,10
175 kDa

- -
1 07 0,97

p-MEK1/2 - “ 7

)19 45 kDa
VR .... ]
44-42 kDa

p-p38 - - - T

40-38 kDa

p3z | W -
1 1,64 1,61

1 1,15 1,44
p-actin D - . 45 kDa

Sekil 4.7 Sapienik Asidin 10 uM’lik dozu ile A375 hiicreleri iizerinde kisa vadede etkilerini gézlemlemek
icin kontrol, 24 ve 48 saat inkiibasyon ile B-actin, EGFR, p-EGFR, MEK, p-MEK, ERK1/2, p-ERK1/2,
p38, p-p38 ve p21 proteinlerinin western blot gérintileri. Uzerindeki sayisal degerler kontrole gore
ekspresyon miktarlarini kat miktarini gostermektedir.

EGFR tiim zaman araliklarinda kontrole gore ekspresyon diizeyinde anlamli bir

degisiklik olmadi. 24.saatte aktivasyondan kaynaklanan bir azalma gordik. Ancak p-
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EGFR ekspresyon diizeyleri 48. Saatte 1,66 kat arttt. MEK1/2 ve p-MEKZ1/2 proteinlerin
ekspresyon diizeyleri tim zaman araliklarinda incelendiginde ylksek olan seviyelerinde
%10 ila %20’lik degisim gorildi.

ERK 1/2 tiim zaman araliklarinda kontrole gore ekspresyon 48. saatte diizeyinde
degisiklik yokken 24. saatte %17 lik bir azalma bulundu. Diger taraftan p-ERK1/2 SA ile
24 ve 48.saatte kontrole gore ekspresyon diizeyi sirasiyla 5,35 ve 7,85 kat arttigin1 bulduk.
p38 proteini SA ile 24 ve 48 .saatte kontrole kiyasla ekspresyon diizeyi sirasiyla 1,64 ve
1,61 katina ¢ikti. p-p38 proteini ise 24 ve 48.saatte kontrole gore ekspresyon duzeyi
sirastyla 1,3 ve 1,4 katina ¢ikti. p21 proteini SA ile 48. saatte ekspresyon duzeyi 1,44
kattir.

SA’nin 10 uM’lik dozu ile A375 hiicrelerine kisa sureli inkiibasyonda GAPDH
proteini Uzerine etkisi olmadigimi gosterdik (Sekil 4.8). Bu yiizden kisa siireli

inkibasyonlardan normalizasyon GAPDH proteinine gore yapildi.

Sapienik Asit
li 10 uM —|
< & ro"’& & & &
N X %
4.00 Q(’ Q‘; N q"’ '5%
GAPDH-A375
140 1
120 A
;\; 100 4
&
S 80
_@
°
£ 60 4
=
=l
)
= 40 -
a
: 20 4
&)
0 -
Kontrol 0 Saat 0,5 Saat 1 Saat
10 pM

Sekil 4.8 Sapienik asidin 10 uM’lik dozu ile A375 hiicrelerine GAPDH proteini iizerine etkisi.

10 uM’lik dozu ile A375 hiicrelerine kisa siireli inkilbasyonda EGFR proteinin

aktivasyonu iizerindeki etkileri kontrole gore bir miktar diistl (Sekil 4.9)

45



Sapienik Asit

|— 10 uM —I

175 kDa

- [ .

EGFR AKTIVASYON-A375

1,6 -
g

= 1,4
g

g 1,2
2

x 1
<

= 0,8 1
g

_d- 096 T
]

E 0,4 -
QO

= 0,2 -
2

0 4

Kontrol 0 Saat 0,5 Saat 1 Saat 2 Saat 3 Saat
10 pM

Sekil 4.9 Sapienik asidin 10 uM’lik dozu ile A375 hiicrelerine EGFR proteini aktivasyonu {izerine etkisi.

SA’nin etkisi ile EGFR aktivasyonu kontrole gore 0. dakikada bir miktar diisti.
Ancak 30 dakikada aktivasyon diizeyi artt1. 1. saatte aktivasyon diizeyi 30. dakikaya gore
bir miktar azalirken 2. saatte kontrole gore bir miktar artt1. 3. saatte bir 6nceki zaman
araligina gore bir miktar diistii.

10 uM’lik SA dozu ile A375 hiicrelerine kisa siireli inkiibasyonda p38 proteinin
aktivasyonu 0. dakikada kontrole gore 5,86 kat artti. Ancak 0. dakikadan 3.saate kadar
aktivasyon kademeli olarak azaldi. 3. saatte p38 aktivasyonu 2. Saate gore 2.76 kat artt1
(Sekil 4.10).
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Sapienik Asit
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Sekil 4.10 Sapienik asidin 10 uM’lik dozu ile A375 hiicrelerine p38 proteini aktivasyonu iizerine etkisi.
SA’nin 10 uM’lik dozu ile A375 hiicrelerine uzun sireli inkiibasyonda B-actin
proteini Uzerine etkisi olmadigini gosterdik (Sekil 4.11). Bu yiizden uzun sureli

inklibasyonlardan normalizasyon B-actin proteinine gore yapildi.
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Sapienik Asit
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Sekil 4.11 Sapienik asidin 10 uM’lik dozu ile A375 hiicrelerine 24 ve 48 saatte B-actin proteini Uzerine
etkisi.
SA’nin 10 uM’lik dozu ile A375 hiicrelerine uzun siireli inkiibasyonda EGFR

proteini aktivasyonu lizerindeki etkisi 24. saatte bir miktar artt1. 48. saatte ise yaklasik

olarak iki kat arttirdigini gosterdik. (Sekil 4.12).
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Sapienik Asit
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Sekil 4.12 Sapienik asidin 10 uM’lik dozu ile A375 hiicrelerine 24 ve 48 saatte EGFR proteini aktivasyonu
Uzerine etkisi.

SA’nin 10 uM’lik dozu ile A375 hiicrelerine uzun sureli inkibasyonda MEK
proteini aktivasyonu degistirmedigini gosterdik (Sekil 4.13). Ancak aktivasyon
diizeyinde kontrole gore 24. saatte ve 48. saatte anlamli degisiklik gormedik. Zaten bu

hiicre hatt1 yiiksek MEK aktivasyonuna sahipti.
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Sapienik Asit
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Sekil 4.13 Sapienik asidin 10 pM’lik dozu ile A375 hiicrelerine 24 ve 48 saatte MEK proteini aktivasyonu
Uzerine etkisi.

SA’nin 10 pM’lik dozu ile A375 hiicrelerine uzun siireli inkiibasyonda ERK
proteini aktivasyonu 24. saatte kontrole gore yaklasik 6 kat artti. 48. Saatte ise kontrole
gore yaklasik olarak 7 kat arttigin1 gosterdik (Sekil 4.14).
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Sapienik Asit
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Sekil 4.14 Sapienik asidin 10 uM’lik dozu ile A375 hiicrelerine 24 ve 48 saatte ERK proteini aktivasyonu
Uzerine etkisi.

SA’nin 10 uM’lik dozu ile A375 hiicrelerine uzun sureli inkiibasyonda p-38
proteini aktivasyonu kontrole gore 24. saatte bir miktar azaldigini gosterdik. p-38 protein
aktivasyonu 48. saatte ise 24. saate gore bir miktar artt1 ama yine kontrole gore anlaml
bir azalma vardi (Sekil 4.15).
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Sapienik Asit
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Sekil 4.15 Sapienik asidin 10 uM’lik dozu ile A375 hiicrelerine 24 ve 48 saatte p38 proteini aktivasyonu
Uzerine etkisi.

SA’nin 10 uM’lik dozu ile A375 hiicrelerine uzun sireli inkiibasyonda p-21
proteini 24. saatte 1,3 kat ve 48. saatte 1,7 kat arttigin1 gosterdik (Sekil 4.16). p21°in
ekspresyon seviyelerinin yiikselmesi birgok hiicrede intrinsik apoptozisin uyarildigi

anlamina gelmektedir.
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Sapienik Asit

1M —

p21 21 kDa

p21-A375
200 -

180
160
140
120 1
100
80 -
60 -
40 -
20

p21/B-Actin (Kontrol'e gore %)

Kontrol 24 Saat 48 Saat

Sekil 4.16 Sapienik asidin 10 pM’lik dozu ile A375 hiicrelerine 24 ve 48 saatte p21 proteini {izerine etkisi.

4.4. Lipid Peroksidasyon Bulgular:

SA’nin 10 pM’lik dozu ile A375 hiicrelerine kisa siireli inkiibasyonda MDA
seviyelerini gosterdik (Sekil 4.17). Tiim zaman araliklarinda MDA diizeyi kontrole gore
azalmistir. SA’nin ilk anlarindan itibaren %60 daha sonrasinda %20’lere varan bir azalma
gordiik. Diger taraftan kontrole gore azalmig MDA diizeyi 1.saatten sonra 5 ve 30.
dakikaya gore artmistir. SA ile birlikte lipit peroksidasyon trtini MDA dizeyi 3. saate
kadar artmaya devam etmistir. Ancak hangi saatte olursa olsun kontrole gore diisiik
oldugunu bulduk. Bu da SA’nin hiicrelerde bir antioksidan olarak gorev aldigini ve daha

sonrasinda ise hiicreyi strese soktugunu goésterebilir.
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Sekil 4.17 Sapienik asidin 10 uM’lik dozu ile A375 hiicrelerine 0-3 saat inkiibasyonlarina MDA diizeyleri
Uzerine etkisi.

SA’nin 10 uM’lik dozu ile A375 hiicrelerine uzun siireli inkiibasyonda MDA
seviyelerini gosterdik (Sekil 4.18). MDA diizeyleri kontrole gore 24. saatte 3.5 kat
artmistir. Ancak 48. saatte MDA diizeyi kontrol ile ayn1 seviyelere diismiistiir.

MDA
400

P - T .~ T 7Y T
o g o O o O
o o o o o o

MDA % degisim kontrole goére
(3]
o

Kontrol 24.saat 48.saat

o

Sekil 4.18 Sapienik asidin 10 pM’lik dozu ile A375 hiicrelerine 24-48 saat inkiibasyonlarina MDA
duzeyleri Gizerine etkisi.

4.5. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi Bulgular:

Onemli bir antioksidan enzim olan SOD’un aktivitesini gdzleyebilmek igin
SA’nin 10 uM’lik dozu ile A375 hiicrelerine kisa stirede (5 dakika-3 saat) ve uzun vadede
(24-48 saat) inkiibasyonlar yapildi. Kisa siireli inkiibasyonda SOD aktivite seviyelerini
gosterdik (Sekil 4.19). SOD aktivitesi kontrole gore 5. ve 30. dakikada artti. Ancak 1.
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saatte SOD aktivitesi azaldi. Yukarida sekil 4.17°de gosterildigi gibi 2.saatte MDA
diizeyindeki artis sebebiyle dolayli olarak ROS seviyelerinin yiikseldigi gosterildi. SOD
aktivite duzeyi 1. saate gore 3. saatte azaldi. Ancak 2. saatte ROS seviyelerinin artmasina

ragmen SOD aktivite diizeyi kontrole yaklasti.
SOD AKTIVITE

1,6

14

1.2

1
0,8
0
0
0

0

Kontrol 30.dk 1.saat 2.saat J.saat

o

SOD Aktivite kat kontrol
S

~

Sekil 4.19 Sapienik asidin 10 pM’lik dozu ile A375 hiicrelerine 0-3 saat inkiibasyonlarina SOD aktivitesi
uzerine etkisi.

SA’nin 10 uM’lik dozu ile A375 hiicrelerine uzun sureli inkibasyonda SOD
aktivite seviyelerini gosterdik (Sekil 4.20). Tiim zaman araliklarinda kontrole gére SOD
aktivite diizeyi artmistir. SOD aktivite diizeyi kontrole gore 24.saatte 2 kat artarken 48.
saatte 12 kat artt1.
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Sekil 4.20 Sapienik asidin 10 uM’lik dozu ile A375 hiicrelerine 0-3 saat inkiibasyonlarina SOD aktivitesi
Uzerine etkisi.

Ayrica hiicrelerdeki MDA ve SOD verilerini oranlayarak oksidatif stres indeksi
(OSI)’yi hesapladik. SA’nin 10 pM’hik dozu ile A375 hiicrelerine kisa siireli
inkiibasyonda OSI degerleri verildi (Sekil 4.21). SA kisa siireli inkiibasyonlarmn bagindan
itibaren oksidatif stresi azaltic1 bir etki ile %80 azalttigin1 gosterdik. ilerleyen saatlerde
Ozellikle 3. saatte hiicrenin oksidatif stres indeksinin %20 oraninda arttigini belirledik.
Sonug olarak SA hiicrenin redoks dengesini bozdugu goriilebilir.

Oksidatif Stres indeksi
(MDA/SOD)
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Sekil 4.21 Sapienik asidin 10 uM’lik dozu ile A375 hiicrelerine 0-3 saat inkiibasyonlarinin OSi’ye etkisi

SA uzun siireli inkiibasyonlarin basindan itibaren oksidatif stresi arttirici bir etki

ile 24. saatte %70 arttigin1 gosterdik. 48. saatte ise hiicrenin oksidatif stres indeksinin
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%10’lara kadar dustiigiinii belirledik. Ancak bu seferde hiicre apoptozis indiiklenmis
oldu. Sonug olarak 24. ve 48. saatte SA hiicrenin redoks dengesini bozdugu goriilebilir.

Oksidatif Stres indeksi
(MDA/SOD)
180

160
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100
80
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40
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0Si Kontrole gore

[ ]
Kontrol 24 saat 48.saat

Sekil 4.22 Sapienik asidin 10 uM’lik dozu ile A375 hiicrelerine 24-48 saat inkiibasyonlarinin OSI’ye etkisi
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5. TARTISMA

Melanom, cilde rengini veren melanin pigmentini Ureten melanosit hiicrelerinin
kontrolsiiz ¢ogalmasi sonucu olusan bir kanser tipidir. Genetik, yapisal ve cevresel
faktorlerin etkisi ile aktive olmaktadir. Kutan6z melanom insidansi diinya ¢apinda her yil
artmakta olup malign melanom vakalarinin %90'mmdan fazlasint olusturmaktadir. UV
radyasyonu kutanéz melanom gelisiminde rol oynayan ana gevresel faktordiir. Bu sebeple
melanom, diinya ¢apinda en ¢ok artis1 beklenen kanser tiirlerinden biridir (20, 131).

Lipidler hiicre zarinin temel bilesenleri arasindadir ve hiicrede birgok biyolojik
rolii tistlenen 100.000°den fazla biyoaktif lipid tanimlanmistir. Lipidler hiicre zarinda
esneklik, plastisite ve dis etkenlere karsi koruyucu gorevleri bulunmaktadir. Ayni
zamanda enerji depolama ve sinyal iletimi gibi rolleri vardir. Hastalik patolojisinde ve
molekiiler = mekanizmalarin  diizenlenmesinde ~ sinyal = molekiilleri ~ olarak
gosterilmektedirler. Giiniimiizde artan aragtirmalar 1s18inda biyoaktif lipidlerin 6nemi
artmistir (132). Membran lipidlerinin hticre sinyal iletiminde ikincil haberciler olarak
hareket ettigi bilinmektedir. Hem hiicre zarindaki proteinlerin aktivitelerini hem de hiicre
zarindaki miktarlarindaki  degisimleri sebebiyle hiicreler aras1 haberlesmeyi
etkilemektedirler.

Son yillardaki aragtirmalarda lipidlerin hiicre sinyallesmesi sirasinda integral
membran reseptor sinyalinin diizenlenmesinde 6nemi vurgulanmistir. Hicre yizeyi
reseptOrlerinin ligand etkilesiminden enzimatik kaskadlarin hiicre i¢i diizenlenmesine
kadar gesitli fonksiyonel gorevleri mevcuttur (133). Tim bunlar g6z 6niine alindiginda
biyoaktif lipidlerin hiicre igi yolaklar1 etkilemesi beklenmektedir. Lipidlerin yapisinda
bulunan yag asitleri tiirevleri hiicre i¢i sinyal iletiminde rol oynamaktadir. Lipid
metabolizmasi hiicrenin ¢ogalma, farklilagma, biiylime, hayatta kalma, apoptozis, hareket
ve zar homeostazinin diizenlenmesi gibi bir¢ok biyolojik olayda gorevler listlenmektedir.
Kanser hiicrelerinde yag asidi metabolizmasinda yag asitlerinin eksojen olarak alimini da
kolaylastirmak i¢in hiicre i¢i regiilasyonlar mevcuttur (134). Burada lipidlerin hicredeki
kanser prognozunda zit yondeki gorevlerini de géz 6niinde bulundurduk. Hem ¢ogalma
ve hayatta kalma hem apoptozis gibi farkli durumlari iistlenmektedir. Apoptozis ile iliskili
olarak mitokondriyal membranin gegirgenligi dogrudan lipid metabolizmast ile iligkilidir.
Yag asitleri farkli hiicre tiplerinde apoptozu indiikleyebilir. Literatiirde uzun zincirli yag
asitleri endoplazmik retikulum (ER) stresini indiikledigi ve JNK’y1 aktive ettigi

belirtilmistir. Diger yandan hayatta kalma, proliferasyon ve metastatik siire¢ler icinde yag
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asitlerinin artan lipit biyosentezini gerektirmektedir. Lipit katabolizmasi da kanser
metastazini diizenlemek i¢in sinyal molekiilleri olarak hareket eden biyoaktif molekuller
uretir (43, 135). Calismada yag asidinin cilt kanseri hiicre hattindaki bu iki yonlii etkisine
arastirmaylr amagcladik. Dolayisiyla, hiicre i¢i sinyal yolagindaki proteinlerin
aktivasyonlari, ekspresyon diizeyleri ve hiicredeki sitotoksik etkilerine odaklandik.

Yag asitlerinin bir¢ok kanser tiiriindeki etkileri iizerine ¢alismalar yapilmistir.
Literatirde daha c¢ok PUFA’larin kanser ve anti-kanser &zellikleri (zerinde
durulmaktadir. Meme kanseri hiicre hatlari tizerinde (MDA-MB-231 ve MCF-7) omega-
3 yag asidi olan PUFA’ lar farkli dozlarda verilmistir. Mevcut bilgilere gore n-3
PUFA’nin dogrudan proliferasyonu inhibe edici etkilere sahip oldugunu gostermektedir
(136). Ancak MUFA’larin dnemi son zamanlarda vurgulanmaya baslanmistir. Ayrica,
literatiirdeki baska bir ¢aligmada zeytinyaginda bulunan bir MUFA olan oleik asitin (OA)
MCF-7 kanser hucrelerinde anti-proliferatif etkileri oldugu belirtilmistir (137).

MUPFA’larin anti-timorojenik etkilerinin yani sira kanser hiicrelerinin proliferatif
ve metastatik etkilerini arttirdigi yonde yapilan ¢alismalarda bulunmaktadir. Literatirde
kanserin genellikle 18 karbonlu bir MUFA olan OA ile tedavi segenekleri diger MUFA
cesitlerine gore ¢ogunluktadir. Diger taraftan, ylksek metastatik karaktere sahip meme
ve mide kanserinde maligniteyi destekleyen faktdrlerden biri olan AMP ile aktive olan
protein kinazin (AMPK) OA ile kullanim1 yag asidi oksidasyonunu arttirmasiyla kanser
hicrelerinin proliferasyonunu ve metastazini desteklemistir (138). Xiang ve ark. yaptigi
baska bir ¢alismada mide kanser hiicre hatti, adipositler ile ortak kiltlre edilmistir. Mide
kanser hiicre hattinda yiiksek miktarda OA biriktigi ve matriks metalloproteinazin-2’nin
artan ekspresyonu ile metastaz1 arttigi belirtilmistir. Eksojen olarak OA aliminin
PI3K/Akt sinyal yolaginin aktivasyonu ile metastazi destekleyebilecegini ifade edilmistir
(139).

Yiksek derecede malign olan prostat kanseri hiicre hatlarinda OA’in FFA
etkinligini arttirarak proliferatif etki yarattigi belirtilmistir. Ayrica PI3K/Akt sinyal
yolaginda Akt fosforilasyon seviyelerini arttirarak etki gostermistir (140). Yuksek
zeytinyag1 diyetinde ana lipit olan OA’in rahim agz1 kanserindeki etkisine bakilmistir.
Diyet bazli OA aliminda rahim agzi kanserinin karsinojenezini uyarilmistir ve ERK1/2
yolaginin aktivasyonunu indiikledigi belirtilmistir (141).

Literatiirde MUFA’larin kanser hiicre hatlarinin hiicre i¢i yolaklarini nasil
etkiledigi ile ilgili daha fazla c¢aligma yapilmalidir. Calismamiz genel olarak

faydalarindan bahsedilen yag asitlerinin kanser yolaklarini belli dozlarda ne yonde
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etkiledigi ile ilgili bilgi edinmemize yardimci olmustur. Diger ¢alismalardan farkli olarak
literattirdeki yeri oldukga az olan cilt sebumunun dogal yapisinda iiretilen SA” nin malign
melanoma hiicre hattinda incelenmesi dogru bilinen yanliglarin Oniine gegilmesi
acisindan 6nemlidir. Kutandz melanom, malign oldukca agresif karakterde olup A375
hiicre hatt1 bu siifa girmektedir (29). Bu sebeple ¢alismamizi agresif cilt kanseri olan
A375 hiicre hattinda gerceklestirdik. Literatirde melanom hiicre hatti ve MAPK
yolaginda SA ile ilgili bir caligma bulunmamaktadir.

Calismamizda SA’nin A375 hiicre hattinda sitotoksik etkisini MTT ile belirleyip
hlcrelerin I1Cso degerini hesapladik. Diisiik doz araliginda bile MAPK yolagini ne sekilde
etkiledigini belirlemek i¢in bir doz cetveli olusturduk. Bu doz cetveli 1Cso degerini
bulmamiza ve en kii¢lik doz araliginda A375 hiicre hatti iizerindeki etkilerini gérmemiz
acisindan fayda sagladi. Sitotoksik etkisi 24 ve 48 saat igin ICso degeri sirasiyla 245,1 ve
132,7 uM’ dir (Sekil 4.1 ve 4.2). Artan doz araliginda hiicre zarinda degisim ve
sitotoksisitenin etkisiyle hiicre Sliimiiniin arttig1 goriildi. Bir MUFA olan SA’nin OA gibi
melanoma hiicrelerinde proliferatif etkisi olmadigi ve sitotoksik oldugu belirlendi.

Calismamizda SA’ in diisiik fizyolojik dozlarinda hiicrenin MAPK yolagina olan
etkilerini gérmeyi amagladik. EGFR, p-EGFR, p-38, p-p38, ERK 1/2, p-ERK1/2, MEK
1/2, p-MEK1/2 ve p21 proteinlerinin ekspresyon diizeyleri western blot yontemi ile
belirlendi. Sekil 4.6’da gosterildigi gibi kisa siireli inkiibasyonlarda degerlendirdigimiz
proteinlerin ekspresyon seviyelerinin kat miktarlar1 gosterildi. Iki bin yirmi bir yilinda
yayinlanan bir ¢alismada, MUFA olan OA’nin A375 hiicre hattinda farkli doz (100 ve
200 uM) araliklarinda ERK1/2 aktivasyonunu azalttig1 gésterilmistir. Bu ¢alismada bagka
bir melanom hiicre hatt1 olan MNTI ile karsilagtirilmistir. Bu hiicre hattinda ERK
ekspresyonu azalmis olmasina ragmen aktivitesinin arttigi goriilmiis ama canlilik
degismemistir  (142). Calismamizda SA’ mnin  A375 hiicre hattinda ERKI1/2
aktivasyonunun yaklasik 7,5 kat arttigi bulundu. ERK aktivasyonu hiicre canlilig: ile
iliskilendirilmis olsa da dengesiz ve kontrolsiz ERK1/2 aktivasyonunun apoptozisi
uyardig1 gosterilmistir (143). Calismamizda, disiik dozda (10 uM) SA’in A375 hiicre
hattinda ERK1/2 aktivasyonu iizerinde etkisi yiiksek dozda uygulanan bagka bir MUFA
ile karsilastirildiginda ylksek bir biyoaktif lipit 6zelligine sahip oldugunu godstermis
olduk.

EGFR ve p-EGFR’ nin ekspresyon diizeylerine kisa ve uzun sireli
inklibasyonlarda bakildi. EGFR’ nin aktivasyonu kisa slirede dnemli 6l¢iide degisiklik

gostermedigini ancak, uzun surede EGFR aktivasyonun zaman araliklarinda
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karsilastirildiginda 2 kat arttigi gozlendi. Bu durumda SA’nin A375 hiicre hattinda uzun
stireli inkiibasyonda EGFR tizerinde etkisi oldugu gosterildi. Melanomda %70-80 B-Raf
mutasyonu goriilmektedir. EGFR’nin  MAPK yolagi tizerinden indiklenmesi
muhtemeldir (106). Bu yizden EGFR aktivasyonu ERK1/2 aktivasyonu ve p-38 ve p-p38
ekspresyon diizeylerinin artisiyla iliskilendirilebilir. p38 ve p-p38 ekspresyon diizeyleri
kisa ve uzun sureli etkilerinde 6nemli 6l¢iide degisiklikler goriildld. SA’nin p-38
aktivasyonu tizerinde etkisi kisa siirede incelendiginde 0. dakikada hizli bir artis oldugu
goruldi. Ancak zamana bagli olarak azalma egilimi gostermektedir. p38 aktivasyonunun
24. saatteki etkisine bakildiginda ise kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir %20°’lik
azalma goruldu. p38 aktivasyonunun azalmasi ile melanosit apoptozisinin uyarildig: daha
onceki c¢alismalarda da gosterilmistir (144). Diger taraftan baska bir ¢alismada, B-RAF
inhibitorleri ile muamele edilen A375 hiicre hattinda 48 saat sonunda p38 aktivasyonun
arttigr gosterilmistir (145). Bir baska calismada melanom hiicre hattinda p38/MK2
yolunun inhibe edilmesi sonucu vaskiiler invazyonun onlendigi gosterilmistir. MK2
inhibitorler ile 28 glinliik inkiibasyon streleri sonunda p38 ve p-p38 ekspresyon diizeyleri
incelenmis ve p38 aktivasyonun azaldigi bulunmustur. p38 kot prognozla
iligkilendirilmis ve p38 aktivasyonunun dolayli olarak azalmasi vaskiiler invazyonu
azalttigr belirtilmistir (146). Burada, sekil 2.9°da bahsedildigi gibi p38/MAPK’m
tiimdrijenezde ikili rolii literatiirdeki calismalarla da desteklenmektedir.

Kutantz melanom artan p21 ekspresyonu ile iligkilendirilmektedir (147). Yapilan
calismalarda, primer melanomlarda ve metastatik neviislerde p21 seviyelerinin diisiik
oldugu bildirilmistir. p21, melanom ilerlemesinde 6nemli bir rol oynayabilir. Ancak
mekanizmalar heniiz tam olarak aydinlatilamamustir (148). Calismamizda, SA ile kisa
streli inkibasyonunda 3. saatte p21 proteininin ekspresyon diizeyi 2 kat, uzun sureli
inkiibasyonunda ise yaklagik 1,5 kat artti. Dolayisiyla p21 proteininin ekspresyonu
apoptozis ile iligskilendirilebilecegini gostermektedir. SA’nin A375 hiicre hatti ile kisa
stireli inkiibasyonunda EGFR’de anlamli 6lgiide degisiklik goriilmedi. Bu sebeple
ERK1/2 ve MEKI1/2 ‘de kisa siireli inkiibasyon numunelerinde protein analizi
yapilmayip, uzun siireli etkileri degerlendirdi. Caligmamizda SA’nin uzun sireli
inkiibasyonlar1 (Grup 2) sonucunda MEK1/2’nin aktivasyonun degismedigi gosterildi.
MEK1/2-ERK1/2  kaskadin  aktivasyonu melanom olusumunun  %50’sinde
gorulmektedir. Ancak hiperaktivasyonu ile anti-proliferatif etkisi ile cift yonli
mekanizmasi oldugu vurgulanmaktadir. Giincel bir ¢aligmada melanom hiicre hattinda

anti-tmaorojenik etkili dogal bir bilesik olan Tubeimoside-1’in MEK1/2-ERK1/2
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kaskadmin hiperaktivesi ile hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (149).
Diger bir ¢calismada anti-tumaorojenik ilag, A375 melanom hiicre hattinda farkli dozlarda
48 saat inkubasyon sonucunda MEKZ1/2-ERK1/2 kaskadini baskilayarak hiicre
proliferasyonunu ve metastazi inhibe etmistir. MEK1/2 ve p-MEKZ1/2 protein ekspresyon
dizeyleri western blot yontemi ile kantitatif olarak degerlendirildiginde MEK1/2
aktivasyonun 48 saat sonunda azaldigi belirtilmistir (150). Sonuglarimiza gére de SA’in,
MEK1/2-ERK1/2 hiperaktivasyonuna neden olarak melanoma hiicrelerinin canliligini
azalttig1 ve apoptozise ugramasina neden oldugu goérulmektedir.

Literatiirde, terapotik ilaglarin ve hedeflerin farkli siire ve dozlarda degisen
etkilerini gosteren c¢aligmalar bulunmaktadir. MAPK yolagindaki proteinlerin
aktivasyonu veya inhibisyonun iki yonlii sonuglar1 oldugu belirtilmistir. Calismamizda,
SA’in yiiksek doz (250-1000 pM) araliginda uygulanmasmin A375 hicrelerinin 6lim
ile sonuglandigi gosterildi. Ancak, yiksek doz ve ICso degeri disinda diisiik dozlarda da
SA’in A375 hiicre hattinda MAPK yolagindaki proteinlerin ekspresyon diizeylerinde ve
aktivasyonlarindaki degisimleri konusunda anlamli sonuglara ulasilda.

Yag asitlerinin oksidasyonu, artan mitokondriyal ROS iiretiminin kaynagidir.
ROS, diisiik seviyelerde bir sinyal molekilu iken yiiksek seviyelerde organellere,
Ozellikle de mitokondriye zarar verebilmektedir. Lipit peroksidasyonu toksisitesi hem
zincir uzunlugu hem de doymamuslik derecesi ile ilgilidir. Zincir ne kadar uzunsa ve
doymamigsa peroksidasyona 0 derece duyarlidir. Lipit peroksidasyonu sonucu zincirleme
ROS olusturularak ERK ve JNK aktive edilir (135). Calismamizda, SA’nin 10 pM’lik
dozu ile A375 hiicrelerine kisa siireli inkiibasyonda MDA seviyeleri ilk basta (5 dakika)
azalirken 2.saatte artmaya baslamigtir. SOD seviyeleri 1.saate gore 2.saatte artmakta olup
buna ragmen MDA seviyesi 3.saate kadar artmaya devam etmektedir (sekil 4.19). SA’in
artan SOD seviyesine ragmen MDA seviyeleri ylikseldigi goriildi. Bu da SA’in lipit
peroksidasyonu disinda hiicre i¢indeki yag asidi metabolizmasini etkilemesi sonucu
baska yag asitlerine ddniisebilme ihtimalini diisiindiirmektedir. Uretilen yag asitlerinin
hiicre stresini arttirmasi beklenebilir. Bunun disinda baska hiicre mekanizmalarini
etkileyerek hiicre homeostazinin bozulmasina yol agabilecegi diisiiniilebilir. Bu
ihtimallerin dogrulanabilmesi i¢in daha genis kapsamli arastirmalar gerekmektedir.
SOD, SA’dan kaynaklanan lipid peroksidasyonu sonucu olugsan ROS {iriinlerini ilk basta
etkisiz hale getirmektedir. Uzun sireli inkiibasyonda ise kontrole gbre 24.saatte MDA
seviyelerinin 3,5 kat artmasi geri doniilemez bir oksidatif hasara neden olarak SOD

aktivitesini 2 kat arttirdigi belirlenmistir. MDA seviyesi 48.saatte kontrol diizeyine
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inmistir. SOD seviyeleri ise 24.saatte gore SOD seviyesi 48.saatte yaklasik 6 Kkat
arttirmistir. OSI oranlarina bakildiginda 48.saatte kontrole gore yaklasik %80 oraninda
distiigii gosterilmistir. Bu sonuglara gore 24.saate gore 48.saatte MDA’nin 3,5 kat
azalmasi ve SOD diizeylerinin 6 kat artmasi SA’nin oksidatif strese etkileri oldugunu
gostermektedir. SA’nin kisa vadede hiicre i¢i oksidatif stresi arttirdigi ancak, uzun vadede

antioksidan olarak ya da SOD aktivitesini arttirici etkileri oldugu diisiiniilebilir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu calisma, SA’in MM hiicrelerinde; MAPK yolag1 ve bu yolakla iliskilendirilmis

spesifik proteinler Gzerindeki etkilerini incelemek; lipit peroksidasyon rini MDA ve

SOD

dizeylerindeki degisiklikleri sonucu oksidatif stres ve antioksidan etkilerini

incelemek amaciyla yapilmistir.

1)

2)

3)

4)

5)

6)
7)

8)

SA’nin cilt kanseri hiicrelerindeki sitotoksik etkisi, MTT deneyi ile belirlendi.
MTT sonuglarina gore 24 ve 48 saat i¢in hiicrelerin %50’sini inhibe doz (ICsp)
sirastyla 245,1 ve 132,7 uM’dir.

Sitotoksisite ¢aligmalarinda 10 uM SA dozunun 50 uM dozuna kadar olan doz
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi. Calismada amacimiz
diisiik fizyolojik dozlarda hiicrenin MAPK yolagina olan etkilerini gérmek
istedik. Dolayisiyla bundan sonraki deneylerde 10 uM SA dozu kullanilmistir.
SA’nin kisa ve uzun vadedeki etkilerini gozlemlemek i¢in iki grup olarak ayirildi
ve farkli zaman araliklarinda 10uM dozda inkiibasyonlari yapildi. Western blot
yontemi ile MAPK yolagindaki segtigimiz spesifik proteinlerin ekspresyon ve
aktivasyon dizeyleri 6lculdu.

Bunun sonucunda kisa vadede EGFR ve p-EGFR tiim zaman araliklarinda
kontrole gore ekspresyon diizeyinde degisiklik olmadi. EGFR proteinin
aktivasyonu tzerindeki etkileri kontrole gore bir miktar distii.

p38 proteini 0. dakikadan itibaren kontrole gore ekspresyon diizeyinde artis
goriildi. 3. saatte kontrole gore ekspresyon diizeyi yaklagik 2 katina ¢ikti. p38
proteinin aktivasyonu 0. dakikada kontrole gore 5,86 kat artt1. Ancak 0. dakikadan
3.saate kadar aktivasyon kademeli olarak azaldi. 3. saatte p-p38 aktivasyonu 2.
Saate gore 2.76 kat artt1.

Kisa slirede p21 proteini SA ile 3. saatte ekspresyon diizeyi 2 katina ¢ikmustir.
Uzun slrede ise EGFR tiim zaman araliklarinda kontrole gore ekspresyon
diizeyinde anlamli bir degisiklik olmadi. 24.saatte aktivasyondan kaynaklanan bir
azalma gordik. Ancak p-EGFR ekspresyon diizeyleri 48. Saatte 1,66 kat artt.
EGFR proteini aktivasyonu iizerindeki etkisi 24. saatte bir miktar artt1. 48. saatte
ise yaklasik olarak iki kat arttirdigini gosterdik.

MEKZ1/2 ve p-MEK1/2 proteinlerin ekspresyon diizeyleri tiim zaman araliklarinda
incelendiginde yiiksek olan seviyelerinde %10 ila %20’lik degisim goriildii. ERK
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1/2 tim zaman araliklarinda kontrole gbre ekspresyon diizeyinde 48. saatte
degisiklik yokken 24. saatte %17’lik bir azalma bulundu.

9) SA’nin 10 uM’lik dozu ile A375 hiicrelerine uzun siireli inkiibasyonda MEK
proteini aktivasyonu degistirmemistir. Bu hiicre hatt1 yilkksek MEK aktivasyonuna
sahip oldugundan elde ettigimiz sonugla uyumludur.

10) SA’nin 10 uM’lik dozu ile A375 hiicrelerine uzun siireli inkiibasyonda ERK
proteini aktivasyonu 24. saatte kontrole gore yaklasik 6 kat artt1. 48. saatte ise
kontrole gore yaklasik olarak 7 kat arttigin1 gosterdik. ERK’in hiperaktivasyon
oldugu gosterildi.

11) p-38 proteini SA ile 24 ve 48 .saatte kontrole kiyasla ekspresyon diizeyi sirasiyla
1,64 ve 1,61 katina ¢ikti. SA’nin 10 pM’lik dozu ile A375 hiicrelerine uzun stireli
inkibasyonda p-38 proteini aktivasyonu kontrole gore 24. saatte bir miktar
azaldigin1 gosterdik. p-38 protein aktivasyonu 48. saatte ise 24. saate gore bir
miktar artt1 ama yine kontrole gére anlamli bir azalma vardi.

12) p21 proteini SA ile 48. saatte ekspresyon diizeyi 1,44 kattir. p21’in ekspresyon
seviyelerinin ylikselmesi bircok hiicrede apoptozisin uyarildigi anlamina
gelmektedir.

13) SA’nin 10 uM’lik dozu ile A375 hiicrelerine kisa ve uzun siireli inkiibasyonda
MDA seviyeleri 6l¢iildii. Kisa siireli inkiibasyonun tiim zaman araliklarinda MDA
dizeyi kontrole gore azalmistir. SA’nin ilk anlarindan itibaren %60 daha
sonrasinda %?20’lere varan bir azalma goriildii. Kontrole gore azalmis MDA
diizeyi 1.saatten sonra 5 ve 30. dakikaya gore artmistir ve 3. saate kadar artmaya
devam etmistir. Tiim zaman araliklarinda kontrole gore diisiiktiir. Bu da SA’nin
hiicrelerde bir antioksidan olarak goérev aldigini1 ve daha sonrasinda ise hiicreyi
strese soktugunu gosterebilir.

14) SA’nin 10 uM’lik dozu ile A375 hiicrelerine uzun siireli inkiibasyonda MDA
seviyelerini kontrole gbre 24. saatte 3,5 kat artmistir. Ancak 48. saatte MDA
diizeyi kontrol ile ayn1 seviyelere diismiistiir.

15) SOD aktivitesi kontrole gore 5. ve 30. dakikada artti. Ancak 1. saatte SOD
aktivitesi azalmistir. SOD aktivite diizeyi 1. saate gore 3. saatte azaldi. Ancak 2.
saatte ROS seviyelerinin artmasina ragmen SOD aktivite diizeyi kontrole yaklasti.

16) Tim zaman araliklarinda kontrole gére SOD aktivite diizeyi artmigtir. SOD
aktivite dlizeyi kontrole gore 24. saatte 2 kat artarken 48. saatte 12 kat artt.
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17) Hiicrelerdeki MDA ve SOD verilerini oranlayarak oksidatif stres indeksi (OSI)
hesaplandi. SA’nin 10 uM’lik dozu ile A375 hiicrelerine OSI degerleri kisa siireli
inkiibasyonlarin basindan itibaren %80 azalmistir. Ilerleyen saatlerde 6zellikle 3.
saatte hiicrenin oksidatif stres indeksinin %20 oraninda artmaistir.

18) SA uzun siireli inkiibasyonlarin bagindan itibaren oksidatif stresi arttirict bir etki
ile 24. saatte %70 artmistir. 48. saatte ise hucrenin oksidatif stres indeksinin
%10’lara kadar diismiistiir.

Insan cilt sebumunda dogal olarak iiretilen SA’in cilt kanserindeki terapotik
etkilerini incelemek oldukca 6nemlidir. Calismamizda, SA’nin diisikk dozda (10 uM)
MAPK yolaginda gorev alan proteinlerinin ekspresyon ve aktivasyonunu anlamli dl¢iide
etkiledigi gosterildi. Bulgularimiz biitiiniiyle ele alindiginda, cilt kanserinde biyoaktif
lipitlerin kemoterapétik tedavisinde ¢ift yonlii yaklasimin 6nemli oldugu ve SA’nin
melanom tedavisi i¢in yeni ve umut verici bir strateji sunabilecegi diisiiniilebilir.

Aragtirmalarimizi destekleyen ¢alismalardan bazilari sunlar olabilir:

1) Lipit havuzu incelenebilir.

2) MAPK yolagindaki JNK kaskadina etkisine bakilabilir.

3) Farkli kanser yolaklardaki etkisi arastirilabilir.

4) Bazi membran reseptorlerin aktivasyon ve ekspresyonlarina bakilabilir.
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