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TURKCE OZET

Malign melanom (MM) tedavisinde mevcut terapotik yaklasimlarm ¢ogu,
meydana gelen mutasyonlar sonucu etkinligin devamliligi nedeniyle timor
hiicrelerinin asir1 proliferatif 6zellik sergilemesini saglayan MAPK yolagindaki etkin
kinazlarm inhibisyonunu hedefler ancak ne yazik ki hastalarda tedavi sonrasi ilaglara
kars1 direng olusmaktadir. Bu nedenle adjuvan olarak gelistirilebilecek yeni bitkisel
¢oziimler arastrmacilarm dikkatini ¢ekmektedir. Mevcut tez kapsaminda Inula
viscosa (IV) yapraklarindan elde edilen metanol ve su oOziitlerinin MM hiicre
hatlarinda (A2058 ve MeWo) ve normal fibroblast hiicreleri lizerindeki olasi
sitotoksik ve antiproliferatif etkilerinin in- vitro degerlendirilmesi hedeflenmistir.

Mevcut tez kapsaminda dncelikle IV nin taksonomik ve kromatografik analizi
yapilmis, antioksidan aktivitesi degerlendirilmistir. Bu analizleri takiben belirlenen
stire ve dozlarda 1V yapraklarindan elde edilen metanol ve su 6ziitlerinin A2058,
MeWo ve normal fibroblast hiicreleri tizerindeki antiproliferatif etkileri WST-1
analizi ile belirlenmistir. WST-1 bulgularina goére bir sonraki asamalara Inula
viscosa’nin metanol 6ziiti (IVM) ile devam edilme karar1 alinmistir. IVM’nin
apoptotik etkilerinin ve hiicre siklusu iizerindeki etkilerinin belirlenmesi icin
Annexin-V ve hiicre siklusu analizleri gerc¢eklestirilmistir. Hiicrelerde meydana gelen
morfolojik degisimler akridin oranj-etidyum bromiir (AO/EB) floresan boyamasi ile
gorlintiilenmistir. Son olarak IV’nin metanol o6ziitiiniin (IVM) hiicre hatlarinin
metastatik yeteneklerini nasil etkiledigini gozlemlemek igin yara iylesmesi testi
uygulanmaistir.

Elde edilen bulgulara goére IV ’nin metanol 6ziitliniin canlilig1 sirasiyla en fazla
MeWo, A2058 ve normal fibroblast hiicre hattinda inhibe ettigi tespit edilmistir.
Buna ilaveten IVM’nin MM ve normal fibroblast hiicre hatlarinda apoptotik 6liimii
indiikledigi belirlenmistir. Hiicrelerin genomik profillerindeki farkliliktan dolay1
IVM’nin uygulanan dozun miktarina baglh hiicrelerde olusturulan DNA hasarinin
hiicre dongiisiiniin farkli kontrol noktalarinda tespit edilebildigi 6ngdriilmiistiir. Son
olarak IVM’nin igerisinde ¢Oziindiigli varsayilan Dbilesenlerin literatiirdeki
bulgularma gore hiicrelerin metastatik 6zelligini ¢esitli genleri regiile etmek
vasitasiyla inhibe edebilecegi kanisina varilmastir.

Anahtar kelimeler: inula viscosa, A2058, MEWO, antiproliferatif
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INGILIZCE OZET

INVESTIGATING OF CYTOTOXIC AND ANTIPROLIFERATIVE EFFECTS OF METHANOL
AND WATER EXTRACTS OBTAINED FROM INULA VISCOSA ON MALIGNANT MELANOMA
CELL LINES

Most of the therapeutic approaches that are available in the treatment of
malignant melanoma (MM) target the inhibition of active kinases in the MAPK
pathway, which allows the tumor cells to exhibit excessive proliferative properties
due to the continuity of the activity resulting from mutations, but unfortunately
patients develop resistance to drugs after treatment. Therefore, new herbal solutions
that can be developed as adjuvants attract the attention of researchers. Within the
scope of the present thesis, it was aimed in vitro evaluation of possible cytotoxic and
antiproliferative effects of methanol and water extracts from Inula viscosa (IV)
leaves on MM cell lines (A2058 and MeWo) and normal fibroblast cells.

Firstly, taxonomic and chromatographic analysis of water and methanol extract
from IV leaves was performed and antioxidant activity was evaluated. Following
these analyzes, the antiproliferative effects of methanol and water extracts obtained
from IV leaves on A2058, MeWo and normal fibroblast cells were determined by
WST-1, According to WST-1 findings, it was decided to continue the next steps with
IVM. Annexin-V and cell cycle analyzes were performed for determination of
apoptotic effects and at which check point of cell cycle they are arrested.
Morphological changes in cells were visualized by inverted microscopy by
fluorescent staining of acridine orange-ethidium bromide. Finally, a wound healing
test was performed to observe how the methanol extract of 1V affects the metastatic
ability of these cell lines.

According to the findings, it was found that methanol extract of IV(IVM)
inhibits viability of in MeWo more then A2058 and least normal fibroblast cell lines,
respectively. In addition, the methanol extract of IV was found to induce apoptotic
death in MM and normal fibroblast cell lines. Due to the differences in the genomic
profiles of these cell lines, it is predicted that the DNA damage generated in the cells
due to the amount of dose of IV administered can be arrested at different check
points of the cell cycle. Finally, according to the literature findings it was concluded
that the components assumed to be dissolved in IVM may inhibit the metastatic
property of these cell lines by regulating various genes according to the literature
findings.

Keywords: Inula viscosa, A2058, MEWO, antiproliferative
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1. GIRIS

Melanom insidansi bir¢ok kanser ile kiyaslandiginda diisiik olmasina ragmen
son 50 yildir hizla artmaktadir. Malign Melanom (MM) deri kanserlerinin yaklagik
%1’ini olusturmasina ragmen en Olimciil olanidir. Kutandz melanom ise MM alt
tiplerinden en yaygin olamidir ve melanom vakalarinin yaklasik %90’ min1
olusturmaktadir (Ali ve ark., 2013). MM’un erken evrelerinde tespit edilmesi
durumunda %90’ {izerinde tedavi saglanabilirken, ileri evre melanom hastalarinda
5 yillik sag kalim orant %20’nin altindadir (Parlak ve ark., 2014). MM’un tedavi
limitasyonlar1; uygulanan tedavi yontemlerinde tiimor hiicrelerine olan spesifitesinin
eksikligi, kullanilan kimyasallari gastrointestinal sistemde ve deri iizerindeki zararh
etkileri ve buna ilaveten hedefe yonelik tedavi cesitleri dahil tedavilere karsi
olusturulan direngtir. Bu nedenle tedaviye karsi yeni yaklasimlarin arastirildigi
caligmalar MM’un giincel literatiir verilerini olusturmaktadir. Bu nedenle MM
tedavisine giincel ¢caligsmalar ile 151k tutulmaktadir.

Dogal iiriinler 1800’11 yillardan beri ilag gelistirilmesinde kullanilan 6nemli
kaynaklardir. Bitkisel bilesenlerin kanser tedavisinde kullanilmasi sadece alternatif
tipla smirh kalmamakta, aksine FDA onayi alan ilaglarin yaklasik %50’sini, kanser
tedavisinde kullanilan ajanlarin  ise yaklasik %70’in1 bitkisel bilesenler
olusturmaktadir. Dort mevsimin yasandigi, bitki cesidi agisindan zengin olan
iilkemizin dogal kaynaklar1 terapdtik ajanlarin bilim diinyasina katilmasinda bilim
insanlarma genis kapsamli bir katalog sunmaktadir.

Diinya genelinde yaklasik yiiz tiirii bulunan Inula cinsinin Tiirkiye cografik
sinirlar1 igerisinde yedisi endemik olmak {izere yirmi yedi tiirii bulunmaktadir. Inula
tirleri lizerine yapilan g¢aligmalarda iceriginin terpenik bilesikler, flavonoitler,
glukolipitler ve antranilik asitten olustugu saptanmustir. Igerigindeki bu bilesenlerden
dolay1 antiproliferatif, antitiimoral ve sitotoksik etkiler sergiliyor olmas1 bu bitkilerin
aragtirma konusu olarak degerlendirmeye alinmasi gerekliligini agiga ¢ikarmistir
(Bar-Shalom ve ark., 2019). Ulkemizde de farkli cografik bolgelerde yetisen Inula

viscosa’nin (IV) antitiimoral ve sitotoksik etkileri farkli kanser tiirlerinde bilimsel



caligmalar kapsaminda incelenmistir (Bar-Shalom ve ark., 2019; Danino ve ark.,
2009; Gokbulut, 2011; Konishi ve ark., 2002; Lee ve ark., 2010; Rozenblat ve ark.,
2009; Stojakowska ve ark., 2005; Zhao ve ark., 2006). Literatiirdeki bulgular IV
Oziitiniin hangi ¢oziicii kullanilarak elde edildigine ve hangi kosullarda hangi
hiicreye verildigine gore degismektedir. Mevcut bulgular arasinda MM kanseri ile
ilgili bulgulara sadece bir yayinda rastlanilmistir. Bu yayinda da IV 6ziitii birebir
verilmemis onun aksine igerigindeki bilesenlerden birkacinin sitotoksik etkisi farkli
MM hiicre hatlarinda degerlendirilmistir (Rozenblat ve ark., 2009).

Bu verilere dayanarak mevcut tez calismasinda, MM tedavisine yeni
yaklagimlar getirmek amaci ile IV nin iki farkli 6ziitiinin MM hiicre hatlar1 {izerine
antiproliferatif ve sitotoksik etkilerinin arastiriimasi hedeflenmistir. Tez galigmasi
kapsaminda Ege Bolgesi Manisa Akhisar Hask6y’den toplanan IV bitkisinin su ve
metanol dziitlerinin HPLC-DAD ydntemi ile kromatografik analizi gerceklestirilmis
ve antioksidan aktivitesi degerlendirilmistir. MM hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksik
etkileri WST-1 analizi ile degerlendirilmis olup su 6ziitiiniin antiproliferatif etkisinin
kontrol gurubu ve doz uygulanan gruplar arasinda anlamli bir farkliliga neden
olmamasmdan dolay1 diger analizlere Inula viscosa’nin metanol 6ziiti (IVM) ile
devam edilmistir. WST-1 analizi sonucu elde edilen verilerin desteklenmesi amaci ile
IVM’nin hiicre siklusu tizerindeki etkileri akim sitometrik Annexin V ve hiicre siklusu
analizleri ile degerlendirilmistir. Oziitin neden oldugu 6liim tipinin morfolojisinin
belirlenmesi igin ise akridin oranj-etidyum bromiir boyama yapilmistir. Bu analizleri
takiben IVM’nin yara iyilesmesi {izerine etkisi analiz edilmistir.

Mevcut tez c¢alismasinda; IVM ve IV’nin su Oziitiinin MM hiicre hatlar1
tizerindeki sitotoksik ve antiproliferatif etkileri ilk defa arastirilmistir. Tez ¢alismasi
sonucunda IV’nin metanol 6ziitiiniin MM hiicre hatlar {izerine sitotoksik etkisi sonucu

hiicrelerde apoptotik 6liim yolunun indiiklendigi gozlemlenmistir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Deri ve Melanosit

Insan viicudunun en biiyiik organi olan deri, ii¢ tabakadan olusur. Distan ice
dogru siralanacak olursa bunlar; yiizey ektoderminden gelisen epidermis,

mezengimden gelisen dermis ve subkutandir (Benitez ve Montans, 2017) (Sekil 1).

EPIDERMIS

%\ KollojenveElastin
= K Fibrilleri

Sekil 1. Derinin yapisi (Benitez ve Montans, 2017)

Subkutan doku c¢ogunlukla adiposit icerir. Orta kisimdaki dermis tabakasi
kollajen ve elastin gibi bag doku elemanlar: ile kan damarlar1 ve sinir aglarindan
olusmustur. Epidermis ise keratinosit ve dendritik hiicrelerden olusur. Epidermisin
tiim tabakalarinda bulunan dendritik langerhans hiicreleri hasarli derideki antijenlere
baglanarak immiin sistemi uyarmaktadirlar (Benitez ve Montans, 2017). Epidermisin
temel olarak 4 tabakasi vardir. Bunlar distan ige, stratum korneum, stratum lusidum,
stratum granulazum ve stratum germinativumdur (stratum spinozum ve stratum
bazale) (Yagi ve Yonei, 2018).

Insan viicudunda melanositler noral krest hiicrelerinden koken alir ve noral
krest hiicrelerinin migrasyon yetenekleri c¢ok yiiksektir. Embriyolojik gelisim
sirasinda farklilagir, ¢ogalarak ve go¢ ederek bir¢ok 6zel yap1 ve doku olusturmaya
devam eder (Mayor ve Theveneau, 2013). Melanositlerin noral krestten gelisiminin
asil  kontrolii ise MITF (microphthalmia-associated transcription factor)

transkripsiyon faktorii tarafindan gergeklestirilir ( Baxter ve ark., 2010).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4325379/#DEV106567C7
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Sekil 2. Melanosit Geligsimi (Mort ve ark., 2015)

Melanositler yalnizca epidermis ve sag¢ folikiillerinde bulunmakla kalmaz ayni
zamanda iriste, mukozada, kokleada, mezensefalonda ve diger dokularda bulunur
(Plonka ve ark., 2009) (Sekil 2). Melanositler, temel olarak melanin pigmenti
iretmekten sorumludurlar (Miller ve ark., 2006). Ten rengini belirleyen pigmentler;
melanin, hemoglobin (kirmizi), hemosiderin (kahverengi), karoten ve bilindir (sarr).
Bunlarmn arasinda sag¢ rengi ve deri renginin olusumunda kilit rol oynayan molekiil
ise melanindir (Yamaguchi ve Hearing, 2014). Melanin pigmentleri biyosentetik
yolaklarmma goére iki ana gruba ayrilabilir; dmelanin(koyu kahverengi ve siyah;
feomelanin (agik kahverengi, sar1 ve kirmizi) (Hearing 2011; Kondo ve Hearing,
2011; Simon ve ark., 2009). Omelanin ve Feomelanin melanozomlarda depo edilir ve
melanozomlar olgunlasma derecelerine bagli olarak dort agsamaya ayrilabilir. Erken
melanozomlar, 6zellikle evre I melanozomlar lizozomlara benzer; ge¢ melanozomlar
ise yapisal matriks ve olduk¢a yogun melanin birikintileri igerir (Yamaguchi ve
Hearing, 2014).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mort%20RL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25670789
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miller%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16822996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yamaguchi%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24789876
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hearing%20VJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24789876
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Epidermis:

Stratum comeum
Stratum granulosum
Stratum spinosum

Stratum germinativum
(Bazal Tabaics)

Melanositler

Sekil 3. Epidermis yapisinin semasi. Melanosit, bazal tabaka hiicreleri arasinda bulunur ve dendritik ¢ikintilarla
epidermal melanin Ginitesinde yaklasik 30-40 keratinosit ile E- ve P-cadherinler aracilig1 ile baglant: kurar (Cichorek ve ark.,
2013; Haas ve ark., 2005).

Melanositler; keratinosit ve dermal fibroblastlarla; salgilanan faktorler ve
hiicre-hiicre etkilesimleri sayesinde bag kurarlar (Yamaguchi ve ark., 2007). Bir
melanositin bircok epidermal keratinositle bag kurmak suretiyle olusturdugu yapiya
epidermal melanosit {initesi denir (Sekil 3). Keratinositler parakrin biiyiime faktorleri
ve hiicre-hiicre baglantilar1 araciligi ile melanositleri kontrol eder (Haas ve Herlyn,
2005; Lee, 2012). Melanositler ve keratinositler ayrica melanosit proliferasyonunu,
melanogenez olusumunu ve melanositik dendritlerin formasyonunu diizenleyen farkli
hormonlarin lokal kaynagidir (Sulaimon ve ark., 2003). Farklilasmis melanosit
dendritleri ve keratinositler arasindaki baglanti, cilt rengini belirleyen melaninin
keratinositlere aktarilmasi i¢in 6nemli oldugu kadar deri hiicrelerinin fotokorunmasi
islemiyle de iligkilidir (Cichorek ve ark., 2013; Haas ve ark., 2005).

Pigmentasyon farkliliklari, melanosit sayisindaki degisiklikten degil
melanozomlarin sayisindaki, biiyiikliiglindeki, bilesimindeki ve dagilimindaki

degiskenlikten kaynaklanabilir (Lin ve Fisher, 2007).

2.2. Melanogenez

Melanogenez melanin sentezinden sorumlu biyokimyasal bir yolaktir (Simon
ve ark., 2009). Melanin sentezinin ilk adimi, tirozini dihidroksifenilalanine (DOPA)
doniistiiren enzim tirozinaz tarafindan katalizlenir. Aym1 zamanda DOPA'nin
DOPAkinona doniistiiriilmesi de tirozinaz ile katalize edilir. Bu enzimin eksikligi
albinizm ile sonuclanir. Memelilerde ve kuslarda melanin iki farkli formda bulunur;

bunlar siyah veya koyu kahverengi olan Omelanin ve kirmizi veya sar1 olan



feomelanindir. Bu iki pigment icin iki ayr1 biyosentetik yolak mevcuttur. Omelanin
ve feomelanin; DOPA'nin yolak boyunca asagi yonlii akisinda birbirinden ayrilir ve
bu ayrim melanokortin reseptorii olan MCI1R'nin sinyal aktivitesi ile belirlenir.
Omelanin, sistein veya glutatyon yoklugunda, spontan bir reaksiyonla veya
dopachrome tautomeraz (6nceden tirosinaz ile ilgili protein iki veya TYRP2 olarak
bilinen DCT) gerektiren bir reaksiyonla sentezlenir. Melanogenezin biyosentetik ara
maddeleri toksiktir, bu da sentezin modife edilmis lizozomla iliskili bir organel olan
melanozomda meydana gelmesinin bir nedenidir.

Cogu melanosit, melanini biinyesinde barindirmaktan ziyade daha ¢ok melanin
graniillerini deri, sa¢ veya tiiyde bulunan transfer edildikleri keratinositlerden onlara
yakin dendritlerin ug¢larina mikrotiibiiller (kinezin ve dinein) boyunca tasir ( Mort ve
ark., 2015).

Omelanin, sistein veya glutatyon yoklugunda, spontan bir reaksiyonla veya
dopachrome tautomeraz (daha once tirosinaz ile ilgili protein 2 veya TYRP2 olarak
bilinen DCT) gerektiren bir reaksiyonla sentezlenir. DOPAkinon; DOPAchrome'u
iiretmek i¢in spontane olarak DCT tarafindan sirayla hedeflenen oksidasyona ugrar.
Feomelanin ise DOPAkinon sisteinlerle yiiklendiginde iiretilir. Tirozinaz disinda,
reaksiyonlarin geri kalani spontane olarak gerceklesir ve ek katalizor gerektirmez

(Manga, 2018; Prota, 2000) (Sekil 4).
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Sekil 4. Melanogenez sirasinda melanositlerde melanin sentezinin basitlestirilmis semast. Tirozin, tirosinaz (TYR), tirozine
bagli protein 1 (TYRP1) ve tirozine bagli protein 2 (TYRP2)(Cichorek ve ark., 2013).

2.3. Malign Melanom

Malign Melanom (MM); normal melanositlerin genetik ve ¢evresel faktorlerin
birlikte etkilesimi nedeniyle transformasyona ugramasi ile olusur. Normal
melanositler ¢esitli fenotipik Ozellikler edinmek suretiyle asamali olarak MM’a
donitisiirler ve viicut iizerinde bulunduklar1 yerler; genellikle deridir fakat nadiren
mukozalar, meninksler, g6z ve i¢ organlarda da bulunabilirler (Rigel, 2005; Skender-
Kalneas ve ark., 1995) (Sekil 5).
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Sekil 5. Melanomun Gelisimi (Miller ve ark., 2006)

Diinyada melanom ile ilgili cografik bolgelere gore degisen risk faktorleri

tanimlanmistir. Ancak genel olarak MM gelisiminde rol oynadigi diisiiniilen baslica

risk faktorleri; deri tipi (acik ten), cevresel faktorler (ultraviyole maruziyeti), genetik

zemin (CDKN2A gen mutasyonu), onceden var olan melanositik nevus sayisi,

displastik nevus varhigi ve gegirilmis melanom oykisiidiir (Baykal ve ark., 2015).

Tanimlanan risk faktorleri disinda MM’ un olustugu durumlar da gozlemlenebilir.

Kutan6z melanomun klinik ve histopatolojik 0Ozelliklerine gore alt1

tanimlanmistir (Tablo 1).

grup


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miller%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16822996

Tablo 1. Melanomun Alt Gruplar1 (Ward ve ark., 2016).

ALT GRUP

%70 Neviislerden kaynaklanir.
Yiizeyel Yayilan Malign Melanom

Radyal biiyiime agamasi yoktur. Degiskenlik gosterir.
Nodiiler Malign Melanom %5 o
Kuvvetli dikey invazyon yetenegi vardir.

Tipik olarak yavas ilerleyen prognozla karsimiza
Lentigo Malign Melanom %4-15 cikar.

Siklikla giinese maruz kalan bolgelerde gozlemlenir.

Koyu cilt rengine sahip hastalarda goriilme frekansi
) yiiksektir.
Akral Lentijindz Malign Melanom %5 o r
Avug i¢i, taban ve cilt alt1 bosluklarinda siklikla

gortliir.

Karakteristik 6zelligi pigmentasyon yoklugudur.

Amelanotik Malign Melanom %4
Oldukga nadirdir.

Eriskinlerde goriiliir.

’ . Yetersiz ig hiicreleri ve minimal hiicresel atipi ile
Dezmoplastik Malign Melanom < %4 s
karakterizedir

En nadir goriilen melanom tiriidiir.

2.3.1. MM Insidans1 ve Epidemiyolojisi

MM tiim Diinya’da insidansi en hizli artan kanser tiirlerinden biridir. Diinya’da
her yil 160,000 yeni melanom tanis1 konmaktadir (Usher-Smith ve ark., 2014).
Kutandz tlimorlerden kaynaklanan dliimlerin %90’ min1 melanom olusturmaktadir
(Garbe ve ark., 2016). Avrupa genelinde cinsiyet gozetmeksizin melanom insidansi
<10-25/100.000 iken Amerika Birlesik Devletleri’nde ise bu oran 20-30/100.000
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Tiirkiye’de melanom insidansi erkeklerde 1,8/100.000;
kadinlarda 1,2/100.000, yillik mortalite ise 1,0/ 100.000 olarak tahmin edilmektedir
(Halk Saghg1 Genel Miidiirliigii, 2017) (Sekil 6). Ozellikle son yillarda melanom
insidans1 hizla artmaktadir. ABD'de 1935'te yasam boyu melanom riski 1/1500 iken,
1960'da 1/600 ve 2000'de ise 1/75°dir. Siegel ve ark. verilerine gére 2019 yilinda
tahmini olarak toplam 96,480 deri melanomu vakasi ile karsilasilacak ve bunlardan

7,230’u olim ile sonuglanacaktir ( Siegel ve ark., 2019). MM insidansi cografik



bolgelere, etnik kokene ve genetik yatkinlhiga gore gesitlilik gostermekle birlikte en

fazla beyaz popiilasyonlar arasinda yaygindir.

DERI MELANOMU
- 42+
- 1.6-42
m 0.89-1.6
7 0.48-0.89
<0.48
VERI YOK

KAYNAK: GLOBOCAN 2012 (IARC)

Sekil 6. MM un yasa standardize edilmis diinya genelindeki cografyaya gore insidans dagilimi (Her 100.000 kiside
ifade edilmistir.) ( Globocan, 2012).

2.3.2. Risk Faktorleri
Tiim kanser tiirlerinde oldugu gibi ¢evresel faktorler, genetik faktorler veya

ikisinin kombin etkisi MM’ un genel risk faktorleri olarak ele alinir.

2.3.2.1. Ultraviyole (UV) Isin Maruziyeti

MM’un en O6nemli risk faktdrii UV maruziyetidi. MM’ un tiim tiplerinde
melanositlerin -~ UV~ maruziyeti  sonrasi  neoplastik  karakter kazandigi
gozlemlenmektedir (Ivry ve ark., 2006; MacKie, 2006). Giines UV-A (I = 320-400
nm), UV-B (I = 280-320 nm) ve UV-C (I = 200-280 nm) ultraviyole 1simnlarini yayar.
UVC 1simlari, oksijen ve ozon tarafindan absorbe edildigi siirece ekolojik bir sorun
olusturmaz ancak daha uzun dalga boylu UV-B (280-315 nm) ve UV-A (315-400
nm) 1gmlarmin biota tizerinde 6nemli etkileri vardir (Volkovova ve ark., 2012) (Sekil
7). Diinya'nin ylizeyine ulasan ultraviyole 1smlarinin %98,7'si UV-A'dir (Holzle ve
ark., 2005; Madronich ve ark., 1998). Giines 1s1¢1inin dominant bileseni olan UV-A,

UV-B’den daha uzun dalga boyunlarma sahip oldugu i¢in derinin en derin
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tabakalarina kadar erisip daha etkili hasarlar meydana getirir (He ve ark., 2004,
Hoffmann ve ark., 2000). UVA reaktif oksijen bilesenlerinin formasyonu yolu ile
dolayli yoldan DNA’ya zarar verirken, UVB DNA’ya direkt olarak zarar vererek
keratinositlerin apoptozuna yol agar (Eskandarpour ve ark., 2003). UVA isinlarina
maruz kaldiktan sonra, molekiiler oksijen, H20> (hidrojen peroksit), siiperoksit ve
hidroksil serbest radikallere doniisiir ve aralarindan herhangi birinin etkilesimi hiicre
bilesenlerine zarar verir. UVB 1sinlar1 ise 6zellikle siklobiitan pirimidin dimerlerinin
(cyclobutane pyrimidine dimers, CPD) olusumuna neden olur (Thrift ve Whiteman,
2013). UVB maruziyeti sonrast DNA’da timin ve sitozin bazlar1 arasinda olagandis1
kovalent baglar meydana gelir. DNA replikasyonu esnasinda DNA polimeraz yanlis
baz ciftleri arasinda bag kurar ve mutasyon olusumu gozlemlenir. Ayn1 zamanda
UVB ismlarmin sistemik veya lokal etkisinin immiin reaksiyonlarin baskilanmasina
ve antijen toleransmin indiiklenmesine neden oldugu hayvanlar {izerinde yapilan
deneyler ile kanitlanmistir (Pejkova ve ark., 2016) Melanomun % 92' sinin dolayli

DNA hasarindan; %8'"inin ise dogrudan DNA hasarindan kaynaklandigi gosterilmistir

(Davies ve ark., 2002).

Ui UWE uvc
10Inm

A0nm 3hnm 280nm

\ ff \ lf ‘\ L
\ |' H'u |II 5'5 |I \I'. |II \\ H

. |
o Hu ||| || |\

/ \ / \ |
VARVARVIRTA

D5% LA 5% VB 0% UVC

Sekil 7. Diinya yiizeyine ulasan UV radyasyon spektrumu (Budden, Bowden, 2013)

11



2.3.2.2. Neviisler

MM olusumu genellikle saglikli deriden meydana gelse de azimsanmayacak
miktarda vakanin melanositik neviislerden kaynaklandigi aciga ¢ikinca literatiirde
onemli bir risk faktorli olarak yerini almistir. 100’den fazla klasik melanositik
nevusu olan kisilerde melanom riskinin 3-10 kat arttig1 diistiniilmektedir (Baykal ve
ark., 2015; Psaty ve ark., 2010). Neviis, derideki renkli benign tiimor olarak
tanimlanir. Cogu neviis hi¢bir hastaliga yol agmaz fakat bazi neviis tiirlerine sahip
bireylerde melanoma gelisimi daha olasidir (The American Cancer Society, 2016).
Melanomla iligkili olan MAPK (Mitojen ile Aktiflestirilmis Protein Kinaz) sinyal
yolag1 neviislerde siirekli olarak aktiftir. Edinsel melanositik neviislerde siklikla
BRAF mutasyonuna; konjenital melanositik neviis ve spitz neviis ise siklikla NRAS,
GNAQ ve HRAS genlerindeki degisimlerle iliskilendirilmistir (Roh, 2015).

Melanositik neviisler ii¢ ana baglik altinda toplanmaktadirlar (Tablo 2).

Tablo 2. Melanositik Neviislerin Siniflandirilmasi (Elder ve ark., 2005; Yavuz ve Yavuz, 2014)

EDINSEL
MELANOSITIK
NEVUSLER KONJENITAL
MELANOSITIK

eJonksiyonel Tip

eDermal Tip

Melanositik neviislerin olusumuna ve/veya gelisimine katki saglayan faktorler
(Schaffer, 2006; Yavuz ve Yavuz, 2014 ):

- Isik temasi (Aralikli yogun giines temasi vb.)

- Deri Temasi

- Biil olusturan siiregler (Epidermolizis biilloza-junctional vb.)

- Sikatris olusturan siirecler (Liken sklerozis)

- Sistemik immiinsupresyon (Insan immiin yetmezlik virus infeksiyonu/edinsel
immun yetmezlik sendromu vb.)

- Artan hormon seviyeleri (Hamilelik vb. )

- Diger (Nobetler veya elektroensefalografik anomaliler vb.)

12



2.3.2.3. Fenotipik Ozellikler

Fenotipik 6zelliklerin birgogu melanoma zemin olusturmaktadir. A¢ik ten, sari-
kizil sag, agik goz rengi ve asir1 ¢illenme gibi Ozellikler ultraviyole hasarinin
kolaylikla olugmasina zemin olusturdugu i¢in bu tip fenotipik 6zellikler MM riskini
arttirmaktadir (Baykal ve ark., 2015; Watts ve ark., 2015). Bunun nedeni ise daha
once de belirtildigi gibi melanin {iretiminin fazla olmasindan dolay1 teni koyu renk
olan bireylerin, ayn1 zamanda melanin fazlaligmin UV isinlarindan koruyucu
etkisinden faydalaniyor olmalaridir. Dermatologlar deri tiplerini UV 1sinlarma karsi
hassasiyetlerine gore alt1 alt gruba ayirmislardir. Bunlar;

TIiP I: Ten rengi ¢ok acik, sari-kizil sag tipi ve acik renk gozlere sahip olan
bireylerin bulundugu alt grup. Giines 15181na en ¢ok duyarli olan bu alt grup bireyler
giines 151g1na maruz kaldiklarmmdan bronzlasmak yerine kizarirlar. Tip I; melanom
riski en yiiksek olan alt gruptur. Bu grupta Kuzey Avrupali ve Irlanda kokenli
bireyler bulunurlar.

TiP II: Ten rengi agik olan bireylerin bulundugu alt gruptur ve bronzlasmayi
denediklerinde ten renklerinde koyulagsma gézlenmez, direkt olarak yanarlar.

TiP III: Tip II gibi ten rengi agik olan bireylerin bulundugu alt gruptur. Orta
derecede yanarlar. Kaftkaslarin ¢cogu tip II veya tip III alt gruplarina dahildirler.

TiP IV: Giines 1s18ma maruz kaldiklarinda ten renkleri orta derecede
kahverengi olacak sekilde bronzlasabilirler. Hispaniklerin, Asyalilarm ve Orta
Dogu'dan gelenlerin ¢ogu tip IV veya tip V’ tir.

TiP V: Kahverengi ten rengine sahip bireylerin dahil oldugu grup. Nadiren
yanarlar, yiiksek derecede bronzlagirlar. Hintliler ve bazi Afrika etnik kokenli
bireyler bu grupta yer alirlar.

TiP VI: Koyu kahverengi ve siyah tenli bireylerin yer aldig1 gruptur. Asla
yanmazlar. UV 1smlarina karsi hassasiyetin en az oldugu gruptur. Afrikali bireyler bu
grupta yer alirlar.

Her ne kadar cilt tiplerine gore UV 1smnlarna karsi hassasiyet degismekte olsa
da agir1 maruziyet deri hasarlarma ve hastaliklarina yol agmaktadir (Copyright ©

2014 AIM at Melanoma Foundation. All rights reserved).
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2.3.2.4. Aile Oykiisii

MM’un yaklasik olarak %8-12’lik diliminde ailesel yatkinligi olan hastalar
bulunmaktadir. Bu yiizdelik dilimin igerisinden %40’1 9p kromozomu ile iliskilidir
(Chaudru ve ark., 2004; Kumar ve ark., 1999; Volkovova ve ark., 2012). Ailesel
gecisli melanom hastalarmin yaklasik %20-40°1 hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi ve
hiicre yaslanmasmin indiikklenmesinde rol oynayan farkli iki proteini (p16INK4 ve
pl4ARF) kodlayan, 9p21 lokasyonunda bulunan CDKN2A geninde germline
mutasyon barindirr.  CDKN2A  mutasyon insidansit cografi konuma gore
degismektedir. Glines 1s1gma fazla maruz kalan cografik bolgelerde CDKN2A
mutasyonlu melanom insidans1 diger bdlgelerle kiyaslaninca daha yiiksektir
(Hansson, 2010). Melanomla iliskili bir diger gen de siklin bagimli bir kinazi
kodlayan CDK4 genidir. 12q14 lokasyonunda bulunur ve pl6INK4A proteini ile
etkilesim igerisindedir.
2.3.2.5. Cinsiyet

15-30 yas aras1 kadinlarda melanom goriilme siklig1 erkeklerdekine kiyasla
daha fazladir. 30 yasindan sonra ise erkeklerde goriilme siklig1 kadinlarinkine kiyasla
daha fazladir (Zell ve ark., 2008). 65 yasindan sonra ise kadinlarda melanom;

erkeklerinkine kiyasla daha iyi prognozlu seyretmektedir (Konstantinos, 2008).

2.3.3. Malign Melanomun Tani, Evreleme ve Tedavisi

MM’un dogru ve erken tanisi ile %100 tedavi saglanabilmektedir. Erken evre
MM’1u hasta popiilasyonun %80’ini sadece cerrahi miidahele ile tedavi edilebilirken;
kalan %20’sinde metastatik melanom gelismekte ve ortalama sag kalim siiresi ne
yazik ki 6-9 ay ile sinirli kalmaktadir (T.C Halk Sagligi Genel Midiirliigii, 2012; The
Independent Community Advisory Board, 2012).

Pigmentli kutandz lezyonlarin asagidaki parametrelerin herhangi birkagini veya
tamamini karsiliyor olmasi durumunda melanomdan siiphelenilebilir. Ancak klinik
olarak siiphelenilen her pigmentli lezyondan taninin dogrulanmas igin farkl biyopsi
yontemleri kullanilmaktadir (Gokdemir ve ark., 2011; Parlak ve ark., 2016) (Tablo
3). Operatorler tarafindan hangi biyopsi yonteminin tercih edilecegi lezyonun boyutuna

ve yerlesim yerine baghdir (Beksag ve Beksag, 2016).
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A: Asimetri,

B: Border (sinir) irregiiler olusu,

C: Color (renk) gesitliligi,

D: Diameter (gap).

Son zamanlarda E: evolving (gelisen) lezyon parametresinin de degerlendirme
kapsamia alinmast onerilmistir (T.C Halk Saghigi Genel Miidiirligii, 2012; Tuong
ve ark., 2012) (Sekil 8).

Asimetn Kenar Renk Cap Hacimsel artig/evrim
Asymmeri Border Color Diameter ( >0.,6 mm) Evolution or Elevation
k et

e &t

Sekil 8. Melanom teshisinde kullanilan ABCDE sistemi (Ward ve ark., 2017).

Tablo 3. Melanom tanisinda kullanilan biyopsi yontemleri (Beksag ve Beksag, 2016).

Siipheli pigmentli kutandz lezyonlarin tanisinda dncelikle

EKSiZYONEL BiYOPSI kullanilan yontemdir ve eksizyonun 1-3 mm sinur ile
yapilmasi tani ve tedavi planlamasi igin yeterli kabul
edilmektedir.
INSIZYONEL BiYOPSI

Mukoza, akral bolge ve yiiz gibi bolgelerde ve lezyonun

. . .
Punch Biyopsi genis olmast durumunda tercih edilen yontemdir.

* Shave Biyopsi

MM evrelemesi yapilirken dikkat edilmesi gereken en dnemli unsur lezyonun
invazyon derinligidir. Giiniimiizde invazyon derinliginin belirlenmesinde en g¢ok
Breslow kalinligi buna ek olarak da Clark diizeyi kullanilir (Beksag ve Beksag,
2016). 2010 yilinda Amerikan Kanser Komite Birligi (AJCC) tarafindan
gilincellestirilen TNM (primer tiimor (T), rejyonel lenf nodu varligi/yoklugu (N) ve

uzak metastaz (M) sistemi ise en yeni evreleme sistemidir (Parlak ve ark., 2016).
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Evre 0: Epidermiste anormal melanositlerin saptandigi ilk evredir. Anormal
melanositlerin kansere neden olabilecegi ve hatta metastatik yayilim gosterebilecegi
g0z onilinde bulundurulmalidir. Evre 0 “Melanoma in Situ” olarak adlandirilir (Sekil

9).

Normal olmayan bdlge

~ Epidermis
Melanositler —Gf & ! / ‘
1

Melanin [~ Dermis

|

i Deri altindaki dokular

Sekil 9. Evre 0 Malign Melanom (Kizilbey ve Akdeste, 2013; National Cancer Institute, 2019).

Evre I: Rejyonel veya uzak metastazi olmayan diisiik riskli tomiiriin varlig
gozlemlenir. Bu evrede kanser mevcuttur. Mitoz orani, llserasyon varligi veya
yokluguna gore evre IA ve evre IB’ye ayrilmaktadir (Parlak ve ark., 2016) (Sekil
10).

*Evre IA: Timor 1 mm’den daha incedir ve iilserasyonlu (kanama) olabilir

veya olmayabilir.

*Evre IB: Tiimor 1< X >2 simirlar1 arasinda olup, {ilserasyonlu degildir.

Kanser 1B

2 mm 2% ’ Ulser G
L I Ulser yok
~) 1rmm|
: | Epidermis
(o ad

+ Dermis

"r Deri altindaki dokular

Sekil 10. Evre IA ve IB Melanom (Kizilbey ve Akdeste, 2013; National Cancer Institute, 2019)
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Evre II: Lenfatik hastalik veya uzak metastazi olmayan, rekiirrens agisindan
yiiksek riski olan primer tiimoriin gozlemlendigi evredir (Parlak ve ark., 2016). I1A,
I1B ve 11C evresi olarak iice ayrilmaktadir (Sekil 11).

*Evre IIA: Evre IIA karsimiza 2 sekilde ¢ikabilir. Timor 1 mm ile 2 mm
arasinda bir kalinliga sahip olup iilserasyonlu olabilir veya 2 mm ile 4 mm kalinliga
sahip olup iilserasyonsuz olabilir.

*Evre IIB: Ayni1 sekilde evre 1IB de karsimiza 2 sekilde ¢ikabilir. Tiimor 2 mm
ile 4 mm arasinda bir kalinliga sahip olup iilserasyonlu olabilir veya 4 mm’den kalin
olup iilserasyonsuz olabilir.

*Evre IIC: Timor 4 mm’den biiylik ve ilserasyonludur (National Cancer
Institute, 2019).

1 ram| ser yok
2mm .
3rm | $
4 s 1 mm |
e -3 2 mm |
. 3 mm |
4 mm|
oc
Ulser
1 mm |
2Zmm | T
Epidermis
3rmm,
4 mm

Dermis

Deri altindaki dokular

Sekil 11. Evre II Melanom (Kizilbey ve Akdeste, 2013; National Cancer Institute, 2019).

Evre IllI: Herhangi bir kalinlikta, iilserasyonlu ve iilserasyonsuz tiimorden
rejyonel lenf nodu, intransit veya satellit metastazlarin gézlemlendigi evredir. Evre
[11; 1A, ITIB, IIIC ve ITID olmak iizere 4 alt gruptan olugsmaktadir (Sekil 11).
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Sekil 12. Evre |1l Melanom (Kizilbey ve Akdeste; 2013; National Cancer Institute; 2019)

Evre TITA: Timér 1 mm’den ince ve ilserasyonlu veya 2 mm’den ince olup
iilserasyonsuzdur.

Evre IIIB: Kanser fiziksel tarama yontemiyle veya goriintiileme yontemleriyle
bulunabilir. Bu evre karsimiza ti¢ sekilde ¢ikabilir.

* Kanser bir lenf nodunda fiziksel muayene ile veya goriintiileme teknikleri
kullanilarak saptanir veya derinin lizerinde ya da altinda mikrosatellit tiimorler,
satellit tiimorler veya in-transit metastazlar gozlemlenebilir.

* Timor kalmligir 1 mm’den ince ve iilserasyonludur veya 2 mm’den ince ve
iilserasyonsuzdur. Kanser 1-3 lenf nodunda fiziksel muayene veya goriintiilleme
teknikleri yoluyla saptanabilir. Derinin tizerinde ya da altinda mikrosatellit tiimorler,
satellit tlimorler veya in-transit metastazlar gozlemlenebilir (National Cancer
Institute; 2019).

Evre I11C: Evre IIIC ¢ok farkl sekillerde karsimiza ¢ikabilir.

1- Primer tiimoriin yeri ve ne zaman basladig1 konusunda fikir yiiriitiilemez.

- Kanser 2 ya da 3 lenf nodunda saptanabilir.

- Kanser 1 lenf nodunda bulunup derinin iizerinde veya altinda mikrosatellit
tiimorler, satellit timorler veya in-transit metastazlar gézlemlenebilir.

2- 2 mm’den ince iilserasyonlu veya iilserasyonsuz tiimor veya 4 mm’den ince
iilserasyonsuz tiimoriin varliginda;

- Kanser 1 lenf nodunda saptanir ve derinin {izerinde veya altinda mikrosatellit
tiimorler, satellit tlimorler veya in-transit metastazlar gdzlemlenebilir.

- Kanser 4 veya daha fazla lenf nodunda gézlemlenebilir.
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- Kanser 2 veya daha fazla lenf nodunda saptanir ve derinin ilizerinde veya
altinda mikrosatellit tiimorler, satellit tiimorler veya in-transit metastazlar
gbzlemlenebilir.

3- Tiimor 2 ile 4 mm arasinda bir kalinliga sahip ve iilserasyonlu olabilir veya
4 mm’den daha kalin olup iilserasyonsuz olabilir. Bu tip tiimdriin varliginda;

Kanser 1 veya daha fazla lenf nodunda saptanir ve derinin {izerinde veya
altinda mikrosatellit tiimorler, satellit tiimorler veya in-transit metastazlar
gozlemlenebilir.

4- Timor 4 mm’den biiyiik ve iilserasyonlu oldugu durumda kanser;

1 veya daha daha fazla lenf nodunda saptanabilir. Derinin iizerinde veya altinda
mikrosatellit tiimorler, satellit timdrler veya in-transit metastazlar gézlemlenebilir
(National Cancer Institute, 2019).

Evre IIID: Tiim6r 4 mm’den daha kalin ve iilserasyonludur.

Kanser 4 veya daha fazla lenf nodunda saptanabilir veya 2 veya daha fazla lenf
nodunda saptanir ve derinin iizerinde veya altinda mikrosatellit ttimorler, satellit
timorler veya in-transit metastazlar gézlemlenir (National Cancer Institute, 2019).

Evre 1V: Bu evrede kanser ilk basladigi yerden viicudun diger boliimlerine
sigramigtir.  Bu  boliimler; akciger, spinar kord, kemik, yumusak dokular,
gastrointestinal sistem ve/veya uzak lenf nodlari, beyin gibi basladig1 yerden olduk¢a
uzak olabilirler (Sekil 13).
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Sekil 13. Evre |V Melanom (Kizilbey ve Akdeste, 2013; National Cancer Institute 2019)

Melanom teshisi konduktan sonra terapdtik stratejinin belirlenmesinde birgok

faktor gbz 6niinde bulundurulmaktadir. 5 tip standart tedavi tiirii vardir.

2.3.3.1. Cerrahi Yontemler

Eger tiimor invaziv Ozellik kazanmadiysa, sadece lokal olarak etkinlik
gosteriyorsa en az 5 mm cerrahi sinirla tliimoriin ekzisyonu onerilmektedir. Eksizyon
uygun kosullarda yapildiysa yeni bir cerrahi miidahaleye gerek goriilmemektedir.
Tiumor invaziv 0zellik kazandiysa genis ¢apli ekzisyon onerilmektedir. Genis ¢aplh
ekzisyonun amaci, primer tiimdriin olas1 satellit lezyonlarinin ve mikro metastatik
yayilimlarmin tamamiyla ortadan kaldirilmasidir (Belgrano, 2019). Breslow timor
kalmligi <I mm ise 0,5 - 1 c¢cm, Breslow tiimor kalinligi 1-2 mm ise 1 cm, Breslow
timor kalinligi >2 mm ise 2 cm cerrahi sinir ile eksizyon onerilir (Parlak ve ark.,

2016).

2.3.3.2. Kemoterapi

Kemoterapi ¢esitli ilaglarin  kullanilmas: ile kanserlesmis hiicrelerin
cogalmasimin onlenmeye calisildig bir tedavi tiirtidiir. Uygulanis sekli kanser tipi ve
evresine gore degisiklik gosterir. Agiz yoluyla, damara veya kas igine enjekte

edilerek (sistemik kemoterapi) uygulanabildigi gibi dogrudan beyin omurilik
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stvisina, tOomiiriin olustugu organa veya karin bosluguna (bdlgesel kemoterapi) da
uygulanabilir (National Cancer Institute, 2019). MM igin kullanilan kemoterapik
ilaglar Dacarbazine (DTIC), Temozolomide (TMZ), platinum ve paclitaxel
bilesenleri bulunur (Tang ve ark., 2017) (Sekil 14).
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dacarbazine temozolomide

Sekil 14. Dacarbazine ve Temozolomide’in kimyasal yapisi ( Valko-Rokytovska ve ark., 2016)

2.3.3.3. Radyoterapi

Radyasyon tedavisi kanser hiicrelerinin biiylimesini engellemek veya 6ldiirmek
icin yiiksek enerjili X 1simlarmin kullanildig: bir tedavi yontemidir. 2 ¢esit radyasyon
terapisi vardir.

e Harici radyasyon terapisi: Viicudun disindan bir cihaz yardimiyla tiimériin
bulundugu bolgeye 1sinlarin gonderilmesi seklinde uygulanan yontemdir.

e Dahili radyasyon terapisi: Dogrudan tiimoriin bulundugu bdlgeye veya
yakinlarma yerlestirilen igne, katater vb. kanallar vasitasiyla radyoaktif
maddelerin viicuda aktarilmasi seklinde uygulanan yontemdir.

Melanom hastalarina uygulanan radyoretapi yontemi ise harici (external

radiotherapy) radyoterapidir.

2.3.3.4. Immiinoterapi

Immiinoterapi hastalarin immiin sistemi kullanilarak hastalig1 tedavi etme
yontemidir. Bu nedenle ayn1 zamanda biyoterapi veya biyolojik terapi olarak da
adlandirilmaktadir.

Immiin kontrol noktasi inhibitdrleri: T hiicreleri gibi bazi immiin sistem
hiicreleri ve bazi kanser hiicreleri yiizeylerinde kontrol noktasi (checkpoint)
proteinleri olarak adlandirilan ve immiin yanitlar1 kontrol altinda tutan proteinlere

sahiptirler. Bu proteinlerin kanser hiicrelerinden fazla olmasi durumunda T hiicreleri
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kanser hiicrelerine saldirip dldiirememektedirler. Immiin kontrol noktas: inhibitdrleri
(Immune checkpoint inhibitors) kontrol noktasi proteinlerini bloke ederler ve bu
sayede T hiicreleri artan kanser hiicrelerini 6ldiirebilirler.

Cerrahi miidahale ile timdriin c¢ikarilamadigi noktada ve ileri melanom
hastalarinda klinisyenler tarafindan bu tip tedavi uygun goriilmektedir.

Melanom tedavisinde kullanilan immiin kontrol noktasi inhibitérleri; PD-1
mhibitorleri, CTLA-4 inhibitorleridir.

PD-1 inhibitorleri: Pembrolizumab ve Nivolumab

CTLA-4 inhibitorleri: Ipilimumab

2.3.3.5. Hedefe Yonelik Terapi (Targeted Therapy)

Kanser hiicrelerinin ilaglar veya diger maddeler tarafindan direkt olarak
hedeflenerek oldiriilmeye ¢alisildigr tedavi seklidir. Bu terapi seklinin kemoterapi ve
radyoterapi ile kiyaslandiginda saglikli hiicrelere ¢ok daha az zarar verdigi
gozlemlenmistir.

Melanom hastalarinda sinyal transdiiksiyon inhibitor tedavisi: Sinyal
transdiiksiyon inhibitorleri, bir molekiilden hiicre i¢indeki baska bir molekiile
aktarilan sinyalin bloke edilmesinden sorumludurlar ve blokaj yonteminin sonucu
olarak kanser hiicreleri oliirler. Bu tedavi yontemi cerrahi miidahale ile tiimdriin
¢ikarilamadig1 durumda ve ileri melanom hastalarinda uygun goriilmektedir.

Sinyal transdiiksiyon inhibitorleri:

BRAF inhibitorleri (BRAFi) : Dabrafenib, Vemurafenib, Encorafenib

MEK inhibitorleri (MEKi) : Trametinib, Cobimetinib, Binimetinib

Mutasyon durumuna bagli olarak, BRAF ve MEK inhibitér kombinasyonlar1
metastatik MM i¢in mevcut ilk basamak tedavilerdir (Gatzka, 2018; Ryu ve ark.,
2017). Literatiirdeki ilk BRAF inhibitdrii vemurafenib, hemen ardindan bulunan
inhibitor ise dabrafenibtir ve vemurafenible benzer klinik fayda saglamaktadir (Luke
ve ark., 2017). Tek basmna BRAF inhibitorii tedavisi hastalara klinik agidan fayda
saglasa da tiimor hiicrelerinde inhibitore karsi direng meydana gelmektedir. BRAF
inhibitorleri ile elde edilen basarilar ve BRAF sinyalizasyonunun MEKZ1/2'nin de
aktivasyonuna bagli olmasindan dolayr, MEK inhibitdrlerinin gelisimi bir dncelik

haline gelmistir (Luke ve ark., 2017). Trametinib kullanilan ilk MEK inhibitoriidiir.
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Trametinib; 2012 yilinda METRIC Denemesi’nde (Faz III ¢aligmasi), melanom igin
kullanilan dacarbazine adli kemoterapik ilag¢ ile birlikte kombin terapi olarak
denenmistir (Flaherty ve ark., 2012). BRAF ve MEK inhibitorlerinin klinik
gelisimine paralel olarak, translasyonel incelemeler; MAPK yolagi boyunca
molekiiler sinyalizasyon mekanizmalarmi ve BRAF inhibitér monoterapisine direng
mekanizmalarini aydinlatmaktadir. Bu nedenle METRIC, MEK’in BRAF inhibitor
direncinde 6zel bir 6neme sahip olarak tanimlanmasinda ve BRAF-MEK inhibitorleri
arasindaki potansiyel sinerjinin belirlenmesinde biiyiik bir rol almistir. Bu ¢alisma
BRAF mutasyonu olmayan keratinositlerde, BRAF inhibisyonu yoluyla MAPK
yolaginmn "paradoksal aktivasyonu" olarak adlandirilan bir fenomenin kesfine sebep
olmustur (Solit ve Rosen, 2011). Bu kesif ise klinikte BRAF inhibisyonu ile iligkili
hiperproliferatif kutandz bulgularn bir kismmmm bir MEK inhibitorii iceren
kombinasyon terapisi ile hafifletilebilecegini ileri stirmiistiir (Hatzivassiliou ve ark.,
2010; Heidorn ve ark., 2010; Poulikakos ve ark., 2010; Su ve ark., 2012). Bu
hipotezin hemen ardindan dabrafenib ve trametinib kombinasyonunun tedaviyi nasil
sekillendiridigi incelenmistir. Buna ek olarak da BRAF mutasyonlu melanomda,
vemurafenib ve cobimetinib ikili tedavisinin etkileri incelemeye almmustir (Larkin ve
ark., 2014). Fakat hem BRAF hem de MEK kinazlarm ikili inhibisyonu ile daha etkin
tedavi planlanabilmesine ragmen tedavi silireci yine diren¢ ile sonuclanmaktadir
(Moriceau ve ark., 2015; Wang ve ark., 2018;). Yapilan bir ¢alismada; BRAF ve
MEK inhibitoriiyle tedavi edilen hastalarm timor hiicrelerinin, sadece BRAF
inhibitoriiyle tedavi edilen hastalarinkilerle ayni hayatta kalma ve proliferasyonu
gosterdigi tespit edilmistir. Bu calismalarin sonucunda ilag direncine etki eden
mekanizmalarin, adaptif epigenetik ve/veya post transkripsiyonel mekanizmalar
olabilecegi diistiniilmiistiir (Shi ve ark., 2014; Wellbrock ve ark., 2016).

MEK ve BRAF inhibitorleri metastatik melanom hastalarinda birlikte
kullanilmaktadir. Dabrafenib ve Trametinib, Vemurafenib ve Cobimetinib,

Encorafenib ve Binimetinib kullanilan diger kombin terapi ¢esitleridir.
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2.3.4. Malign Melanomda Genetik ve Epigenetik Degisimler
2.3.4.1. Malign Melanomda Genetik Degisimler

MM ile iliskili oldugu belirlenen genetik yolaklar sirasiyla RAS-RAF-ERK
yolagi, PI3K-AKT yolagi ve p16INK4/CDK4/RB yolagidir (Lee ve ark., 2011; Liu ve
ark., 2014; Pejkova ve ark., 2016). Melanomda yapisal olarak aktive olan yolaklarin
arasinda en etkili yolak ise mitojen ile aktiflestirilmis protein kinaz (MAPK)
yolagidir. MAPK yolagmin aktivasyonu, fizyolojik durumlar altinda biiylime
faktorlerinin, ilgili hiicre yiizey reseptorleriyle etkilesimi sonrasi sinyallerin GTP
bagli RAS tarafindan iletilmesi ile olur. RAS serin-treonin kinaz ailesinden olan
RAF’1 ve sirastyla RAF da MEK1 ve MEK2’yi uyararak ardindan ERK1 ve ERK2
aktivasyonuyla MAPK yolagi isleve girmis olmaktadir. Melanom’da yolagi aktive
edenler, kok hiicre biiylime faktorii, hepatosit biiyiime faktorii ve a-melanosit uyari
hormonu gibi mikro ¢evresel biiylime faktorleridir. Biiylime faktorlerinin baglanmasi
ile baslatilan tirozin kinaz (RAS) aktivitesi ERK-PI3K-Akt yolagi,
Ras/Raf/MEK/MAPK yolagmi uyararak hiicre proliferasyonunu ve apoptozdan kagisi
tetiklemektedir (Luke ve ark., 2017) (Sekil 15).
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Sekil 15. MAPK yolagi ve BRAF ve MEK inhibitorlerinin rolii. RTKS: reseptdr tirozin kinazlar; GF: biyiime faktori;
GTP: guanozin trifosfat; NRAS: neuroblastoma RAS viral onkogen homolog; BRAF: V-Raf murine sarcoma viral onkogen
homolog B; MEK: mitojen ile aktiflestirilmis protein kinaz enzimi; ERK: ekstraselliiler sinyal ile regiile edilen kinaz (Keiran,
2010)

Melanom gelisimi sirasinda MAPK yolaginda en ¢ok mutasyona ugrayan gen
7934 pozisyonunda bulunan BRAF geni olarak saptanmistir. Melanom vakalarinin

%50-70’inde  BRAF mutasyonlarina rastlanmaktadir ve mutasyonlarm en sik
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rastlanilan1 ise BRAFY®%E mutasyonudur. BRAF®?  mutasyonu benign neviislerin
%80’inde bulunmaktadir (Davies ve ark., 2002; Omholt ve ark., 2002; Pejkova ve
ark., 2016). Melanomda BRAF mutasyonlarini takiben en sik rastlanilan mutasyonlar
ise NRAS ve KIT mutasyonlaridir.

Melanom gelisimi ile iliskili genetik degisikliklerin ¢ogu somatik olmasina
ragmen vakalarin %10’unu aile Oykiisii olan bireyler olusturmaktadir. Melanomla
iligkili yiiksek penetransli genlerden herhangi birinde (CDKN2A, CDK4, POTI1,
ACD, TERF2IP ve TERT) meydana gelen mutasyonlar ailesel gecisli melanom igin
onemli bir risk faktorii olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Goldstein ve ark., 2007).

CDKNZ2A: Ailesel melanomla en ¢ok iliskilendirilen gen siklin bagimli kinaz
inhibitori CDKN2A’dir (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A). 9p21 lokasyonlu 4
ekzon igeren gen, alternatif splice prosesiyle olusturulan farkli transkriptlerin
sonucunda birbiri ile iliskisiz iki proteini kodlar. Siklin bagimli kinaz 4 (CDK4)
inhibitori pl16 (p16INK4A); la, 2 ve 3. ekzonlarimin o transkriptlerinden firetilirken
pl4ARF 1, 2 ve 3. ekzonlarnin B trasnkriptlerinden iiretilmektedir. CDKN2A’ nin
otozomal dominant mutasyonlarinin kalitimi cografi bolgelere gore degismekle
birlikte ailesel melanomun %20-40’1m1 olusturmaktadir. p16INK4A’nin temel timor
baskilayic1 aktivitesi CDK4 ve CDK6’nin inhibisyonudur. p1l4ARF P53’iin pozitif
kontroliinden sorumludur dolayisiyla p14ARF’nin kayb1t DNA hasarmin birikime yol
acarak hiicrelerin yaslanma bariyerinden kagisina neden olur (Goldstein ve ark.,
2006; Read, 2016) (Sekil 16).

CDK4: 12ql14 lokasyonlu gende meydana gelen mutasyonlarmm onkogenik
etkisi kendisini hiicre dongiisiiniin G1 fazinda gostermektedirler. Ekzon 2'nin kodon
24'inde meydana gelen tanimlanmis iki yaygin mutasyon ( R24C ve R24H) diinya
genelinde toplam 17 ailede saptanmistir. R24C mutasyonu Avrupa ve Amerika
sinirlart igerisinde melanoma teshisinin yapildigi yas ortalamasi 39 olan 6 ailede,
R24H ise Avrupa smirlari igerisinde kalan farkli iilkelerde ikamet eden 11 ailede

gorilmiistiir.
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Sekil 16. INK4a / CDKN2A transkripsiyon ve sinyalizasyonun sematize edilmis hali (de Gruijl ve ark., 2001)

POT1: 2010 ve 2014 yilinda yapilan iki ayr1 ¢alismada POT1 geninde
melanomla iliskilendirilen penetrasyonu oldukga yiiksek 9 farkli germ-line mutasyon
tammlanmustir (Flynn ve Zou, 2010; Robles-Espinoza ve ark., 2014; Shi ve ark.,
2014).

ACD ve TERF2IP: Genetik etiyolojisi bilinmeyen melanomlu ailelerin
adrenokortikal displazia protein homologu (ACD) ve telomerik tekrar baglanma
faktori 2 etkilesimli protein (TERF2IP) genlerinde bazi mutasyonlar tanimlanmistir
(Aoude ve ark., 2014; Robles-Espinoza ve ark., 2014; Shi ve ark., 2014 ).

TERT: Telomeraz RT (TERT), telomerazin katalitik alt tinitesini kodlayan bir
gendir ve melanom da dahil olmak tizere birgok kanser tiirevinde TERT in somatik
promotdr mutasyonlari saptanmistir. Telomerlerin hiicre boliinmesini takiben
kisalmasi olagan bir yaslanma siirecidir ancak UV 1smlar1 gibi siireci hizlandiran
cevresel faktorlere maruz kalmak telomerlerin olagandis1 bir hizda kisalmasina neden
olabilir (Read, 2016).

Melanom olusumunda yiiksek penetransli genlerin aksine orta (MC1R, MITF
ve SLC45A2) ve diisiik penetransli genlerin (ASIP, TYR,TYRP1 ve OCA2) allelleri
genel popiilasyonda daha yaygindir fakat tek baglarina onkogenez siirecinde etkin
olmalar1 pek muhtemel degildir. Ancak birkag¢ allelin bir araya gelmesi kritik esigi
asarak melanom riskini arttirmaktadir (Lu, 2014; Read, 2016).
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Pirimidin dimerlerinin olusumunu takiben goriilen DNA hasarinin en baskin
etkeni solar 1smlardir. Bu hasarin enzimatik olarak tamiri ise niikleotid kesim tamiri
mekanizmasi ile gergeklesmektedir (nucleotide excision repair (NER)). Hodis ve
arkadaslarinin (2013) gerceklestirdigi ¢alismada; melanom olusumuna neden olan 21
gendeki 262 mutasyonun %37’sinin UVB maruziyeti sonucu ortaya c¢ikan C>T
dontisiimii, %9’unun ise UVA maruziyeti sonucu ortaya ¢ikan G>T doniistimii
oldugu belirlenmistir. Bu doniisiimlerin BRAF veya NRAS’ta meydana gelmesi bu
dilimi %67’ ye ylkseltmektedir.

DNA tamir mekanizmasinin melanom gelisimindeki 6nemi Kseroderma
Pigmentozum hastaligininin erken yasta gelisen malign melanom dahil bir¢ok deri
kanseri ile isikilendirilmesi ile agiklanabilmektedir. Bu fikrin dayanagi ise UV
ismlarmni indiikledigi pirimidin dimerlerinin niikleotid kesim mekanizmas: ile
tamirinde olusan sorunlardan dolay1 Ksroderma Pigmentozumun olusumudur.

Bunlara ilaveten KU70 ve KUS80 proteinleri ¢ift iplik kiriklarinin tamirinde
onemli rol oynamaktadir. Korabiowska ve ark. 2002 yilinda yaptigi kapsamli
caligmada neviis, lentigo maligna, primer melanom ve metastatik melanomda 6nemli
derecede KU70 ve KUS80 ekspresyon farkliliklarinin oldugunu ortaya koymuslardir
(Sekil 17).

KU 70EKSPRESYONU KU 80 EKSPRESYONU
100 0
Maksimum
90 75. yiizdetik —
V190 Make
t o Ve

80 o
—_ Medyan N 80
8 2

- 25. yiizdelik - Medyan

@ 70 2w
'>_ Minimum .E 25. Yiizdelilc
= A
= 60 4 L 60 Minimum
4 o
g 50 x 50
S O
:g :3
I 40 -1 T 40
= — m

2 s
o E
- N

20 Q2

10 10

o = . I

Neviis M PM LM oM NEVUS LEM BM N ol

Sekil 17. KU70 ve KU80’in neviis, lentiga maligna (LEM), primer melanom (PM), lenfatik metastatik melanom (LM)
ve organa metastaz olmus melanomdaki (OM) ekspresyon farkliliklar1 (Korabiowska ve ark., 2002).
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MM’de en sik degisime ugrayan onkogenler ve tiimor baskilayici genler

asagidaki Tablo 4’te gosterilmistir.

Tablo 4. MM’de degisime ugrayan genler (Dhomen ve Marais, 2007; Pejkova ve ark., 2016)

Gen Tiirii Degisim Sikhig1 Degisim Tiirii

BRAF 50-70% Mutasyon
NRAS 15-30% Mutasyon
Onkogenler

AKT3 43-60% Ekspresyon
CCND1 44% Cogalma

MITF 10-16% Cogalma
CDKN2A 30-70% Delesyon veya Mutasyon
PTEN 20 20-40% Delesyon veya Mutasyon

Tiimor Baskilayicilar

APAF-1 40% Kayip

TP53 10% Kay1ip veya Mutasyon

2.4. Alternatif Tip

Genellikle kanser teshisi alan hastalarin tedavisi, kanserin tiirline gore
sekillenmektedir. Ileri evre kanser hastalarmm modern onkolojik tedavilere onay
vermeleri ile birlikte kimyasallarin yan etkilerini de kabul etmeleri ne yazik Ki
kacinilmazdir. Bu yan etkilerin hafifletilmesi konusunda alternatif tip ve tamamlayici
tip devreye girmektedir. Ulusal Tamamlayici ve Alternatif Tip Merkezi’ne (National
Center for Complementary and Alternative Medicine; (NCCAM)) gore tamamlayici
ve alternatif tip 4 alt grup icermektedir.

1. Bitkisel ilaglar (bitkisel ilaglar, vitaminler ve mineraller gibi dogal
takviyeler) (Tablo 3.)

2. Meditasyon, yoga, akupunktur gibi zihin-viicut miidahaleleri, zihin ve beden
uygulamalar1 (nefes alma egzersizleri, hipnoterapi, gi gong vb.)

3. Viicut temelli yontemler (Manipiilasyonlar ve kayropraktik, osteopatik
manipiilasyon ve masaj vb.)

4. Enerji tedavileri (miknatis tedavisi, 151k tedavisi, qi gong, Reiki vb.) ve
geleneksel Cin Tibb1 ve Ayurveda gibi alternatif tip sistemleri (Dogu ve ark., 2014).
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Bitkiler ve bitkisel {tiriinler ise hastalar tarafindan tercih edilen alternatif tip
yontemlerinin 6nde gelenleridir. Dogadan elde edilen bilesenlerin ilag yapiminda
kullanilmasi hayatin baslangicindan bu yana olduk¢a yaygindir. Piyasada bulunan
insanlar tarafindan kullanilmasi uygun goriilmiis ilaglarin yaklasik %50’si, kanser
karsit1 ajanlarin ise %70’1 bitkisel orijinlidir (Chinembiri ve ark., 2014). Ticari olarak
temin edilebilen ilk ilag Papaver somniferum’dan elde edilen morfindir (\Veeresham,
2012). Bu gelisme bitki o6ziitlerinden ilaglarin elde edildigi ve belirli dozlarla
hastalara uygulandigi yeni bir ¢agi baslatmistir (Balunas, Kinghorn, 2005; Li,
Vederas, 2009). Son zamanlarda, tibbi bitkiler diinya genelinde bir¢ok iilkede kanser
tedavisi i¢in yaygin bir alternatif olusturmaktadir (Newman, 2007). Kullanilan
bitkiler ve Oziitleri kanser tiirlerine gore gesitlilik gostermekle birlikte deri kanseri
tedavisine alternatif bir yaklasim olarak kullanilabilecek bilesikler Tablo 5’te
gosterildigi gibidir.
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Tablo 5. Deri kanserine karst kullanilmasi uygun olan aktif dogal bilesikler (Diyet bilesenleri, fitokimyasallar ve ham 6ziitler)
(Chinembiri ve ark., 2014).

Anti-proliferatiler Apoptoz Diizenleyicileri Anti-Metastatikler
Quercetin Kaempferol Amentoflavone
Kaempferol EGCG Hinokiflavone
EGCG Apigenin f-carotene
Apigenin Vitamin A Fucoxanthin
B-carotene Vitamin C Vitamin A
Fucoxanthin Vitamin D Vitamin C
Vitamin C Vitamin E Resveratrol
Ganoderma lucidum 6ziitii Ganoderma lucidum 6ziitii Sulforaphane
Coriolus versicolor oziitii Coriolus versicolor oziitii Withania somnifera ziitii
Resveratrol Hypericum perforatum oziitii Viscum album &ziiti
Curcumin Melaleuca alternifolia 6ziiti
Sulforaphane Calendula officinalis oziitii
Melaleuca alternifolia oziiti Emodin from Aloe
Zingiber officinale 6ziitii Eupatilin from Artemisia
Withania somnifera’ dan elde edilen Alpinia oxyphylla o6ziitii
Withaferin A
Artemisia’dan elde edilen Eupatilin Alpinia galangal 6ziitii
Alpinia officinarum’dan elde edilen
Galangin

2.4.1. Inula Cinsi
Asteraceae familyasindan Inula (Compositae), 100'den fazla tiire sahip olan

Inuleae ailesinin biiylik bir cinsidir. Bu cins, ¢ogunlukla Afrika, Asya'da (20 tiirii

Cin'de bulunmaktadir) ve Avrupa'da, agirlikli olarak Akdeniz bolgesinde bulunur.

2.4.1.1. Tiirkiye’de yetisen Inula Tiirleri
Tiirkiye’de ise 7’si endemik olmak tizere 27 tiirii bulunmaktadir (Gokbulut,

2011; TUBITAK Tiirkiye Taksonomik Tiir Veritabani; Zhao ve ark., 2006) ( Tablo
6).
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Tablo 6. Tiirkiye’de yetisen Inula Tiirleri (Davis, 1982; TUBITAK Taksonomik Tiir Veritaban).

-Inula acaulis Schott et Kotschy ex Boiss. -Inula anatolica Boiss.

-Inula acaulis var acaulis -Inula discoidea Boiss.

-Inula acaulis var caulescens -Inula fragilis Boiss. & Hausskn.

-Inula aschersoniana Janka -Inula helenium L. subsp. vanensis Grierson
-Inula aucherana DC. -Inula macrocephala Boiss. & Kotschy ex Boiss.
-Inula britannica L. -Inula sarana Boiss.

-Inula conyzae (Griess.) Meikle -Inula sechmenii Hartvig & Strid

-Inula crithmoides L.

-Inula ensifolia L.

-Inula germanica L.

-Inula graveolens (Linnaeus) Desf.

-Inula helenium L.

-Inula helenium L. subsp. orgyalis (Boiss.) Grierson
-Inula helenium L. subsp. pseudohelenium
-Inula helenium L. subsp. Turcoracemosa
-Inula heterolepis Boiss.

-Inula inuloides (Fenzl) Grierson

-Inula mariae Bordz.

-Inula montbretiana DC.

-Inula oculus-christi L.

-Inula orientalis Lam.

-Inula peacockiana (Aitch. & Hemsl.) Krovin
-Inula salicina L.

-Inula thapsoides (Bieb. ex Willd.) Sprengel

-Inula thapsoides (Bieb. ex Willd.) Sprengel subsp.
australis

-Inula thapsoides (Bieb. ex Willd.) Sprengel subsp.

thapsoides
-Inula viscidula Boiss. & Kotschy

-Inula viscosa (L.) Aiton
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Sekil 18. Inula viscosa (Bar-Shalom, 2019).

2.4.2. Inula Tiirleri ve Tip

Inula cinsinin birkag¢ tiirti 6zellikle de Cin geleneksel tibbinda olmak tizere
geleneksel tipta kullanilmaktadir. Tibbi dnemi bilinen 6nemli tiirleri vardir. Ornegin,
yaygin olarak elecampane olarak bilinen Inula helenium L, Inula racemosa Hook.f.
ve Etulapritannica L. geleneksel tipta siklikla kullanilmaktadir. Tirkiye’de |I.
helenium Andiz otu olarak bilinmektedir ve uygun kosullarda kurutulan koklerinin
insan saghgma birgok yonden iyi geldigi bilinmektedir. |. heterolepis Boiss.
bitkisinin yaprakli dallarinin istah agict ve hemoroide karsi iyilestirici olarak
kullanildigy, toprak tstii kisimlarinin ise solunum yollar1 rahatsizliklarinda ve mide
hastaliklarinda kullanildig1 bilinmektedir. Taze yapraklarmin yaranm iizerine
konulmak suretiyle iyilestirici etki gosterdigi bilinen bitki ise halk arasinda yapiskan
andiz otu olarak anilan IV’dir (Baytop, 1999; Gokbulut, 2011; Honda ve ark., 1996)
(Sekil 18).

Inula’nin etnomedikal kullanimmin 6neminden dolayi, bir¢ok ticari bitkisel
preparatta bulunmaktadir. Etiyofarmakolojik kullanimlar1 nedeniyle Inula cinsinin
bitkileri {izerinde artan sayida ¢aliyma yiiriitiilmektedir. Bu bilimsel arastirmalar,
geleneksel uygulamalarint  kanitlamak i¢in aktif prensip ve farmakolojik

degerlendirmelerin bulunmasi i¢in fitokimyasal ¢alismalar1 igermektedir.
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2.4.3. Inula Cinsi ve Kanser

Asteraceae familyas1 teropatik 6zelliklerinden dolay1 basta kanser olmak {izere
bircok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir. Inula tiirlerinin zengin biyolojik
aktiviteye sahip oldugu ve bu cinsin antibakteriyel, antiproliferatif, hepatoprotektif,
antioksidan, antidiyabetik, antitumoral, antienflamatuar vb. etkilerinden dolay1 bilim
insanlar1 tarafindan dikkatleri {izerine topladig1 goriilmektedir. Bu biyolojik
aktiviteler arasindan ozellikle antiproliferatif ve sitotoksik etkilerinin en belirgin
inceleme konusu oldugu gozler Oniine serilmektedir (Danino ve ark., 2009;
Gokbulut, 2011; Konishi ve ark., 2002; Lee ve ark., 2010; Stojakowska ve ark.,
2005; Zhao ve ark., 2006;).

Merghoub ve arkadasglarmin yaptigi bir ¢alismada; |. viscosa’nin heksanik
ekstrakti, IV ~ve Retama Monosperma’ nin diklorometan fraksiyonlari,
proliferasyonun inhibe edilmesi, kaspaz bagimli apoptozun indiiklenmesi ve
mitokondri aracili sinyal yolaginin da dahil edilmesi yoluyla servikal kanser hiicre
hatlarina kars1 belirgin sitotoksik etkiler gostermistir (Merghoub ve ark., 2011).
Baska bir calismada ise; servikal kanser hiicre hatlarinda telomeraz aktivitesi ve
apoptoz Uzerine etkileri incelenmistir. Calismanin sonucunda; IV’nin telomeraz
aktivitesini inhibe ettigi ve apoptozu indiikleyerek antiproliferatif etki gosterdigi
tespit edilmistir (Merghoub ve ark., 2016). Diger bir calismada ise IV’nin
yapraklarindan elde edilen tomentosin ve inuviscolide’in insan MM hiicre hatlarinda
(SK-28, 624 mel ve 1363 mel) antitiimoral potansiyeli doza ve zamana bagli olacak
sekilde degerlendirilmeye alinmistir ve sonug olarak bu bilesenlerin hiicre siklusunu
G2/M’de durdurmak suretiyle apoptotik hiicre Oliimiine sebep olduklar1 tespit
edilmistir. 24 saat 1Cso degerleri sirastyla tomentosin i¢in 31.6 = 1.2 uM’dan 35.3 +
1.4 uM’a; inulaviscolid i¢in ise 37.2 + 2.1 uM’dan 41.1 + 3.8 uM araliklardir
(Rozenblat ve ark., 2009). Bar-Shalom ve ark. (2019) yaptigi ¢alismada IV’nin
kolorektal kanser hiicrelerinde doza ve zamana bagh antiproliferatif etkileri tespit

edilmistir (Sekil 19).
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Sekil 19. 1V o6ziitii muamelesi sonrasi insan kolorektal hiicrelerinin canlilik yiizdeleri. 2 farkli kanser hiicre hatt1 ve bir
normal fibroblast hiicre hatti, [V 6ziitii ile artan doz ( 100 pg/ml - 300 pg/ml) ve zaman araliklarinda (24-48-72 saat) muamele
edilmistir ve hiicre canliligt XTT assay kullanilarak tespit edilmistir. A) HCT116 hiicre hattinin doza ve zamana baglt canlilik
grafigi. B) Colo320 hiicre hattinin doza ve zamana bagl canlilik grafigi. C) Normal primer karaciger fibroblastlarmm doza ve
zamana bagli canlilik grafigi (Bar-Shalom, 2019).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg

3.1.1. Kullamilan Cihazlar
- -150°C derin dondurucu (Panasonic, Japonya)
- -80 °C derin dondurucu (Niive DF 490, Tiirkiye)
- -20°C derin dondurucu (Bosch, Tiirkiye)
- +4°C buzdolab1 (Alaska, Tiirkiye)
- Laminer kabin
- Santrifiij (Niive NF 800, Tiirkiye)
- CO; inkiibator (Panasonic, Japonya)
- Isik mikroskobu (Euromex, Hollanda)
- UV-Vis Spektrofotometre/ Nano Drop (Beckman Coulter, ABD)
- Muse® Cell Analyzer (Merck Millipore, Almanya)
- StepOnePlus™ System Real Time- PCR (Applied Biosystems, ABD)
- Sogutmal1 Santrifiij (Beckman Coulter, ABD)
- Thermal Cycler (Biorad, ABD)
- Vorteks (Velp Scientifica, italya)
- Agilent 1200 HPLC (Agilent, ABD)
- Floresan Mikroskop (Eclipse i80, Nikon, ABD)
- Hassas terazi (A&D Company, Japonya)
- Hassas terazi (Radwag, ABD)

3.1.2. Kullanilan Kimyasallar
- Dulbecco's Modified Eagle's medium DMEM with high glucose, L-
glutamine w/o sodium pyruvate, 500 ml - Fetal Bovine Serum, 500ml (SIGMA)
- FibroGRO LS complete Media Kit, 500 ml, (Millipore)
- Penisilin- Streptomisin, 10.000U/ml (Thermo Fisher)
- Tripsin-EDTA (Gibco)
- Sodyum-fosfat tamponu (PBS) (Capricorn Scientific)

35



- WST-1 Cell Proliferation Reagent (Biovision)

- Muse® Annexin V and Dead Cell Kit (Millipore)

- NucleoSpin® miRNA Izolasyon Kiti (MACHEREY-NAGEL)
- cDNA sentez kiti (BIOLABS)

- SYBR Green PCR Kit (200 rxn) (BIOLABS)

- miIRNA PCR Assay (100 rxn) (QIAGEN)

- Etanol %99.9 HPLC saflikta (Merck)

- Paraformaldehit (Sigma)

- DMSO (Sigma)

- Tripan mavi (Biochrom)

- Propidyum iyodid (PI) boyama soliisyonu (BD Biosciences)

- Acridine Orange - (Thermo Fisher Scientific)

- Ethidium Bromide Solution, 10 mg/ml (Vivantis)

- Kaempferol (25 mg) (SIGMA)

- Luteolin (1 gr) (FLUOROCHEM)

- Acetonitrile chromasolv gradient grade ( 2,5 L) (CARLO ERBA)
-Toz halinde IV (50 mg)

3.2. Yontem

3.2.1. Inula viscosa’min Taksonomik Analizi

SEYIT AHMET ANDIZ CAYI tarafindan Ege Bélgesi Manisa Akhisar
Hask6y’den Haziran-Kasim aylar1 arasinda ¢i¢ekleri agmis halde toplanan IV bitkisi
uygun kosullarda golgede kurutulmus ve ekstraksiyona hazir hale getirilmistir.
IV'nin taksonomik analizi Bursa UU Fen-Edebiyat Fakiiltesi Botanik Anabilim
Dali’ndan Prof. Dr. Hulusi Malyer tarafindan gergeklestirilmistir. Toplanan 6rnekler

usuliine uygun sekilde Bursa Uludag Universitesi herberyumunda saklanmaktadir.

3.2.2. Inula viscosa’min Ekstraksiyonu

Tez kapsaminda Ege Bolgesi Akhisar Haskdy’den toplanan IV bitkisinin
yaprak kisimlar1 ayiklanarak toz haline getirildi. Erlen igerisinde ¢ozdiiriilmek
tizere 25’er gram alinarak 250 ml metanol ile ve 500 ml distile su ile oda
kosullarinda 18 saat 1sitici blokta Karistirilarak ekstrakte edildi. Ekstraksiyon

isleminden sonra Ornekler Siizge¢ kagidi kullanilarak siiziildi. Metanol ile
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olusturulan ekstraktin ¢oziiciisii evaporator yardimi ile, distile su ile olusrutulan
ekstraktin ¢oziiciisii ise liyafilizator yardimi ile uguruldu.
Metanol Oziitiiniin stok konsantrasyonu 50 mg/ml, su Oziitiiniin stok
konsantrasyonu ise 100 mg/ml olacak sekilde ¢oziiciisii ugurulan kuru kalintilar
DMSO’da ¢ozildii.

Methanol Oziitii Ana Stok(AS)

50.000 pg 1ml
2000 pg x ml
........................... I > [ 40 1 AS + 960u Besiyeri = 2000 g/
X =40 pul
Su Oziitii Ana stok(AS)
100.000 pg 1 ml
4000 pg x ml
+ Besiyeri = m
........................... [T >| 40 1 AS + 960ul Besiyeri = 4000 pgml
X =40 pl
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3.2.2.1. Inula viscosa’min Metanol ve Su Oziitiiniin Kromatografik Analizi

IV’nin metanol ve su Oziitiiniin kromatografik analizi, Bursa UU Fen-
Edebiyat Fakiiltesi Kimya Anabilim Dali’nda Dr. Onder AYBASTIER tarafindan
HPLC-DAD ile degerlendirilmistir. Fenolik bilesiklerin ayrimi, XBridge CI18
(4.6X250MM, 3.5um; Elstree, UK) kolon kullanilarak formik asitin (¢oziici A) ve
asetonitrilin (¢oziicii B) %1 HO igerisinde ¢ozdiiriilmesi ile olusan hareketli faz
kullanilarak 0 ile 10 dakika arasinda % 13 B, 10 ile 20 dakika arasinda % 41.5 B,
20 ile 25 dakika arasinda % 70 B ve 25 ile 35 dakika arasinda % 10 B olmak iizere
toplam 35 dakikada 10 pl'lik enjeksiyon hacminde 0.5 ml/dakika kolon akis hizinda
gerceklestirilmistir. Chemstation for LC (Agilent) kullanilarak veriler toplanmustir.
Fenolik standartlarin alikonma siireleri ve UV spektralarmin karsilastiriimas: yolu
ile her bir pikin hangi fenolik bilesige ait oldugu tespit edilmistir. Bilesiklerin

miktarlar1 kromatogram alanlar1 hesaplanarak belirlenmistir.

3.2.2.2. Inula viscosa’nmin Metanol ve Su Oziitlerinin Antioksidan Aktivitesinin
Degerlendirilmesi

IV’nin metanol ve su Oziitlerinin antioksidan aktivitesinin degerlendirilmesi
Dr. Onder AYBASTIER tarafindan UU Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya Anabilim
Dali’nda yapilmistir. Antioksidan kapasite tayininde standart madde olarak troloks
kullanilmistir. Kalibrasyon grafigi olusturmak igin farkli konsantrasyonlarda troloks
¢Ozeltileri hazirland1. Etanolde 6 mM ABTS stok ¢ozeltisi hazirlanarak, analizler i¢in
1:10 oraninda saf su ile seyreltilerek kullanildi. Analiz i¢in 0,1 mL O6rnek/standart
iizerine 3,9 mL etanol eklendi. Uzerine seyreltilmis ABTS ¢dzeltisinden 1 mL
eklenerek 6 dk beklenip, 734 nm’de absorbansi olgiildii. Antioksidan madde
icermeyen kor Oornegin absorbansina gore her bir numunenin % inhibisyon degeri
hesaplandi. Troloks miktarma karsilik % inhibisyon grafigi ¢izilerek, en kiiciik
kareler yontemiyle dogru denklemi hesaplandi. Numuneler i¢in antioksidan kapasite

miktarlar1 belirlenen kalibrasyon denklemi kullanilarak hesaplanda.
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3.2.3. Hiicre Kiiltiria

3.2.3.1. Hiicre Hatlarinin Temini
MM; MeWo ve A2058 hiicre hatlar1 Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Biyokimya Boliimii ve Bogazi¢i Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimii

tarafindan ticretsiz olarak uygun kosullarda temin edilmistir.

3.2.3.2. Hiicre Hatlarimin Ozellikleri

Fibroblast hiicre hatt1 kontrol olarak kullanilmak iizere laboratuvarimizda
mevcut olan insan saglikli hiicre hatlarindan biridir ve MM ile ¢alismak igin
kullanilan en yaygin hiicre hatlarindan biridir. A2058 melanomla iliskisi oldukca
yiiksek olan BRAFY6E mutasyonu dahil 989 adet mutasyona sahiptir. Oziit
caligmalarinda kullanilacak diger hiicre hatti MeWo ise BRAF mutasyonu harig
12008 adet mutasyona sahip bir diger MM hiicre hatt1 olup A2058 gibi literatiirdeki
in vitro MM c¢alismalarinda siklikla kullanilan bir hiicre hattidir.

3.2.3.3. Besiyerlerinin Hazirlanmasi ve inkiibasyon Kosullan

A2058 hiicre hattina uygun olan besiyeri, sodyum bikarbonat ve L-glutamin
iceren DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) medium, % 10 fetal bovine
serum (FBS), 10.000 unite/ml penisilin ve 10 mg/ml streptomisin eklenerek
hazirlandi. MeWo hiicre hattinin gelistirildigi besiyeri ise DMEM medium igerisine
% 10 fetal bovine serum (FBS), 10.000 unite/ml penisilin,10 mg/ml streptomisin ve
%1 MEM NEAA (MEM Non-essential Amino Acid Solution) eklenerek hazirlandi.
Fibroblast besiyesi ise FiboroGRO LS Complete Media Kit. A2058, MeWo ve saglikli
fibroblast hiicre hatlar1 25 cm?’lik filtreli flasklarda kendilerine has besiyerlerinde
%5 CO2 igeren 37°C’deki  inkiibator  igerisinde  inkiibe  edildi.

3.2.3.4. Hiicre Hatlarinin Pasajlanmasi

Cogalmakta olan her bir hiicre hatt1 >%80 doluluga ulasinca pasajlandi.
Pasajlama esnasinda sirasiyla flasklarin icerisindeki besiyeri pipetle alindi ve flaskin
yiizeyindeki atiklar steril fosfat tampon soliisyonu (PBS) (25 cm? i¢in 1,5 ml) ile
yikandi. Ardindan PBS pipetle uzaklastirildi ve hiicrelerin flask ylizeyinden
kaldirilabilmes: i¢in 2 ml 1X Tripsin/EDTA soliisyonu ilave edilerek inkiibatorde
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yaklagik 5 dk bekletildi. Flask ylizeyindeki tiim hiicrelerin kalktigindan mikroskop
altinda gozlemlenerek emin olunmasmin ardindan siispansiyon halindeki hiicre
soliisyonuna Tripsin hacminin 2 kat1 hacimde besiyeri eklendi. Pipetaj yardimi ile
sispansiyonun homojenitesi saglandi. Flask icerisindeki soliisyon serolojik pipet
yardimi ile 15 ml hacimli bir falkon igerisine alindi. Falkona alinan siispansiyon
1200 rpm’de 5 dk santrifiij edildi ve ardindan tripsin EDTA soliisyonu uzaklastirildi.
Hiicreler oda sicakligindaki yeni steril besiyeri ile siispanse edilerek hiicre
yogunluguna uygun olarak 25 cm? ’lik flaska bdliiniip yeniden pasajlandi. Yeniden
pasajlanan hiicreler 37°C’de %5 CO:2 ortaminda inkiibe edildi.

3.2.3.5. Hiicre Sayimi

Tripsin-EDTA kullanilarak yiizeyden kaldirilan hiicreler santrifiij edildi. Hiicre
pelleti 1 ml besiyeri ile siispanse edilip hiicre siispansiyonundan 10 pl ependorf tiipe
konuldu ve tizerine 90 ul tripan mavi boyasi eklendi. Elde edilen karisimimn 10 pl’si
mikro pipet yardimiyla lamelle thoma lammin arasmma yavasca Sekil 20’de
gosterildigi gibi aktarildi. Sekil 21° de sadece merkezde cizgilerin kesistigi 1 mm?’lik
alandaki 16 biiyiik karenin i¢indeki 25 kiigiik karenin {ist ve sag taraflarindaki kare
cizgilerine teget veya ¢izgileri kesen canli hiicreler 151k mikroskobu ( EUROMEX,
HOLLANDA) altinda 40X biiyiitmede ii¢ kere tekrar ederek sayildi ve ortalamalari
hesaplandi. Sonug¢ olarak 1 ml igerisindeki toplam hiicre sayisi; 16 biiyiik karedeki

hiicre sayisinin diliisyon faktorii ve 10.000 ile ¢arpilmasi ile bulundu.
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— — THOMA LAMI

Sekil 20. Thoma Lamina hiicre boya siispansiyonunun aktarimi
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Sekil 21. Thoma laminda sayim yapilirken dikkate alinmasi gereken alamin gosterimi

3.2.3.6. Hiicre Hatlarinin Stoklanmasi

Her bir hiicre hattnin bulundugu flask en az %80 doluluga ulasinca hiicreler
ihtiya¢ dahilinde stoklanip gerektigi zaman ¢ozdiiriilebilir. Stoklama iglemi asagida
belirtilen basamaklarin takip edilmesi ile gergeklestirildi. Flasklarin icerisindeki
besiyeri pipetle alind1 ve flaskin yilizeyindeki atiklar steril PBS ile yikandi. Ardindan
PBS pipetle uzaklastirildi. Hiicrelerin flask yiizeyinden kaldirilabilmesi igin 1X
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Tripsin/EDTA soliisyonu ilave edilerek inkiibatorde yaklasik 5 dk bekletildi. Flask
yiizeyindeki tiim hiicrelerin kalktigindan mikroskop altinda goézlemlenerek emin
olunmasmin ardindan siispansiyon halindeki hiicre soliisyonuna Tripsin/EDTA
hacminin 2 kat1 hacimde besiyeri eklendi. Flask igerisindeki soliisyon serolojik pipet
yardimi homojenize edilip 15 ml hacimli bir falkon igerisine alindi. Bu siire
icerisinde kriyo tiiplerin (vial) barkodlanmasi yapildi. Falkona alinan siispansiyon
1200 rpm’de 5 dk santrifiij edildi ve ardindan tripsin EDTA soliisyonu pellete zarar
vermeden serolojik pipet yardimu ile uzaklastirildi. Pellet her bir hiicre hattina 6zel
1:10 oraninda stok soliisyonu (900 ml besiyeri ve 100 ml Dimetil Siilfoksit (DMSO))
ile tekrar siispanse edildi ve onceden hazirlanan kriyo tiiplere barkodlarma gore
nakledildi. Kriyo tiipler -150°C ° ye kaldirilmadan 6nce -20°C’de 30 ile 60 dk arasi
bekletildi ve daha sonra gerektiginde 37°C’de ¢oziilmek tizere - 150°C’de muhafaza
edildi.

3.2.3.7. Stoklanan Hiicre Hatlarinin Cozdiiriilmesi

-150°C’de muhafaza edilen hiicre hatlar1 pasajlanmak tiizere 37°C’de
¢oziinmeye brrakildi. DMSO’nun hiicreler {izerindeki zarar1 gbéz Oniinde
bulundurularak, hiicreler ¢oziiliir ¢6ziilmez 15 ml’lik falkona alinip iizerine her hiicre
hattina spesifik besiyerinden 2-3 ml eklenerek santrifiij edildi ve siipernatanti
uzaklastirilan pellet taze besiyeri ile siispanse edilip 25 cm? ’lik flaska ekildi.
Yeniden pasajlanan hiicreler 37°C’de %5 CO2 ortaminda inkiibe edildi.

3.2.4. Inula viscosa’min Metanol ve Su Oziitiiniin Sitotoksik ve Antiproliferatif
Etkisinin Hiicre Hatlarinda Analizi

MeWo ve A2058 MM hiicre hatlarinda ve normal fibroblast hiicre hattinda,
I'V’nin sitotoksik etkisi, WST-1 hiicre proliferasyon kiti kullanilarak 3 tekrarli olarak
degerlendirilmistir. Sitotoksisite; maruz birakilan hiicre hattina, maruziyet siiresine
ve dozuna bagl olarak etki gosteren maddenin ortaya ¢ikardigi hiicre hatti agisindan
zararlt olan bir olaydir. Hiicreler sitotoksik bir maddeye maruz kaldiklar1 durumda;
apoptoz, otofaji ve nekroza giderek Olebilir veya sitostazis araciligi ile proliferasyon
ozelliklerini kaybedebilirler (Galluzzi ve ark., 2009). Maruziyet sonrasi hiicre

canliliginin belirlenmesi, sitotoksisite deneylerinin en Onemli basamaklarimdan
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biridir (Riss ve ark., 2006). Hiicre canliliginin belirlenmesi i¢in uygulanan bir ¢ok
sitotoksik calismanin tipi ne olursa olsun, Onemli olan caligmadaki canlilik
miktarinin dogru bir sekilde belirlenmesidir (Riss ve ark., 2006). Sitotoksik testler
genel olarak kolorimetrik, liiminesans ve enzimatik yontemler olmak tizere 3’e ayrilir
(Crouch ve ark., 1993; Fan ve Wood, 2007; Longo-Sorbello ve ark., 2006).
Giliniimiizde yaygm olarak kullanilan yontemler kolorimetrik yontemlerdir. Bunlar;

*MTT(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide),

*XTT(2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulphophenyl)-5-carboxanilide-2H-
tetrazolium, monosodium salt),

*MTS(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium, inner salt),

*WST-1(2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-
tetrazolium, monosodium salt) gibi yontemlerdir.

Mevcut tez kapsaminda IV’nin metanol ve su Oziitiiniin 3 farkli hiicre
hattindaki sitotoksik etkisini belirlemek igin bu kolorimetrik yontemler arasindan
WST-1 analiz yontemi tercih edilmistir. Analiz protokolii asagida belirtildigi gibi
sirastyla uygulanmastir.

Hiicre hatlar1 96 kuyucuklu plaklarda her bir kuyuda 100 pl hacimde 2 x10*
hiicre olacak sekilde kendi besiyerleri ile siispanse edilerek 37° C, % 5 CO2 iceren
inkiibatorde 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Ardindan metanol 6ziitii i¢in 8 adet,
su Oziithi i¢in 11 adet doz 3 farkli zaman diliminde (24 saat, 48 saat ve 72 saat)
asagida gosterilen plak diizenine uygun sekilde maruz birakilmistir (Sekil 22 ve Sekil
23).

IV’nin Metanol Oziitii i¢in Belirlenen Dozlar

10 pg/ml 20 pg/ml 40 pg/ml 60 pg/ml 80 pg/ml 100 pg/ml 120 pg/ml 140 pg/ml

IV’nin Su Oziitii I¢in Belirlenen Dozlar
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
png/ml png/ml png/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml png/ml png/ml png/ml png/ml

43



M M

K K K K K K K K K K 20 20
pg/ml  pg/ml
M M M M M M M M M M M M
20 20 40 40 40 40 60 60 60 60 80 80
png/ml png/ml png/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
M M M M M M M M M M M M
80 80 120 120 120 120 140 140 140 140 160 160
png/ml png/ml png/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
M M M M M M S S S 5 5 5
160 160 200 200 200 200 80 80 80 80 100 100
pg/ml png/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
S S S S S S S S S 5 5 5
100 100 120 120 120 120 140 140 140 140 160 160
png/ml png/ml png/ml png/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
S S S S S S S S S S S S
160 160 180 180 180 180 200 200 200 200 220 220
png/ml png/ml png/ml png/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
S S S S S S S S S S S S
220 220 240 240 240 240 260 260 260 260 280 280

png/ml png/ml png/ml png/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
S S

280 280 K K K K K K K K K K
pg/ml pg/ml

Sekil 22. 96 kuyucuklu plak diizeni ( M: IV’nin metanol 6ziitii; S: IV nin su oziitii)

Maruziyet siireleri sonunda (24 saat, 48 saat ve 72 saat); plaklardaki hiicre
stispansiyonlariin herbirinin tizerine 10 pl WST-1 soliisyonu eklendi ve 1,5 saat 37°
Cde, % 5 CO2 iceren inkiibatorde inkiibe edildi. WST-1 reaktifi, hiicresel
dehidrojenazlar ile suda yiiksek oranda c¢oOziinliir formazan'a indirgenebilir ve
inkiibatorde gerceklesen bu indirgenme tepkimesi sonrasinda canli hiicrelerin
dehidrojenaz aktivitelerinin az ve ya ¢ok olmasina bagh olarak plak kuyularinda
gbzle goriilebilir bir sekilde koyu ya da acik renk ayrimi olusur. Inkiibasyon siiresi
sonunda plaklar, TriStar> S LB 942 Modular Monochromator Multimode Reader
spektrofotometre cihazi kullanilarak 420 — 650 nm dalga boylarinda Ol¢iim
gerceklestirildi.
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<+
<+
<+

DRSS
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DR
DR
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v v v
WST-1 ANALIZi ZAMAN ARALIKLARI

Sekil 23. 24, 48, 72 Saat Araliklarla WST-1 Inkiibasyon Calismasinin Semast
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3.2.5. Hiicre Oliimiiniin Morfolojik Analizi

Hiicre dongiisii, hiicrenin kendisine iletilen sinyallere yanit olarak bdliinmeye
baslamasindan bir sonraki hiicre boliinmesine kadarki siirede gegirilen g¢esitli
biyokimyasal ve morfolojik degisimlerin goriildiigii siirece verilen genel addir. 70’li
yillarda arastirmacilarin merak konusu olan hiicre 6liimii; Kerr, Wyllie ve Currie’nin
yayinladig1r makale sayesinde kismen yanit bulmustur. S6z konusu makalede genel
olarak iki tip hiicre 6limiinden bahsedilir. Bunlar; genetik mekanizmalar tarafindan
kontrol edilen programlanmis hiicre 6liimii apoptoz ve programlanmamis hiicre
oliimii olarak tanimlanan nekrozdur (Kerr ve ark., 1972). 90’1 yillarda ise Clarke’in
yayinladigi makaleye gore lic c¢esit hiicre 6liim tipi bulunmaktadir. Clarke’in
simiflandirmasi lizozomlarin hiicre 6limii esnasinda rol alip almamasi esasina
dayanir. ilk hiicre 6liim tipi; 6len hiicrelerin kendi lizozomlarinmn etkisi disinda
gerceklesir fakat bu hiicrelerin fragmanlar1 diger hiicrelerin sekonder lizozomlar1
tarafindan pargalanir. 2. hiicre 6liim tipinde hiicrelerin kendi lizozomlar1 rol alir. 3.
hiicre 6liim tipinde ise lizozomlarm rolii hi¢bir sekilde tanimlanmamustir.

Tipl hiicre 6liim “apoptoz” olarak adlandirilan, hem yaslanma ve dokulardaki
hiicrelerin devamini saglamak i¢in karsimiza ¢ikan homeostatik bir mekanizma hem
de hiicre g¢evresel etkenler tarafindan zarar gordiigli zaman yine hiicrenin kendi
kendine olusturdugu bir savunma mekanizmasidir (Eroz ve ark., 2012; Norbury ve
ark., 2001) (Sekil 24 ve Sekil 25) .Apoptotik hiicrelerin temel morfolojik 6zellikleri;
hiicre kiigiilmesi, kromatin yogunlasmasi, ¢ekirdek icinde bulunan DNA'nin
bozulmas1 ve “apoptotik cisimlerin” parcalara ayrilmasidir (Clarke, 1990; Goziiagik
ve Kimchi, 2007).

Clarke tarafindan tip II hiicre 6liimii olarak tanimlanan ve kendi kendini yemek
anlamia gelen “otofaji” ise cogu arastirmacinin diisiincesine gore apoptozun yeterli
olmadig1 durumlarda uyariciin uzunluguna, miktarina ve buna benzer etkilere baglh
olarak hiicrenin hayatta kalma mekanizmasidir (G6ziiagik ve Kimchi, 2007; Karadag,
2016). Ayn1 zamanda apoptotik olmayan, apoptoza alternatif programli hiicre 6liimii
olarak da adlandirilabilir (Edinger ve Thompson, 2004). Mikrootofaji, makro otofaji,
saperon aracili otofaji olmak iizere {i¢ farkli tip otofaji vardir. Otofajik hiicre 6limii

tipindeki en biiyliik morfolojik degisiklik mitokondri ve endoplazmik retikulum gibi
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organeller ve/veya sitoplazmanin bir kisminin ¢ift veya ¢cok membranl vezikiiller
icine alinmasidir (Karadag, 2016).

Son olarak hiicre sigsmesi ve hiicre pargalanmasi gibi morfolojik 6zelliklerle
karakterize nekroz ise; hiicre i¢i denetim mekanizmasindan bagimsiz, ani ¢evresel
degisimlere yanit olarak ortaya c¢ikan patolojik bir siiregtir (Kane,1995; Oniz, 2004).
Yine 2000°1i yillarin baglarinda nekrozun programli bir hiicre 6liim tipi olabilecegi
gorlisii glindeme gelmis ve arastirmacilar arasinda fikir ayriligi ortaya ¢ikmistir
(Cabadak, 2008). Martin ve ark. (2017) tarafindan yapilan siniflandirmada entosis
olim tipi de goriilmektedir. Entosis; kanser hiicrelerinde gozlemlenen, rakip
hiicrelerden giiglii olanin zayif olanin sitoplazmasina istila ederek zayif olani

oldiirmesi seklinde tanimlanan bir 6liim tipidir.

urrent Opinion in Cell Biology

Sekil 24. Normal, apoptotik, otofajik ve nekrotik hiicrelerin morfolojik ozellikleri. a) Normal hiicre, b) Otofajik hiicre, c)
Apoptotik hiicre, d) Nekrotik hiicre (Edinger ve Thompson, 2004; Yurdacan, 2017).
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Hicre 6himii indiikleyicileri

Tip I hiicre &limii (Apoptoz) l l l l Atipik hiicre himii

!d Live cells

Sekil 25. Hiicre 6liim tipleri i¢in 6nerilen yeni simflandirma (Martins ve ark., 2017)

3.2.5.1. Hiicre Oliim Morfolojisinin Acridine Orange-Etidyum Bromiir (AO /
EB ) Floresan Boyamasi Ile Belirlenmesi

Hiicrenin apoptoza girmesiyle baslayan siirecte hiicre zarinda bir takim
degisimler meydana gelmektedir (Sekil 25). Hiicre zarlarinin apoptoz stireci ile ilgili
degisikliklerini belirlemek i¢in kullanilan yontemlerden biri Acridine Orange (AO)
ve Etidyum Bromiir (EB) ile hiicrelerin boyanmasidir. Bu metod ayni zamanda
hiicrelerin apoptoza gitmesi durumunda, apoptozun hangi evresinde olduklarini
belirleme 6zelligine de sahiptir. Acridine orange canli ve cansiz hiicreler tarafindan
absorbe edilip niikleik asitlerden herhangi birine baglandiginda yesil renk floresan
yaymaktadir. Etidyum bromiirle muamele edilen hiicreler canli ise yesil, olii ise
kirmiz1 flolerasan yaymaktadirlar (Yurdacan, 2017). AO biitiin hiicreler tarafindan
absorbe edilebilirken, hiicrenin nekroza ya da apoptoza gitmedigi durumlarda hiicre
zar1 EB’nin gegisine miisaade etmez (Bagchi, 2016).

Tez kapsaminda hiicre 6liim morfolojisinin belirlenmesi i¢in AO/EB boyamast;
asagidaki basamaklar sirastyla takip edilerek yapildi.

6 kuyulu plaklara her bir kuyuda 1 ml besiyeri igerisinde 5x10° hiicre olacak
sekilde ekim yapildi ve 24 saat boyunca 37°C sicaklikta , % 5 CO igeren
inkiibatorde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonrasi A2058, MeWo ve

normal fibroblast hiicrelerinin her biri, WST-1 analizi sonucu belirlenen en etkin ti¢
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doz (80, 100, 120 pg/ml) ile 24 saat boyunca muamele edildi. Inkiibasyon siiresi
sonrast A2058, MeWo ve normal fibroblast hiicrelerinin her biri, 500 pul % 4
parafolmaldehit ile 15 dk boyunca fiksasyon igslemine tabii tutuldu. Her bir kuyu 2
kez 500’er pl PBS ile yikandiktan sonra 1’er ml AO / EB boya soliisyonundan
eklenerek 30 dk boyunca oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. inkiibasyon siiresi
tamamlaninca hiicreler 2 kez PBS ile yikandi ve sonuglar Thermo Scientific

Fluroscan Ascent FL cihazinda analiz edildi.

3.2.6. Apoptozun Belirlenmesi

3.2.6.1. Annexin V

WST-1 analiz sonuglarina gore belirlenen IV’nin metanol Oziitiiniin etkin
dozlarmin (80 pg/ml, 100 pg/ml ve 120 pg/ml) hiicrelerdeki apoptotik 6lim
oranlarma etkisi Muse® Cell Analyzer cihazinda Muse® Annexin V Dead Cell Kit
kullanilarak degerlendirildi.

Hiicrelerin apoptoz analizine hazirlik evresinde sirasiyla;

6 kuyulu plaklara her bir kuyuda 1 ml besiyeri igerisinde 5x10° hiicre olacak
sekilde ekim yapild1 ve 24 saat boyunca 37° C’de , % 5 CO; igeren inkiibatorde
inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon siiresi sonras1 A2058, MeWo ve normal fibroblast
hiicrelerinin her biri, WST-1 analizi sonucu belirlenen en etkin 3 doz ile 24 saat

boyunca muamele edildi (Sekil 26).

000

1.

Sekil 26. Annexin V analizi i¢in hazirlanan 6 kuyulu plak diizeni.

Muamele islemi sonrasi besiyeri uzaklastirildi ve hiicreler tripsin ile Kaldirildi.
2000 rpm’de 5 dk boyunca santrifiij edildi ve santrifiij isleminin ardindan 2 kere PBS
ile yikandi. Son olarak PBS soliisyonunda pipetaj yaparak homojenize bir sekilde

olusturulan hiicre silispansiyonu, 1:1 oraninda Annexin V & Dead Cell reaktifi
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eklendi ve 45 dk oda sicakliginda inkiibasyona tabii tutuldu ve Muse® Cell Analyzer

cihazi kullanilarak sonuclar analiz edildi.

3.2.7. Hiicre Dongiisii Analizi

Daimi olarak boliinme sinyalini alan hiicrelerde hiicre dongiisii, mitozu takiben
bir sonraki mitoza kadar sirasiyla G1-S-G2 (interfaz) evrelerinden olusur. Boliinme
sinyalinin olmadig1 durumlarda ise hiicre Go evresinde boliinmeye hazirdir fakat
herhangi bir boliinme sinyaline kadar istirahat evresindedir. Hiicre, yasam dongiisii
sirasinda kalitim materyalinin aktarimmin dogrulugundan emin olmak amagl siklikla
kontrole tabii tutulmaktadir. Dongii igerisindeki G-S, G-M ve mitozda metafaz-
anafaz gecisinde kontrol noktalarinda hiicrenin boliiniip béliinemeyecegi konusunda
karar verilir (Vermeulen, 2003).

Tez kapsamindaki hiicre dongiisii analizleri, Muse™ Cell Cycle Kit
kullanilarak asagida belirtilen sekilde yapilda.

6 kuyulu plaklara her bir kuyuda 1 ml besiyeri igerisinde 1x10° hiicre olacak
sekilde ekim yapild1 ve 24 saat boyunca 37°C’ de , %5 CO: igeren inkiibatorde
inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon siiresi sonras1 A2058, MeWo ve normal fibroblast
hiicrelerinin her biri, en etkin 3 doz ile 24 saat boyunca muamele edildi. Muamele
islemi sonras1 besiyeri uzaklastirildi ve hiicreler tripsin ile kaldirildi. 2000 rpm’de 5
dk boyunca santrifiij edildi ve santrifiij isleminin ardindan 500 ul PBS ile yikandi.
PBS ile olusturulan 50 ul hacimli hiicre siispansiyonuna -20’de muhafaza edilen 0,7
ml %70’lik etanol nazik¢e eklendi ve -20°C' de 1 giin inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon siiresi sona erince Muse™ Cell Cycle Reaktifi eklendi. 30 dk oda
sicakliginda ve 151k almayan ortamda bekletildikten sonra Muse™ Cell Analyzer

cihazinda sonuglar analiz edildi.

3.2.8. Inula viscosa’mn Metanol Oziitiiniin Tiimériin Agresiflizi Uzerine
Etkisinin Yara Iyilesmesi Testi (Wound Healing Assay) Uygulanarak
Degerlendirilmesi

A2058, MeWo ve normal fibroblast hiicrelerinin her biri 6 kuyulu plaklara her
bir kuyuda 1 ml besiyeri icerisinde 1x10° hiicre olacak sekilde ekildi ve 24 saat
boyunca 37°C’de , % 5 CO; igeren inkiibatorde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
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stiresi sonras1 her bir flaskin yiizeyine boydan boya 200 pl’lik pipet ucu ile nazikce
tek bir ¢izik atildi. A2058, MeWo ve normal fibroblast hiicrelerinin her biri, en etkin
3 doz ile muamele edildi. 24 saat sonra hiicrelerin pipet ucu ile olusturulan ¢izige

gogleri ve olusan yara alanindaki degisiklik invert mikroskop altinda goriintiilendi.

3.2.9. Istatistiksel Analiz

A2058, MeWo ve normal fibroblast hiicrelerinin hiicre kiilttirti analizleri
GraphPad Prism 6.01 (ABD) programi kullanilarak analiz edildi. Verilere ait standart
sapma, yilizde ve sasyisal degerler grafik seklinde sunuldu. Gruplar aras1 farkliliklarin
normal dagilip dagilmadigina normalite testi ile karar verilmesinin ardindan,
verilerin analizi ANOVA ile degerlendirildi. Elde edilen bulgularin istatistiksel
anlamlilig1 p<0,05 ve p<0,001 olarak ifade edildi.
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4. BULGULAR

4.1 Inula viscosa’mn Taksonomik Analizi

Ege Bolgesi Manisa Akhisar Haskdy’den ¢icekli olarak toplanan 1V bitkisinin
Prof Dr. Hulusi Malyer tarafindan gerceklestirilen taksonomik analizinin sonuglarina
gore; Inula viscosa (L.) Aiton ( yapiskanli andiz otu) 1 veya bazen 2 m’ye kadar
boylanabilen, ¢ali goriiniislii, yapiskan ve kokulu bitkilerdir. Kapitulumlar ¢cok sayida
ve 1smsaldir. Cigekler sari, dilsi ve tiipsii Ozellik gosterirler. IV bitkisi deniz
seviyesinden 800 metreye kadar olan yiikseliklerde yayilis gosterebilmektedir.
Tiirkiye cografyas: igerisinde yol ve hendek kenarlarinin yani sira batakliklarda da
yetisebilir. Gliney ve Bat1 Anadolu’da yaygin olarak yetistirmektedir (Baytop, 1999;
Davis, 1975; Kaynak ve ark., 2005). Prof. Dr. Hulusi Malyer tarafindan analiz edilen
IV bitkisinin BULU numarasi; 42445°tir.

4.2 Inula viscosa’min Metanol ve Su Oziitlerinin Kromatografik Analizi

IV’nin su ve metanol Oziitiinlin kromatografik analizi Bursa Uludag
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii Ogretim Uyesi Dr. Onder
AYBASTIER tarafindan gergeklestirilmistir. Gergeklestirilen analiz kapsaminda
IV’°nin metanol ve su 6ziitiinde 16 adet fenolik bilesik her bir bilesik i¢in ayr1 ayri
hazirlanan standartlar ile HPLC-DAD cihazinda belirlenmistir. Analiz edilen fenolik
bilesikler arasindan katesin, rutin, ferulik asit, luteolin, kuarsetin ve kamferolinin
miktarlar1 metanol Oziitinde anlamli derecede fazla bulunmustur (Tablo 7). Su
oziitiinde tespit edilen ayn1 fenolik bilesiklerin miktarlar1 olduk¢a azdir. Rosmarinik
asit ve kafeik asit, protokatekuik asit, klorojenik asit, p-hidroksi benzoik asit, ellagik
asit, p-kumarik asit, epikatesin, apigenin ise metanol ve su Oziitiinde tespit

edilememistir (Sekil 27).
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Sekil 27. IVM’nin igerisindeki fenolik bilegiklerin kromatogram goriintiisii. 1) Katesin 2) Rutin 3) Ferulik asit 4) Luteolin 5)
Kuarsetin 6) Kamferol

Tablo 7. IVM’nin igerisinde miktar1 yiiksek olan fenolik bilegikler

Katesin Ferulik asit Luteolin Kuarsetin Kamferol

1671,45 mg/ml 70,61 mg/ml 964,81 mg/ml 46,36 mg/ml 104,84 mg/ml 68,9 mg/ml

4.3 Inula viscosa’mn Metanol Ve Su Oziitlerinin Antioksidan Aktivitesinin
Degerlendirilmesi

IV’nin metanol ve su oziitlerinin antioksidan kapasitesinin degerlendirilmesi
Bursa Uludag Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii’nde Dr. Onder
AYBASTIER tarafindan yapilmistir. Yapilan degerlendirme sonucu su Oziitliniin
antioksidan kapasitesinin daha diisiik oldugu, metanol Oziitiiniin antioksidan
kapasitesinin anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir. Su Oziitiiniin
antioksidan kapasite degeri 3,25 mg trolox/mL iken metanol 6ziitiin 19,04 mg trolox/
mL’dir. Kalibrasyon grafigi i¢in troloks miktarma karsilik % inhibisyon grafigi
cizilerek, en kiiciik kareler yontemiyle dogru denklemi hesaplanmistir (Sekil 28).
Antioksidan kapasite degerleri kalibrasyon grafigi kullanilarak hesaplanmistir.
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ekil 28. Troloks miktarina karsilik % inhibisyon grafigi
yon gralig

4.4 Inula viscosa’nin Metanol Ve Su Oziitlerinin A2058, Mewo ve Normal
Fibroblast Hiicre Hatlarn Uzerindeki Antiproliferatif ve Sitotoksik Etkisinin
Belirlenmesi

MM (A2058 ve MeWo) ve normal fibroblast hiicre hatlarma 24, 48 ve 72
saatlik zaman araliklarinda 8 farkli doz uygulanmis olup IVM’nin hiicre canliligini
zamana ve doza bagh olarak nasil etkiledigi WST-1 analizi ile belirlenmistir. 24, 48
ve 72 saat araliklarinda uygulanan 8 farkli dozun WST-1 analizi sonucu elde edilen
absorbans degerleri (optical density; OD) ve absorbans degerlerinin hiicre canliligi
yiizdesi olarak ifadesi Tablo 7, 8 ve 9°da gosterilmis Olup hiicre canlili§inin yiizde
degisimleri ise Sekil 29, 30 ve 31°deki grafiklerde yer almaktadir. Her bir bir hiicre
hatt1 i¢in 24 saat igin I1Cso degerleri hesaplanmis olup % inhibisyon grafigi Sekil
32°de verilmistir. MeWo hiicre hattinin 24 saat i¢in ICso degeri 110,48; A2058 hiicre
hattinin 122,28; normal fibroblast hiicre hattnin ise 149,22 olarak saptanmaistir.
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Tablo 8. IVM’nin 24, 48 ve 72 saatlik zaman dilimlerinde muamelesinin MeWo hiicre proliferasyonu iizerine etkisi

oD1 041 0,35 0,42 031 0,24 0,24 023 021
oD 2 045 036 0,30 0,31 028 023 023 022
oD 3 037 032 0,30 0,37 023 021 023 022
oD
048 041 0,34 0,34 0,33 0,25 023 0,23 0,22
Ortalama
Canhlik ) 59 85,71 7353 87,18 64,92 50,21 50,84 48,32 4370
Oranm 1
Canhihk 45 5, 95,38 75,21 62,82 65,76 58,40 47,90 47,48 45,80
Orani 2
Canhlik ) 59 78,15 67,23 62,18 77,73 48,32 44,54 47,27 46,64
Oram 3
Canliik 45 5, 86,41 71,99 70,73 69,47 52,31 47,76 47,69 45,38
Ortalama
oD1 0,70 0,58 043 0,38 0,38 0,24 0,22 0,24
oD 2 0,76 0,55 045 041 0,39 022 022 0,24
oD3 0,79 057 043 0,46 0,46 0,24 023 023
oD 0,80 0,75 057 0,44 0,42 041 023 0,22 0,24
Ortalama
Canliik 45 5, 87,70 72,77 54,08 47,68 48,18 30,36 27,60 29,99
Oram 1
Canhik 45 5, 95,11 69,01 56,21 51,82 48,68 27,35 27,73 29,99
Oram 2
Canliik 45 5, 99,37 71,77 54,20 57,34 58,22 29,74 28,86 28,86
Oram 3
Canliik 45 94,06 71,18 54,83 52,28 51,69 29,15 28,06 29,61
Ortalama
oD 1 0,70 0,81 0,34 0,45 0,32 0,24 0,24 023
oD 2 0,85 0,69 046 0,38 035 0,24 024 024
oD 3 0,77 046 0,44 0,46 0,29 0,24 024 024
oD 1,07 0,77 0,65 041 043 0,32 0,24 0,24 023
Ortalama
Canhlik 100,00 65,39 75,09 31,53 41,60 29,57 22,76 22,29 21,64
Oram 1
Canlilk 100,00 78,92 64,55 42,72 35,45 32,28 22,29 22,57 21,92
Oram 2
Canllk 100,00 72,20 43,19 41,04 42,63 26,77 22,57 21,92 22,11
Oram 3
Canllk 100,00 72,17 60,95 38,43 39,89 29,54 22,54 22,26 21,89
Ortalama
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Tablo 9. IVM’nin 24, 48 ve 72 saatlik zaman dilimlerinde muamelesinin A2058 hiicre proliferasyonu tizerine etkisi

oD1 0,95 0,97 0,87 0,66 0,56 0,56 0,51 0,50
oD 2 0,95 0,89 0,87 0,68 0,55 057 0,53 0,50
oD3 093 0,98 092 0,71 0,53 0,54 0,54 0,50
oD
1,00 0,94 0,94 0,89 0,68 0,55 0,56 0,53 0,50
Ortalama
Canhbk 445 5, 94,59 96,79 86,99 65,49 56,19 55,99 51,39 50,09
Oranm 1
Canhihk 445 5, 94,79 89,09 86,89 68,29 55,19 57,09 52,99 49,70
Orani 2
Canhbk 44 5, 93,09 97,49 91,89 71,19 52,79 54,19 53,89 50,39
Oram 3
Canlihk 4 09 94,16 94,46 88,59 68,33 54,73 55,76 52,76 50,06
Ortalama
oD1 0,98 0,99 0,80 0,63 0,67 0,60 0,47 0,54
oD 2 0,99 0,92 0,80 0,60 0,67 0,61 0,49 053
oD3 e 092 0,81 0,63 0,66 0,60 0,57 0,55
oD
142 1,03 0,94 0,80 0,62 0,67 0,60 0,51 0,54
Ortalama
Canliik 45 5, 68,66 69,79 56,41 44,01 46,83 42,32 3317 38,10
Oram 1
Canhiik ) 59 69,44 64,44 56,06 42,25 47,39 42,61 34,72 37,04
Oram 2
Canliik 45 5, 79,01 65,07 57,18 44,58 46,55 41,97 40,35 38,45
Oram 3
Canhilik 5 09 72,37 66,43 56,55 43,62 46,92 42,30 36,08 37,86
Ortalama
oD1 0,97 0,95 0,70 0,60 0,55 0,59 0,52 0,52
oD 2 1,09 091 073 0,52 0,54 0,60 048 0,48
oD3 112 0,90 0,70 0,54 0,55 0,59 0,50 0,50
oD 145 1,06 092 071 0,55 0,55 0,59 0,50 0,50
Ortalama
Canlik 46550 67,00 65,55 4821 4151 38,13 40,96 36,13 36,13
Oram 1
Canhbk 5 7543 62,99 50,15 35,71 37,30 41,37 33,29 33,29
Oram 2
Canliik 90500 7757 62,37 48,56 37,37 37,85 40,89 34,26 34,26
Oram 3
Canhiik 54 7333 63,64 48,97 38,20 37,76 41,08 34,56 34,56
Ortalama
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Tablo 10. IVM’nin 24, 48 ve 72 saatlik zaman dilimlerinde muamelesinin normal fibroblast hiicre proliferasyonu tizerine etkisi

oD1 0,385 0,365 0,382 0,317 0,276 0,230 0,209 0,208
oD 2 0,361 0,359 0,358 0,305 0,259 0,238 0,210 0,209
oD3 0,361 0,394 0,365 0,335 0,264 0,224 0,212 0,210
ob 0,355 0,369 0373 0,368 0,319 0,266 0,231 0,210 0,209
Ortalama
g:::l‘l"i‘ 100,000 108451 102,817 107,606 89,296 77,746 64789 58873 58,502
g::::l";‘ 100,000 101,690 101,127 100,845 85915 72,958 67,042 59,155 58,873
g::::l";‘ 100,000 101,690 110,986 102,817 94366 74366 63,099 59718 59,155
Canhhk 100,000 103,944 104,977 103,756 89,859 75,023 64,977 59,249 58,873
Ortalama
oD1 0,39 0,41 0,34 0,29 0,24 0,21 0,22 0,21
oD 2 041 0,39 036 0,29 025 022 021 022
oD3 0,44 0,38 036 0,29 023 022 022 022
ob 0,40 041 0,40 035 0,29 0,24 0,22 0,22 0,22
Ortalama
Canhbk 5 54 96,77 102,73 84,12 72,95 59,55 53,10 53,35 52,85
Oram 1
Canik 4065 10948 97,77 88,09 71,46 61,79 53,60 53,10 55,09
Oram 2
Canbk 45060 10943 94,79 89,58 70,97 57,82 54,09 53,60 54,59
Oram 3
Canbik 5065 19589 98,43 87,26 71,79 59,72 53,60 53,35 54,18
Ortalama
oD1 0,48 0,46 035 023 0,22 021 021 0,22
oD 2 0,47 0,46 036 023 022 021 021 022
oD3 0,46 045 035 023 022 021 021 022
oD

0,63 0,47 0,46 035 023 0,22 021 021 022
Ortalama
Canbiik 45000 7492 7271 54,89 35,96 34,38 33,60 32,81 34,70
Oram 1
Canlik 10500 74,76 72,40 55,99 36,75 34,54 33,12 32,97 34,54
Oram 2
Canbiik 45000 72,40 70,82 54,73 36,59 34,70 33,28 32,65 34,86
Oram 3
Canlik 10500 7403 71,98 55,21 36,44 34,54 33,33 32,81 34,70
Ortalama
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Sekil 31. IVM’nin 24, 48 ve 72 saatlik zaman dilimlerinde muamelesinin normal fibroblast hiicre hatt1 izerindeki sitotoksik
etkisi (ANOVA testi kullanilarak analiz edilmistir. **p<0.01)
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ekil 32. Her bir hiicre hattina IVM’nin 24 saat siire ile uygulanmasi sonucu %inhibisyon grafikleri
ygu yon gr
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4.4.2 Inula viscosa’min Su Oziitiiniin Hiicre Hatt1 Uzerindeki Antiproliferatif ve
Sitotoksik Etkisi
MM hiicre hatlar1 ( A2058 ve MeWo) ve normal fibroblast hiicre hatlarina

24,48 ve 72 saatlik zaman araliklarinda 11 farkli doz uygulanmis olup IV’nin su
Oziitliniin hiicre canliligini zamana ve doza bagl olarak nasil etkiledigi WST-1
analizi ile belirlenmistir. WST-1 analizi sonucu elde edilen OD degerleri ve OD
degerlerinin hiicre canlilig1 ylizdesi olarak ifadesi Tablo10, 11 ve 12°de gosterildigi
gibi olup hiicre canliliginin yiizdesel degisimleri ise Sekil 33, 34 ve 35’teki grafikte

yer almaktadir.
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Tablo 10. IV’nin su 6ziitiiniin 24, 48 ve 72 saatlik zaman dilimlerinde muamelesinin MeWo hiicre proliferasyonu iizerine etkisi

oD 1 044 047 040 039 037 028 029 029 032 031 028
oD 2 038 045 034 041 038 035 031 027 029 032 038
oD 3 041 042 035 039 037 032 024 030 025 029 0733
oD 0,48 041 045 037 040 037 031 028 029 028 031 0733
Ortalama

Canhhik 100,00 92,02 9916 84,87 81,72 7752 5861 6050 59,87 66,18 6492 57,98
Oran 1

Canhhik 100,00 7920 9454 7143 8592 7962 7290 6597 5630 6050 6639 80,67
Orani 2

Canhhk 100,00 8655 87,82 7395 8151 7857 66,18 50,84 6387 5168 6155 69,33
Oram 3

Canhlik 100,00 8592 9384 76,75 8305 7857 6590 59,10 6001 5945 64,29 69,33
Ortalama

oD 1 088 08 08 08 087 062 057 0718 066 071 0,69
oD 2 0,87 097 071. 079 087 080 079 0766 053 059 0,65
oD 3 088 097 065 084 067 08 072 0724 066 065 062
oD 0,80 088 094 074 08L 08 076 069 074 062 065 065
Ortalama

Canlbk 10000 11066 11142 107,53 101,76 10941 77,92 7139 90,09 8306 8871 8595
Oram 1

Canhlik 10000 10954 121,83 88,96 9875 109,41 100,25 98,62 96,11 6625 73,53 81,68
Orani 2

Canlbk 100,00 110,16 12146 81,68 104,89 8381 107,65 90,34 90,84 8256 8156 78,17
Oram 3

Canhlik 10000 110,12 11824 92,72 101,80 100,88 9527 86,78 92,35 77,29 81,26 81,93
Ortalama

oD1 1,02 0,89 0,99 0,83 0,88 0,82 0,88 0,75 0,74 0,67 0,63

oD 2 0,97 1,05 0,90 0,75 0,89 0,91 0,84 0,805 0,79 0,63 0,69
oD 3 0,92 1,05 0,84 0,94 0,91 0,67 0,85 0,776 0,78 0,70 0,58
oD 1,07 0,97 1,00 0,91 0,84 0,89 0,80 0,85 0,78 0,77 0,67 0,63
Ortalama
Canlhk 10000 94,87 8312 9235 7696 8218 7649 8200 6996 6856 62,87 5849
Oram 1
Canhik 10000 90,11 97,95 83,58 6950 8265 8526 7836 7509 7388 5868 64,74
Oram 2
Canlhk 10000 8563 9832 7864 87,87 8461 62,69 7882 7239 7304 64,83 5401
Oram 3
Canhik 10000 90,21 93,13 84,86 7811 8315 7481 7973 7248 7183 62,13 59,08
Ortalama
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Sekil 33. IV nin su 6ziitiiniin 24, 48 ve 72 saatlik zaman dilimlerinde muamelesinin MeWo hiicre hatti tizerindeki sitotoksik
etkisi (*p<0.05, **p<0.01)
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Tablo 11. IV’nin su 6ziitiiniin 24, 48 ve 72 saatlik zaman dilimlerinde muamelesinin A2058 hiicre proliferasyonu tizerine etkisi

oD1 110 103 116 108 104 107 103 08 101 095 083
oD 2 116 106 111 107 104 109 113 095 104 097 082
oD3 117 104 105 104 098 099 119 092 097 100 079
ob 100 114 104 111 106 1,02 105 111 092 101 097 081
Ortalama
Canhhk
Canlik 100,00 109,69 10269 11629 10769 10359 10729 10279 8769 10119 9499 82,69
Canhhk
oMK 10000 11639 10639 11049 10729 10379 10889 11249 9539 10389 9679 82,09
Canhhk
Canlik 10000 11689 10399 10489 10419 9829 9939 11869 9149 9660 9999 79,09
Canhhk
100,00 11432 10436 11056 10639 101,89 10519 11132 9152 10059 97,26 8129
Ortalama
oD1 154 121 126 129 111 123 114 113 103 106 089
oD 2 126 121 127 137 119 128 115 103 114 090 073
oD 3 127 123 130 130 113 128 107 114 103 095 074
oD 142 135 122 127 132 114 126 112 110 107 097 079
Ortalama
gar‘;:::“l‘ 10000 10817 8549 8838 9070 7845 86,62 8049 7937 72,68 7486 6246
g‘;‘;ﬂ:‘;‘ 100,00 8859 8542 89,65 9641 8345 9035 8099 72,68 8042 6338 5148
g‘;‘:ﬂ‘;‘ 10000 8930 8648 9127 91,34 7965 90,00 7535 8042 7268 66,62 51,90
Canllik 5457 o535 g580 89,77 9282 8052 8899 7894 7749 7526 6829 5528
Ortalama
oD1 142 125 145 138 128 125 111 101 094 088 085
oD 2 155 149 146 137 121 128 118 094 097 093 081
oD3 148 152 135 127 126 118 111 097 093 095 086
ob 145 148 142 142 134 125 123 113 097 095 092 084
Ortalama
gi';:::‘i‘ 10000 9795 8655 100,36 9539 8827 8606 7688 6956 6500 6051 58,78
gi';::‘;‘ 10000 107,34 103,06 100,85 9442 8337 8814 8130 6514 67,4 6431 56,02
(C;';:::‘;‘ 100,00 102,30 10478 9318 87,52 8682 8137 7660 6714 6396 6562 59,20
Canhhk 5600 10253 9813 9813 9244 8616 8519 7826 6728 6537 6348 5800
Ortalama
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Sekil 34. IV nin su 6ziitiiniin 24, 48 ve 72 saatlik zaman dilimlerinde muamelesinin A2058 hiicre hatti tizerindeki sitotoksik
etkisi (*p<0.05, **p<0.01)
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Tablo 12. IV’nin su 6ziitiiniin 24, 48 ve 72 saatlik zaman dilimlerinde muamelesinin normal fibroblast proliferasyonu tizerine

etkisi
OoD1 0,47 0,38 0,43 0,41 0,41 0,38 0,39 0,36 0,37 0,41 0,40
oD 2 0,45 0,36 0,42 0,42 0,40 0,41 0,41 0,37 0,38 0,40 0,29
oD 3 0,46 0,39 0,44 0,43 0,38 0,42 0,43 0,35 0,39 0,36 0,30
oD 0,35 0,46 0,37 0,43 0,42 0,40 0,40 0,41 0,36 0,38 0,39 0,33
Ortalama
Canhhk
Oram 1 100,00 132,84 106,90 123,15 116,88 117,16 109,46 110,32 102,62 10519 116,31 113,74
(C;::::l;( 100,00 127,99 101,20 119,44 120,58 115,17 115,74 116,31 106,61 109,46 11345 83,52
Canhhk
Oram 3 100,00 130,84 110,89 125,14 122,01 108,32 120,01 121,15 98,35 111,46 103,76 84,09
Canhhk
100,00 130,56 106,33 122,58 119,82 113,55 115,07 11593 102,53 108,70 111,17 93,79
Ortalama
OoD1 0,545 0,54 0,52 0,54 0,52 0,44 0,45 0,44 0,38 0,39 0,38
oD 2 0,521 0,53 0,53 0,54 0,51 0,44 0,47 0,40 0,38 0,35 0,39
oD 3 0,534 0,53 0,50 0,53 0,46 0,44 0,48 0,43 0,36 0,36 0,30
oD 0,38 0,53 0,53 0,52 0,54 0,50 0,44 0,47 0,42 0,37 0,37 0,36
Ortalama
gar‘;::“l‘ 10000 14342 14079 13579 141,05 137,37 11605 117,37 11526 10105 10342 100,79
Canhhk
Oram 2 100,00 137,11 138,95 138,95 142,63 132,89 116,05 122,63 105,00 98,95 92,63 101,58
Canhhk
Oram 3 100,00 140,53 140,00 132,63 139,74 121,84 11553 127,37 112,37 95,53 93,95 80,00
Canhihk
100,00 140,35 139,91 135,79 141,14 130,70 115,88 122,46 110,88 98,51 96,67 94,12
Ortalama
OoD1 0,76 0,72 0,79 0,75 0,63 0,69 0,71 0,58 0,60 0,60 0,53
oD 2 0,80 0,76 0,79 0,77 0,71 0,61 0,64 0,61 0,65 0,61 0,38
oD 3 0,79 0,74 0,78 0,69 0,69 0,69 0,62 0,60 0,61 0,58 0,48
oD 0,62 0,78 0,74 0,78 0,74 0,68 0,66 0,66 0,60 0,62 0,60 0,46
Ortalama
Canhhk
Oram 1 100,00 123,23 116,61 126,94 120,81 102,10 111,29 114,84 92,90 96,45 96,61 85,00
Canhhk
Oram 2 100,00 128,23 122,26 127,10 123,87 113,71 97,90 102,74 9855 104,68 98,55 61,77
Canhhk
Oram 3 100,00 127,74 119,19 125,16 111,77 110,97 110,81 99,52 96,77 98,87 93,55 77,90
Canhhk
100,00 126,40 119,35 126,40 118,82 108,92 106,67 105,70 96,08 100,00 96,24 74,89
Ortalama
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Sekil 35. IV’nin su 6ziitiiniin 24, 48 ve 72 saatlik zaman dilimlerinde muamelesinin normal fibroblast hiicre hatti izerindeki
sitotoksik etkisi (*p<0.05, **p<0.01)

66



4.5 Inula viscosa’mn Metanol Oziitiiniin A2058, Mewo ve Normal Fibroblast
Hiicre Hatlarimin Morfolojileri Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesi

IV’nin metanol Oziitiinlin A2058, MeWo ve normal fibroblast hiicre hatlari
tizerindeki sitotoksik etkisi WST-1 analizi ile tespit edilmis olup 80,100 ve 120
pg/ml doz miktarlariin 24 saat siire ile uygulanmasi sonucu A2058 ve MeWo hiicre
hatlarinda programli hiicre 6lim tipi olan apoptotik oOliim gdzlemlenmistir.
Hiicrelerin yapisal degisimleri AO/EB boyamasi ile belirlenmistir (Sekil 36-38).

24 saat boyunca uygulanan dozlarin hiicre proliferasyonunun azalmasina neden
oldugu AO/EB boyamasi ile de dogrulanmis olup niikleusta kromatin yogunlasmasi
ve hiicre membraninda apoptotik Oliimle karakterize olan yuvarlak c¢ikintilar
(tomurucuklanma) tespit edilmistir. Ayn1 zamanda doza bagli olarak nekrotik hiicre
olim tipi ile 6len hiicre sayisindaki artis da nitel olarak belirlenmistir. Normal
fibroblast hiicre hattinda ise doza bagli olarak apoptotik hiicre 6limii ile birlikte
sitoplazmik uzantilarin kisaldigi, hiicre-hiicre ve hiicre-ylizey etkilesimlerinin
zayifladigr gozlemlenmisti. MM hiicre hatlarina kiyasla normal fibroblast

hiicrelerinin 6ziitiin sitotoksik etkisine yanitinin daha az oldugu gézlemlenmistir.
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Sekil 36. 1VM’nin MeWo hiicre hattinda olusturdugu morfolojik degisimler
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80 ug/ml

100 pg/ml

120 pg/ml

Sekil 37. IVM’nin A2058 hiicre hattinda olusturdugu morfolojik degisimler
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100 pg/ml

120 pg/mi

Sekil 38. I\VM’nin normal hiicre hattinda olusturdugu morfolojik degisimler

70



4.6 TV’nin Metanol Oziitiiniin Hiicrelerdeki Apoptotik Etkisinin Belirlenmesi

IVM’nin 24 saatlik siire zarfinda belirli doz araliklarinda uygulanmasi sonucu
A2058, MeWo ve normal fibroblast hiicre hatlar1 tizerindeki etkin sitotoksik dozlarin
WST-1 analizi ile belirlenmesinin ardindan uygulanan bu dozlarin hiicre hatlari
tizerindeki apoptotik etkisi Muse® Cell Analyzer cihazinda Muse® Annexin V Dead
Cell Kit kullanilarak tespit edildi. Bulgular Sekil 39-45’te verilmistir.

IVM’nin MeWo, A2058 ve normal fibroblast hiicre hatlarindaki apoptotik
etkisi ayni hiicrenin doz uygulanmayan kontrol grubu ile kiyaslandiginda 24 saat
stiresince doz uygulanan hiicrelerdeki erken ve ge¢ apoptotik 6liim oranlar1 Tablo
13’te verilmistir. Yapilan analizlere gore A2058 ve MeWo hiicre hatlarinda canli
popiilasyonun doza bagli olarak azaldigi ve apoptotik hiicre Oliimiiniin ise arttigi
gozlemlenmistir. Ayn1 dozlarin 24 saat boyunca normal fibroblast hiicrelerine
uygulanmasmin ise hiicre canliligint MM hiicre hatlarina oranla daha az etkiledigi ve
hiicrelerin apoptotik 6liimle birlikte nekrotik Oliim tipini de sergiledigi tespit

edilmistir.

Tablo 13. 1VM’nin 80, 100 ve 120 pg/ml uygulanmasi sonucu hiicre hatlarindaki erken ve geg apoptotik 6liim oranlari

UYGULANAN DOZLAR ERKEN APOPTOTIK GEC APOPTOTIK

80 pg/ml 4,46 13,45
A2058

100 pg/ml 10,38 22,16

120 pg/ml 3,73 18,01

80 pg/ml 3,91 9,14
MeWo

100 pg/ml 19,56 14,73

120 pg/ml 22,64 18,83

80 pg/ml 2,59 4,42

Normal Fibroblast
100 pg/ml 4,29 7,76
120 pg/ml 3,19 6,07
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CELL SIZE INDEX

B)
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Sekil 39. A2058 hiicre hattina belirli dozlarda IVM uygulanmasi sonras1 Annexin V-PI analizinin sonuglari (A) Kontrol, (B) 80
pg/ml, 100 pg/ml, 120 pg/ml
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Sekil 40. IVM’nin 80, 100, 120 pg/ml uygulanmast sonucu A2058 hiicre hattinin total apoptotik ve nekrotik 6liim oranlart
(ANOVA testi kullanilarak analiz edilmistir.* p< 0.05, ** p< 0.01).
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Sekil 41. MeWo hiicre hattina belirli dozlarda IVM uygulanmasi sonrast Annexin V analizi sonucu elde edilen apoptotik 6lim

oranlar1. (A) Kontrol, (B) 80 pg/ml, 100 pg/ml, 120 pg/ml

AMMEXIM WV

Apoptatic
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Sekil 42. IVM’nin 80, 100, 120 pg/ml uygulanmasi sonucu MeWo hiicre hattinin total apoptotik ve nekrotik 6lim oranlar
(ANOVA testi kullanilarak analiz edilmistir.** p< 0.01).
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FOPULATION PROFILE

APOPTOSIS PROFILE

Dead Late Apop./Dead
10.37 % 287 %
o 3 3
O E
Z E
A)H 2 3 2 :
w =
j =
SR
252 %
0 g 1 Earhy Apop.
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Live AMMEXIN W Apoptetic Live AMMEXIMN Y Apoptotic
80 pg/ml 100 pg/ml
APOPTOSIS PROFILE APOPTOSIS PROFILE
Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead
1812 % ‘ 442 % 18.35 % ce T.76 %
" -
3‘5 3- o
= =
B) = 2 = 2
) 22 2
= ] =
5 2.59 % 420 %
0 1 Liv 'l Earty Apop. Early Apop.
0o 1 2 3 4 2 3 4
Live AMMEXIM WV Apoptotic Live AMMEXIN Y - Apoptetic
120 ug/ml
APOPTOSIS PROFILE
Dead Late Apop./Dead
112.52 % o 6.07 %
3_5 *"
=
_
o 23
=
>
i 319 %
I:I- il - R Early Apop.
0 1 2 3 4

ve AMMEXIM W

Sekil 43. Normal fibroblast hiicre hattina hiicre hattina belirli dozlarda IVM uygulanmasi sonrast Annexin V analizinin
sonuglari. (A) Kontrol, (B) 80 pg/ml, 100 pg/ml, 120 pg/ml
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Sekil 44. IVM’nin 80, 100, 120 pg/ml uygulanmast sonucu normal fibroblast hiicre hattinin total apoptotik ve nekrotik dlim
oranlarl. (ANOVA testi kullanilarak analiz edilmistir.* p< 0.05, ** p< 0.01).
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Sekil 45. IVM’nin 80, 100, 120 pg/ml uygulanmas: sonucu MM ve normal fibroblast hiicre hatlarimin karsilastirmali total
apoptotik 6liim oranlari
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4.7 Inula viscosa’min Metanol Oziitiiniin Hiicre Dongiisii Uzerine Etkisinin
Belirlenmesi

80, 100, 120 pg/ml IVM’nin MeWo, A2058 ve normal fibroblast hiicrelerinde
24 saat siiresince farkli dozlarda uygulanmasi sonucu farkli etkiler yarattigi

gozlemlenmistir.

MeWo hiicre hattinin canli popiilasyonunun; dozun artisina bagl olarak hiicre
dongiistiniin G2/M kontrol noktasinda duraklatildig: tespit edilmistir. MeWo hiicre
hattinin doz uygulanmamis olan kontrol grubunun hiicre miktarlarinin G0/G1°de
%359,3; G1/S’de %12,4; G2/M’de %27,2 oldugu belirlenmistir. 80, 100 ve 120 pg/ml
IVM uygulanmasi sonucu doz artigina bagh olarak G2/M’de artis gézlemlenmistir
(Sekil 46, 47). MeWo hiicre hattinin genomik profilinde tanimlanmis olan
mutasyonlardan dolayr DNA’s1 hasar géren hiicrelerin GO/G1 kontrol noktasinda

farkedilmeyip G2/M’de duraklatilmis olabilecegi diistiniilmektedir.
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Sekil 46. IVM’ nin 24 saat uygulanmasi sonucu MeWo hiicre hattinda hiicre dongiisii evrelerine ait histogramlar. (A) Kontrol,
(B) 80 pg/ml, 100 pg/ml, 120 pg/ml
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Sekil 47. IVM’ nin MeWo hiicre hattina 24 saat uygulanmasi sonucu hiicre déngiisii evrelerindeki (G0/G1, S ve G2/M) hiicre
sayisina ait degisimler. (A) Kontrol, (B) 80 pg/ml, 100 pg/ml, 120 pg/ml (ANOVA testi kullanilarak analiz edilmistir.* p<
0.05, ** p< 0.01).

A2058 hiicre hattiin doz uygulanmamis kontrol grubunun hiicre miktarlarinin
G0/G1’de %47,5; G1/S’de %11,2; G2/M’de %37,6 oldugu tespit edilmistir. 24 saat
stiresince 80 ug/ml doz uygulandiginda hiicre miktarlarinin GO/G1°de 36,4; G1/S’de
%10,8; G2/M’de %47,5; 100 pg/ml doz uygulandiginda hiicre miktarlarinin
G0/G1°de 41,7; G1/S’de %12,1; G2/M’de %40; 120 pg/ml doz uygulandiginda ise
hiicre miktarlarinin G0/G1°’de 73,6; G1/S’de %6,6; G2/M’de %17,5 oldugu tespit
edilmigtir. Sonug¢ olarak A2058 hiicre hattina 24 saat 80 ve 100 pug/ml IVM
uygulanmast; hiicrelerin G2/M kontrol noktasinda; 120 pg/ml uygulunmasi ise

GO0/G1 kontrol noktasinda tutulmasina neden olmaktadir (Sekil 48,49).

80



4 POPULATION PROFILE
: . - DA COMNTENT PROFILE
m 3 15 = S5 475
[ . S22
= = 1 G TTE
LL| .
— ]
—
IR F— 7
o1 2 34 56 7 8 910
0 e DMA COMTENT INDEX
01234567849
DA COMTENT INDEX
KONTROL
DA CONTEMNT PROFILE DMA COMNTENT PROFILE
15 . e 15 SOG1 417
. 5104 5121
- . M 475 e G20 &0
S B 5
012345678 910 012345678 910
DNACDNTEI}IT‘NDE}{ DA COMTEMT INDEX
80 ug/m 100 pg/ml

DA COMNTEMT PROFILE

E0ME1 TS
SE5
G2 175

Count
P TN TNy (s (e ]

01 23456 7F 8 910
DMA CONTEMNT INDEX

120 pg/ml

Sekil 48. IVM’ nin 24 saat uygulanmasi sonucu A2058 hiicre hattinda hiicre dongiisii evrelerine ait histogramlar. (A) Kontrol,
(B) 80 pg/ml, 100 pg/ml, 120 pg/ml
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Sekil 49. 1VM’nin A2058 hiicre hattina 24 saat uygulanmasi sonucu hiicre dongiisii evrelerindeki (G0/G1, S ve G2/M) hiicre
sayisina ait degisimler. (A) Kontrol, (B) 80 pg/ml, 100 pg/ml, 120 pg/ml (ANOVA testi kullanilarak analiz edilmistir.* p<
0.05, ** p< 0.01).

Normal fibroblast hiicre hattinin doz uygulanmamis kontrol grubunda ise
G0/G1’de %78,8; G1/S’de %3,6; G2/M’de %17,5 oldugu tespit edilmistir. 24 saat
stiresince 80 ug/ml doz uygulandiginda hiicre miktarlarinin GO/G1°de 82,8; G1/S’de
%3; G2/M’de %13,9; 100 pg/ml doz uygulandiginda hiicre miktarlarmm G0/G1°de
74,8; G1/S’de %4,1; G2/M’de %20,4; 120 pg/ml doz uygulandiginda ise hiicre
miktarlarmin  G0/G1’de 80,5; G1/S’de %1,7, G2/M’de %16,8 oldugu tespit
edilmistir. Sonug¢ olarak normal fibroblast hiicre hattina 24 saat 80 ve 100 ug/ml
IVM uygulanmasi hiicrelerin G2/M kontrol noktasinda; 120 pg/ml uygulunmas: ise
G2/M kontrol noktasinda tutmaktadir (Sekil 50, 51).
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Sekil 50. VM’ nin 24 saat uygulanmasi sonucu normal fibroblast hiicre hattinda hiicre dongiisii evrelerine ait histogramlar. (A)
Kontrol, (B) 80 pg/ml, 100 pg/ml, 120 pg/ml
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Sekil 51. IVM’nin normal fibroblast hiicre hattina 24 saat uygulanmasi sonucu hiicre dongiisii evrelerindeki (G0/G1, S ve
G2/M) hiicre sayisina ait degisimler. (A) Kontrol, (B) 80 pg/ml, 100 pg/ml, 120 pg/ml (ANOVA testi kullanilarak analiz
edilmistir.* p< 0.05, ** p< 0.01).

4.8 Inula viscosa’min Metanol Oziitiiniin Tiimériin Agresifligi Uzerine Etkisinin
Belirlenmesi

A2058, MeWo ve normal fibroblast hiicrelerinin 6 kuyulu plaklarina 200ul
hacimli pipet ucu ile yara alanin olusturulmasinin ardindan; IVM’nin belirlenen etkin
dozlar1 ile 24 saat boyunca muamele edilmesi sonucu A2058 ve MeWo hiicre
hatlarindaki yara alanlarinda doza bagl olarak istatistiksel olarak anlamli farkliliklar

gbzlemlenmistir.

A2058 hiicre hattinda birbirinden bagimsiz kurulan 3 farkli deney grubunda
olusturulan yara alaninin IVM (80 pg/ml, 100 pg/ml ve 120 pg/ml) ile 24 saat
sliresince  muamelesi sonrasi kontrol grubunun yara alani ortalama 9%23,61
kapanirken; 80 pg/ml doz uygulanan hiicre grubunun yara alani ortalama %11,41,;
100 pg/ml doz uygulanan hiicre grubunun yara alani ortalama %7,98 agilmistir. 120

pg/ml doz uygulanan hiicre grubunun yara alani ise %2,48 kapanmustir (Sekil 52,
53).
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Sekil 53. IVM’nin 24 saat siiresince 80, 100, 120 pg/ml uygulanmasi sonucu A2058 hiicre hattinin yara alanindaki ortalama
yiizde degisimleri (ANOVA testi kullanilarak analiz edilmistir.* p< 0.05).

MeWo hiicre hattinda birbirinden bagimsiz kurulan 3 farkli deney grubunda
olusturulan yara alaninin IVM (80 pg/ml, 100 pg/ml ve 120 pg/ml) ile 24 saat
stiresince muamelesi sonrasi kontrol grubunun yara alani ortalama %17,96; 80 pg/ml
doz uygulanan hiicre grubunun yara alani ortalama %1,96 kapanmis olup; 100 pg/ml
doz uygulanan hiicre grubunun yara alaninda degisim saptanmamustir. 120 pg/ml doz
uygulanan hiicre grubunun yara alani ise 12,58 acilmistir. Hiicre popiilasyonunu

g6zle goriiliir oranda azalmaktadir (Sekil 54, 55).
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Sekil 54. VM’ nin MeWo hiicre hattina 24 saat siiresince uygulanmasi sonucu yara alanlarindaki degisim
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Sekil 55. [VM’nin 24 saat siiresince 80, 100, 120 pg/ml uygulanmasi sonucu MeWo hiicre hattinin yara alamindaki ortalama
yiizde degisimleri (ANOVA testi kullanilarak analiz edilmistir.*p< 0.05, ** p< 0.01).

Normal fibroblast hiicre hattinda birbirinden bagimsiz kurulan 3 farkli deney
grubunda olusturulan yara alanmin IVM (80 pg/ml, 100 pg/ml ve 120 pg/ml) ile 24
saat siiresince muamelesi sonrast doz uygulanmayan kontrol grubunun yara alani
neredeyse tamamen kapanmistir. Deneyin kurulmasi esnasinda hiicrelerin
morofolojik  Ozelliginden dolayr yara alanmin smirlar1 net bir sekilde
belirlenememistir.  Ancak  nitel olarak  degerlendirildiginde  hiicrelerin
morfolojilerindeki ve proliferasyonundaki degisim oldukca agiktir. Yara alanlarinda

doza bagl olarak artis gdzlenmektedir (Sekil 56, 57).
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Sekil 56. VM’ nin normal fibroblast hiicre hattina 24 saat siiresince uygulanmasi sonucu yara alanlarindaki degisim
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Sekil 57. IVM’nin 24 saat siiresince 80, 100, 120 pg/ml uygulanmasi sonucu normal fibroblast hiicre hattinin yara alamindaki
ortalama yiizde degisimleri (** p< 0.01).
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5. TARTISMA ve SONUC

MM malignitenin hizla artis gosterdigi cevresel faktorlerin ve genetik
faktorlerin bir arada etki ettigi 0liim orani en yiiksek deri kanseri tiiriidiir. Erken
evrelerde tedavi orani yiiksek olmasma ragmen ileri evrelerde bu oran oldukc¢a
azalmaktadir. Klinisyenler tarafindan erken evre MM hastalar1 i¢in cerrahi miidahele
yeterli goriilmekte ancak ileri evre hastalar i¢in cerrahi miidaheleyi takiben
kemoterapik/radyoterapik tedavi ve gerekirse kombin hedefli ilag tedavileri de
uygulanmaktadir. Metastatik melanomda kemoterapik ilaclara ve hedefli terapilere
kars1 kisa siirede direng gelistiginden dolayr kemoterapik ajanlara ilave olarak
kullanilabilecek bitkisel ilaclar ve etkin yolaklar1 diizenleyebilecek kombin tedaviler
in vivo ve in vitro ¢alismalarm giincel verilerini olusturmaktadir.

Diinya saglik orgiitiine (WHO) gore insan popiilasyonunun %65’1 geleneksel
tibbin hastaliklarin tedavisinde Oncelikli olduguna inanmaktadir. Dogal {iriinlerin
cesitlilifine paralel olarak iirtinlerin yapisal ¢esitliliginin de fazla olmasi yeni
bilesiklerin kesfine olanak sunmaktadir. Karasal bitkiler gibi dogal iiriinlerin
yapisinda bulunan aktif bilesikler ila¢ olarak kullanilmak iizere kesfedilmeye hazir
beklemektedirler. Bitkisel 6ziitlerin ve oziitlerin baridindirdig1 fenolik bilesikler gibi
sekonder metabolitlerin sitotoksik etkisinin arastirildigr ¢alismalarin fazlaligi
geleneksel tibb1 destekler nitelikte kanser tedavisi tizerine caligmalar arasinda
literatiiriin oldukea biiyiik bir kistmimi olusturmaktadir.

IV, kesfedilmis yaklagik 100°den fazla tiirii olan Inula cinsinin sitotoksik etkisi
kanitlanmig bit bitkidir. IV’nin c¢esitli Oziitlerinin sitotoksik ve antiproliferatif
ozellikleri farkli kanser tiirlerinde arastirilmis olup MM hiicre hatlarinda IVM’nin
sitotoksik ve antiproliferatif etkileri literatiirde bulunmamaktadir (Bar-Shalom ve
ark., 2019; Benbacer ve ark., 2012; Messaoudi ve ark., 2016; Rozenblat ve ark.,
2008; Talib ve ark., 2012). Mevcut tez kapsaminda IV bitkisinin metanol ve su
Oziitinin MM ve normal fibroblast hiicre hatlarindaki sitotoksik etkisi
degerlendirilmis olup metanol Oziitiiniin apoptotik hiicre 6liim tipini indiikledigi

tespit edilmistir. Sitotoksik analiz yontemleri antineoplastik 6zelliklere sahip bitki
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Oziitlerini aywt edebilmek icin Onemli verilerin elde edilmesinde biiyiik katki
saglamaktadirlar.

Mevcut tez kapsaminda oncelikle IV bitkisinin taksonomik analizi yapilmig
olup herbaryum numarasi belirlenmistir (BULU42445). Ardindan toplanan bitkiler
uygun kosullarda kurutulmustur. Bitkinin yaprak kisimlarmin su ve metanol
kullanilarak ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Ekstraksiyon sonrasi elde edilen
oziitin HPLC-DAD cihazi kullanilarak kromatografik analizi yapilmistir.
Kromatografik analiz sonucu elde edilen bulgulara gore, ¢oziicii olarak su
kullanilmasinin fenolik igeriklerin ¢éziinmesinde etkisinin az oldugu saptanmis olup
metanoliin kullanilmas: ile 6 farkli fenolik bilesigin yiiksek oranda c¢oziindiigii
saptanmustir. Bu bilesiklerin total antioksidan aktivitesinin su Oziitiine gore, yaklasik
6 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir.

Hiicre hatlarinda gergeklestirilen ilk analiz WST-1 proliferasyon deneyinden
elde edilen bulgulara gore su Oziitiiniin 24 saatte MeWo ve A2058 hiicre hatlarinda
hiicre canliligini %50 nin alta diistirmedigi, fibroblast hiicre hattinda ise proliferatif
etki gosterdigi saptanmustir. Su Oziitiiniin 48 ve 72 saatlik muamelesi sonucu ise
MeWo ve A2058 hiicre hatlarinda canlilik yaklasik %80 olarak seyrederken,
fibroblast hiicrelerinde proliferatif etki gozlenmeye devam etmistir. Metanol
Oziitliniin ise antioksiodan aktivite analizini destekler sekilde 24 saat sonra almnan
WST-1 analizi verilerine géore MeWo hiicre hattinda 80 pg/ml ve {istii dozlarda
canliligin  %50’nin altina distigii, A2058 hiicre hattinda ise 140 pg/ml doz
uygulandiginda canliligin yaklasik olarak %350 oldugu tespit edilmistir. Normal
fibroblast hiicre hattinda ise canlilik maksimum dozda yaklasik %359 olarak
belirlenmistir. Elde edilen bulgulara gére, IVM’nin sitotoksik etkisinin MM hiicre
hatlarindan MeWo’da A2058’¢ kiyasla daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Kanser
hiicre hatlarindaki hiicre canliligi inhibisyon oranmin ise normal fibroblast hiicre
hattina kiyasla daha yliksek oldugu bulunmustur. MeWo hiicre hattinin 24 saat i¢in
ICs0 degeri 110,48; A2058 hiicre hattin 122,28; normal fibroblast hiicre hattinin ise
149,22 olarak saptanmuigtir.

Bu etkinin ¢ozliciniin tlriine, aragtirma yapilan hiicre hattina ve farkli

coziiclilerde ¢ozlinebilen bilesenlere gore degistigi gozlemlenmistir.
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IVM’nin igerisinde ¢oziindiigii kromatografik analiz sonucu tespit edilen
fenolik bilesenlerin antiproliferatif 6zellikleri oldugu kanitlanmistir. Bunun yan sira
IVM igerisinde ¢Ozlinen bilesiklerin kanser hiicre hatlarinda apoptozu diizenleyici
ozellikleri bulunmaktadir (Chen ve ark., 2017; Chinembiri ve ark., 2014; de Souza
Rosa ve ark., 2018; Seelinger ve ark., 2008). Mevcut tez ¢alismasinda kromatografik
analiz ile degerlendirilemeyen fakat metanol ekstraksiyonu ile o6ziit igerisinde
¢oziinmiis olabilecegi diisiiniilen sesquirterpen laktonlarindan inulaviscolid ve
tomentosinin de farkli hiicre hatlarindaki sitotoksik ve apoptoz diizenleyici etkisi
daha 6nceki ¢aligmalarda tespit edilmistir (Benbacer ve ark., 2012; Lee ve ark., 2019;
Rosenblat ve ark., 2008; Talib ve ark., 2012). Kromatografik veriler ve WST-1
proliferasyon analizi sonucunda elde ettigimiz bulgular, metanol 6ziitiiniin i¢erisinde
coziinen bilesikler agisindan daha zengin bir kaynak olabilecegini ve buna paralel
MM hiicrelerindeki antiproliferatif ve apoptotik etkilerinin daha fazla oldugunu
diistindiirmektedir. Bu nedenle tez ¢alismasi kapsamindaki diger analizlere metanol
Oziitii ile devam edilmistir. Metanol Oziitiiniin fibroblast hiicrelerine MM hiicre
hatlarindan daha az zarar verdigi en etkin dozlar ise 80ug/ml, 100 ug/ml ve 120
ug/ml olarak se¢ilmistir.

Sitotoksik analizi takiben AO/EB boyamasi ile hiicrelerin morfolojik analizi
yapilmistir. AO/EB analizi sonuglarima gore hiicre hatlarinda IVM’nin hiicre
proliferasyonunu azalttigr dogrulanmis olup hiicrelerin sitoplazmik uzantilariin
kisaldigi, hiicre-hiicre etkilesimlerinin azaldigi tespit edilmistir. Ayn1 zamanda
hiicrelerin membranlarindaki tomurcuklanmalar ve niikleus fragmantasyonun
gozlemlenmesi ile IVM’nin apoptotik hiicre oliimiinii indiikledigi mikroskobik
olarak tespit edilmistir. Literatiirde bulunan IV galismalarinda da IV’nin farkl tiir
coziiclilerle yapilan Oziitlerinin farkl kanser hiicre hatlarinda apoptotik 6liim tipini
indiikledigi gosterilmektedir. Rosenblat ve ark. (2008) tarafindan yapilan ¢aligmada,
ti¢ farkli melanom hiicre hattinda IV’nin su 6ziitiinden saflastirilan inulaviscolid ve
tomentosinin (sesquiterpen laktonlar) sitotoksik etkisini ve sesquiterpen laktonlarin
hiicrelerde apoptotik hiicre oliimiinii indiikledigi gosterilmistir. Inulaviscolid ve
tomentosin ayr1 olarak farkli oranlarda apoptotik etki gostermis olup, her iki ajanin

kanser hiicrelerini hiicre siklusunun G2/M kontrol noktasinda tuttugu belirlenmistir.
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Aynmi sekilde IVM’nin igerisinde yiiksek miktarlarda oldugu saptanan fenolik
bilesiklerin de apoptoz indiikleyici 6zellikleri literatiirde tartigilmigtir.

AO/EB boyamalarinda gozle goriiliir bir sekilde hiicrelerin apoptotik 6liim
yolagina siiriiklendigi belirlenmis ve bu analizleri takiben IVM’nin MM ve fibroblast
hiicre hatlarindaki, apoptotik etkisinin akis sitometrik analizi yapilmistir. Elde edilen
bulgulara gére MeWo hiicre hattinin sirasiyla 80pg/ml doz uygulandiginda total
apoptotik oranimnin %13,05; 100 ug/ml doz uygulandiginda %34,29 ve 120 ug/ml doz
uygulandiginda ise %41,47 oldugu tespit edilmistir. Diger MM hiicre hatti A2058°de
ise 80ug/ml doz uygulandiginda total apoptotik oranmn %17,91; 100 pug/ml doz
uygulandiginda %32,54 ve 120 pg/ml doz uygulandiginda ise %22,74 oldugu tespit
edilmistir. WST-1 proliferasyon analizi ve morfolojik analiz sonuglar1 ile uyumlu
olarak uygulanan son dozun MeWo hiicre hatti i¢in daha toksik oldugu Annexin-V
analizi ile de desteklenmistir. Ek olarak son doz ile muamele edilen A2058 MM
hiicre hattinda total apoptotik oran bir 6nceki doza gore daha az bulunmus olmasina
ragmen son doz grubu ve kontrol grubu kiyaslandiginda apoptotik hiicre oranindaki
artisin anlamli oldugu saptanmustir (p<0.01). Son dozdaki apoptotik oranin azalisi
A2058 hiicreleri i¢in fazlasiyla toksik oldugundan nekrotik 6liimdeki oranin artisiyla
iliskilendirilmistir.

Normal fibroblast hiicre hattinin total apoptotik 6liim oranlar1 80 pug/ml doz
uygulandiginda %7,01; 100 pg/ml doz uygulandiginda %12,05 ve 120 pg/ml doz
uygulandiginda ise %9,26 olarak belirlenmistir. Fibroblast hiicrelerine uygulanan son
dozun nekrotik 6liimii indiikleme orani arttig1 i¢in apoptotik 6lim oraninin yiizdesi
azalmistir. Elde edilen bulgulara gére MeWo hiicre hattinin IVM’nin sitotoksik
etkisine duyarlilig1 diger hiicre hatlarina gére daha yiiksektir. MM hiicre hatlarmin
kanser progresyonuna katki saglayan genlerdeki mutasyon profillerinin farklh
olmasinin mevcut bulgu ile iliskilendirilebilecegi diisiiniilmektedir. A2058 hatti,
MeWo hiicre hatt1 ile kiyaslandiginda daha az sayida mutasyona sahip olmasina
ragmen melanomla iliskisi ¢ok yiiksek olan BRAFY®%E mutasyonuna sahiptir. Bu
nedenle farkli genlerdeki farkli mutasyonlar ve hatta aktif kinazlarin farkliliginin;
hiicre hatlarinin 6ziite kars1 yanitini degistirmesi olasidur.

Oziitiin igerisinde bulunan bilesenlerin apoptozu indiikledigi konusunda

calismalar mevcut olmasima ragmen bilesenlerin bir arada bulunmasinin birbirleri ile
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sinerjik etki olusturma olasilig1 hesaba katilmalidir. Bilesikler 6ziitiin igerisinde bir
aradayken detekte edilen hiicre miktarlarmin farkli olmasi, deney esnasinda erken ya
da ge¢ apoptozda olan hiicrelerin miktarlarinin degisebilecegi gbéz Oniinde
bulundurulmalidir.

IVM’nin MM kanser hiicre hatlarinda hiicre dongiisiinii hangi kontrol
noktasinda durdurarak apoptozu indiikledigini belirlemek i¢in akis sitometrik hiicre
dongiisii analizi gerceklestirilmistir. Elde edilen bulgulara gére MeWo hiicre hattinda
doza bagh olarak G2/M kontrol noktasinda tutulan hiicre miktarinda artis
gozlemlenmistir. Kontrol grubunda ise oranlar sirasiyla GO/G1°de %59,3; G1/S’de
%12,4; G2/M’de %27,2; 80 pg/ml doz uygulandiginda GO/G1’de %49; G1/S’de
%13,8; G2/M’de %36,2; 100 pg/ml doz uygulandiginda GO/G1°de %46,2; G1/S’de
%13,9; G2/M’de %38,6; 120 pg/ml doz uygulandiginda GO/G1°de %43; G1/S’de
%13; G2/M’de %41,2 olarak belirlenmistir. 24 saatlik muamelenin sonunda tespit
edilen bulgulara gore; doz artisina bagli olarak G2/M kontrol noktasindaki hiicre
miktarmin artisinin MeWo hiicre hattinin GO/G1 kontrol noktasinin anahtar proteini
olan TP53 olarak bilinen transkripsiyon faktoriinii kodlayan P53 geninde 9 adet
missense mutasyonunun bulunmasi ile iliskilendirilebilecegi 6ngoriilmektedir.
P53’ilin inaktif olmasi hiicrelerin GO/G1 kontrol noktasindan kacabildigini ifade
etmektedir (Russo ve ark., 2002).

A2058 hiicre hattinda ise doz uygulanmayan kontrol grubundaki hiicre
miktarlarmin GO/G1’de %47,5; G1/S’de %11,2; G2/M’de %37,6; 80 pg/ml doz
uygulandiginda GO/G1°de %36,4; G1/S’de %10,8; G2/M’de %47,5; 100 png/ml doz
uygulandiginda G0/G1’de %41,7; G1/S’de %12,1; G2/M’de %40; 120 pg/ml doz
uygulandiginda ise GO/G1°de %73,6; G1/S’de %6,6; G2/M’de %17,5 oldugu
gozlemlenmigstir. Elde edilen bulgulara gore uygulanan ilk dozlarda G2/M kontrol
noktasindaki hiicre miktarlarinmn arttig1 fakat son dozda G0/G1 kontrol noktasindaki
hiicre miktarinin kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli olarak fazla oldugu dikkat
cekmektedir (p<0.05). Literatirde MM hiicre hatlarma IV’nin su o6ziitiinden
saflagtirilan inulaviscolid ve tomentosinin apoptozu indiikleyerek hiicreleri G2/M
kontrol noktasinda duraklattigia yonelik caligmalar mevcuttur (Rosenblat ve ark.,
2008). MeWo ve A2058’in mutasyon profillerinin karsilastirilmasi sonucu A2058

P53 geninde 4 adet missense mutasyon barindirdig1 belirlenmistir. Son dozda G0/G1
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noktasindaki hiicre miktarinin artist P53’lin inaktif olmasma ragmen hedefledigi
genin P53’ten bagimsiz olarak IV’nin metanol 6ziitii ile aktiflestirilmis olabilecegi
fikrini akla getirmektedir (Park ve ark., 2017).

Park ve arkadaslar1 P53 geninin her iki allelini igeren ve icermeyen kolorektal
kanser hiicre hatlarina fucoidan uygulamasi sonucu her iki hiicre hattinda da doz
miktarindaki artisa bagli olarak GO/G1 kontrol noktasindaki hiicre miktarinin
arttigin1 gézlemlemiglerdir. S6z konusu ¢alismada muamele edilen bilesigin P21’in
ekspresyon seviyesini doza bagl olarak arttirdigimi tespit etmislerdir. Bu nedenle
mevcut tez kapsaminda kullanilan hiicre hatlarinin hiicre dongiisiinde gorevli diger
genlerinin ekspresyonlar1 ve mutasyonlar1 dikkate alimmalidir. Mevcut farklhiligin
kullanilan MM hiicre hatlarnin P53t de igeren hiicre dongiisii genlerindeki
mutasyon profillerinin farkli olmasindan kaynaklanabilecegi 6ngoriilmektedir.

Normal fibroblast hiicre hattinda gergeklestirilen hiicre dongiisii analizinin
bulgularina goére; kontrol grubundaki hiicre miktarlarinin GO/G1°de %78,8; G1/S’de
%3,3; G2/M’de %17,5; 80 pg/ml doz uygulandiginda G0/G1’de %82,8; G1/S’de
%3; G2/M’de %13,9; 100 pg/ml doz uygulandigimda GO/G1’de %74,8; G1/S’de
%4,1; G2/M’de %20,4; 120 ug/ml doz uygulandiginda ise GO/G1’de %80,5;
G1/S’de %1,7, G2/M’de %16,8 oldugu gozlemlenmistir. VM normal fibroblast
hiicrelerinde apoptozu indiikleyerek DNA hasar1 tespit edilen hiicrelerin GO/G1
kontrol noktasinda yakalanmasina neden olmaktadir. Rosenblast ve arkadaslar1 doz
uygulanmayan kontrol grubu ile kiyaslandiginda 24, 48 ve 72 saat boyunca I'V’nin su
Oziitiinlin normal fibroblast hiicrelerine uygulanmasinin gruplar arasi anlamli
farkliliklar olugturmadigini rapor etmislerdir ( Rosenblat ve ark., 2008). Mevcut tez
kapsaminda kullanilan saglikli fibroblast hiicrelerinin genom profilinde olagandisi
bir degisiklik bulunmadigindan hiicrelerdeki DNA hasarinin ilk kontrol noktasinda
saptandigt ve hiicre dongiisiiniin aynt kontrol noktasinda duraklatildigi
diistiniilmektedir.

Mevcut tez kapsaminda yapilan son analizde ise IVM’nin hiicrelerin migrasyon
yeteneklerini degistirebilecek etkiye sahip olup olmadigini saptamak amaciyla 6
kuyucuklu plaklara her bir hiicre hattindan yaklasik 1x10° hiicre ekilmistir. Her bir
hiicre hatt1 yeterli doluluga ulasincaya kadar inkiibe edildikten sonra plaklarda pipet
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ucu ile olusturulan yara alanindaki degigimler invert mikroskop altinda
gozlemlenmistir.

Elde edilen bulgulara gore; A2058 hiicre hattinin kontrol grubunun yara alani
ortalama %23,61 kapanirken; 80 pg/ml ve 100 pg/ml doz uygulanan hiicre
gruplarindaki yara alani sirasiyla ortalama %11,41 ve %7,98 agilmistir. 120 pg/ml

doz uygulanan hiicre grubunun yara alani ise %2,48 kapanmustir.

MeWo hiicre hattinda ise kontrol gurubunda olusturulan yara alani ortalama
%17,96; 80 pg/ml doz uygulanan hiicre grubunun yara alani ortalama %1,96
kapanmis olup; 100 pg/ml doz uygulanan hiicre grubunun yara alaninda degisim
saptanmamustir. Son olarak 120 pg/ml doz uygulanan hiicre grubunun yara alani ise
12,58 agilmistir. MeWo’nun IVM’nin sitotoksik etkisine yaniti diger hiicrelere
kiyasla daha fazladir ve hiicrenin genomik profili hiicrelerin gé¢ yetenegi ile iliskili

genlerdeki mutasyonlar agisindan degerlendirilmelidir.

Saglikl fibroblast hiicrelerinin doz uygulanmayan kontrol grubu yara alanmni
Olciilemeyecek seviyeye kadar kapatmis oldugundan duyarli bir Olglim
gerceklestirilememis olup 80, 100 ve 120 pg/ml doz uygulanan hiicre gruplarinin
yara alanlarindaki degisim istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.001).

Metastaz kanser progresyonun 6liimle sonuglanmasinin en 6nemli nedenleri
arasindadir (Kramer ve ark., 2013). Hiicrelerin go¢ yeteniginin test edildigi yara
iyilesme analizinin bulgularina gore; IVM’nin uygulanmasmin kullanilan kanser
hiicrelerinin invaziv ve metastatik yeteneklerini azalttigi gézlemlenmistir. Kanser
hiicrelerinin invaziv yeteneklerini ve metastatik 6zelliklerini arttiran birgok genetik
ve epigenetik faktdr mevcuttur. Mevcut tez calismasinda kullanilan MM hiicre
hatlarinin genomik profili birbirinden farklidir. Oziitiin icerisinde ¢dziinmiis olan
bilesenlerin birkaginin farkli kanser hiicrelerinin invaziv 6zelligini baskiladigi
calismalar literatiirde mevcuttur. Ruan ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada (2012)
MM hiicre hatlarina 1 giin boyunca belirli doz araliklarinda luteolin uygulanmasi
sonucu integrinlerin seviyesi azaltilarak onemli bir epitelyal-mezensimal doniisiim
(EMT) belirteci olan E-cadherinin seviyesi arttirmistir. EMT patolojik ve fizyolojik
kosullar altinda hiicrelerin morfolojik 6zelliklerinin ve gen ekspresyonlarinin
degisimine neden olan bir doniisiimdiir. Melanomda EMT sadece kanser hiicresinin

morfolojisini degistirmekle kalmaz ayni zamanda progresyonda da oOnemlidir

97



(Kushiro ve ark., 2012). Melanom hiicrelerinde artan invaziv 6zellik EMT ile iliskili
genlerin (SNAIL1, MMP9, TWIST ve VIMENTIN) ekspresyon seviyelerindeki artis ve
buna ek olarak hiicre-hiicre adezyon proteini E-cadherin ve metastaz baskilayici gen
KISS1’in down retigiilasyonu ile karakterizedir (Kushiro ve ark., 2012; Mani ve ark.,
2008; Ruan ve ark., 2012; Toh ve ark., 2011). Lee ve ark. (2019) metanol 6ziitiiniin
icerisinde ¢Oziinmiis olabilecegi varsayilan tomentosinin osteosarkom hiicre hattinda
invazyon yetenegini azalttigi bulgusunu elde etmislerdir. Gao ve ark. (2018) yine
IVM’nin igerisinde ¢oziinmiis olan ferulik asidin, servikal kanser hiicre hatlarinda
MMP9 ekspresyon seviyesini azaltmak suretiyle hiicrelerin invaziv &zelligini
baskiladigini tespit etmislerdir. Literatiirde mevcut olan ¢alismalar degerlendirilerek,
olusturulan yara alanlarinin metastaz iligkili genlerin regiile edilmesi ile degisiklige
ugramig olabilecegi kanismma varilmistir. Hiicrelerdeki yara alanlarinda olusan
farklhiliklarin daha Once de bahsedilen genomik profilin farklilig:r ile iliskili
olabilecegi ongoriilmektedir.

Mevcut tez ¢alismasinda yapilan analizleri takiben elde edilen bulgulara gore,
IVM’nin MM tedavisinde kullanilabilecek terapotik bir ajan olabilecegi ortaya
konmustur. Metanol oziitiinden saflastirilabilecek bilesenlerin MM’de molekiiler
etkilerinin arastirilmasi ve MM ile iliskili genlerin ekspresyonuna etkisinin tespit
edilmesinin MM tedavisi i¢in umut vaat edecegi 6ngoriilmektedir. Bunun yaninda,
mevcut sonuglarn 3D kiiltiir yontemi gibi in vivo 'ya yakin kiiltiir modelleri ve farkli

in vivo ¢alismalarla desteklenmesi gerekmektedir.
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7. SIMGELER VE KISALTMALAR

A2058: Malign melanom hiicre hatti

ACD: Adeno Kortikal Displazi Homologu
AO/EB: Acridine orange, Etidium Bromiir

ASIP: Agouti Sinyal Proteini

BRAF: B-raf protoonkogen

CDKA4: Cyclin Dependent Kinase 4

CDKNZ2A: Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2A
CPD: Cyclobutane Primidine Dimers

CTLA-4: Cytotoxic T-Lymphocyte Associated Protein 4
DOPA: Dihidroksifenilalanine

DTIC: Dacarbazine

EMT: Epitelyal Mezensimal Transition

GNAQ: G Protein Subunit Alpha Q

GTP: Guanozin Trifosfat

HRAS: HRas protoonkogen

IV: Inula viscosa

IVM: Inula viscos nin metanol 6ziitii

KRAS: KRAS Proto-Oncogene, GTPase

LEM: Lentiga Meligna

LM: Lenfatik Metastatik Melanom

MAPK: Mitojen ile aktiflestirilmis protein kinaz
MC1R: Melanocortin 1 Receptor

MeWo: Malign melanom hiicre hatt1

MITF: Melanocyte Inducing Transcription Factor
MM: Malign Melanom

NRAS: NRas protoonkogen

OM: Organa metastaz olmus melanom

PBS: Sodyum-fosfat tamponu

PD-1: Programmed cell death-1

PI3K-AKT: Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase
Alpha

PM: Primer Melanom
RAF: Raf-1 Proto-Oncogene
RB: Retinoblastoma
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TERT: Telomerase Reverse Transcriptase
TMZ: Temozolomide

TP53: Tumor Protein P53

TYR: Tirozinaz

TYRP-1: Tirosinaz ile ilgili protein bir
TYRP-2: Tirosinaz ile ilgili protein iki
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8. TESEKKUR

Tesekkiir metnime kadnlara egitim 6gretim hakkini veren tarihin gelmis
gecmis en biiyiik lideri MUSTAFA KEMAL ATATURK’e saygilarimi ve
minnetlerimi  sunarak baglamak istiyorum. Yiksek lisans egitimim boyunca,
istisnasiz her giin halimi hatrimi sorup, egitimimle alakali ilgisini her anlamda
hissettiren, kisiligi ile 6rnek bir akademisyenlik sergileyen, gerek pratik gerekse
teorik bilgilerini ders i¢i ve ders dis1 tim zamanlarda paylasmaktan keyif duyan,
Kisisel gelisimim konusunda fikirlerini benimle paylasan ve kisa siireli yurtdisi
egitimimde destegini esirgemeyen degerli damisman hocam Bursa Uludag
Universitesi T1p Fakiiltesi Tibbi Biyoloji AD Baskani Sn. Prof. Dr. Unal EGELIye,

Haftanin her giinii giiliimsemesi suratindan eksik olmayan, ders asamasi ve tez
asamasi dahil ben ve boliimiimiizde egitim goren tiim arkadaslarima ailemizden daha
cok vakit gecirmemize ragmen aile sicakligini hissettiren, bilgi ve teknik donanimi
ile her konuda her zaman yardimlar1 ile bizleri gelistirmeyi misyon edinmis degerli
hocalarimiz Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji AD Ogretim
Uyeleri Prof. Dr. Berrin TUNCA' ya ve Prof. Dr. Giilsah CECENER ' e,

Taksonomik analiz icin emeklerinden dolay1 Bursa Uludag Universitesi Fen-
Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Botanik AD Ogretim Uyesi Prof. Dr. Hulusi
Malyer'e, Inula Viscosa’nin tarafimiza iletilmesini saglayan Rifat OKUYANLAR’a
ve kromatografik analizi takiben antioksidan aktivenin degerlendirilmesi asamasinda
cok kisa bir slirede beni hi¢ kirmadan yardimlarmi esirgemeyen Bursa Uludag
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Analitik Kimya AD Ogretim Uyesi Dr. Onder
Aybastier’e,

Yiiksek lisans egitimime basladigim giinden beri teknik donanimini adeta bir
Ogrenci yetistirir gibi hi¢gbir detayr atlamadan benimle paylasan, tez yazim ve deney
siirecini ayni anda yiiritmemde c¢ok biiyiik yardimi dokunan, her diistiiglimde
elimden tutarak enerjisini daima yanimda hissettiren, gece giindiiz 7/24 benimle
ilgilenmekten vazgegmeyen canim ablam Aras. Gor. Isil Ezgi Eryilmaz’a ve ayni
sekilde her zaman yanimizda oldugunu hissettiren diger ablam Aras. Gor. Se¢il Ak’a,

Aile kavraminin en giizel tanimini, sevgi ve saygmin anlamini ve merhameti
Ogreten, sadece 0gretmekle kalmayip fikirlerime daima saygi duyan, en zor animda
daima yanimda olan mis kokulu ANNEM, evimizin tek erkegi BABAM ve ablasmin
biricigi minik KARDESIM’e,

Tiim derdimi sikintimi benimle paylasip meditasyona gerek duymaksizin
dinginlige kavusmami sagladigi; cocuk yanimi beslemekten geri kalmayip bir yandan
da olgunlasmamda biiyiikk emegi oldugu i¢in Hiirkan OZEL’e ve ayni zamanda
mutlulugu ve hiiznii burada birlikte yasadigim donem arkadaslarim Ecem EFENDI,
Melis MUTLU, Cagla Tekin ve Ufuk UNAL’a; yillardir beni kardesi gibi
benimseyerek sevgilerini benimle paylasannarkadaslarima kucak dolusu sevgilerimi
gonderip, oncelikle degerli biiyliklerime saygilarimi tesekkiirlerimi sunmak isterim.
Tezimi tiim sevdiklerime ithaf ediyorum.
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9. OZGECMIS

13 Subat 1994 yilinda Sakarya'da dogdum. Ilkdgretimimi Ahmet Hamdi
Tanpmar okulunda ve ortadgretimimi Istanbul Anadolu Lisesi'nde tamamladiktan
sonra 2013 yilinda Yildiz Teknik Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Molekiiler
Biyoloji ve Genetik Bolimii'ne yerlestim. 2017 yilinda lisans derecesi ile bu
béliimden mezun oldum. Ayni yil Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyoloji AD'nda yiiksek lisans egitimime basladim. 2018-2019 bahar doneminde
Bursa Uludag Universitesi Proje Yonetim Merkezi aracihign ile Sapienza
Universitesi’nde tez konum ile iliskili 2 aylik staj egitimi aldim. Halen Bursa Uludag
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji AD'nda Prof. Dr. Unal EGELIi’nin
danigmanligi altinda yiiksek lisans egitimime devam etmekteyim.
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