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OZET

Kombine olarak uygulanan siyanidin, sisplatin ve dakarbazinin melanoma

hiicreleri iizerine olan antiproliferatif etkileri

Dr. Gizem KABASAKAL

Melanoma, en malign deri kanseridir. Genellikle tedavilere direnglidir ve ileri
evrelerde sag kalimi oldukga diisiiktiir. Tedavisi i¢in farkli terapotik yaklasimlar
aragtirtlmaktadir. Son donemlerde kombine tedavilere eklenmek iizere kemopreventif
maddeler ilgi ¢ekmektedir. Bu calismadaki amacimiz, kemopreventif 6zelligi olan
siyanidinin, sisplatin ve dakarbazinle tekli ve kombine dozlarinin, melanomadaki
antiproliferatif, antiapoptotik, antioksidan etkilerini in vitro degerlendirmektir.

Calismamizda hiicre canliligi testi ile hiicrelerin yarisini1 6ldiiren dozu (1Cso)
bulduk ve deneylerimizde bu dozlar1 kullandik. Siyanidin ve kombine dozlarin;
proliferasyon, apoptoz, migrasyon ve invazyon siireglerine etkilerini degerlendirdik.
Molekiiler diizeyde incelemek i¢in; kontrol ve doz gruplarindan RNA izole edip, RT-
PCR yontemi ile mMRNA ve miRNA seviyelerini 6l¢tiikk. Hiicre kiiltlirii diizeyinde
incelemek i¢in in vitro kosullarda; matrigel-invazyon, wound-healing ve TUNEL
deneylerini yaptik. Oksidatif siireclere etkisini, total oksidan (TOS) ve total
antioksidan (TAS) seviyelerini 6l¢iip oksidatif stres diizeyini hesaplayarak inceledik.

Bulgularimiz siyanidinin tek bagina ve/veya kombine dozlarda antiproliferatif,
apoptotik ve antimetastatik etkinligini destekler niteliktedir. Ozellikle dakarbazinle
kombinasyonlarinda, dakarbazinin etkisini antiproliferatif ve antimetastatik yonde
desteklemistir.

Siyanidin melanoma i¢in umut vaat eden kemopreventif bir maddedir.
Sonuglarimiz yeni arastirmalar icin yol gosterici olmakla birlikte, etkinliginin

gosterilmesi ileri ¢alismalara ihtiyag vardir.

Anahtar kelimeler: Siyanidin, malign melanoma, kemoprevensiyon, miRNA
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SUMMARY

Antiproliferative effects of combined cyanidin, cisplatin and dacarbazine on
melanoma cells
Dr. Gizem KABASAKAL

Melanoma is the most malignant skin cancer. It is usually resistant to treatments
and the survival rate of the disease is very low in advanced stages. Different
therapeutic approaches are being investigated for its treatment. Recently,
chemopreventive agents have attracted attention to be added to combined treatments.
Our aim in this study is to evaluate the antiproliferative, antiapoptotic and antioxidant
effects of single and combined doses of cyanidin, which has chemopreventive
properties, with cisplatin and dacarbazine in melanoma in vitro.

In our study, we found the dose that killed half of the cells (ICso) with the cell
viability test and we used these doses in our experiments. Cyanidin and combined
doses; We evaluated their effects on proliferation, apoptosis, migration and invasion
processes. To examine at the molecular level; we isolated RNA from control and dose
groups and measured mRNA and miRNA levels by RT-PCR method. In vitro
conditions to study at the cell culture level; we performed matrigel-invasion, wound
healing and TUNEL experiments. We examined its effect on oxidative processes by
measuring total oxidant (TOS) and total antioxidant (TAS) levels and calculating
oxidative stress level.

Our findings support the antiproliferative, apoptotic and antimetastatic efficacy
of cyanidin alone and/or in combined doses. Especially in combination with
dacarbazine, it supported the effect of dacarbazine in antiproliferative and
antimetastatic ways.

Cyanidin is a promising chemopreventive agent for melanoma. Although our
results are guiding for new research, further studies are needed to demonstrate its

effectiveness.

Key words: cyanidin, malignant melanoma, chemoprevention, miRNA
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GIRIS

Melanomalar, melanositlerden kaynaklanan malignitelerdir (1). Genelde deri
olmak ftizere; solunum, gastrointestinal ve genitoliriner sistemdeki mukozada da
gelisebilirler (1). Melanomalar, en malign deri kanserleridir ve deri kanserine bagh
olimlerin %80' ile iliskili oldugu gosterilmistir (2). Melanoma tedavisinde farkli
terapotik  yaklasimlar degerlendirilmigtir. Cerrahi, kemoterapi, radyoterapi,
fotodinamik terapi ve immunoterapi gibi tek basina veya kombine tedaviler
uygulanmaktadir (3, 4). Kemoterapi, ileri evre (Evre 1V) melanoma igin standart
tedavidir. Dakarbazin, sisplatin, diger platin bilesikleri ve taksanlar gibi kemoterapdotik
ajanlarin tedavideki etkinlikleri sinirlt olmustur (4).

Modern molekiiler calismalarla, kanser patogenezinde birden fazla genin
diizensizligi oldugu gosterilmistir. Oysa hala ¢ogu ilacin hedefi bir molekiil veya tek
yolaktir (5). Tek bir gen, protein veya sinyal yolagini hedefleyerek basariya ulagmak
¢ok miimkiin degildir. Bu dogrultuda kanser i¢in kombinasyon tedavileri
gelistirilmeye baslanmis ve bu slire¢ uzun zaman almistir. Kombine tedavilerin,
ilaglarin farkli etki mekanizmalarina ve yan etkilerine sahip olmasina dikkat edilerek
secilmesi 6nemlidir (6). Uzun siireli sag kalimda kombine tedavilerin 6nemi c¢esitli
caligmalarla gosterilmistir. Ancak, malign melanoma (MM) tedavisindeki temel
sorunlardan biri kemoterapiye diren¢ gelismesidir. Direng mekanizmalar1 heniiz tam
olarak anlasilamamustir (3). Cesitli direng mekanizmalariin olusmasiyla tedavi
etkinligini azalabilir (7).

Son yillardaki c¢alismalarda dogal bilesiklerin, kanser olusumu ve
progresyonundaki farkli sinyal yolaklarimi ve molekillerini spesifik olarak
hedeflemesi dikkat ¢ekmistir. Bu bilesiklerin bir¢ogu in vitro, klinik 6ncesi ve klinik
caligmalarda tek basina veya bilinen kemoterapétikler ile kombine edilerek
denenmistir (8). Karsinogenez siirecini yavaglatan, durduran ve hatta siireci geri
dondiirebilen ilaglar veya dogal maddeler kemopreventif ajanlar olarak adlandirilirlar
(9). Kemoprevensiyona uygun bir ajanin; kanser riskini azaltmasi, giivenli, etkin

maliyetli, iyi tolere edilebilir, kullanim1 kolay ve standardize edilmis olmas1 gerekir
(10).



Melanoma kemoprevensiyonu ile hem morbiditeyi azaltma hem de yiiksek
maliyetleri diisiirme saglanabilir. Melanomada, kemopreventif ajanlarin potansiyel
etki mekanizmalari; foto koruma, apoptozun tesvik edilmesi, anjiyogenezin
baskilanmasi, hasarli DNA onarimi ve antioksidan, antiproliferatif, anti-inflamatuar,
immiinomodiilator etkiler seklinde siralanabilir (10).

Siyanidinler kemopreventif ajanlar olarak kabul edilmiglerdir (11).
Siyanidinlerin ¢esitli kanserlerdeki antiproliferatif, antiapoptotik, antioksidan
ozellikleri ¢esitli calismalarla aydinlatilmistir (8). Arastirmalar, siyanidinlerin ve diger
baz1 dogal bilesiklerin melanoma patogenezinde oOnemli bir rolii olabilecegini
gostermistir (12).

Calismamizda amacimiz A375 melanoma kanser hiicrelerinde, siyanidinin
etkilerini hiicre kiiltiiri ortaminda ve molekiiler diizeyde arastirmaktir. Sisplatin ve
dakarbazinle birlikte tekli ve kombine dozlarla uyguladigimiz deneylerde; siyanidinin
antiproliferatif, antiapoptotik, antioksidan oOzelliklerini, yara iyilesmesine ve

invazyona olan etkilerini in vitro sartlarda degerlendirdik.



GENEL BIiLGIiLER

DERI

Deri (kutis, integument) viicudun en biiyiik organi olup biitiin viicut yiizeyini
kaplar. Eriskinlerde toplam kiitlenin %15-20’si kadar olup yaklasik 5 kg agirligindadir
(13). Yiizey alami 1-2 metrekaredir (14). Derinin bir¢ok fonksiyonu vardir. Dis
ortamin etkilerine kars1 fiziksel ve mekanik bariyer gorevi goriir (13, 15). Ultraviyole
(UV) isinlarin  zararli etkilerine karsi koruyucudur (13). Somatik duyularin
algilanmasindan sorumludur. Terleme ile viicut sicakligi ve elektrolitlerin
diizenlenmesini saglayarak homeostazda rol alir ve bosaltima yardime1 olur (15). Ayni
zamanda immdiin sistem i¢in de dnemli bir organdir. Dogal ve humoral bagisiklikta
aktif rol oynar (13). Salgiladiklart sitokin, biiyiime faktorleri ve hormonlara ek olarak
ornegin D vitamini metabolizmasindaki rolleri gibi endokrinolojik 6zellikleri de

mevcuttur (15).

Deri Embriyolojisi

Deri, iki farkli germ yapragindan koken alan 2 tabakadan olusur (16). Bu
tabakalar: epidermis ve dermistir (17). Hipodermis ise dermisin derinlerinde bulunan
subkutan dokudur. Makroskopik anatomide subkutan fasya es degeridir (15).
Epidermis ve deri ekleri ektoderm; dermis ve subkutan doku mezoderm kokenlidir
(17).

Epidermis Embriyolojisi

Embriyonik gelisimde 3. haftada gergeklesen gastrulasyon sonrasinda, yiizey
ektoderminden gelismeye baslar (Sekil 1A). Yiizey ektoderminde 7. haftada iki tabaka
ayirt edilmeye baglar. Tek katli yassi epitel hiicreleri iistte periderm tabakasini

olusturur, altta bazal tabaka meydana gelir (Sekil 1B) (17).

_ . Periderm
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Sekil 1. Deri gelisimindeki evreler; A: 4 haftalik, B: 7 haftalik (17).



Periderm hiicreleri siirekli keratinize olur ve amniyon sivisina dokiiliir. Bu
stirecte bazalden devamli yenilenir. Dokiilen hiicreler, fetal deride “verniks kazeosa”
olarak adlandirilan beyaz bir tabaka olusumuna katilir. Bu tabaka ile yag bezlerinin
salgiladig1 sebum; amniyon sivisindaki idrar, safra ve 6lii hiicrelerden fetiisii korur.
Dogumu kolaylastirict etkisi de mevcuttur. Epidermal ¢ikintilar 10. haftada, dermal
papillalar sekillenmeye baglar. Stratum korneum 21. haftadan sonra olusur.
Epidermisin tabakalar1 4. aydan sonra ayirt edilebilmektedir. Bu tabakalar; yeni
hiicrelerin  yapimindan sorumlu stratum germinativum, stratum spinosum,
keratohiyalin graniiller iceren stratum granulosum, siki baglanmis keratinize stratum
korneum tabakasidir. Yeni hiicrelerin yapimint saglayan stratum germinativum
parmak, el avu¢ icleri ve ayak tabanlar1 yilizeyindeki girintileri ve parmaklarin
olusumunu saglar. Bu siirecler iist ekstremitede, alt ekstremiteden daha erken basladig
icin el ve ayak parmaklarinda boyut farklililart meydana gelir (17).

Epidermisin hiicreleri; keratinosit, melanositler, Langerhans hiicreleri, Merkel
hiicreleridir. Epidermisteki hiicrelerin %90-95’ini keratinositler olusturur. Keratinosit
disindaki hiicreler embriyoda 8-10. haftada goriiliir (17).

Dermis Embriyolojisi

Dermis de epidermisle es zamanl olarak, hemen altindaki mezoderm kokenli
mezenkim dokudan gelisir (Bkz: Sekil 1A ve 1B). Bag dokusunun g¢ogu, lateral
mezodermin somatik yapragindan, az bir bdoliimii ise somitlerden farklilasan
dermotomlardan koken alir. Mezenkimal hiicrelerde 11. haftada kollajen ve elastik
fibrillerin sentezi baslar. Epidermal ve dermal cikintilar gozlenir. Olusan dermal
papillalarda epidermis beslenmesini saglamak iizere kapiller damarlar gelisir. Bazi
papillalarda ise duyu sinir sonlanmalar1 olusur. Ekstremitelerin geligimi ile birlikte
spinal sinirlerin deri dagilimlar1 gergeklesir (17).

Deri Ekleri Embriyolojisi

Kil gelisimi, erken fotal donemde (9-12. hafta) gelismeye baslar. Germinatif
tabakadan dermise dogru proliferasyon gosterir. Ancak 20. haftaya kadar se¢ilemezler.
Dermisteki terminal uglari invajine olur ve kil papillasi olusur. Bu papilla mezenkimle
doldurulur, daha sonra i¢inde damar ve sinir yapilar1 gelisir. Kil tomurcugunda;
merkezde, keratinize olan ¢ok kathi epitel, kil gdvdesini; periferde, kiiboidal sekli alan

epitelyal kil kilifi olusturur. Dermisteki mezensimden kdken alan diiz kas yapisinda



erektor pili kasi, kok kilifina yapisir. Kil tabanindaki epitelyal hiicre proliferasyonu,
kil1 yukar iter. Fetiisteki ilk killar 12. haftanin sonunda belirir. Dudak iistii ve kas
bolgesinde goriilen, lanugo killar1 ad1 verilen bu killar ince, yumusak ve acik renklidir.
17.-20. haftada sayica artmis durumdadir. Ayrica lanugolar verniks kazeozanin deride
tutunmasini saglar. Lanugo killart dogumdan sonra dokiiliir (17, 18).

Yag ve ter bezleri, epidermisten farklilagarak dermise dogru gelismektedir. Yag
bezlerinin genelde kil folikiillerinin yan kisimlarinda tomurcuk halinde olugmaya
baslar. Bu yapilar biiyliyerek birka¢ alveol ve kanallar1 olusturmak icin dallanir.
Alveol yapilarindaki hiicreler salgi maddeleri ile dolar ve dejenere olurlar. Sebum ad1
verilen bu salg1 kil folikiillerinden deriye ulagir. Sebum, periderm hiicreleri ile verniks
kazeoza yapimma katilir. Dogrudan epidermise agilan ter bezleri ise epidermisten
dermise prolifere olan tomurcuk yapilarindan olusur. Ekrin tiptedirler. Tomurcuklar
seklinde uzayan glandiiler yapilar gelisip, son kisimlari salg1 yapacaktir. Bezlerin diiz
kaslar1 da epidermal tomurcuktan geligir. Ter bezleri 14-16 haftalik embriyoda

gelismeye baslar ve 24 haftaya kadar tamamlanir (17, 19).
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Tirnak, keratinize olmus bir yapilardir. El ve ayak tirnaklar1 parmaklarin dorsal
ucundan bitylir ve 10. haftada gelismeye baslar. Tirnagin yapisi; proksimal tirnak
katlantisi, tirnak matriksi, tirnak yeri, hipokondrium’dan olusur. Epidermis katlanti
yaparak tirnaklari sarar. Proksimal kivrimindan gelen hiicreler, tirnak alaninin iizerine
dogru biiyiir. Keratinize tirnak plagin1i meydana getirir ve bu 6miir boyu siirecektir
7).

Deri Anatomisi

Insan derisi, kalinlik ve kil igerme o6zelliklerine gore farkli basliklar altinda
siiflandirilir. Kalin ve ince deri ayrimi i¢in, epidermis tabakasinin kalinligi dikkate
aliir. Kalin deri, avug i¢i ve ayak tabanini doser. Siki ve kalin bir stratum korneum
bulunur. Bu bolgelerde ter bezleri olmakla birlikte; kil folikiilii, erektor pili kas1 ve yag
bezleri bulunmaz. ince deri, viicudun geri kalan kisminin biiyiik bir boliimiinii kaplar.
Kl folikiilii, erektor pili kasi, yag ve ter bezlerini igerir (20).

Deri temel olarak, kil icerme durumuna gore ikiye ayrilir. Avug ici ve ayak
tabani kil igermeyen deriden olusur. Dudak, glans penis, klitoris ve labia minora da kil
icermeyen deri kisimlaridir. Kilsiz deri, kalin deri Ozellikleri gosterir. Dermiste
kapstillii duyu organlarini icerir. Killi deri ise ince deri niteliginde olup, kapsiillii duyu
organlar1 igermez. Kil folikiil boyutu, yapist ve yogunlugu farkli viicut alanlarinda
farklilik gosterir. Sagh derideki biiyiik kil folikiilleri deri alt1 yag dokuya kadar
uzanirken, alin bolgesinde ise kiigiik vellus kili tireten folikiiller mevcuttur. Orta yasa
kadar kil folikiil sayis1 de§ismez, ancak terminal killar ve vellus killar1 arasindaki

denge degisir. Yag bezleri yenidoganda aktiftir (20).

Deri Histolojisi

Epidermis Histolojisi

Epidermis, ¢ok katli ve keratinize skuamoz epitelden olusur. Siirekli olarak
kendini yenileme 6zelligi vardir. Bazaldan yiizeye dogru olan bu yenileme siirecinde
en st keratinize tabakanin deskuamasyonu ile epitel kalinlig1 sabit tutulur.
Epidermisin tabakalari; bazal tabaka (stratum bazale, stratum germinativum), spin6z
tabaka (stratum spinozum), graniiler tabaka (stratum graniilozum, “Prickle” tabaka),

korneal tabaka (stratum korneum) olarak temelde dort tanedir. Ancak, avug ici ve ayak



tabaninda; graniiler tabaka ile korneal tabaka arasinda ek olarak lusidum tabakasi
(stratum lucidum) olarak adlandirilan seffaf bir tabaka daha goriiliir. Epidermiste kan
damarlar1 bulunmaz. Kanlanmasi1 dermisteki vaskiiler aglardan saglanir (15, 21).

Bazal tabaka, en derin ve dermise en yakin olan tabakadir. Bazofilik sitoplazmali
iri niikleuslu, belirgin niikleollii, kuboidal veya kolumnar hiicrelerden olusur.
Melanosit, keratinosit ve kok hiicreleri igerir. Melanositlerin, seffaf sitoplazmali
yuvarlak hiicre govdeleri vardir. Bazal tabaka hiicreleri birbirlerine ve diger
keratinositlere desmozomlar ile baglanirken, bazal tabakaya hemidesmozomlar
araciligi ile tutunur (14, 15).

Spindz tabaka, dikensi goriintiisii nedeniyle bu ismi almigtir. Bu tabakada;
poligonal sekilli, genis eozinofilik sitoplazmali, oval vezikiiler niikleuslu, niikleolleri
belirgin keratinositler, Langerhans hiicresi, Merkel hiicresi, melanosit ve Meissner
cisimcikleri bulunur. Hiicreler arasinda desmozom tipi baglantilar mevcuttur.
Desmozomlarin transmembrandz bilesenlerini desmoglein, desmokollin; sitoplazmik
bilesenlerini desmoplakin, plakoglobin ve plakofilin olusturur. Langerhans hiicreleri,
monosit kokenli hiicrelerdir ve antijen sunarlar. Merkel hiicreleri mekanoreseptor
hiicreleridir. Hafif dokunmaya duyusundan sorumludurlar. Olduk¢a duyarli deri
bolgesi olan parmak uglarinda ve bazi kil folikiilii bazalinde yogunlasir (14, 15).

Graniiloz tabaka, yogun, oval ve bazofilik, lipid agisindan zengin keratohyalin
graniiller iceren Kkeratinosit katmanlar1 igerir. Keratinositlerde temel proteinler
sentezlenir ve keratohyalin graniillerinde depolanir. Deri biitiinligiinde gorevli bu
proteinler, hiicresel maturasyonla korneal tabakaya gegerken bariyer yapilarinda gorev
alacaklardir (14, 15).

Lusidum tabakasi, sadece ayak tabanlarinin ve avug i¢lerinin kalin derisinde
bulunur ve ince homojen bir eozinofilik bolge ile karakterizedir (21).

Korneal tabaka, graniiler tabaka hiicrelerin, maturasyonla niikleus ve hiicre
organellerini kaybederek, keratin filamentleri ile korneum tabaka hiicrelerine
doniismesiyle olusur. Bu keratinize tabaka epidermisin en dis tabakasidir (14, 15).

Melanositler

Melanositler ektoderm germ tabakasindan farklilasan noral krista kokenli olup,
deriye rengini veren hiicrelerdir (1). Deride epidermis ve sag folikiillerinde bulunurlar

(15). Melanositler embriyonik gog sirasinda i¢ kulak, goz, kalp, yag doku ve beyin gibi



bazi organlara da yerlesirler. Embriyonik deride, noral krestten hiicre go¢ii sonrasidaki
40-50. giinlerde melanositlerin ortaya ¢iktig1 belirlenmistir (18).

Erken melanoblastlar i¢cin mikroftalmi transkripsiyon faktorii (MITF) ve Sox10
belirte¢ olarak kullanilir. MITF, melanositik fenotipin ana diizenleyicisidir.
Embriyogenezi takiben, melanoblast epidermal bazal tabakaya gog¢ eder. Bu hiicreler
kendini yenileyen kok hiicrelerdir. Unipotent melanoblastlardan, transkripsiyon
faktorii Sox10 ve diger faktorlerin kontrolityle MITF aktive edilir ve melanositler
uiretilir. Farklilasmis melanositler yaklasik 4-10 haftalik fetal hayatta ortaya ¢ikarlar.
Bu asamadaki onemli gen ekspresyonlarindan bazilart HOX ve WNT lokuslaridir.
Gestasyonun ikinci aymin sonunda epidermiste yerlesirler. Melanin iiretimi ilk dnce
g6z kapaklarinda, dis kulak yolunda ve dudak mukozasinda baslar. 3. ve 5. aylara
kadar melanosit sayis1 yaklasik ti¢ kat artar ve fetiiste deri pigment sentezi baslar (22).

Melanositlerde, golgi aygitindan kdken alan lizozom benzeri, melanozom adi
verilen 6zel organeller bulunur. Melanozomlar melanin iiretilmesi i¢in gereken 6zel
enzimleri igerir. Bu organellerin ¢evre keratinositlere aktarilmasiyla deri
pigmentasyonu gergeklestirilir (23). Melanositler ve dentritleriyle baglanti kurduklar
30-40 adet keratinosit epidermal melanin birimi (EMU) olarak adlandirilir.
Epidermisin biitiinliigiinii korumak ve pigmentasyonu saglamak icin EMU’lar ¢ok
onemlidir (24).

Deri pigmentasyonu i¢in melaninin melanozomlarda iiretimi, keratinositlere
transferi ve islenmesi siiregleri tamamlanmalidir (25). Melanin sentezi, ilk ve en
onemli basamak olan tirozinin tirozinaz enzimiyle L-DOPA’ya doniismesiyle baslar.
Bir dizi reaksiyon sonucunda kahverengi-siyah, ¢oziinmeyen dmelanin ve sarimsi,
alkali, ¢ozliniir olan feomelanin olusur (26). Melanin pigmenti UV iginlarinin
potansiyel toksik ve karsinojenik etkilerinden korunmay1 saglar (27).

Melanositler anatomik dagilimlari, klinik 6zellikleri, histopatolojileri ile gesitli
benign ve malign neoplazmalara yol agabilirler (28).

Dermis Histolojisi

Dermis, epidermisi destekleyen bag dokusu tabakasidir. Ayni zamanda subkutan
dokuya (hipodermis) baglar. Dermis kalinligi, ¢esitli bolgelerinde farkliliklar gosterir.
Sirtta 4 mm’ye ulagarak maksimum kalinliktadir. Dermiste elastik liflerin sayis1 ve

dizilimi bolgesel farklilik gosterir. Ornegin, perianal deride daha fazlayken, skrotumda



elastik lif yoktur. Dermis papillar ve retikiiler dermis olmak tizere iki tabakadan olusur
(15, 21).

Epidermisin hemen altindaki papillar dermis tabakasinin, yiizeyi oldukca
diizensizdir. Epidermal c¢ikintt ve girintilere (reteler) sahip olan bu tabaka
epidermisteki keratinositlerin beslenmesini saglar. Bu tabaka tip I, tip 111 kollajen ve
ince elastik lif agdan zengin gevsek bag dokudur. Ayrica, yogun ekstraseliiler matriks,
fibroblastlar, mast hiicreleri, dendritik hiicreler, ylizeyel arteryal ve venoz kapiller ag
igerir. Dermoepidermal bileskedeki hemidesmozomal baglayici filamentlerin sayisi
bolgesel farklilik gosterir. Ornegin bacaklardaki sayis1 kollardakilerden daha fazladir
(14, 15).

Retikiiler dermis, papiller dermise goére daha kalindir. Cogunlukla tip |
kollajenden olusur. Birbirine paralel dizilen, yogun diizensiz bag dokudan olusur.
Kalin elastik liflerden olusan lif ag1 mevcuttur. Bu ag ile deriye elastikiyet saglar (14).

Deri alt1 doku, hipodermis veya subkutan doku olarak adlandirilir. Lobiillere
ayrilmis olup igeri yagdan zengin olgun adipositlerden olusur. (14)

Deriyi besleyen arterler, hipodermisin altindadir. Arterlerden gelen dallar
dermise kadar ¢ikarak, derin ve yiizeysel bir pleksus olmak iizere iki ark olustururlar.
Yiizeysel subpapiller pleksus, papiller ve retikiiler dermisSin arasinda bulunur. Dermal
papilladaki zengin kilcal damar agin1 besler. Deri, bu pleksusun veniillerinde goriilen
kandan dolay1 pembe renkte goriiliir. Derin kutandz pleksus ise retikiiler dermis ve
hipodermis arasindadir. Hipodermisin yag dokusunu ve kil folikiillerini, yag ve ter
bezleri dahil dermisin daha derin kisimlarini besler. Deri lenfatikleri de veniillere eslik
eder. Sinir demetleri, hipordermis ve derin retikiiler dermiste goriiliir. Daha kiigiik sinir
lifleri papiller dermise kadar ulagabilirler ve tiim deri boyunca mevcuttur (15).

Avug ici ve ayak tabaninda, duyudan sorumlu bazi 6zellesmis sinir sonlanmalari
bulunur. Meissner cisimcikleri, papiller dermiste izlenen, dokunma duyusu i¢in hizli
mekanik reseptordiirler. Derin basing ve titresim duyusu reseptorii Pacini cisimcikleri,
derin dermis ve hipodermis yerlesimlidirler (15, 21).

Deri Ekleri Histolojisi

Pilar tinite; kil folikiilii, yag bezi, erektor pili kasi ve varsa ter bezlerinden olusur.
Kill1 deri bolgeleri degisken miktarda kil igerir. Kozmetik 6zellikler disinda; killarin

1s1 diizenlenmesi, dokunma hissi ve UV koruma gibi gérevleri vardir. Kil folikiilii bag



dokudan, dermal kilif (bazal lamina) ile ayrilir. Kil folikiilii; infundibulum, istmus ve
inferior segment boliimlerinden olusur (29).

Yag bezleri, avug ici ve ayak tabani disinda tiim deri bolgelerinde bulunur. Kil
folikiiliiyle iliskili holokrin bezlerdir. Ozellikle yiiz bdlgesinde; bukkal mukoza,
dudakta vermilion simirinda (Fordyce spotu) yogun olarak goriiliir. Meme basini
cevreleyen areola bolgesi (Montgomery tiiberkiilii) ve labia minorde de goriiliir. Bag
boyun bolgesinde birkag asiniisiin birlesmesiyle lobiil seklindedir, gogilis bolgesinde
ise tek asiniisten olusur. Yag bezinin periferi kiiboidal, iri niikleuslu, bazofilik
sitoplazmali, lipid damlacig1 icermeyen germinatif hiicrelerden olusur. Merkeze dogru
vakuol iceren sitoplazmali hiicreler olan sebositler yer alir.

Gergek ter bezleri ekrin yapidadir ve 1s1 diizenlemesinden sorumludur. Avug igi,
ayak tabani, alin ve aksillada daha fazla miktarlarda olmakla birlikte tiim deri
bolgelerinde bulunurlar. Histolojik olarak liimeni olan kivrimli duktuslardir, ¢ift sira
kuboidal epitelle doselidir. Liimendeki hiicreler yuvarlak niikleuslu, graniiler ve
eozinofilik sitoplazmali 6zellikleriyle ayrilirlar. Miyoepitelyal hiicreler bulunmaz.
Apokrin bezler 6zel bir kokular1 olan dalli alveoler bezlerdir. Yag bezleri gibi kil

folikiillerine agilirlar. Koltuk alti, meme ucu, genital bolgelerde bulunurlar (13-15).

MALIGN MELANOMA

Tanim
Malign melanoma (MM), melanositlerden kaynaklanan malign kanserlerdir (1).
Cogu deri kaynakli olmakla birlikte, solunum, gastrointestinal ve genitotiiriner

sistemindeki mukozada da gelisebilirler (30).

Etiyoloji

Melaninlerin goérevi UV 1sinlarindan korumaktir fakat sagliksiz isleyen
siireclerde, UV radyasyonu DNA’ya dogrudan zarar verebilir. Bu hasar normal
sartlarda DNA onarim mekanizmalar1 tarafindan onarilabilir ancak genetik veya cevre

kaynakli sebeplerle bu basamakta yasanan sorunlar malignite olusumuna yol agabilir
(13).
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Epidemiyoloji

Melanoma insidansi tiim diinyada hizla artmaktadir. Insidans artisinda; yaslanan
niifus, toplumsal aligkanliklar ile iklimsel ve g¢evresel kosullarin degisimleri dahil
birgok etmen vardir (31).

2020°de Uluslararas1 Kanser Arastirmalari Ajanst tarafindan yayinlanan
‘Kiiresel Kanser Istatistikleri 2020: 185 Ulkedeki 36 Kanser i¢in Diinya Capinda
Insidans ve Mortalitt GLOBOCAN Tahminleri’ne gére MM yeni vaka sayis1 324,635
(tim kanserlerin %1.7s1) ve Oliim sayist 57,043 (tiim kanserlerin %0.6s1) olarak
raporlanmistir (32). MM kadinlarda ve erkeklerde oldukga sik goriilen bir malignitedir
(33). Amerika’da her iki cinsiyette de en sik goriilen 5. kanserdir (32).

Halk Sagligi Genel Miidiirliigii’niin 2017 yilinda yayinladigr ‘Tiirkiye Kanser
[statistikleri’ raporuna gore 2017°de 687 kisiye yeni tam koyulmustur. Goriilme siklig
erkeklerde 1,7/100.000 ve kadinlarda 0,4/100.000 olarak raporlanmistir (34).

MM’nin derideki lokalizasyonu cinsiyete ve toplumlara gore farklilik
gostermektedir. Beyaz irkta erkeklerde en sik sirt ve omuz bolgesinde, kadinlarda ise
en sik alt ekstremitelerde ortaya ¢ikmaktadir. Avustralyali kadin ve erkeklerde en sik
bas ve boyun bolgesinden gelismektedir. Deride, birim alanda MM gelisimi riski en
yiiksek bolge, her iki cinsiyette de yiizdiir (35).

MM mortalitesi oldukca yiiksektir. Deri kanserlerinin %1-4'i MM olmakla

birlikte deri kanserine bagli 6liimlerin %80'i ile iligkili oldugu gosterilmistir (2).

Risk Faktorleri

MM gelisiminde ¢evresel ve genetik faktorlerin etkileri mevcuttur. Hastalarin
%5 ile %10'unda aile 6ykiisti pozitiftir. Agik renk goz, sag, ten rengi, kolay ¢illenme
gibi fenotipik ozellikler MM riskini artirir. En 6nemli risk faktorii yiksek UVB ve
UVA radyasyonu maruziyetidir, solaryum kullanimi da MM riskini oldukga artirir.
Benign veya displastik melanositik neviis ve immiinosupresif durumlarin varlig1 da
olasi risk faktorlerindendir (1, 27).

Siiflandirma ve Alt Tipler
Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) 2018 yilinda yayimladigi MM siniflandirmasi
Tablo 1’de verilmistir (36).
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Tablo 1: Diinya Saglik Orgiitii’niin 2018 y1li MM simiflamasi (36)

ULTRAVIYOLE HASARININ DERECESI

ALT TIPLER

Diigiik kiimiilatif giines hasar1 sonucu deride
goriilen melanomalar

Yiizeyel yayilan malign melanoma

Yiiksek kiimiilatif giines hasari sonucu deride
goriilen melanomalar

Lentigo malign melanoma

Dezmoplastik malign melanoma

Giines maruziyeti olmadan veya
etiyolojisinde giines maruziyetinin var olup
olmadig1 bilinmeyen melanomalar

Malign spitz timor (Spitz melanoma)

Akral lentigindz malign melanoma

Mukozal maligh melanoma

Konjenital neviis zemininde gelisen malign
melanoma

Blue neviis zemininde gelisen malign
melanoma

Uveal malign melanoma

Degisken giines maruziyeti

Nodiiler malign melanoma

Nevoid malign melanoma

Klinik ve Histopatolojik Tan1

Erken tani, MM’de sag kalimi artirmak agisindan ¢ok onemlidir. Klinik tanida,

dermoskopik baki ile muayenede bir standart yakalayabilmek igin MM’e spesifik

ABCDE kriterleri olusturulmustur.

Bu kriterler;

e A (Asymetry): Lezyonun bir yarisinin diger tarafinin ayna goriintiisii olmamasi

e B (Border irregularity): Lezyon siirlarinda diizensizlik

e C (Colour): Homojen olmayan, birden fazla renk degisikligi

e D (Diameter): Lezyon ¢apinin 6 mm’den biiylik olmasi

e E (Evolution): Var olan lezyonun boyut, sekil ve renk gibi 6zelliklerinde

degisiklik gostermesi

‘ABCD’ kriterlerini karsilamayan, klinik olarak daha agresif seyirli olan nodiiler

melanomalarda ‘EFG (elevated, firm, growing)’ kriterleri eklenmistir. Tiimsek, sert ve

son 1 ay icinde bliylime gosteren lezyonlar da klinikte melanoma siiphesiyle

degerlendirilmelidir (37, 38).

12




Klinik stiphenin ardindan histopatolojik incelemeyle tan1 konur. MM tanisindaki
onemli temel histolojik ve sitolojik 6zellikleri; epidermiste melanositik komponentin
iyi smirlanmamis olmasi, timor tabaninin net olmamasi, lenfositlerin asimetrik
dagilimi, intracpidermal melanosit yerlesimlerinin asimetrik olmasi, degisik
biiyiikliikkte melanosit varligi, bazi melanositlerin birbiriyle birlesmesi, melanositlerin
matiirasyonunda bozulma ve sitomorfolojik olarak pleomorfik niikleuslu, belirgin
eozinofilik niikleollii atipik veya nekrotik melanositlerin varligi seklinde

siralayabiliriz (39).

Evreleme

TNM siniflamasina gore yapilir. T boyut, N lenf nodu metastaz1 ve M uzak
metastaz1 temsil eder. Gegerli olan evreleme sistemi Amerikan Kanser Birligi
Komitesi (AJCC) tarafindan 2018 yilinda (8. Baski) giincellenmistir. Metastaz
varliginda, boyuta ve lenf nodu durumuna bakilmaksizin, ileri evre (Evre 1V) kabul
edilir (40).

Tedavi

MM tedavisinde farkli terapotik yaklasimlar degerlendirilmistir. Cerrahi,
kriyocerrahi (41), kemoterapi, radyoterapi, fotodinamik terapi (4), immunoterapi (3),
biyokemoterapi ve hedefe yonelik tedavi (7) gibi tedaviler tek basina veya kombine
olarak uygulanmaktadir. Erken evrelerdeki (Evre I-111B) hastalar i¢in cerrahi ilk
tedavidir (7). Kemoterapi, ileri evre (Evre IV) melanoma igin standart tedavidir (4).
Dakarbazin, ilk Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) onay1 alan ve yaygin kullanilan
kemoterapétik ajandir. FDA tarafindan ilerleyen yillarda; interferon a-2b, interlokin-
2, ontak, segici inhibitorler, antikorlar ve kombine hedefli tedaviler de onaylanmistir
(7). Dakarbazin, platin bilesikleri (sisplatin, karboplatin) ve taksanlar (paklitaksel,
doketaksel) gibi kemoterapétik ajanlarin tedavideki etkinlikleri sinirlt olmustu (4).
MM i¢in fakli tedavi protokolleri mevcuttur, ancak c¢oklu ila¢ direnci, deri ve
gastrointestinal toksisitesi olusturan yan etkiler ciddi bir sorundur. Bu da tedavinin

basari oranlarini diisiirmektedir (7).
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SIYANIDIN

Flavonoidler, 5000’den fazla iiyesi olan polifenolik bilesiklerdir (42).
Antosiyaninler, flavonoidlerin biiyiik bir alt grubudur (43). Antosiyaninlerin glikozile
veya aglikon formlar1 antosiyanidinler olarak bilinir (44). En yaygin antosiyanidinler;
siyanidin, delphinidin, malvidin, peonidin, petunidin ve pelargonidindir (45). Dogada
en ¢ok siyanidin 3-O-glukozit (C3G) ve siyanidin 3-O-rutinosit formunda bulunurlar
(44).

Siyanidinlerin dogal kaynaklar1 kirmizi-mor meyve ve sebzelerdir (43). Isig1
absorbe eden bu pigmentler sayesinde bitkiler, UV 1sinlarinin olusturdugu hasardan ve
soguk stresinden korunabilirler. Bu bilesiklerin antikanserojen, antialerjik,
antiinflamatuar, antifungal, antiviral ve antioksidan fonksiyonlar1 gesitli ¢alismalarla
gozlenmistir (42). Farkli ¢alismalarda; antiproliferatif etkileri ve reaktif oksijen
tiirlerinin zararl etkilerini azaltabildigi gosterilmistir (43). Bu nedenle, kemopreventif
ajanlar olarak kabul edilmislerdir (11). Kemoprevensiyon, karsinogenez siirecini
yavaglatmak, durdurmak ve hatta siireci geri dondiirmek i¢in ilaglarin veya dogal
maddelerin kullanilmasidir (9).

Siyanidinin gesitli ¢alismalarla melanoma hiicreleri tizerindeki anti-proliferatif,
apoptoza etkileri ve metastatik potansiyelini inhibe ettigi gosterilmistir (46, 47). G2/M
hiicre dongiisiinii durdurabildigi ve apoptozu indiikledigi gosterilen calismalarda
sonug olarak kanser hiicrelerinin bilyiimesini baskilamistir (12). Apoptozdaki 6nemli
proteinler; Kaspaz-3, Kaspaz-9 ve tiimor protein 53 (TP53, p53)’iin ekspresyonunu
artirdigi, B hiicreli lenfoma-2 (Bcl-2) ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir (48, 49).
Farkli kanserlerde de matriks metalloproteinaz (MMP) 2 ve 9'un C3G tedavisiyle
azaldig1 bulunmustur (50).

Siyanidinler keratinosit hiicrelerini zararlh UVA radyasyonu ve serbest
radikallerin neden oldugu DNA hasarindan koruyabilirler (51). Antioksidan
enzimlerin artisint  ve aktivite olmasimi indiikleyerek glutatyon seviyelerini
artirabilirler. Hiicreyi hasardan koruyarak serbest radikallerin ve reaktif tiirlerin
olusumunu azaltabilirler. Bu etkilerini indirgenmis nicotinamid adenin diniikleotid
fosfat (NADPH) ve ksantin oksidazlari inhibe ederek, arasidonikasit metabolizmasini
ve mitokondriyal aktiviteyi diizenleyerek yapabilir. Hiicre i¢ine de girebilir. Oksidatif

hasara kars1 direng saglar ve antioksidan savunmay arttirir. Hidrojen peroksit (H205)
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salinimini 6nleyerek doz bagimli antioksidan etkileri olabilecegi de gosterilmistir.
Bununla birlikte bazi kosullarda pro-oksidanlar olarak hareket edebilecekleri
belirtilmistir. Simdiye kadar yapilan ¢alismalarda herhangi bir toksisite raporlanmamais
olsa da, giivenli dozajin belirlenmesi i¢in daha fazla in vivo ¢alisma yapilmasi

zorunludur (12).

KEMOTEROPATIK AJANLAR
Kemoterapi, kanser malignitesi i¢cin geleneksel tedavi yontemlerinden biridir.
Hedefe yonelik tedavinin ortaya ¢ikmasiyla birlikte, kemoterapi ile iligkili sinirlamalar

ortadan kaldirilmistir (52).

Sisplatin

Sisplatin, platin bazli ve bir¢ok kanseri tedavi etmek i¢in yaygin olarak
kullanilan bir ilagtir. Anti-kanser aktivitesini, niikleer DNA etkilesimi ile apoptozu
indiikleyerek, replikasyon ve transkripsiyon olaylarini inhibe ederek gosterdigi kabul
edilmektedir. Sisplatin, germ hiicreli tiimorler, sarkomlar, karsinomlar ve lenfomalar
gibi ¢esitli kanserlere etkinligi gosterilmistir. Bununla birlikte bir¢ok organ
toksisitesine yol agtigi bilimektedir. Baslica yan etkileri Kkardiyotoksisite,
norotoksisite, hepatotoksisite, nefrotoksisite seklinde siralanabilir (52).

Dakarbazin

Dakarbazin, hiicre dongiisiine 6zgii olmayan bir alkilleyici ajandir. Yaygin
kullanilan kemoterapdtiklerdendir ve melanoma tedavisi i¢in FDA tarafindan
onaylanmugtir. Dakarbazinin antikanser etki mekanizmalari; niikleik asit metilasyonu
veya dogrudan DNA hasar1 yoluyla biiylimenin durmasi ve apoptozun indiiklenmesidir
(3). Dakarbazin, Hodgkin lenfoma, melanoma, néroblastom ve daha bir¢ok sarkom
tedavisinde kullanilir (53). Tek basina kullanildiginda diisiik oranlarda kiir saglama,
tam yanit alinamama gibi olumsuzluklar nedeniyle genellikle kombine tedavilerde
kullanilir (3).
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Melanomada Kemoteropatik Hedefler

Hiicre Dongiisii Kontrolii

Normal hiicre gelisiminde; metabolizma, ¢ogalma, farklilagsma ve hiicre oliimii
cesitli sinyallerle kontrol edilir. Bu sinyaller arasina dinamik bir etkilesim vardir. DNA
replikasyonu ve hiicre proliferasyonunun saglikli ilerlemesini saglayan G1, G2 ve M
kontrol noktalar1 bulunur. Hiicre dongiisiindeki bu kontrol noktalar1 hasar gormesi,
plansiz ¢ogalma, genomik kararsizlik ve kanserogenez ile sonuglanabilir (54). Bu
kontrol noktalar1 lizerindeki etkileriyle hiicre dongiisii ve transkripsiyon gibi bir¢ok
hiicresel olayda rol alan ii¢ ana protein ailesi; siklinler, sikline bagimli kinazlar ve
sikline bagimli kinaz inhibitorleridir. Sikline bagimli kinazlar (CDK'ler), siklinlerle
kompleks yaparlar. Anormal kinaz aktivasyonu kontrolsiiz hiicre proliferasyonuna
sebep olur (55).

Melanomagenez siirecinde hiicre dongiisii kontroliiniin bozulmast énemli bir
basamaktir (56). CDK'lerin kanserin baslamasi ve progresyonundaki etkileri, bir
terapotik hedef haline getirmistir (55). CDK4, bir onkogendir ve mutasyonunda; siklin
D1 amplifikasyonu ile melanoma riskini artirr (7). CDK4/6 ve Siklin-D1
kompleksinin hiperaktivasyonu melanoma vakalariin yaklasik % 90'inda gozlenir
(57). G1-S ve G2-M kontrol noktalarini hedefleyen ajanlar, melanoma tedavi
stratejileri i¢in potansiyel adaylar olarak diistiniilebilir (56).

Apoptotik Yolaklar

Apoptoz, Olim reseptorleri ya da mitokondri aracili olarak kaspazlarin
aktivasyonu ile gelisen bir siirectir (58). Bu siiregte birgok apoptotik protein rol oynar.
Siyanidin kaynakli apoptozun, kaspaz ailesi, p53, Bcl-2 iligkili X apoptoz regiilatorii
(Bax) , Bcl-2 gibi molekiillerin seviyeleri ile iligkili oldugu rapor edilmistir (48).
Kanser gelisiminde apoptotik (p53, Bax, Bid, TNF, Noxa, PUMA) ve anti-apoptotik
(Bcl-2, Bel-XL, Mcl-1, NF-kB) molekiillerin etkilesimlerinin anlagilmasi kemoterapi
direncinin anlasilmasin i¢in de dnemlidir (58).

Apoptoz indiiksiyonunda; intirinsik ve ekstirinsik yolak olmak {iizere iki ana
sinyal yolagi rol alir. Intirinsik veya mitokondriyal yolak hiicresel stres veya
kemoterapotikler gibi dis etkilerin Kaspaz-9'un aktive etmesiyle ile baslar. Ekstirinsik
veya Oliim resptorii aracili yolak, apoptotik reseptorlerin uyarilmasi ve Kaspaz-8 ve

Kaspaz-10'un aktivasyonunu ile baslar. Her iki yolaginda ortak ve sonraki asamasi,
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apoptozu geri déniisiimsiiz olarak tetikleyen Kaspaz-3'iin aktivasyonudur. Intirinsik
yolakla iliskili apoptozda, hem proapoptotik hem de antiapoptotik fonksiyonlara sahip
olan BCL-2 protein ailesi 6nemli rol oynar. BAX, ayni aileden olup, apoptozu indiikler
(59). Niikleer faktor kappa beta (NF-xB), bir transkripsiyon modiilatoriidiir.
Transkripsiyonunu diizenledigi baz1 proteinler ¢ok 6nemli yolaklarda rol alir. NF-
kB'nin, ¢esitli kanserlerde ve kanser hiicre hatti ¢alismalarinda anormal seviyede
oldugu gosterilmistir (60). p53 tiimor baskilayici bir proteindir. Hiicre dongiisii
siirecini ve apoptotik yolaklar1 diizenleyen genlerin transkripsiyonunu direkt aktive
ettigi gosterilmistir. p53'iin azalmasi veya islevinde sorun olmast durumunda, anormal
hiicre proliferasyonuna ve kanserlesmeye yol agar. Bilinen deri kanserlerinin ¢cogunda

p53°teki azalma veya fonksiyon kaybi ¢alismalarla gosterilmistir (61).

Metastaz Gelisimi Basamaklari

Melanoma oldukga invaziv ve metastatik bir timordiir. Bazal membranlarin ve
hiicre dis1 matrisin bozulmasi, invazyon ve metastaz olusumunda Onemli bir
basamaktir. MMP ve matriks metalloproteinaz doku inhibitorleri (TIMP) aileleri bu
sliregte onemli roller oynar (62).

MMP’ler, hiicre dis1 matriks bilesenlerini pargalayabilen, hiicre dis1 ¢inko
bagimli endoproteazlardir (63,64). MMP ailesinin; kolajenazlar, jelatinazlar,
stromelisinler, MT-MMP'ler ve yeni MMP'ler gibi alt gruplari mevcuttur. Fibriller
yapidan jelatindz yapiya denatiire edilmis matrisin daha ¢ok parcalanmasinda jelatinaz
A (MMP2) ve jelatinaz B (MMP9) gorev alir (64). MMP2, tip IV kollajenin
parcalanmasinda 6nemli bir roldedir (63). MMP9, go¢ eden keratinositler gibi epitel
hiicreleri tarafindan iiretilir. EK olarak anjiyogenez i¢in de 6nemli bir faktordiir (64).
Birgok kanser tiiriinde, metastaz varliginda seviyeleri olduk¢a artan MMP'ler
gosterilmistir. Evreden bagimsiz olarak prognoz hakkinda fikir verebilirler (11).

TIMP1 ve TIMP2, dort liyeden olusan MMP inhibitorleri ailesinin iiyeleridir.
Islevleri hiicre dis1 matris bozulmasin1 engellemektir. Buna ek olarak TIMP1’in MMP
inhibitor aktivitesinden bagimsiz olarak hiicre proliferasyonu, apoptoz ve farklilasma
gibi biyolojik siireclere etkileri oldugu bilinmektedir. TIMP1 ekspresyonunun artmasi

MM’de malign progresyon ve kotii prognoz ile iligskilendirmistir (65).
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MIRNA’larin Rolii

Son yillarda, kanser gelisiminde mikroRNA'larin (mMiRNA, miRNA) rolii dikkat
¢cekmistir. miRNA'lar, 18-25 niikleotid igeren endojen, tek sarmalli, kodlanmayan
kiigtik RNA'lardir (66, 67). miRNA'lar kanserlerde, hedefledikleri ¢esitli genlerle
onkogen veya timor baskilayict olarak gorev yapabilirler (68). mMiRNAmin hiicre
proliferasyonu, farklilasma ve apoptoz gibi gesitli kanserlesme basamaklarindaki
etkinlikleri ¢alismalarla goOsterilmistir (67). Hiicre migrasyonu, invazyonu ve
metastazin1  diizenleyen  spesifik  miRNA'lar, metastamiRNA'ler  olarak
isimlendirilmistir.  MiRNA’larin bu etkinlikleri MM dahil birgok kanserde
raporlanmistir (69).

Melanomalardaki miRNA profili incelendiginde, benign ve malign
melanomalarda farkli ekspresyon modelleri sergiledikleri goriilmiistiir. miRNA'larin
diizensizliginde MM’de malign ilerlemesinde etkili olabilecegi bildirilmistir.
miRNA'lar sinyal yolaklarindaki genlerinin ekspresyonunu modiile edebilmeleri, bir
kanserin baglamasini ve ilerlemesini diizenleyebilmelerinden dolayrt MM tedavisi igin
yeni hedefler olarak goriiliir (67). Son dénemdeki caligmalar, MiRNA’larin kanser
hiicrelerinin  kemoterapdtik ajanlara duyarliligimi artirabilecegi ve kemoterapi
direncinin ortadan kaldirilmasinda etkin olabilecegini diisiindiirmektedir (70).

mIiRNA-211 geni, bir tiimér supresér gen olan TRPM1 altinci intronunda yer
alir. TRPM1'in melanoma metastazi inhibitor etkileri oldugu bilinmektedir. miRNA-
211’nin hedef mRNA'st olan KCNMAI1, ekspresyon seviyelerinin melanoma
hiicrelerinde yiikseldigini ve ikisinin ters orantili oldugunu gosterilmistir. KCNMA1
geni, Ca** iyonu tarafindan diizenlenen bir K* kanal proteinini kodlar ve melanomanin
yiiksek hiicre proliferasyon hizi ve invazivliginden kismen sorumlu oldugu
diistinilmektedir.  mMiRNA-211  ekspresyonlarindaki  azalmanin, KCNMAL
transkriptinin artisiyla kanser gelisimi ve invazyonu artirabilecegi caligmalarla
gosterilmistir (68).

miRNA-10b'nin onkojenik 6zellikler gosteren bir RNA’dir. MM’de 6nemli
oOlgiide artt1ig1 ve hastalarinin genel sag kalimi ile iliskili oldugu bulunmustur. miRNA-
10b miktar1 yikimla azaltildiginda, MM hiicre proliferasyonun, migrasyonun ve
invazyonun in vitro inhibe edildigi ¢aligmalarla gosterilmistir. Mekanizma olarak da

melanogenezde 6nemli oldugunu gosterilen WNT/B-katenin yolaginin diizenlenmesi
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One siirilmistiir. MIRNA-10b’nin azalmasiyla artan ITCH ekspresyonun, WNT/B-
katenin yolagini ve in vivo tiimor biiylimesini baskilayabilecegi gosterilmistir (67).

miRNA-18a-5p'nin, farkli kanserlerde 6nemli bir genetik diizenleyici oldugu
gosterilmistir. Kanser hiicrelerinde proliferasyonu ve migrasyonu artirir. Normal insan
epidermal melanositleri ile karsilastirildiginda MM’de O6nemli dlgiide arttig
raporlanmistir. Bu sonu¢ miRNA-18a-5p'nin MM progresyonunda patojenik etkileri
oldugunu diistindiiriir (71).

mMIiRNA-146a'nin ¢esitli kanserlerde hem tiimor baskilayici hem de onkogen
olarak rol alabildigi goriilmiistiir. Hepatoseliiler karsinomda, meme kanserinde diisiik
ekspresyona sahipken, kolorektal kanserde ve oral karsinomda ise yiiksek ekspresyonu
bulunmustur. MM hiicre hatlarindaki ¢alismalarda ise, MiRNA-146a’nin artiginin
hiicre migrasyonunu ve invazyonunu arttirdigini  seklinde raporlanmustir.
Melanogenezde SMAD4'l hedefleyerek bir onkogen rolii oynadigi deneylerle
gosterilmistir (66).

miRNA-7-5p'nin, ¢esitli onkogenlerin ekspresyonunu inhibe ederek, kanser
hiicresi proliferasyonunu, hiicre biiyiimesini, migrasyonu ve invazyonu azalttigi
bulunmustur. Ayn1 zamanda apoptozu ve kemosensitiviteyi arttirdigr bildirilmistir.
MIRNA-7-5p’in MM’de yeni bir tiimor baskilayict miRNA olabilecegini rapor
edilmistir (69).

Bu ¢alismada; siyanidinin, sisplatin ve dakarbazinle birlikte tekli ve kombine
dozlarinin, A375 melanoma hiicre hatti {izerindeki antiproliferatif, antiapoptotik,
antioksidan Ozelliklerini, yara iyilesmesine ve invazyona olan etkilerini in vitro

sartlarda incelemeyi hedefledik.
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GEREC VE YONTEM

CALISMALARDA KULLANILAN KIMYASALLAR VE SARF
MALZEMELERI

Dulbecco's Modified Eagle Medium-High Glucose (DMEM) (Biological
Industries), Fetal Bovin Serum (FBS) (Gibco), Penicillin-Streptomisin (Wisent
Bioproducts), Phosphate Buffered Saline (PBS) (Hyclone), Trypsin-EDTA (Wisent
Bioproducts), Trizol (Ambion), isopropanol (Sigma), Etanol (Riedel), Metanol
(Merck), Primerler (Sentebiolab), Kristal Viyole (Bioshop), Dimetil Siilfoksit
(DMSO) (Roche), Dnaaz/Rnase Free Water (Invitrogen), Steril Kiiltiir Kaplar1 (Petri),
6, 12, 24, 96 Kuyucuklu Hiicre Kiiltiir Plagi (Corning), 96- Kuyucuklu PCR Array
Plak (Thermo), T25 Flask Ve T75 Flask (Cellstar), Falcon Tipi (Cellstar), RIPA
(Milipor), Siyanidin (BioBasic), Sisplatin (Bldpharm), Dakarbazin (Bldpharm).

Calismada kullanilan diger tiim kimyasal maddeler analitik derecede ve yiiksek

saflikta olacak sekilde ticari kaynaklardan elde edilmistir.

CALISMALARDA KULLANILAN CIHAZLAR

CO2’li Inkiibator (Nuaire), Biological Safety Cabinets Class Il Laminar Flow
(Nuaire), Inverted Mikroskop (Olympus), Otomatik Mikropipetler (10, 20, 100, 200,
1000ul’lik)  (Biohit), Hassas Terazi (Denver Instrument), Nanodrop
Spectrophotometer ND-1000 (Thermo), Santrifiij (Hettich Zentrifugen), Mikro
Santrifiij (Hettich Zentrifugen), Sogutmali Santrifiij (Hettich Zentrifugen), RT- PCR
(Thermo Scientific Pikoreal 96), -20 Derin Dondurucu (BEKO), No Frost Buzdolab1
(BEKO), Otoklav (Nuve), Vorteks (IKA Yellow Line), -80°C Dondurucu (Nuaire),
Gii¢ Kaynagi (Bio-Rad), Thermal Cycle (Techne TC3000)

CALISMALARDA KULLANILAN KITLER

Cell Proliferation Kit (XTT) (Biological Industries), Matrigel Invasion Champer
(Corning), WizScripttm Complementer DNA (cDNA) Synthesis Kit (High Capasity)
with Rnase Inhibitor (Wizbiosolutions), BrightGreen 2X gPCR MasterMix-ROX
(ABM).
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A375 HUCRE HATTININ TEMINi VE HUCRE KULTURU
A375 insan MM kanser hiicre hattidir (Sekil 3). Kullanilan hiicreler kendi
stoklarimizdandir. Deneyler Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve

Embriyoloji Anabilim Dal1 hiicre kiiltiirii laboratuvarinda yapilmistir.

. . X A 4, 4.
bk, Nt AR, o SRl 0

Sekil 3. Caligmamizda kullandigimiz A375 hiicrelerinin inverted mikroskop goriintiisii
(4X).

A375 hiicreleri kiiltiir ortaminda ¢ogaltma, pasajlama, ekim ic¢in sayilma,
kullanilacak kiiltiir plakalarina ekilme, dondurulma ve ¢oziilme gibi ¢esitli kiiltiir
basamaklarindan gecirilmistir. Bu basamaklar inverted mikroskop altinda takip
edilmistir.

Calismamizda hiicrelerin in vitro kosullarda yasamasini ve ¢ogalmasini
saglayabilecek besi ortami %10 FBS, %1 L-glutamin, penisilin (100 U/ml) +
streptomisin (100 ug/ml) igeren DMEM-High Glucose besi yeri ile saglandi. Hiicreler
37°C’de, %95 nem ve %5 CO2’li inkiibatorde takip edilmislerdir.

Hiicreler ¢ogaltma ve pasajlama islemi igin, DMEM-High Glucose besi yeri ile
T25 flasklara ekilmistir. Uygun kosullarda inkiibe edilip iki giinde bir besi yerleri
yenilenerek takip edilmistir. Monolayer kiiltiirde adheziv hiicrelerin pasajlanmasi igin
ilk olarak yiizeyden ayrilmalar1 gerekir. Flasklar ilk 6nce PBS ile yikanip 6li
hiicrelerden ve hiicre artiklarindan temizlendi. Tripsin eklenerek hiicrelerin flask
yiizeyinden ayrilmasi saglandi. Hiicrelerin yiizeyden ayrilmasimi takiben tripsin
etkisini notralize etmek i¢in ekledigimiz tripsin miktarinin en az 2 kat1 olacak sekilde

besi yeri eklendi. Pipetaj yapilarak flasktaki karisim 15ml’lik falkonlara toplandi ve
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1300 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiijden siipernatant uzaklastirildi. Peletteki
hiicreler 5 ml taze besi yeri ile homojenize edilip sayilarak, flasklara uygun miktarlarda
ekildi. Hiicreler pasajlanma isleminin ardindan Kkiiltiir i¢in tekrar inkiibasyona
birakildi.

Canli hiicrelerin sayimi i¢in tripan mavisi kullanildi.. Pasajlama asamasinda elde
edilen 5 mI’lik hiicre siispansiyonundan ve tripan mavisinden 50’ser ul alinarak 200
ul’lik santrifiyj tiiptinde karistirildi. Boylece hiicre siispansiyonu 2 kat diliie edildi. Bu
karistmdan 10 pl alinarak neubauer lamina eklendi. Lamdaki 4 biiyiik kare alan
sayilarak ortalamasi alindi, diliisyon katsayisi ile ¢arpilarak canli hiicre sayimi
gerceklestirildi. Yapilan her deney i¢in ayr1 ayr1 hiicre sayimi yapildi. Deneyler igin
gereken miktarlarda hiicre ekildi.

Hiicreler kriyotiipler igerisinde dimetil siilfoksit (DMSQO) kullanilarak
donduruldu ve saklandi. Tripsinizasyon ve santrifiij basamaklarindan sonra besi Yyeri
ile homojenize edilen hiicreler 90:10 oraninda DMSO ile karistirilarak 1,5 ml’lik
kriyotiiplere konuldu. Kriyotiipler énce 20 dakika -20°C’de bekletilip, ardindan -
80°C’ye kaldirnldi. Kriyotiiplere konulan hiicreler daha sonraki c¢aligmalarda
kullanilmak tizere -80°C’de muhafaza edildi.

Dondurulmus hiicreleri tekrar kiiltiire edebilmek icin, kriyotiipteki hiicreler
37°C’de su banyosunda hizlica eritildi, taze besi yeri eklenerek falkona alindi ve
santrifiij edildi. Boylece DMSO igeren besi yeri uzaklastirildi. Ardindan taze besi yeri

ile homojenize edilerek kiiltiir plakalarina ekildi.

HUCRE CANLILIGI TESTI (XTT)

A375 hiicrelerine siyanidin, sisplatin ve dakarbazin farkli konsantrasyonlardaki
dozlar1 uygulandi. Zamana ve doza bagiml olarak hiicrelerin yiizde ellisini (%50)
oldiiren dozu (ICsp) bulmak i¢in XTT hiicre proliferasyon testi kullanildi. Calismada
kullanilan siyanidin ve dakarbazin BLDPHARM’dan, sisplatin ise Bio Basic’ten temin
edildi.

Kullandigimiz maddelerin sitotoksisitesi ve doz ile zamana bagl etkisi
“SARTORIUS Cell Proliferation Kit XTT based Colourimetric Assay (REF: 20-300-
1000, LOT: 22146072)” ile yapildi. Toz halinde bulunan en az binde bir oraninda

olmak tizere DMSO i¢inde ¢oziildii ve degisik konsantrasyonlarda ana stoklar
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hazirlandi. Bu ana stoklardan %10 serumlu tam besi ortaminda degisik dozlar segilerek
etkileri arastirildi. Secilen konsantrasyon araligi literatiir bilgileri dikkate alinarak
belirlenip, test kit protokoliine gore gerceklestirildi.

Hiicreler 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalari igine 1x10%kuyucuk A375
hiicresi olacak sekilde 100 pl DMEM iginde ekildi. Hiicreler ylizeye yapigmalari igin
37°C’de %5 karbondioksit (CO.) igeren inkiibatorde 24 saat bekletildi. 24 saatin
sonunda besi yeri aspire edildi. Ardindan siyanidin i¢in, 2,5 mikromolar (uM), 5 uM,
7.5 uM, 10 uM, 20 uM, 550 uM, 700 uM, 800 uM; sisplatin i¢in, 0,125 pM, 0.25 uM,
0,5uM, 1 uM, 2 uM, 4 uM, 8 uM, 16 uM, 32 uM; dakarbazin i¢in, 2.5 uM, 5 uM, 10
uM, 20 uM, 40 uM, 160 uM, 320 uM, 640 uM konsantrasyon dozlart %10 serumlu
tam besi ortami i¢inde hazirlandi. Hazirlanan dozlar 100 pl besi yeri ortami iginde
kontrol kuyucuklar1 disindaki kuyucuklara uygulandi. Ayrica zamana bagl etkiyi de
arastirmak icin 96 kuyucuklu plakalardan her biri ayr1 bir saat dilimine ayrildi. 24-48
ve 72 saat i¢in 3 farkli plakaya ekim yapildi. 24 saat sonunda kit protokoliine gore; her
kuyucuk i¢in 6nce 50 mikrolitre (ul) XTT reagent solution A, 1 pul XTT activator
solution Kkaristirildi. Sonra bu karistma 100 pl besiyeri eklenip vorteks ile
karistirildiktan sonra kuyucuk basina ilave edildi. Ardindan hiicreler 37°C’de %5 CO2
iceren inkiibatorde 4 saat inkiibe edilip calisilan gruplarin absorbans degerleri ELISA
cihazinda 450 nanometre (nm) dalga boyunda ve 630 nm referans araliginda okutuldu.
Bu islem 48 ve 72 saat i¢in hazirlanan plakalari belirlenen saat sonunda ayn1 sekilde
uygulandi. Hiicre canlilig1 yiizdesi her bir kuyucukta Slgiilen optik dansite degerinin
kontrol optik dansite degerine boliinmesi ve yiiz ile carpilmasi ile hesaplanarak ICsg
orani belirlendi. Hiicre canliligi (%) = (Madde uygulanan grubun absorbans degeri
/Kontrol grubunun absorbans degeri) x100 formiilii ile hesaplandi.24, 48 ve 72. saat

degerlerine gore ¢ikan sonuglara gore https://www.aatbio.com/tools/ic50-calculator

sitesinden AAT Bioquest programi kullanilarak ICso degerleri hesaplandi.
Ardindan elde edilen ICso dozlari ile kombine dozlar i¢in XTT deneyleri 24, 48,
72 saat i¢in tekrar edildi. Kombine XTT i¢in secilen gruplar asagidaki gibidir;
e Kontrol
e Siyanidin ICsg + Sisplatin 1Csg
e Siyanidin ICso + Dakarbazin ICsg

e Siyanidin ICso + Sisplatin 1Cso + Dakarbazin 1Cso
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TRIZOL REAGENT ILE TOTAL RNA IZOLASYONU

Gen diizeyinde ekspresyon degerlendirmesi i¢in kontrol ve doz gruplarinda
RNA izolasyonu yapildi.

1. Her kuyucuk basina 3x10° hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu plaklara hiicreler
ekildi. Hiicreler yapistiktan sonra XTT ile tespit edilen 1Cso dozlar1 uygulandi, yine
XTT ile bulunan 48 saatlik I1Cs, siiresi kadar inkiibe edildi. Gruplar asagidaki gibi
segildi.

e Kontrol

e Siyanidin ICs

e Sisplatin ICs

o Dakarbazin ICso

e Siyanidin ICs, + Sisplatin I1Cs

¢ Siyanidin ICs, + Dakarbazin ICs

e Siyanidin ICs, + Sisplatin 1Cs, + Dakarbazin 1Cs,

2. Hiicreler 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarindan, bir kuyucuk basma 500 pl Trizol
ilave edilip scraper ile kazinarak tamamen kaldirildi. Ependorf tiiplere aktarildi.

3. Hiicreleri parcalamak icin her bir ependorf tiipe 100 ul kloroform eklendi.
Iyice vorteks yapildiktan sonra tekrar oda sicakliginda 15 dakika (dk) inkiibe edildi.

4. Sogutmali santrifiyj ile +4°C’ de 15.000 devirde (rpm) 15 dk santrifiij edilip
renksiz olan {iist faz topland1 ve yeni ependorf tiiplere alindi. Bu iist faz RNA
igermektedir

5. Toplanan iist fazin iizerine 250 pl izopropanol eklenip pipetaj yapildi ve
ependorflar kapatilip alt iist edildikten sonra santrifiij cihazina dizildi.

6. Sogutmali santrifiijde +4°C’de 15.000 rpm’de 15 dk santrifiij edildi.

7. Supernatant dokiildii. Peletin iizerine 250 pl molekiiler biyolojik grade
%70’lik ethanol eklendi. Bu alkol molekiiler grade steril water kullanilarak %70 olarak
hazirlandi.

8. Sogutmali santrifiijde +4°C’de 15.000 rpm’de 15 dk santrifiij yapildu.

9. Stipernatant atilip pelletin {istiinde kalan alkol pipetle alind1.

10. Pellet iizerine 30 ul RNAse-DNAse free water eklendi ve pellet ¢ozdiiriildii.

11. RNA elde edildi.

12. Elde edilen RNA’lar ependorf i¢inde -20°C’de saklandi.
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Izole edilen RNA'nin konsantrasyonu ve safligi Nanodrop cihazi (Thermo)
yardimiyla belirlendi. Olgiim yapilmadan énce 1pl Niiclease free water Nanodrop
cihaz kaidesi iizerine damlatildi. Bilgisayardaki program analizi (ND1000 V3.6.0) ile
korleme yapildi. Sonrasinda RNA orneklerinden 1ul olacak sekilde yine cihazin
kaidesi lizerine damlatilarak 260, 280 nm'de okuma yapildu.

Nanodrop cihazinda 260-280 dalga boyundaki RNA saflik derecesi ve

konsantrasyonuna ng/ul olarak bakildi.

¢cDNA SENTEZI
izole edilen RNA'lardan, cDNA sentezi i¢cin ABM OneScrpt® Plus cDNA
Syntehesis Kit ile oligo d(T) primeri ve Revers Transkriptaz enzimi (RT) kullanilarak

tiretici firmanin protokolii dogrultusunda gergeklestirildi.

Kit igerigi:
. OneScript® Plus RTase (100 pl)
. 5X RT Buffer
. Oligo(dT) (10 uM)
. Random Primers (10 uM)
.dNTP (10mM)

. Nuclease-Free H,O

o O A WN P

Protokol:

1. Kullanmadan 6nce tek tek bilesenleri 1yice ¢oziildi ve karistirildi.

2. Rt buffer, NTP, primerler ve enzimden bir ependorfta mix hazirlandi. Kisaca
santrifiij edildi.

3. RNA’lar kit protokoliine gore en yiiksek konsantrasyondan hesaplanip
etiketlenen ependorflara konuldu.

4. Iginde RNA olan ependorflara hazirladigimiz mix esit olarak dagitildu.

5. Enson hacim 10 pl olacak sekilde niikleaz-free water ile tamamlandi.

6. Protokole uygun olarak 50-55°C'de 15 dakika inkiibe ederek cDNA sentezini
gerceklestirildi.
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GERCEK ZAMANLI POLIMERAZ ZiNCiR REAKSIYONU ( RT-PCR)

Calismamizda 96 kuyucuklu mikroplaka okuyabilen RT-PCR sistemi kullanildi.
Hiicrelere siyanidin, sisplatin ve dakarbazin ICso dozlarinin uygulamasi sonrasinda
RNA izolasyonu yapildi ve bunu takiben elde edilen RNA’larin miktar ve saflik
dereceleri tespit edildi. Sonrasinda, total RNA’lardan ABM OneScrpt® Plus cDNA
Syntehesis Kit ile cDNA sentezi gergeklestirildi. Sonrasinda Thermo Scientific
PikoReal 96 cihaziyla PCR yapildi. Calismamizda hem mesajct RNA (MRNA) hem
de miRNA i¢in PCR yapildi. Her panelde referans—housekeeping genler (mRNA i¢in
GAPDH; miRNA i¢in U6) PCR kontrol grubunda yer ald1 ve hedef genlerdeki rolatif
degisikligi analiz etme imkanmi sundu. PCR sirasinda elde edilen amplikonlar
(cogaltilan gen iirlinli), dogrudan logaritmik artisa gectikleri dongii sayisina gore
degerlendirildi. Once konsantrasyonu bildigimiz housekeeping genlere gore standart
amplifikasyon egrisi olusturuldu ardindan calisilan 6rnekteki gecis noktasina gore
cDNA’nin rolatif miktar1 kantitasyon software tarafindan belirlendi. Elde edilen
veriler esik deger dongiisii (Cq) olarak kaydedildi. Analizi gergeklestirilen genlerin ve
referans gen olarak normalizasyonda kullanilan housekeeping genlerin primer dizileri

Tablo 2 ve 3’te gosterildi.

Tablo 2. RT-PCR’da mRNA i¢in analiz edilen genlerin primer listesi

Genler Primer Dizisi
F: GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG
GAPDH R: ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA
F: CCATCAGCACAGTTCGTGAGGT
CDK4 R: TCAGTTCGGGATGTGGCACAGA
F: GCTGATAGGAAGGTGTGGCTTC
CDK8 R: CCGAGGTAACTGAACTGGCTTC
o F: TCTACACCGACAACTCCATCCG
SIKLIN-D1 R: TCTGGCATTTTGGAGAGGAAGTG
F: GGAAGCGAATCAATGGACTCTGG
KASPAZ-3 R: GCATCGACATCTGTACCAGACC
F: AGAAGAGGGTCATCCTGGGAGA
KASPAZ-8 R: TCAGGACTTCCTTCAAGGCTGC
F: GTTTGAGGACCTTCGACCAGCT
KASPAZ-9 R: CAACGTACCAGGAGCCACTCTT
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F: TCAGGATGCGTCCACCAAGAAG

BAX R: TGTGTCCACGGCGGCAATCATC
F: ATCGCCCTGTGGATGACTGAGT
BCL-2 R: GCCAGGAGAAATCAAACAGAGGC
F: TGAACCGAAACTCTGGCAGCTG
NF-xB R: CATCAGCTTGCGAAAAGGAGCC
MMP2 F: AGCGAGTGGATGCCGCCTTTAA
R: CATTCCAGGCATCTGCGATGAG
F: GCCACTACTGTGCCTTTGAGTC
MMP9 R: CCCTCAGAGAATCGCCAGTACT
F: GGAGAGTGTCTGCGGATACTTC
TIMP1 R: GCAGGTAGTGATGTGCAAGAGTC
F: ACCCTCTGTGACTTCATCGTGC
TIMP2 R: GGAGATGTAGCACGGGATCATG
F: CCAGGCTATGTATCCTTTCGGC
KASPAZ-10 R: TCGTTGACAGCAGTGAGGATGG
F: ATCTACAAGCAGTCACAGCACAT
p53 R: GTGGTACAGTCAGAGCCAACC

Tablo 3. RT-PCR’da miRNA i¢in analiz edilen genlerin primer listesi

Genler Primer Dizisi
U6 F: CTCGCTTCGGCAGCACA

R: AACGCTTCACGAATTTGCGT
MiRNA-10b F: CCTGTAGAACCGAATTTG

R: GAACATGTCTGCGTATCTC
MIRNA-7-5-p F: ACACTCCAGCTGGGTGGACTAGTGATTT

R: TGGTGTCGTGGAGTCG
MiRNA-18a-5p F: TCGCC TAAGGTGCATCTAGTGC

R: CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGC
MIRNA-211 F: CCTTTGTCATCCTTCGC

R: GAACATGTCTGCGTATCTC
MIRNA-146a F: GAGAACTGAATTCCATGG

R: GAACATGTCTGCGTATCTC

Gergek zamanli RT-PCR ile kontrol grubu ve dozlarin uygulanmis oldugu
gruplar arasindaki genlerin ekspresyonlarinin nasil degistigi custom olarak dizayn
edilen plaka ile belirlenmistir (Sentebiolab). Primerlerin gdmiilii oldugu plakalar icin

Real-Time PCR'da reaksiyon karisimi orani, kite gore hazirlanip ¢oklu mikropipet

[

yardimiyla plakalara yiiklenmistir. (Tablo 4)
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Tablo 4. RT-PCR Reaksiyon Karisimi
Gerg¢ek Zamanh PCR Reaksiyon Karisimi (96 kuyucuklu plaka icin; bir reaksiyon)

Master Mix 5ul
cDNA 1 ul
Niiklease Free Water 3,4 ul
F-R Mix 0,6 pl
Son Hacim 10 ul

(Kuyucuk bagina 10 pl karigim konuldu.)

Firmanin belirtmis oldugu (Sentebiolab) sulandirma miktarlart dogrultusunda
100 pmol’luk reverse ve forward ana stoklar1 olusturuldu. Sonrasinda 10 pmol’luk
PCR stoklar1 hazirlandi. Bu stoklar 10 pl Forward, 10 pl Reverse, 80 ul Niiklease Free
Water’dan alinarak hazirlandi. Sonugta 100 ul’lik 10 pikomolar’lik (pmol) stoklarimiz
oldu. Hepsi deney zamanna kadar -20° C de muhafaza edildi.

INVAZYON KAPASITESININ BELIRLENMESI (MATRIGEL-
INVAZYON TESTI)

Hiicrelerin invazyon kapasitesi “matrigel invasion chamber” invazyon kaplari
(Corning) kullanilarak arastirildi.

Deneyde; 24 kuyucuklu plakaya, matrigel membran yerlestirilmeden once
invazyon kuyucugunun alt kismina 750 pl serumlu besiyeri eklendi. Bu sayede
membranin alt kism1 kemoaktraktan dzellik gosterdi. Matrigel membranin iist kismina
ise totalde 500 ul olacak sekilde, serumsuz besiyeri ile hazirlanan ICso dozlari
uygulanmig A375 hiicreleri eklendi. Bu serumsuz besiyerine penisilin-streptomisin
eklendi ancak FBS eklenmedi. Her invazyon odasinda 50 bin hiicre olacak sekilde,
500 pl serumsuz besiyeri iginde ICso dozlar1 hazirlandi. Hiicreler, ICso siiresi olan 48
saat boyunca, 37°C’de %5 CO2’li inkiibatorde bekletildi.

Inkiibasyon saatinin sonunda invazyon odaciginin igindeki besi yeri ve ic
yiizeyindeki hiicreler “cell scraper” ile kazinarak uzaklastirildi. Inkiibasyonu takiben
membranin iist kisminda kalan invaze olmamis hiicreler kulak pamugu ¢ubugu ile
silinerek temizlendi. Invaziv olan dis yiizeydeki hiicreler, dnce 500 pl metanol ile fikse
edildi, ardindan da 500 pl kristal viyole ile boyanarak 1sik mikroskobunda sayilarak

degerlendirildi. 48 saat sonra,
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1. Kuyucuklardaki besi yerleri dokiildii.

2. 2 defa PBS ile yikandi.

3. 500 pl chamber i¢ine ve disina daha onceden -20°C’ye sogumasi ig¢in
biraktigimiz metanol uygulandi.

4. -20°C’de 10 dk inkiibe edildi.

5. Metanol pipetle ¢ekildi.

6. 500 pl kristal viyole boyas1 konuldu ve 3-5 dk arasinda kabin i¢inde bekletildi.

7. PBS ile boyadan armana kadar yikandi.

8. Isik mikroskopunda fotograflari ¢ekildi.

YARA IYILESME (WOUND HEALING) DENEYI

. Bu deney A375 hiicrelerinde siyanidin, sisplatin ve dakarbazin maddelerinin
migrasyon ve hiicreler arasi etkilesimine etkisini belirlemek ic¢in yapildi. Wound
healing deneyi i¢in 12 kuyucuklu plakaya %100 konfluent olacak sekilde hiicre ekildi.
Hiicrelerin plak yiizeyine tutunmasi i¢in 24 saat beklendi. Sonra besi yeri ¢ekildi ve
bir kez PBS ile yikandi. Ikinci kez PBS konularak PBS igindeyken 200 ul’lik pipet
ucu yardimu ile “+” sekli plak zeminine ¢izildi. Bunun amaci, hiicrelerin gog¢ etmesini
saglayabilecek hiicresiz bir alan olusturmaktir. Sonrasinda PBS ile tekrar yikanip doz
gruplar1 besi yeri i¢inde uygulandi. 0, 16 ve 24. saatte inverted mikroskopta 10X

biiyiitme ile resimler ¢ekilip kontrol grubu ile karsilastirilip analizi yapildi.

TAS VE TOS DENEYi

TAS Deneyi

TAS deneyinde; antioksidanlar, koyu mavi yesil renkli ABTS radikalini renksiz
ABTS formuna indirger. 660 nm'de absorbans degisimi numunenin toplam
antioksidan seviyesi ile iligkilidir. Rel Assay Diagnostics TAS-TOS Kitleri
kullanilarak deney yapildi. Test kiti, geleneksel olarak bir E vitamini analogu Trolox
Esdegeri olarak adlandirilan stabil bir antioksidan standart soliisyonla kalibre edildi.

TAS Deney Prosediirii

Numune/standart veya H.O’dan 18 ul alinir, 300 ul reagent 1 ile karistirildi. 30

saniye sonra 660 nm dalga boyunda absorbansi okutuldu. Sonra 45 pl reagent 2 eklenip
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lyice karigtirildi. 37°C'de 5 dakika sonra absorbansi (A2) veya oda sicakliginda 10
dakika sonra absorbansi (A2) yine 660 nm de okutuldu. Hesaplamada A2 — A1 = AAbs
standart/numune/H20 olmak tizere, “[AAbs H2O — AAbs Sample] / [AAbs H2O — AAbs

Standard]” formiilii ile bir 6rnegin toplam antioksidan kapasitesi 6l¢iildii.

TOS Deneyi

Farkl1 oksidan molekiillerinin de ayr1 ayr1 dlgiilmesi pratik olmadigi ve oksidan
etkilerinin katkil1 oldugu i¢in bir numunenin toplam oksidan durumu (TOS) 6lg¢iildii.

. Rel Assay Diagnostics TAS-TOS kitleri kullanilarak deney yapildi.

TOS Deney Prosediirii

Numune veya Standart veya H20’dan 45 pl alindi, lizerine reagent 1°den 300 pul
konuldu. lyice karistirildi. 30 saniye sonra 530 nm dalga boyunda absorbansi (A1)
okundu. Sonra 7,5 ul reagent 2 konuldu. Oda 1sisinda 10 dakika beklendikten sonra
yine 530 nm dalga boyunda absorbansi (A2) okundu. Hesaplamada A2 — A1 = AAbs
standart/numune olmak iizere, “AAbs Sample / AAbs Standard”formiilii ile bir 6rnegin

toplam oksidan kapasitesi 6lgtildii.

TUNEL TESTI iLE APOPTOZ TAYINi

Calismamizda ABP Biosciences TUNEL Chromogenic Apoptosis Detection Kit
(Katolog No: A049) kullanilmistir. Kit bilesenleri Tablo 5‘te gosterilmistir.

Tablo 5. Kit Bilesenleri

Materyal Miktar Konsantrasyon

TdT reaction buffer (Component A) 8 mL 1X solution
TdT enzyme (Component B) 100 pL 15 U/uL
Biotin-11-dUTP (Component C) 50 uL 50X solution
HRP-Streptavidin (Component D) 50 pL 100X solution
DAB stock solution (Component E) 150 uL 33X solution
DAB diluent (Component F) 5mL 1X solution
DNase | (Component G) 10 uL 2 U/uL
DNase | buffer (Component H) 1mL 1X solution
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TUNEL testi i¢in hiicreler, 8 odacik igeren lamlara (BD Falcon Culture Slides;
8 Chamber Polystyrene Vessel Tissue culture treated Glass Slide) ekildi. Her bir
odaciga igine 2x10* hiicre olacak sekilde hiicreler ekildi. 24 saat hiicrelerin yapismasi
beklendi. Hiicreler yapistiktan sonra IC50 dozlar1 uygulanip 48 saat boyunca hiicreler
gerekli sartlarda inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda besi yeri aspire edildi ve PBS ile
yikama islemi gerceklestirildi.

Kit protokoliine gore;

1. Odacik basina 500 pl olacak sekilde fiksasyon soliisyonu (%4 Paraformaldehit
iceren PBS, 7,4 pH) konuldu ve bir saat inkiibe edildi.

2. PBS ile yikandi.

3. Oda sicakliginda 30 dakika boyunca 200 pl %0,2 Triton X-100 iceren PBS
icinde permeabilizasyon yapildi.

4. PBS ile yikandi.

5. Endojen peroksidazlar etkisiz hale getirmek i¢in %2 hidrojen peroksit ile 5
dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

6. PBS ile yikandi.

7. Ornekler 100 pL TdT reaksiyon tamponu (Bilesen A) ile 10 dakika inkiibe
edildi.

8. Kullanmadan hemen 6nce TdT reaksiyon kokteylini (TdT reaction buffer
(Component A) + TdT enzyme (Component B) + Biotin-11-dUTP (Component C))
hazirlandi.

9. TdT reaksiyon tamponunu uzaklastirildiktan sonra her numuneye 50 pL. TdT
reaksiyon kokteyli eklendi ve ¢6zeltinin yiizeye tamamen yayilmasini saglandi.

10. Isiktan koruyarak 37°C'de 60 dakika nemli ortamda inkiibe edildi.

11. 2X sodyum sitrat tamponunda (SSC) numuneleri 2 x 10 dakika inkiibe ederek
reaksiyonu durduruldu.

12. PBS iginde %3 sigir serum albiimini (BSA) ile numuneler 2 x 10 dakika
yikandi.

13. HRP-Streptavidin boyama soliisyonunu HRP-Streptavidin (Component D) +
HRP-Streptavidin (Component D) hazirlandi.

14. Her numuneye 100 pL. HRP-Streptavidin boyama soliisyonu eklenir ve

1s1ktan koruyarak oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi.
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15. PBS i¢inde %3 BSA ile numuneler 2 x 5 dakika yikandi.

16. DAB boyama soliisyonu DAB stock solution (Component E) + DAB stock
solution (Component E) hazirlandi.

17. Her numuneye 100 uL. DAB boyama soliisyonu eklendi ve oda sicakliginda
inkiibe edildi. Istenilen diizeyde boyama elde edilene kadar renk gelisimini izlendi
(tipik olarak 10-60 dakika). PBS ile durulayarak reaksiyonu durduruldu.

18. Numunelere hematoksilen ile zit boyama yapildi.

VERILERIN ISTATISTIKSEL OLARAK DEGERLENDIRILMESI

Verilerin analizi AACT metodu kullanilarak bilgisayar programi ile kantitasyonu
yapildi, web tabanli "RT? Profiler&#8482; PCR Array Data Analysis" programinda
bulunan Volcano Plot analizleri kullanildi. Metodun amaci, iki ekspresyon sonucunun
+3SD karsilastirilmas1 esasina dayanmaktadir. Boylelikle, gen ekspresyonunun
karsilastirilmast yapilan durumlarda kontrol ve doz grubu ilgili genlerin ekspresyon
degerleri rolatif olarak belirlendi. Gruplarin karsilagtiritlmasi "RT? Profiler&#8482;
PCR Array Data Analysis" programinda bulunan "Student t-testi" analizi ile
istatistiksel olarak degerlendirildi.

Eliza okuyucusundan alinan optik dansite degerlerinin, bos kuyucukta okunan
degerler 1ile normalizasyonu saglandi. Standartlarin OD degerleri bilinen
konsantrasyonlari ile %95 anlamlilik diizeyinde standart egrisi grafinin formulasyonu
araciligiyla kalibre edildi. Veriler Graphpad Prism versiyon 8.0.2 (GraphPad Software,
Inc. La Jolla California, USA) programiyla analiz edildi. Siirekli degiskenler ortalama
+ standart sapma, ortanca (en kii¢iik- en biiylik degerler) olarak ifade edildi. Verilerin
normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk ve Kolmogrov Smirnov testi ile incelendi.
Parametrik test varsayimlart saglandiginda bagimsiz grup farkliliklarin
karsilastirilmasinda Tek Yonlii Varyans Analizi (Bonferroni's multiple comparisons

test) kullanildi. Tiim incelemelerde p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

XTT TESTi (HUCRE CANLILIGI TESTi) SONUCLARI

Deneyde her li¢ maddenin de 24. saatte hiicre proliferasyonunu %350'in altina
diisiirememesi sebebiyle, 48. saatteki doz oranlari ICsp olarak kabul edildi.

Siyanidin’in 50 uM ile 1000 uM arasinda 7 farkli doz konsantrasyonunda 24.,
48. ve 72. Saatlerdeki etkinligi arastirildi. Calisma sonucuna gore Siyanidin’in ICsp
dozu 48. saatte 592,77 uM olarak saptandi. Siyanidin’in degisen doz araliklart ve

zamana gore etkisi Sekil 4’te goriilmektedir.

Siyanidin

140
— 120
X
— 100
°00
= 80
&
O 60
()
G 40
)

0

Kontrol 50 uM 100 uM 300 uM 500 uM 700 uM 800 puM 1000 uM
Dozlar (uM)

W24, Saat W48.Saat m72. Saat
Sekil 4. Siyanidin’in ¢esitli konsantrasyonlarda zamana gore hiicre canliligina

etkisinin siitun grafigi gosterimi

Sisplatin’in 0.125 puM ile 32 uM arasinda 9 farkli doz konsantrasyonunda 24.,
48. ve 72. Saatlerdeki etkinligi arastirildi. Calisma sonucuna gore Sisplatin’in ICsg
dozu 48. saatte 6,843 uM olarak saptandi. Sisplatin’in degisen doz araliklar1 ve zamana

gore etkisi Sekil 5’te gortilmektedir.
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Sisplatin
140
120

||} I ||| ||| ||| ||\ |Ii ™

220 Kontrol 0.125 0.25 O05uyM 1pyM 2uyM 4uyM 8uM 16 uM 32 uM
uM uM

o O O O O

Hucre Canliligr (%)

Dozlar (uM)

W 24.Saat mA48.Saat W 72.Saat

Sekil 5. Sisplatin’in ¢esitli konsantrasyonlarda zamana gore hiicre canliligina etkisinin
stitun grafigi gésterimi

Dakarbazin’in 10 uM ile 900 uM arasinda 9 farkli doz konsantrasyonunda 24.,
48. ve 72. Saatlerdeki etkinligi arastirildi. Calisma sonucuna gére Dakarbazin’in ICsg
dozu 48. saatte 168,87 uM olarak saptandi. Dakarbazin’in degisen doz araliklar1 ve

zamana gore etkisi Sekil 6°da goriilmektedir.

Dakarbazin

Kontrol 10 uM 25 uM 50 puM 100 pM 250 uM 500 pM 700 uM 800 uM 900 uM
Dozlar (uM)

120

100

8

o

6

o

4

o

Hicre Canliligr (%)

2

o

o

W 24.Saat MW A48.Saat MW 72.Saat

Sekil 6. Dakarbazin’in ¢esitli konsantrasyonlarda zamana gore hiicre canliligina
etkisinin siitun grafigi gosterimi.
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Ardindan bu dozlarin 1Csg kombinasyonlar1 ile XTT deneyi yapildi. Kombine
dozlar; Siyanidin ICso+ Sisplatin 1Cso, Siyanidin ICso + Dakarbazin ICsp, Siyanidin
ICso + Sisplatin ICso + Dakarbazin 1Cso olarak segildi. Kombine dozlarin da etkili

zamani 48. saat olarak tespit edildi. Doz araliklar1 ve zamana gore etkisi Sekil 7°de

gosterilmistir.
Kombine IC;, Dozlari
200
x
— 150 :[ ]:
2 i
5 100 1
o
S 50
Hee)
T
0
Kontrol Siyanidin+ Siyanidin+ Siyanidin+
Sisplatin Dakarbazin Sisplatin+
Dakarbazin
Doz Gruplari

W 24 Saat MW 48 Saat 72 Saat

Sekil 7. Kombine dozlarin zamana gore hiicre canliliina etkisinin siitun grafigi
gosterimi

TRIiZOL REAGENT ILE TOTAL RNA iZOLASYONU SONUCLARI
Trizol Reagent yardimi ile kontrol grubu ve doz grubu A375 hiicrelerinden RNA
izolasyonu yapildi. Nanodrop cihazi ile RNA'larin konsantrasyon ve saflik oranlari

degerlendirildi. Sonuglar Tablo 6’daki gibidir.

Tablo 6. Izole edilen RNA’lara ait konsantrasyon ve saflik degerleri

Grup Konsantrasyon (ng/pl) | 260/280 nm (OD)
Kontrol 631,9 1,66
Siyanidin ICso 787,1 1,78
Sisplatin ICso 3297,7 1,75
Dakarbazin I1Cso 207,3 1,62
Siyanidin ICso + Sisplatin 1Cso 22134 1,72
Siyanidin ICso + Dakarbazin ICso 1519,1 1,66
Siyanidin ICso + Sisplatin ICso + Dakarbazin 1Cso 31422 1,78
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GERCEK-ZAMANLI POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU (RT-PCR)
SONUCLARI
Calismamizda inceledigimiz mRNA genlerinin degisim durumlar1 Sekil 8’de

ayrintili olarak verildi.

e S Siyanidin ICg, +
Siyanidin IC5,+  Siyanidin ICey + e 0

T2 : 2 Sisplatin IC5+
splatin ICq, 2in ICx A
Sisplatin ICc, Dakarbazin ICg, Dakarbazin ICx

Siyanidin ICz, Sisplatin IC, Dzkarbazin IC,

Sekil 8. mMRNA genlerinin RT-PCR sonuglari. p-degerlerindeki istatiksel olarak
anlamli olanlar kirmizi renk ile gdsterilmistir (p degeri <0,05). (Kirmizi renk:
Housekeeping gene gore kat degisiminde artig; Mavi Renk: Housekeeping gene gore
kat degisiminde azalig; Siyah Renk: Anlamli olmayan artis ya da azalmay: ifade eder.)

MRNA genlerinin RT-PCR sonuglarina gore;

Siyanidin ICsp dozu uygulanan grupta, Siklin-D1, TIMP1 genlerinde istatistiksel
anlamli artma (p degeri <0,05), CDK6, BAX genlerinde istatistiksel anlaml1 azalma (p
degeri <0,05) tespit edildi.

Sisplatin 1Cso dozu uygulanan grupta, CDK4, CDKS6, Siklin-D1, Kaspaz-8,
BAX, BCL-2, MMP9, TIMP1, TIMP2, Kaspaz-10 genlerinde istatistiksel anlaml1
azalma (p degeri <0,05) tespit edildi.

Dakarbazin 1Cso dozu uygulanan grupta, CDK4, CDKG®, Siklin-D1, Kaspaz-8,
Kaspaz-9, BAX, BCL-2, TIMP2, Kaspaz-10, p53 genlerinde istatistiksel anlamli
azalma (p degeri <0,05) tespit edildi.
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Siyanidin ICso + Sisplatin ICso dozu uygulanan grupta, CDK4, CDK®6, Kaspaz-
8, BAX, BCL-2, TIMP1, TIMP2, Kaspaz-10 genlerinde istatistiksel anlaml1 azalma (p
degeri <0,05) tespit edildi.

Siyanidin ICso + Dakarbazin ICsg dozu uygulanan grupta, Kaspaz-8 geninde
istatistiksel anlamli artma (p degeri <0,05), CDK4, CDK6, BCL-2, MMP9, TIMP2,
Kaspaz-10 genlerinde istatistiksel anlamli azalma (p degeri <0,05) tespit edildi.

Siyanidin ICsp + Sisplatin 1Cso + Dakarbazin 1Cso dozu uygulanan grupta,
Kaspaz-10 geninde istatistiksel anlamli artma (p degeri <0,05), CDK4, Kaspaz-8,
BAX, BCL-2 TIMP2 genlerinde istatistiksel anlamli azalma (p degeri <0,05) tespit
edildi.

Calismamizda inceledigimiz MIRNA genlerinin degisim durumlar1 Sekil 9’da

ayrintili olarak verildi.

Siyanidin Mo, +
Sisplatin 1Cgy+
Dakarbazin 1Cgy

. . X . Siyanidin 1Cs, + Siyanidin Ko+
siyanidin 1Csg Sisplatin Ko, Dakarbazin 1Cs, sicplatin ICz, Dakarbazin KCe;

Sekil 9. miRNA genlerinin RT-PCR sonuglari. p-degerlerindeki istatiksel olarak
anlamli olanlar kirmiz1 renk ile gosterilmistir (p degeri <0,05). (Kirmizi renk:
Housekeeping gene gore kat degisiminde artig; Mavi Renk: Housekeeping gene gore
kat degisiminde azalis; Siyah Renk: Anlamli olmayan artis ya da azalmayi ifade eder.)

Siyanidin 1Cso dozu uygulanan grupta, miRNA-146a, miRNA-7-5-p genlerinde
istatistiksel anlamli artma (p degeri <0,05), miRNA-211, miRNA-18a-5p genlerinde
istatistiksel anlamli azalma (p degeri <0,05) tespit edildi.

Sisplatin 1Cso dozu uygulanan grupta, miRNA-211, miRNA-10b, miRNA-18a-
5p, miRNA-146a, miRNA-7-5-p genlerinde istatistiksel anlamli azalma (p degeri
<0,05) tespit edildi.

Dakarbazin 1Csp dozu uygulanan grupta, miRNA-7-5-p geninde istatistiksel
anlamli artma (p degeri <0,05), miRNA-211, miRNA-10b, miRNA-18a-5p genlerinde
istatistiksel anlamli azalma (p degeri <0,05) tespit edildi.
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Siyanidin 1Csg + Sisplatin 1Cso dozu uygulanan grupta, miRNA-18a-5p geninde
istatistiksel anlaml1 azalma (p degeri <0,05) tespit edildi.

Siyanidin ICso + Dakarbazin 1Cso dozu uygulanan grupta, miRNA-7-5-p geninde
istatistiksel anlamli artma (p degeri <0,05), miRNA-10b, miRNA-146a genlerinde
istatistiksel anlaml1 azalma (p degeri <0,05) tespit edildi.

Siyanidin 1Cso + Sisplatin ICsp + Dakarbazin 1Cso dozu uygulanan grupta,
mMiRNA-211, miRNA-10b, miRNA-18a-5p, miRNA-7-5-p istatistiksel anlamli azalma
(p degeri <0,05) tespit edildi.

MATRIGEL INVAZYON DENEYI SONUCLARI
Deney sonucunda:
e Kontrol grubu hiicrelerinden ortalama 649,334+21,75 hiicre
e Siyanidin I1Cso uygulanan hiicrelerden de ortalama olarak 175,33429,41 hiicre
e Sisplatin ICsg uygulanan hiicrelerden de ortalama olarak 168,67+6,24 hiicre
e Dakarbazin ICso uygulanan hiicrelerden de ortalama olarak 537,33+44,4 hiicre
e Siyanidin ICso + Sisplatin ICso uygulanan hiicrelerden de ortalama olarak
112,67+12,3 hiicre
e Siyanidin ICs + Dakarbazin 1Csp uygulanan hiicrelerden de ortalama olarak
4249,42 hiicre
e Siyanidin ICsp + Sisplatin I1Cso + Dakarbazin ICso uygulanan hiicrelerden de
ortalama olarak 59,67+13,2 hiicre
invaze oldu. Siyanidin ICsp tek basina kontrole kiyasla 6nemli 6l¢iide invazyon
miktarini diistirdii. Dakarbazin ICso dozunun invazyon miktari kontrole yakin olmakla
birlikte, Siyanidin ICsp ile kombine dozda kontrol grubuna gore belirgin bir sekilde
azaldi. Siyanidin ICso‘nin tiim kombine dozlarinda, kontrole ve tekli ilag dozu
gruplarina gore invazyonda belirgin azalma gozlendi. Kontrol, tekli ve kombine ilag

dozlarmin inverted mikroskoptaki 10x goriintiileri Sekil 10-16’da gosterilmistir.
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Sekil 13. Dakarbazin ICsp grubunda invaze olan hiicrelerin mikroskop goriintiisii
(10X)
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Sekil 14. Siyanidin ICso + Sisplatin ICsp grubunda invaze olan hiicrelerin mikroskop
goriintiisii (10X)

Sekil 15. Siyanidin ICso + Dakarbazin ICsp grubunda invaze olan hiicrelerin
mikroskop goriintiisii (10X)

Sekil 16. Siyanidin ICso + Sisplatin ICso + Dakarbazin 1Cse grubunda invaze olan
hiicrelerin mikroskop goriintiisii (10X)
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WOUND HEALING DENEYI SONUCLARI

Wound-Healing deneyi sonuglarinin 0, 16 ve 24 saatte 4X biiyiitme ile
fotograflar1 ¢ekilip kontrol grubu ile karsilagtirmali analiz sonuglar1 su sekildedir..
(Sekil 17,18,19)

Sivanidin ICsq Sisplatin 1C5q Dakarbazin I1C5q

3 Sl

| Sivanidin ICgq +Sisplatin ICsq | Sivanidin ICso+Dakarbazin 1C5, | Sivanidin ICgp+Sisplatin ICso+Dakarbazin ICgq

Sekil 17. Wound healing deneyi 0. Saat sonuglari (4X)

Sivanidin ICs, sisplatin 1Cs, Dakarbazin ICs,

| siyanidin IC;, +Sisplatin ICs, | Sivanidin ICso +Dakarbazin IC, | Siyanidin ICs, +Sisplatin ICs, +Dakarbazin ICs,

Bt

Sekil 18. Wound healing deneyi 16. Saat sonuglar1 (4X)
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l§§x§nidin ICs, +Sisplatin IC5, | Sivanidin IC5, +Dakarbazin 1C., I Siyanidin 1C, +Sisplatin I1C;,+Dakarbazin IC5,

Sekil 19. Wound healing deneyi 24. Saat sonuglar1 (4X)

Siyanidin, 16. saat sonunda, kontrol grubuna kiyasla tek basma hiicrelerin
migrasyonunu artirmada gozle goriilir bir farklilik olusturmadi. Sisplatin ve
Dakarbazin’in tekli dozlarda hiicre migrasyonunu kontrol grubuna gore daha ¢ok
artirdigi gozlendi. Kombine dozlar; kontrol ve tekli doz uygulamalarina gore hiicre

migrasyonunu belirgin olarak daha fazla engelledi.

OKSIDATIF STRES DUZEYININ TOTAL OKSIDAN VE TOTAL
ANTIOKSIDAN SEVIYE OLCUM YONTEMLERI ILE BELIRLENMES]

Deney sonuglarina gore gruplar arasindaki karsilastirmalar istatistiksel olarak
anlamli bulunmadz. (p degeri >0,05). TAS degeri kontrole kiyasla, Siyanidin grubunda
ve tekli ilag doz gruplarina gore Siyanidin i¢eren kombinasyonlarda artti. TOS degeri
kontrole kiyasla, Siyanidin, tekli ilag dozlar1 ile siyanidin + dakarbazin ve siyanidin +
sisplatin + dakarbazinle kombinasyonlarinda azalmakla birlikte siyanidin + sisplatin
kombinasyonu uygulanan grupta artt1. OSI sonuglarinda, Siyanidin tek basina pek bir
fark olusturmamakla birlikte, kombinasyon gruplarinda yiikselmeye sebep oldu.
Sonug olarak TAS, TOS ve OSI degerlerini gdsteren tablo ve grafikler asagidaki
gibidir. (Tablo 7, Sekil 20)
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Tablo 7. A375 hiicrelerinde kontrol ve doz

ruplarmin TAS, TOS ve OSI degerleri

3,138603+0,382879

2,526327+0,155999

Grup TAS (mmol/L) TOS (mmol/L) osi

Kontrol 2,154702+0,51898 | 2,667869+0,589237 | 0,1249+0,007526
Siyanidin 1Cso 1,834047+0,130755 | 2,305555+0,612921 | 0,127031+0,020028
Sisplatin 1Cso

0,081649+0,010942

Dakarbazin ICsg

2,329924+0,373652

2,61881+0,628376

0,113334+0,00763

Siyanidin ICso +
Sisplatin 1Cso

2,127902+0,508709

2,961304+0,75

0,150103+0,037124

Siyanidin ICso +
Dakarbazin 1Cso

1,912389+0,113696

2,565919+0,283213

0,13514340,009712

Siyanidin ICso +
Sisplatin 1Cso +
Dakarbazin ICso

1,83392+0,388857

2,500697+0,254701

0,14132340,023207

TAS

TOS osl
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Sekil 20. A375 hiicrelerinde kontrol grubuna gére kontrol ve doz gruplarinda TAS,
TOS, OSI degerleri
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TUNEL TESTI iLE APOPTOZ TAYINi

Kontrol ve doz gruplarina ait 6rnek preparat goriintiileri Sekil 21-27°de

gosterildi.

Sekil 21. Kontrol grubuna ait hiicrelerin TUNEL boyamasi sonrasi 151k mikroskop
goriintiileri (A. 20X biiylitme, B. 40X biiyiitme)

Sekil 22. Siyanidin ICsp grubuna ait hiicrelerin TUNEL boyamasi sonrast 1sik
mikroskop goriintiileri (A. 20X biiyiitme, B. 40X biiyiitme)

Sekil 23. Sisplatin I1Cso grubuna ait hiicrelerin TUNEL boyamasi sonrasi 11k
mikroskop goriintiileri (A. 20X biiyiitme, B. 40X biiylitme)
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Sekil 24. Dakarbazin ICsp grubuna ait hiicrelerin TUNEL boyamasi sonrasi 1sik
mikroskop goriintiileri (A. 20X biiyiitme, B. 40X biiyiitme)

B-

Sekil 25. Siyanidin ICso + Sisplatin ICso grubuna ait hiicrelerin TUNEL boyamasi
sonrast 151k mikroskop goriintiileri (A. 20X biiyiitme, B. 40X biiyiitme)

A B

Sekil 26. Siyanidin ICso + Dakarbazin ICsp grubuna ait hiicrelerin TUNEL boyamast
sonrasi 151k mikroskop gortintiileri (A. 20X biiyiitme, B. 40X biiylitme)
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Sekil 27. Siyanidin ICsg + Sisplatin I1Cso + Dakarbazin 1Cso grubuna ait hiicrelerin
TUNEL boyamasit sonrast 11k mikroskop goriintiileri (A. 20X biiyiitme, B. 40X
biiyilitme).

Kontrol grubu hiicrelerinde ortalama apoptotik hiicre orami %29,33 iken;
Siyanidin 1Cso’de ortalama apoptotik hiicre yiizdesi %29,60, Sisplatin 1Cso doz
grubunda %50,68, Dakarbazin 1Cso doz grubunda %33,63, Siyanidin 1Cso + Sisplatin
ICs0 doz grubunda %45,99, Siyanidin ICso + Dakarbazin 1Csg doz grubunda %,67,20,
Siyanidin ICso + Sisplatin ICsop + Dakarbazin 1Cso doz grubunda %38.01 olarak
belirledik.

MM hiicreleri normalde daha igsi yapida olmalarina ragmen, bazi gruplarda
hiicrelerin morfolojilerinin farkli oldugunu goézlemledik. Morfolojideki bu
bozuklugun; madde uygulanmasi, plaka degisikligi ve metanolle muamele

sathasindaki stresten kaynaklanmis olabilecegini diisiliniiyoruz.
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TARTISMA

Melanogenez siirecinde hiicre dongiisii kontroliiniin bozulmasi 6nemli bir
basamaktir. G1-S ve G2-M kontrol noktalarin1 hedefleyen ajanlar, melanoma tedavi
stratejileri igin potansiyel adaylar olarak diistiniilebilir (56). Siyanidin’in GO/G1 ve
G2/M fazinda hiicre dongiisiinii durdurabildigini gosteren c¢aligmalar mevcuttur.
CDKA4/6 ve Siklin-D1 kompleksinin hiperaktivasyonu melanoma vakalarinin yaklasik
%90'1nda gozlenir (48,57). Bu oran dikkat ¢ekici oldugu i¢in ¢alismamizda
arastirmaya karar verdik.

Wang E. ve arkadaslari, 2017 yilinda yaptiklar1 c¢alismada, antosiyanidin
ekstratlarinin B16-F10 melanoma hiicrelerindeki antiproliferatif ve proapoptotik
etkilerini arastirmislar; siyanidinlerin hiicre dongiisiinii bloke ederek ve apoptotozu
indiikleyerek antiproliferatif etki gosterdigini rapor etmislerdir (48). Hiicre
dongiistinde gorevli molekiilerin diizeylerini flow sitometri ile degerlendirmisler ve
Siklin-D1’in, antosiyanidin ile tedavi edilen gruplarda kontrol grubu ile
karsilastirildiginda  anlamli  olarak  azaldigin1  gozlemlemislerdir  (p<0.05).
Pratheeshkumar P. ve arkadaslar1 tarafindan 2014 yilinda yapilan ¢alismada, UVB
kaynakli deri kanseri i¢in bir model olan SKH-1 tiiysliz fareleri denek olarak
kullanmuslar, bir siyanidin bilesigi olan C3G’nin topikal uygulama ile antiinflamatuar
ve fotokarsinogeneze karsi koruyucu etkilerini arastirmiglardir (72). Hiicresel
proliferasyonu degerlendirmek icin PCNA ve Siklin-D1 biyobelirtegleri RT-PCR ve
immiinofloresan boyama ile 6l¢miislerdir. Bu ¢calismada, C3G uygulanmasinin, UVB
ile indiiklenen epidermal kalinlasmay1 ve PCNA ile Siklin-D1'in mRNA ve protein
ekspresyonunu onemli dl¢iide azalttigini rapor etmislerdir. LNCaP androjene bagimli
prostat karsinomu hiicrelerinde yapilan caligmalarda; Yeewa R. ve arkadaglarinin
2020’de mor piringten, Long N. ve arkadaslarinin 2013’te mor misirdan elde ettikleri
aktif komponenti C3G olan siyanidin ekstraktlarinin inhibitor etkilerini in vivo ve in
vitro olarak arastirmislardir (73,74). Siyanidinlerin hiicre proliferasyonunu anlaml
olarak azalttig1; GO/G1 fazindaki hiicrelerin oranini artirip ve S ile G2/M fazlarindaki
hiicrelerin oranini azalttigini gostermislerdir (p<0.05). Siklin-D1, hem RT-PCR hem
de Western Blot yontemiyle incelenmis, her iki ¢alismada da seviyelerinin azaldigi
gosterilmistir (73, 74). CDK-4’nin RT-PCR yontemiyle azaldigini gostermislerdir
(73).
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Biz de ¢alismamizda, Siyanidin verilen grupta; CDK4’te belirgin ve CDK6’da
anlamli olarak azalma (p<0.05), Siklin-D1 seviyelerinde anlamli artma (p<0.05)
goriildii. Tekli ilag dozlarinda CDK4, CDK6 ve Siklin-D1 anlamli olarak azalirken,
kombine dozlarda CDK4 ve CDK6 anlamli olarak azaldi. Siyanidin A375 hiicre hatti
tizerinde, CDK4 ve CDKG6 fizerindeki azaltici, Siklin-D1 iizerindeki artirici etkisiyle
kisitl bir etkinlige sahip gibi goériinmektedir. Ancak CDK4/6 ve Siklin-D1 bir
kompleks olarak calismaktadir ve net etkiyi tayin edebilmek i¢in ileri incelemeler
yapilmalidir.

Apoptoz, Olim reseptorleri ya da mitokondri aracili olarak kaspazlarin
aktivasyonu ile gelisen bir siirectir (58). Bu siiregte birgok apoptotik protein rol oynar.
Siyanidin kaynakli apoptozun, kaspaz ailesi, p53, Bax, Bcl-2 gibi molekiillerin
seviyeleri ile iligkili oldugu rapor edilmistir (48). Kanser gelisiminde apoptotik (p53,
Bax, Bid, TNF, PUMA) ve anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1, NF-xB)
molekiillerin etkilesimlerinin anlasilmas: kemoterapi direncinin anlasilmasin i¢in de
onemlidir (58).

Wang E. ve arkadaslari, siyanidin ekstratlari uygulanmig B16-F10 melanoma
hiicrelerindeki  proapoptotik molekiiler mekanizmalar1 arastirmiglardir  (48).
Apoptozdaki iki onemli protein Kaspaz-3 ve p53°1li, immiinofloresan yontemle analiz
etmiglerdir. Kaspaz-3 ve p53°lin ekspresyonunu anlamli miktarda artirdigim
gostermislerdir (p <0.05). Bu sonug siyanidinin apoptozu indiikleyebilecegi lehinedir.
Sorrenti V. ve arkadaglarinin 2015 yilinda yaptiklari ¢caligmada; DU145 ve LNCaP
insan prostat kanseri hiicrelerinde C3G’nin antiproliferatif 6zelliklerini ve hiicresel
farklilasmaya etkilerini incelemislerdir (75). Western Blot analizi ile Kaspaz-3'iin
aktivasyonunu gostermislerdir. Cho E. Ve arkadaglarinin 2017 yilinda yaptiklar
caligmayla in vitro meme apokrin karsinom modelinde C3G’nin etkilerini
aragtirmiglardir(49). Apoptoz kaskadinin molekiillerini Western Blot ile belirlemisler;
C3G'nin Kaspaz-3 aktivasyonunu artirdigini ve Bcl-2 ekspresyonunu azalttigini
gostermislerdir. C3G'nin apoptotik yolakla kanser biiyiimesini Onleyebilecegini
kanitlamiglardir. Reddivari L. ve arkadaslarinin 2007°de yaptiklari ¢alismada, LNCaP
(androjene bagimli) ve PC-3 (androjenden bagimsiz) prostat kanseri hiicrelerinde
patatesten elde edilen siyanidin ve fenolik bilesiklerinin etkilerini incelemislerdir (76).

Siyanidin bilesiklerinin, intrinsik apoptotik yolaklar1 indiikledigine dair sonuclar elde
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etmislerdir. Western Blot deneyi ile Siyanidin uygulanan gruplardaki Kaspaz-3,
Kaspaz-9 ve Bax seviyelerindeki artis1 gostermislerdir. Wu C. ve arkadaslarinin 2022
yilinda fareler {izerinde bliyiik hiicreli akciger kanser modeli olusturarak yaptiklari
calismada; C3G ve 5-florourasil (5-FU) tekli ve kombine tedavilerin etkinliklerini
incelemisglerdir (77). C3G’nin tek basina, antiproliferatif ve antikanser etkilerini
gostermekle birlikte, 5-FU ile de sinerjistik antikanser etkilere sahip oldugunu
gostermislerdir. Western Blot deneyi ile tiim tedavi gruplarinda kaspaz 3’{in arttigini,
Bcl-2 ekspresyonunun azaldigini bulmuslardir. Pratheeshkumar P. ve arkadaslar1 2014
yilinda UVB ile indiiklenen deri karsinogenezini arastirmiglar, UVB maruziyeti
olusturduklar1 fare modellerindeki kronik inflamatuar yanitlara, C3G'nin in vivo
etkilerini incelemislerdir (72). NF-kB'nin anormal, siirekli aktivasyonu ¢ok sayida
timorde rapor edilmistir. Elisa ve immunflorasan boyamalarla NF-xB’nin
aktivasyonun doza bagl olarak azaldigini1 gostermislerdir. Sonug olarak C3G, UVB
kaynakli NF-xB aktivasyonunu inhibe etmistir. Wang Y. ve arkadaslar1 2016 yilinda
yaptiklari ¢alismada, Siyanidinlerin antitiimor etkisini arastirmak i¢in fareler iizerinde
SGC-7901 mide kanseri ksenograft modeli kurmuslar; Siyanidinin doza bagli olarak
hiicre dongiisiinii inhibe ettigi ve tiimor ksenograftlarinin biiylimesini 6nemli 6lgiide
baskilayabildigini gostermislerdir (78). Apoptozda p53, p21’i artirarak hiicre
cogalmasimi durdurur. Western Blot deneyinin sonuclarinda p53 ekspresyonunun
belirgin sekilde degigsmedigini ancak p21 seviyelerinin arttigini tespit etmislerdir.
Caligmamizda, siyanidin verilen grupta; BAX’ta anlamli olarak azalma goriildii
(p<0.05). Tekli ilag dozlarinda Kaspaz-8, Kaspaz-9, BAX, BCL-2, TIMP2, Kaspaz-
10 ve p53 anlamli olarak azaldi (p<0.05). Kombine dozlarda, Siyanidin ve sisplatin
grubunda Kaspaz-8 ve Kaspaz-10 anlamli olarak azaldi; Siyanidin ve dakarbazin
grubunda Kaspaz-8 anlamli seviyede artarken, Kaspaz-10 anlamli olarak azaldi, her
tic maddenin uygulandig1 grupta ise Kaspaz-10 anlamli seviyede artarken, Kaspaz-8
anlamli olarak azaldi (p<0.05). BAX, BCL-2 tekli ve kombine dozlarda anlamli olarak
azaldi (p<0.05). Timor baskilayict gen olan p53, Siyanidin grubunda belirgin
seviyede artarken, tekli ila¢g dozlarinda azaldi. Siyanidin’in dakarbazin ile
kombinasyonunda da belirgin p53 artis1 sagladigini gozledik. Siyanidin’in A375 hiicre
hatt1 tizerindeki apoptotik etkilerine ve kisitli da olsa ekstrinsik yolagin aktivasyonuna

isaret etmektedir.
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Melanoma olduk¢a invaziv ve metastatik bir timordiir. Bazal membranlarin ve
hiicre dis1 matrisin bozulmasi, invazyon ve metastaz olusumunda Onemli bir
basamaktir. Hiicre dis1 matris bilesenlerini bozan MMP ve bunlarin doku inhibitorleri
olan TIMP ailesi bu siire¢lerde 6nemli roller oynar (62).

Sun C. ve arkadaglarinin 2012°de yaptiklar1 ¢alismada, C3G ile tedavi edilen
SGC7901, AGS ve BGC823 mide hiicrelerinin, doz bagimli olarak, hiicre
proliferasyonu ve adezyonunda azalma ve apoptoz sirasinda anormal morfolojik
degisimlerini raporlamislardir (63). Kanser invazyonu ve metastazi yolaklarini
arastirmiglar, Western blot deneyi ile MMP2’nin anlamli olarak azaldigi tespit
etmiglerdir. Tsubaki M. ve arkadaglarinin 2019’da yaptiklar1 calismada, MM modeli
gelistirilen farelerde dakarbazin ve statinlerin tekli ve kombine tedavilerinin, kanser
proliferasyonu ve metastazi lizerindeki etkilerini arastirmislardir (79). RT-PCR
yontemi ile dakarbazinin, tek basina uygulandigi grupta, MMP2 ve MMP9 seviyelerini
artirdigin1 gostermislerdir. Chen P. ve arkadaslarinin 2006’da yaptigi ¢alismada,
C3G’nin A549 insan akciger kanseri hiicre hattindaki invazyonu onemli Olciide
azalttigin1 gostermislerdir (50). Jelatin-zimogram proteaz deneyleri ile MMP2 ve
MMP9'un RT-PCR ile MMP2’nin C3G tedavisiyle azaldigini; Western Blot deneyi ve
RT-PCR ile TIMP2 seviyelerinin C3G tedavisiyle arttigin1 bulmuslardir. Toricelli M.
ve arkadaglarinin yaptiklar1 ¢alismada, metastaz gelisimi ile iligkili oldugu bilinen
anoikis direnci ile ilgili yolaklari, laboratuvar sartlarinda MM modelleyerek
arastirmiglardir (65). Western Blot deneyi ile belirlenen sonuglarda, TIMP1 ve CD63
transkript seviyelerinin arttigini; TIMP1’in artan ekspresyonunun metastaz gelisimi ve
kotii prognoz ile iliskilendirilebilecegini raporlamislardir.

Bizim ¢alismamizda. Siyanidin verilen grupta; TIMP1 seviyelerinde anlaml
artma (p<0.05), TIMP2 genlerinde belirgin azalma tespit edildi. Tekli ilag dozlarindan
sisplatin grubunda TIMP1 ve TIMP2, dakarbazin grubunda TIMP2 anlamli olarak
azald1. (p<0.05) Kombine dozlarda, Siyanidin ve sisplatin grubunda TIMP1 ve TIMP2
anlamli olarak azalirken (p<0.05); MMP2 genlerinde belirgin azalma tespit edildi.
Siyanidin ve dakarbazin grubunda MMP9 ve TIMP2 anlamli seviyede azalirken
(p<0.05); MMP2, TIMP1 genlerinde belirgin azalma tespit edildi. Her ii¢c maddenin
uygulandigi grupta ise TIMP2 anlamli olarak azalirken (p<0.05); MMP2, TIMP1

genlerinde belirgin azalma tespit edildi. Siyanidin’in tek bagina metastatik siireglere
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etkinligi kisith olsa da; kombine tedavilerle, ilaglarin antimetastatik etkinliklerini
artirabildigini gosterdik.

Son yillarda, ¢esitli kanserlerde ve 6zellikle melanomada miRNA'larin rolii
dikkat ¢ekmistir (66). miRNA'larin tiimo6r baskilayici veya onkogen olarak gérev
yaparak kanser gelisimini etkiledigi calismalarla gosterilmistir (68). Mazar ve
arkadaglarinin yaptiklari ¢alismada, miRNA'larin melanoma hiicre hatlarinda ve klinik
melanoma orneklerinde ekspresyon seviyelerini incelemislerdir (68). Hiicre
dizilerinde ve klinik Orneklerde mMIRNA-211'in  ekspresyonunda azalma
raporlamiglardir.  MIRNA-211'nin hedef mRNA'st KCNMA1’in, ekspresyon
seviyelerinin melanoma hiicrelerinde yiikseldigini ve ikisinin ters orantili oldugunu
gostermislerdir. KCNMAI1 geni, Ca*™ iyonu tarafindan diizenlenen bir K* kanal
proteinini kodlar ve melanomanin yiiksek hiicre proliferasyon hizi ve invazivliginden
kismen sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. TRPM1 geni, kodlamasinda miRNA-211
dizileri iceren bir melanoma metastazi baskilayicidir. miRNA ekspresyonlarindaki
azalmanin, bu mekanizmalarla onkogenez ve invazyonu artirabilecegini
raporlamislardir. Biz de galismamizda miRNA-211 seviyelerinin Siyanidin, tiglii doz
grubunda anlamli olarak azaldigini1 gézlemledik, ayrica sisplatin ve dakarbazinin tekli
ila¢ dozlar1 gruplarinda da miRNA-211 seviyeleri anlamli olarak azaldi.

Wang ve arkadaslarmin yaptiklar1 calismada, miRNA-10b'nin onkojenik
ozelliklerini gostermiglerdir (67). MIRNA-10b miktar1 yikimla azaltildiginda,
melanoma hiicre proliferasyonun, migrasyonun ve invazyonun in vitro inhibe edildigi
raporlanmistir. Mekanizma olarak da melanomanin gelisimi ve ilerlemesi igin ¢ok
onemli oldugunu gosterilen WNT/B-katenin yolaginin diizenlenmesi 6ne siiriilmiistiir.
mMiRNA-10b’nin azalmasiyla artan ITCH ekspresyonun, WNT/B-katenin yolagini ve
in vivo timor bilylimesini baskilayabilecegini gostermislerdir. Bizim ¢alismamizda
miRNA-10b seviyelerinin siyanidin+dakarbazin kombinasyonu ve {iglii doz grubunda
anlaml olarak azaldigini gbézlemledik, ayrica sisplatin ve dakarbazinin tekli ilag
dozlar1 gruplarinda da miRNA-10b seviyeleri anlamli olarak azaldi.

Guo ve arkadaglarinin yaptiklari ¢aligmada, melanoma hiicrelerinde miRNA-
18a-5p'nin hiicre proliferasyonu, apoptoz ve otofajideki diizenleyici rollerini
aragtirmiglardir (71). miRNA-18a-5p’in inhibe edilmesiyle, proliferasyon azalmis ve

melanoma hiicrelerinde apoptoz ve otofajinin tetiklendigi gézlenmistir. miRNA-18a-
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5p ekspresyon seviyelerinin en ¢ok A375 hiicre hatlarinda arttigi raporlanmistir.
Calismamizda, miRNA-18a-5p seviyelerinin siyanidin+dakarbazin kombinasyonu
hari¢ tiim doz gruplarinda anlamli olarak azaldigini gézlemledik.

Pu ve arkadaslari, miRNA-146a'min MM’deki molekiiler mekanizmalarini
aragtirmiglar ve bir onkogen olabilecegini raporlamislardir (66). mMiIRNA-146a
ekspresyonun MM’de arttifi ve hiicre proliferasyonunu, migrasyonunu ve
invazyonunu artirdigi goézlenmistir. SMAD4, bir tiimor baskilayicidir ve akciger,
kolon, meme ve mide kanserleri gibi kanserlerde SMAD4 kaybinin meydana geldigini
onceki arastirmalarda gosterilmistir. MM’de SMAD4'lin protein ekspresyon
seviyesinin miRNA-146a ile ters orantili oldugu tespit edilmistir. MIRNA-146a'nin
SMADA4'i hedefleyerek bir onkogen rolii oynadigi deneylerle gosterilmistir.
Sonuglarimizdaki miRNA-146a seviyelerini incelersek; Siyanidin grubunda anlamli
olarak artma; ancak siyanidin + dakarbazin kombinasyonunda anlamli olarak azalma
mevcuttu. Ayrica sisplatin tekli ila¢ dozu grubunda da miRNA-146a seviyeleri anlaml
olarak azaldi.

Giles ve arkadaslarinin yaptiklart ¢aligmada, miRNA-7-5p'nin melanomadaki
fonksiyonel roliinii arastirmislar ve mMiRNA-7-5p, melanomada yeni bir timor
baskilayict mIRNA olabilecegini rapor etmislerdir (69). miRNA-7-5p’nin hiicre
migrasyonunu ve invazyonunu inhibe ettigi gosterilmistir. mMIRNA-7-5p'nin artiginin,
tedavide yararli olabilecegi goriisiine ulasmiglardir. Bizim bulgularimizi inceleyecek
olursak Siyanidin, siyanidin+dakarbazin kombinasyonu ve dakarbazin tekli ilag dozu
grubunda miRNA-7-5p seviyelerinde anlamli olarak artma saptadik. Ancak sisplatin
tekli ila¢ dozu ve {i¢lii doz grubunda anlamli olarak azalma gordiik.

Kanserlerde metastazin en 6nemli 6zelligi hiicrelerinin gé¢ etme yetenekleridir
(112).

Tsubaki M. ve arkadaslarinin 2019°da MM modeli gelistirilen farelerde
yaptiklar1 ¢alismada, A375 hiicrelerinde tek basina dakarbazinin hiicre migrasyonunu
etkilemedigini deneylerle gostermislerdir (79). Huang H. ve arkadaslarinin (11)
2008’de yaptiklar1 ¢caligsmada, siyanidinlerin B16-F1 fare melanomasi hiicrelerindeki
etkilerini incelemislerdir. Wound-healing ve Boyden chamber deneyi ile
siyanidinlerin, migrasyonunu doza bagl azalttigini, kanserin metastatik etkilerini

azaltarak giiclii antikanser etkilerine sahip oldugunu raporlamislardir.
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Matrigel invazyon deneyinde, siyanidin kontrol grubuna gore migrasyon
kabiliyetini 6nemli Olclide azaltti. Ayrica kombine dozlarda da, tekli ila¢ dozlarina
gbre Onemli bir migrasyon inhibisyonu goézlemledik. Wound-healing deneyinde,
Siyanidin kontrol grubuna gore migrasyon kabiliyetini dnemli bir degisiklik yapmada.
Sisplatin ve dakarbazin, tekli dozlarda hiicre migrasyonunu kontrol grubuna gore daha
cok artirdi. Kombine dozlar; kontrol ve tekli doz uygulamalarina gore hiicre
migrasyonunu belirgin olarak daha fazla engelledi. Bulgularimiza gore siyanidin tekli
veya kombine dozlarda melanomada migrasyonunu azaltarak A375 hiicreleri tizerinde
antimetastatik etkinlik gosterdi.

Siyanidinlerin oksidatif hasara kars1 direng sagladigi ve antioksidan savunmay1
arttirdigini gosteren ¢aligmalar mevcuttur (80). Bununla birlikte bazi kosullarda pro-
oksidanlar olarak hareket edebildikleri i¢in, siyanidinlerin giivenli dozunu bulma
amacli daha fazla ¢aligma yapilmasi gereklidir (81). Tarozzi A. ve arkadaslari yaptig
calismada; UVA radyasyonunun, HaCaT insan keratinosit hiicre hattindaki etkilerine
karsi, C3G’nin koruyuculuk o6zelliklerini degerlendirmisler, UVA'nin apoptotik
dozlarinda ROS olusumuna karst C3G'nin antioksidan 6zelliklerini arastirmislardir
(51). C3G, UVA radyasyonundan sonra hidrojen peroksit (H202) salinimini inhibe
ettigini gostererek ROS olusumuna karst koruyucu oldugunu ispatlamislardir.
Pratheeshkumar P. ve arkadaslar1 (72) tarafindan 2014 yilinda yapilan galismada,
UVB kaynakli deri kanseri i¢in bir model olan SKH-1 tiiysiiz fareleri denek olarak
kullanmiglar, bir siyanidin bilesigi olan siyanidin-3-glukozit (C3G)’in topikal
uygulama ile antiinflamatuar ve fotokarsinogeneze karst koruyucu etkilerini
arastirmislardir. Bu ¢alismada, oksidatif stresin ana belirtilerinden biri olan LPO'nun
yan lrlinii olan kisa zincirli aldehit MDA'nin konsantrasyonunu dlgerek, C3G'nin
topikal uygulamasinin fare derisinde, UV maruziyeti sonrast etkisini
degerlendirmislerdir. C3G tedavisinin, UVB grubuna kiyasla, oksidatif ara iiriinlerin
artisini inhibe ettigini gostererek, antioksidan etkinligi raporlamiglardir.

Bulgularimiz, istatistiksel olarak anlamli olarak sonuglanmasa da; total
antioksidan degerleri kontrole kiyasla, siyanidin grubunda ve tekli ilag doz gruplarina
gore siyanidin igeren kombinasyonlarda artti, total oksidan degerleri ise kontrole

kiyasla, siyanidin + sisplatin kombinasyonu hari¢ tiim tekli ve siyanidinle kombine
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dozlarda azaldi. Bu sonuglarin ilerideki calismalardaki doz taramalari i¢in bir fikir
verebilecegini diisiiniiyoruz.

Rugina D. ve arkadaglarimin 2017’de yaptiklart ¢alismada, Siyanidin
ekstratlarinin MM hiicreleri tizerindeki antiapoptotik etkileri arastirmislardir. TUNEL
deneylerinde, kontrol hiicrelerine kiyasla TUNEL pozitif hiicrelerde 6nemli bir artis
sagladigim1 gostermislerdir (46). Reddivari L. ve arkadaslarinin 2007°de yaptiklar
calismada, LNCaP (androjene bagimli) ve PC-3 (androjenden bagimsiz) prostat
kanseri hiicrelerinde patatesten elde edilen Siyanidin ve fenolik bilesiklerinin etkilerini
incelemiglerdir. Siyanidin bilesiklerinin, intrinsik apoptotik yolaklar1 indiikledigine
dair sonugclar elde etmislerdir. TUNEL deneyi ile siyanidin tedaviden sonra LNCaP ve
PC-3 hiicrelerinde 6nemli bir apoptoz indiiksiyonu oldugunu géstermislerdir (76). Wu
C. ve arkadaslarinin 2022 yilinda fareler lizerinde biiyiik hiicreli akciger kanser modeli
olusturarak yaptiklari ¢alismada; C3G ve 5-florourasil (5-FU) tekli ve kombine
tedavilerin etkinliklerini incelemislerdir. C3G’nin tek basina, antiproliferatif ve
antikanser etkilerini gostermekle birlikte, 5-FU ile de sinerjistik antikanser etkilere
sahip oldugunu gostermislerdir. TUNEL deneyinde, kontrol grubuna gore, C3G ile
tedavi edilen farelerde pozitif hiicrelerin 6énemli 6l¢iide yiikseldigini gostermislerdir
(77).

TUNEL deneyimiz sonucunda, Siyanidin tek basina kontrole kiyasla bir fark
olusturmamakla birlikte, kombine grubunda dakarbazinin apoptotik etkinligini 6nemli
Ol¢iide artirdigin1 gozlemledik. Siplatinin apoptotik etkinligi ¢ok yiiksekti, kombine
dozlarda etkinligi biraz azalmakla birlikte hala oldukca fazla miktarda hiicreyi

apoptoza ugrattigini saptadik.
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SONUCLAR

Siyanidinin tek bagina ve/veya kombine dozlarda antiproliferatif, apoptotik ve
antimetastatik etkinligini destekleyen bulgularimiz 6nceki ¢alismalarla benzer
niteliktedir. Ozellikle dakarbazinle kombinasyonlarinda, dakarbazinin etkisini
antiproliferatif ve antimetastatik yonde desteklemistir.

Sonuglarimiz yeni arastirmalar i¢in yol gosterici olmakla birlikte, etkinliginin

gosterilmesi ileri ¢alismalara ihtiyag vardir.
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