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OZET

Amag¢: Melanom, tim deri tiimdrlerinin yalnizca %1,7'sini olusturmakla
birlikte en agresif cilt kanseridir. Normal dokular igin sinirli toksisiteye ragmen
WGA'nin diisiik dozlarda pankreas, karaciger, kemik (osteosarkom) ve cilt (melanom)
kanseri i¢in toksik oldugu gosterilmistir. Sisplatin, DNA hasarini ve apoptozu
indiikleme yetenegi ile bilinen bir kemoterapdtik ajan olmakla birlikte melanom
tedavisinde ¢ok etkili degildir. Melanom hiicrelerini Sisplatine duyarli hale
getirebilecek yeni kombinasyonlarin gelistirilmesi ilag¢ etkinligini arttirmanin bir
yoludur. Bu ¢alismadaki amacimiz sitotoksik etki gosteren Sisplatin ve WGA’nin tekli
ve kombine dozlarmin melanomdaki oksitadif stres, apoptoz ve ilag direnci {izerine
olan etkilerini in vitro degerlendirmektir.

Gere¢ ve Yontem: Calismamizda G361 melanom hiicre hattinda MTT testi ile
Sisplatin ve WGA’nin ICsp dozlar1 bulunduktan sonra 4 calisma grubu (Kontrol,
WGA, CP, WGA+CP) olusturuldu ve 24 saat bu dozlarda uygulama yapildi. Tekli ve
kombine dozlarin oksidatif siirece etkisi TAS ve TOS seviyelerini olgiip OSI
hesaplanarak incelendi. Apoptoz i¢in ELISA, Western Blot ve RT-gPCR ile Bax, Bcl-
2, Sit-c, Kasp-3 ve Kasp-9 analizi; ilag direnci i¢in RT-gPCR ile ABCB1, ABCC1 ve
ABCG?2 analizleri yapildu.

Bulgular:  WGA’nin kontrol grubuna kiyasla TOS ve OSI degerlerini
yiikseltip TAS degerini diisiirerek oksidatif stresi indiikledigi bulundu. CP tek basina
ve WGA ile kombine edildiginde kontrol grubuna kiyasla TAS, TOS ve OSI
degerlerini diislirdi. WGA ve WGA+CP gruplari, ELISA analizi ile degerlendirilen
Bax, Bcl-2 ve Sit-c diizeyini kontrol grubuna gore arttirdi ve hesaplanan apoptotik
indeks degerinin en fazla WGA+CP grubunda oldugu bulundu. Sisplatin uygulanan
grupta ilag¢ direnci iligkili genlerden ABCC1’in, WGA uygulanan grupta ABCG2’nin
ve kombinasyonlarinin da ABCB1 ve ABCC1 mRNA ekspresyonlarini anlaml
diizeyde arttirdig: tespit edildi.

Sonu¢: Bulgular WGA’nin tek basma ve Sisplatin ile kombinasyonun
melanomdaki antiproliferatif ve apoptotik etkinligini desteklemektedir. WGA-



Sisplatin kombinasyonunun sagladig1 yiiksek apoptotik indeks, bu tedavi seklinin
onemli bir segenek olabilecegini diisiindiirmektedir. Diger taraftan Sisplatin
kemoterapisinde sitotoksisitenin arttirilmast ve yan etkinin azaltilmasi amaciyla
yapilacak yeni arastirmalar i¢in bu ¢alisma yol gosterici olabilir.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, Melanom, Sisplatin, WGA.
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ABSTRACT

Objective: Melanoma is the most aggressive skin cancer, accounting for only
1,7% of all skin tumours. Despite limited toxicity to normal tissues, WGA has been
shown to be toxic at low doses to pancreatic, liver, bone (osteosarcoma) and skin
(melanoma) cancer. Cisplatin is a chemotherapeutic agent known for its ability to
induce DNA damage and apoptosis, but is not very effective in the treatment of
melanoma. The development of new combinations that can sensitise melanoma cells
to Cisplatin is one way to increase drug efficacy. The aim of this study was to evaluate
the effects of single and combined doses of Cisplatin and WGA on oxidative stress,
apoptosis and drug resistance in melanoma cells in vitro.

Materials and Methods: In our study, after the I1Cso doses of Cisplatin and
WGA were found by MTT test in G361 melanoma cell line, 4 study groups (Control,
WGA, CP, WGA+CP) were formed and 24 hours of treatment was performed at these
doses. The effect of single and combined doses on oxidative process was analysed by
measuring TAS and TOS levels and calculating OSI. Bax, Bcl-2, Sit-c, Casp-3 and
Casp-9 were analysed by ELISA, Western Blot and RT-gPCR for apoptosis; ABCB1,
ABCC1 and ABCG2 were analysed by RT-gPCR for drug resistance.

Results: WGA was found to induce oxidative stress by increasing TOS and
OSI values and decreasing TAS values compared to the control group. CP alone and
in combination with WGA decreased TAS, TOS and OSI values compared to the
control group. WGA and WGA+CP groups increased Bax, Bcl-2 and Cyt-c levels
evaluated by ELISA analysis compared to the control group, and the calculated
apoptotic index value was found to be highest in the WGA+CP group. The mRNA
expressions of ABCC1, one of the drug resistance-related genes, in the Cisplatin-
treated group, ABCG2 in the WGA-treated group and their combinations significantly
increased ABCB1 and ABCC1 mRNA expressions.
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Conclusion: The findings support the antiproliferative and apoptotic activity of WGA
alone and in combination with Cisplatin in melanoma. The high apoptotic index provided by
WGA-Cisplatin combination suggests that this treatment modality may be an important option.
On the other hand, this study may be a guide for new studies to be conducted to increase
cytotoxicity and reduce side effects in Cisplatin chemotherapy.

Keywords: Apoptosis, Melanoma, Cisplatin, WGA.
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KISALTMALAR

ABC: Adenozin Trifosfat Baglayic1 Kaset
ABCBL1: Adenozin Trifosfat Baglayici Kaset B1
ABCCL1: Adenozin Trifosfat Baglayici Kaset C1
ABCC2: Adenozin Trifosfat Baglayic1 Kaset C2
ABCG2: Adenozin Trifosfat Baglayic1 Kaset G2
ABD: Amerika Birlesik Devletleri

ABTS: 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit)
ATCC: Amerikan Hiicre Kiiltiir Koleksiyonu
BCA: Bisinkoninik Asit

Bcl-2: B Hiicreli Lenfoma-2

BRAF: V-Raf Miirin Sarkomu Viral Onkogen Homolog B1
BSA: Sigir Serum Albiimini

CSD: Kiimiilatif Giines Hasar1

cDNA: Komplementer DNA

CP: Sisplatin

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle's Medium
DMSO: Dimetil siilfoksit

DNA: Deoksiriboniikleik Asit

DSO: Diinya Saglik Orgiitii

EDTA: Etilendiamin Tetraasetik Asit

ELISA: Enzim Baglantili Immiinosorbent Testi
FADD: Fas Iliskili Oliim Domaini

FBS: Fetal Sigir Serumu

FDA: Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi

GIcNAc: N -asetil-D-glukozamin

GPx: Glutatyon Peroksidaz
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GSH: Indirgenmis Glutatyon Formu

GSSG: Oksitlenmis Glutatyon Formu

HEPES: 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansiilfonik asit

MDR: Coklu Ila¢ Direnci

MT: Metallotiyonin

MTT: 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir)
NF-1: Norofibromatozis 1

OD: Optik Dansite

OSI: Oksidatif Stres Indeksi

PAGE: Poliakrilamid Jel Elektroforezi

PBS: Fosfat Tamponlu Salin

PBST: Fosfat Tamponlu Salin, %0,1 Tween 20

RAS: Rat Sarkom Viriisii

ROS: Reaktif Oksijen Tiirleri

RT-gPCR: Ger¢ek Zamanli Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu
SDS-PAGE: Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi
SOD: Siiperoksit Dismutaz

TAS: Total Antioksidan Kapasite

TNF-a: Timor Nekroz Faktor-alfa

TNFR-1: TNF Tip 1 Reseptorii

TOS: Total Oksidan Kapasite

TRAIL: TNF iliskili Apoptozu Indiikleyen Ligand

UV: Ultraviyole

WGA: Bugday Ruseymi Agliitinini
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1. GIRIS ve AMAC

Melanositlerdeki mutasyonlardan kaynaklanan bir malignite olan melanom,
cilt kanserleri arasinda en az goriileni olmasina ragmen mortalitesi en yliksek cilt
kanseridir (1). Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gére, melanom insidansi kiiresel
olarak artmaya devam etmekte ve ileri evredeki hastalar i¢in sadece 5 yillik sagkalim
ve yliksek oranda mortalite s6z konusudur (2). Melanomun koétii prognozu, melanom
hiicrelerinin Sisplatin (CP) gibi platin bazli ilaglar da dahil olmak iizere geleneksel

kemoterapotik ilaglara giiclii direncinden kaynaklanmaktadir (3).

Sisplatin, DNA (Deoksiribo niikleik asit) hasarint ve apoptozu indiikleme
yetenegi ile bilinen bir kemoterap6tik ajan olmakla birlikte melanom tedavisinde ¢ok
etkili degildir. In vitro calismalar, Sisplatin direncine neden olan hiicresel
mekanizmalarin metallotiyoninler tarafindan artmis detoksifikasyon, glutatyon
seviyesinin yani sira glutatyon-S-transferazlarin artmis aktivitesi, DNA onariminin
artmasi, DNA uyumsuzluk onarim sisteminin aktivitesinin azalmasi, apoptotik yanitin
azalmas1 ve ABCC2 (Adenozin trifosfat baglayict kaset C2) tasiyicisinin artmis
ekspresyonu ile iliskili olabilecegini géstermistir. Ancak tiim bu ¢alismalar melanom
kaynakli hiicreler yerine ¢esitli non-ektodermal karsinoma hiicreleri kullanilarak
gerceklestirilmistir (4-9). Buna gore, ABCC2’nin biyolojik aktivitesinin inhibisyonu,
melanomda platin igeren ilaglara kars1 direncin asilmasinda ana hedef olabilir ve de

ABCC2 klinikte Sisplatin direncinin tanisinda iyi bir aday olarak goriinmektedir (10).

Apoptotik yoldaki bozukluklar, CP’ye karsi melanom direncinden sorumlu
anahtar faktorlerden biri olarak one siiriilmiistiir (11). Baz1 ¢alismalar, bu ilacin diger
kemoterapétik ajanlarla birlikte veya hedefe yonelik tedaviden sonra kullanildiginda
melanom hastalarina klinik olarak faydali oldugunu gostermistir. Bu nedenle, tiimor
hiicrelerini Sisplatine karst daha duyarli hale getirebilecek yeni molekiillerin
tanimlanmasi, melanom tedavisinde gergek ilag etkinligini artirmanin alternatif bir

yoludur (12).

Bugday tohumundan tiiretilen bir lektin tiirevi olan bugday ruseymi aglutinini
(WGA), spesifik olarak N -asetil-D-glukozamin'e (GICNAc) ve N -asetil-néraminik
(siyalik) aside baglanmaktadir ancak daha yakin zamanlarda glikonjugatlar ve

oligosakkaritler tizerindeki siyalik asit kalintilariyla etkilesime girmesiyle karakterize



edilmistir. Normal dokular i¢in siirli toksisiteye ragmen, WGA'nin diisiik dozlarda
pankreas, karaciger, kemik (osteosarkom) ve cilt (melanom) kanseri i¢in toksik oldugu
gosterilmistir. WGA, melanom ve insan monoblastik 16semisinde apoptoz ve hiicre
dongiisii durmasi yoluyla 6ldiirmeye neden olur. Ayrica Fas, Kaspaz-3, Bax ve Bak'tan
bagimsiz yeni bir apoptotik tarzda da calisabilir. WGA'nin servikal karsinom
hiicrelerinde paraptoza benzer hiicre Olimiini indiikledigi gosterilmistir. Hedef
hiicrelere bagli olan bu farkli 61diirme modlari, WGA'y1 iizerinde ¢alisilmasi gereken

ilgi ¢ekici bir protein haline getirmektedir (13-18).

Sonug olarak sunulan bu c¢alismada amag; melanom hiicreleri tizerindeki
etkileri daha once yapilan degisik ¢alismalarla ortaya konulmus olan WGA ve CP’nin
ayr1 ayri ve kombinasyon halinde G361 melanom hiicre hattinda oksidatif stres,
apoptoz ve ilag direnci Siirecine etkilerinin biyokimyasal ve molekiiler analizlerle

ortaya konularak degerlendirilmesidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, 21. ylizyilda énemli bir halk sagligi ve ekonomi sorunu olup diinya
capinda yaklasik alt1 6liimiin birinden (%16,8) ve bulasici olmayan hastalik kaynakli
Oliimlerin yaklasik dortte birinden (%22,8) sorumludur. Diinya c¢apinda bulasici
olmayan hastalik kaynakli erken oOliimlerin neredeyse 10'da tgiine (30-69 yas
arasindakilerde %30,3) neden olur ve 183 {ilkenin 177'sinde bu yas grubundaki 6nde

gelen ti¢ 6liim nedeninden biridir (19).

Kanser, ¢cok sayida molekiiler ve hiicresel yolagin aracilik ettigi karmasik bir
hastaliktir. Karsinogenezin kimyasallara maruz kalma, proto-onkogenlerde ve timor
baskilayici1 genlerde eksojen ve endojen etiyolojilere bagli olusan mutasyonlar ve
normal hiicresel homeostaz icin gerekli bir¢cok kritik sinyal yolunun uygunsuz
diizenlenmesi gibi ¢ok sayida faktorii igerdigi kabul edilmektedir. Proliferasyonu
arttiran ve/veya apoptozu azaltan kronik sinyalizasyon nedeniyle hiicreler klonal

olarak genisleyerek tiimorlere doniistir (20).

Kanser hiicrelerinin hayatta kalmasini, ¢cogalmasini ve yayilmasi saglayan
edinilmis iglevsel yetenekleri normal hiicrelerden ayirt edici 6zellikleri olup farkli
timor tiplerinde farkli mekanizmalarla ve ¢ok asamali tiimdr olusumunun ¢esitli
asamalarinda edinilir (3). Bu ayirt edici ozellikler proliferatif sinyali siirdiirme,
biiylime baskilayicilarindan kagma, hiicre 6liimiine direnme, replikatif 6limsiizligi
saglama, anjiyogenezi indiikleme, invazyon ve metastazi aktive etme seklinde olup bir
dizi karmasik siire¢ sonucunda olusurlar. Bu ayirt edici 6zelliklerin altinda genetik
cesitliligi olusturan genomik kararsizlik ve inflamasyon yatmaktadir. Bu 6zelliklerin
taninmasi, kanser tedavisi i¢in yeni araglarin gelistirilmesini giderek daha fazla

etkileyecektir (21).

2.2. Melanom
2.2.1. Tanim ve Etiyoloji
Melanositler epidermisin bazal tabakasinda, sa¢, uvea mukozal epiteli ve

meninkslerde bulunan hiicrelerdir. Melanositlerin birincil gérevi melanozomlar iginde

melaninin sentezlenip dendritik siiregler yoluyla komsu keratinositlere aktarilmasidir



(22). Melanik pigmentler, eumelanin ve feomelanin, L-tirozin amino asidinden
baslayan karmasik biyokimyasal reaksiyonlarin son iirliniidiir. Melanin, ultraviyole
(UV) radyasyonun zararli etkilerine karsi sagladigi foto koruma sayesinde cilt
homeostazinda 6nemli bir role sahiptir. Melanin UV radyasyonu emer ve/veya yansitir
ancak ayni1 zamanda serbest radikallerin ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) nétralize
edilmesi siirecine de katilir. Pigmentogenez oksijene bagl bir siirectir ve intrensek
faktorlerin (genetik ve hormonal) yani sira ekstrensek faktorler (ultraviyole radyasyon)
tarafindan da kontrol edilir. Melanogenez, a-melanosit uyarict hormon,

adrenokortikotropin hormon, dstrojen ve progesteron tarafindan uyarilir (23).

Melanom, melanositlerin malign transformasyonu ile ortaya c¢ikan bir
neoplazidir. Melanositler, noral krestten koken alirlar. Bu nedenle melanomlar deriden
gelisebildigi gibi, noral krest hiicrelerinin go¢ ettigi gastrointestinal sistem ve beyin

gibi diger yerlerden de gelisebilir (24).

Kutan6z melanom, diger deri hastaliklariyla karsilastirildiginda tiim deri
malign tiimorlerinin yalnizca %1,7'sini olusturmaktadir. Terapdtik yaklasimlardaki
son gelismelere ragmen melanom hala en agresif cilt kanseridir ve bes yillik sagkalim

orani sadece %15-20’dir (25).

Kutan6z melanom ¢esitli ¢evresel faktorler ve genetik degisiklikler arasindaki
dinamik etkilesim sonucu ortaya ¢ikar. UV-B ve UV-A radyasyon maruziyeti, giines
yanigl Oykiisl, solaryum ile bronzlasma (6zellikle 35 yasindan 6nce), fototerapi
tedavisi, ¢ok sayida melanositik veya displastik neviis varligi, dev konjenital neviis
varligi, kendisinde veya ailesinde kutan6z melanom Oykiisii, kisisel fenotipik
ozellikler (mavi gozler, agik veya kizil saglar, soluk ten rengi ve gillenmeye egilim),
immiinsuprese durum (6rnegin; transplantasyon sonrast hastalar, hematolojik
maligniteli hastalar) ve diisik sosyoekonomik diizey kutanéz melanom igin

tanimlanmus risk faktorleridir (24, 25).

Kanser Genom Atlasi, melanomlar1 dért molekiiler alt tipte siniflandirmistir:
V-raf miirin sarkomu viral onkogen homolog B1 (BRAF) mutasyonlu, rat sarkom
viriisii (RAS) mutasyonlu, nérofibromatozis 1 (NF1) mutasyonlu ve {iglii vahsi tip (lig
gende de mutasyon olmamasi) (26). Yeni nesil dizileme galigmalari, iyi bilinen genler

(PTEN, MAP2K1-2, RB1) ve yakin zamanda tanimlanan genler



(ARID2, PPP6C, RAC1, DDX3X, IDH1) dahil olmak iizere melanomda birgok
tekrarlayan mutasyona ugramis gen tanimlamistir; ancak bu genlerin ¢ogu melanom

baslangicindan ziyade ilerlemesinde rol oynar (Sekil 2.1) (25-27).

c-Met RTKIi: c-MET: capmatinib
FGF-R Pan FGFR kinaz inhibitorii: BGJ398
C-KIT: Imatinib

Plazma Membrani

BRAF/CRAFi:
LXH254

iicre sag
kalim

Sekil 2.1: Melanom patogenezinde anahtar rol oynayan gen ve protein kaskadini
hedefleyen tedavi ajanlar1 (25).

2.2.2. Epidemiyoloji

Etnik ve cografi faktorlerden etkilenmekle birlikte melanom insidansi diinya
capinda 6nemli derecede artiyor olmasina ragmen 6liim oranlart muhtemelen erken
teshisin artmasi ve tedavisindeki 6nemli gelismeler nedeniyle azalma egilimindedir.
2020 yilinda diinya ¢apinda tahmini 325.000 (174.000 erkek ve 151.000 kadin) yeni
melanom vakasi ve yaklagik 57.000 (32.000 erkek ve 25.000 kadin) melanom ile
iligkili 6liim kaydedilmistir. 2020'de yeni tan1 konulan vakalarin 259.000' (%79,7),
oliimlerin 50.000' (%87,7) 50 yasin tizerindedir (28).

Diinyada en yiiksek melanom insidansi Avusturalya/Yeni Zelanda’da olup
erkekler (42/100.000 kisi-y1l) ve kadinlar (31/100.000 kisi-y1l) goriillme oranlarina
sahiptir. Bunu Bati Avrupa (erkekler ve kadinlarda 19/100.000 kisi-yil), Kuzey
Amerika (erkeklerde 18/100.000 kisi-y1l ve kadinlarda 14/100.000 kisi-y1l) ve Kuzey
Avrupa (erkeklerde 17/100.000 kisi-y1l ve kadinlarda 18/100.000 Kkisi-y1l)
izlemektedir (28).



Ulkemizde melanomla iliskili epidemiyolojik ¢aligmalar sinirli sayidadir.
Tiirkiye Kanser Kayit Merkezleri verilerine gore 2018 yilinda kutanéz melanom tanisi
alan olgu sayis1 erkeklerde 823, kadinlarda 654 olmakla birlikte 2021 yi1lindaki tahmini
vaka sayist sirastyla 849 ve 676’dir. Ulkemiz 2018 y1l1 kutandz melanom insidansinin
erkeklerde 1,8/100.000 kisi-y1l, kadinlarda 1,2/100.000 kisi-y1l oldugu saptanmistir
(29).

Kutan6z melanomun mevcut siniflandirmasi kéken bolgesinden (epitel iliskili
veya epitel iligkisiz), kiimiilatif giines hasarinin roliinden (CSD; yiiksek CSD ile
iligkili, diisitk CSD ile iliskili veya CSD ile iliskili olmayan), neviis fenotipi (neviis
sayisinin az/¢ok olmasi) ve BRAF, NRAS ve diger ilgili mutasyonlarin sikligindan
etkilenir (Sekil 2.2) (30).
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Sekil 2.2: DSO 2018 yili kutanéz melanom smiflandirmasi (1).

Kutanéz melanomun klinik ve histopatolojik olarak klasik 4 alt tipi
tanimlanmaktadir. En sik yiizeysel yayilan melanom goriiliir, intraepidermal yatay
veya radyal bilyiime paterni gosterir, sirt ve bacaklara yerlesir. ikinci siklikta nodiiler
melanom goriiliir, agresif bir dikey faz ile karakterizedir, govde ve ekstremitelere
yerlesir ve en kotli prognozlu olan tipidir. Lentigo malign melanom ise bas ve boyun

bolgesine yerlesim gosteren cogunlukla yasl bireylerin gilinesten zarar gormiis yiiz



bolgesinde lentigo malignadan (melanoma in situ) yillar sonra ortaya g¢ikar. Bunlar
disinda akral lentiginéz melanom alt tipi de bulunmaktadir ve tipik olarak

palmoplantar veya subungual yerlesimlidir (Sekil 2.2) (31, 32).

2.2.3. Tam ve Tedavi

Tiim viicut cilt muayenesi melanomu teshis etmede ihtiya¢ duyulan en temel
ve en Onemli degerlendirmedir ve optimum aydinlatma varliginda yapilmalidir. Cilt
muayenesi genellikle stipheli lezyonlarin dermatoskopik bakisi ile ABCDE
kriterlerinin (Asimetri, Siur diizensizligi, Renk heterojenligi, Cap >6 mm ve
Degisim)) degerlendirmesiyle tamamlanir. Klinik olarak daha agresif seyirli olan
nodiiler melanomda klinik degerlendirme igin EFG (Deride kabariklik, Palpasyonda
sertlik, Lezyonun son 1 aydir bityiimeye devam etmesi) kriterleri de 6nerilmektedir.
Stipheli bir cilt lezyonu tanimlandiktan sonra melanom tanisin1 dogrulamak igin
biyopsi yapilmalidir. Melanom tiimor evrelemesi invazyon derinligine dayandigindan
tam veya eksizyonel biyopsi alinmasi tercih edilir; ancak 6zellikle subungual, avug igi
veya ayak tabanindaki lezyonlar ve bilyiik lezyonlar gibi belirli durumlarda insizyonel
biyopsi kabul edilebilir (24, 33).

Teshis konulduktan sonra melanom, tedaviyi yonlendiren ve prognozu
belirleyen Amerikan Ortak Kanser Komitesi kilavuzlar kullanilarak “primer tiimor,
lenf nodu ve uzak metastaz (TNM)” evreleme sistemine gore evrelendirilir. Buna gore
T smiflamasi tiimoriin Breslow kalinligir ve iilserasyon durumunu, N siniflamasi
metastatik lenf nodu sayisini, M simiflamasi ise uzak metastazin yeri ve serum laktat

dehidrogenaz seviyesi ile iliskilendirilmistir (34).

Melanom tedavisinde su anda mevcut olan cerrahi, radyoterapi, kemoterapi,
immiinoterapi ve hedefe yonelik tedavi stratejileri tek bagina veya kombine olarak
uygulanmaktadir. En uygun tedavi stratejisinin se¢imi tiimoriin anatomik konumuna,
evresine, genetik profiline, hastanin yasi ve genel saglik durumuna baglidir. Miimkiin
oldugunda yeterli siirlarla cerrahi eksizyon melanomun birinci basamak tedavisidir
ve kemoterapi, immiinoterapi, radyoterapi veya hedefli tedavi genellikle adjuvan
tedaviler olarak kullanilir. Cerrahi eksizyon esas olarak evre | hastalarinda kiiratif
potansiyele sahipken evre 1I-1V grubundaki hastalarda tek basina sinirli bir etkiye
sahip olup adjuvan tedavilere ihtiya¢ duyulur (35).



Melanom, radyasyonun neden oldugu DNA hasarini etkili bir sekilde onarma
yetenegine sahip oldugu i¢in nispeten radyoterapiye direncli bir timordiir. Bu nedenle
istisnai durumlarda (6rnegin cerrahinin miimkiin olmamasi veya niiks riskinin yiiksek

olmas1) tamamlayici olarak uygulanmaktadir (36).

Melanom tedavisinde Amerikan Gida ve ilag Dairesi (FDA) onay1 alan ilk
kemoterapoétik ilag dakarbazin devaminda da temozolomid, nitrozotireler, paklitaksel,
dosetaksel ve sis/karboplatin gibi bir¢ok baska kemoterapotik ajan kullanilmustir;
ancak bu ilaglarin timor hiicrelerine spesifik olmamasi sebebiyle timor
mikrogevresinde birikimleri az olmaktadir. Bu durum kemoterapinin terapdtik
etkinligini sinirlarken yan etkilerini de ciddi bir sorun haline getirmektedir (28).
Kemoterapi 6zellikle metastaz veya niiks durumlarinda diger terapotik siniflarla

kombinasyon seklinde uygulanmaya ve de arastirilmaya devam etmektedir (37).

Viicudun bagisiklik sistemine karst duyarli bir timoér olan melanomda
immiinoterapi 6nemli bir rol oynar. Melanom tedavisi i¢in onaylanmis dort sinif
immiinolojik kontrol noktasi inhibit6érii monoklonal antikor vardir. Bunlar sitotoksik
T lenfosit antijeni-4'lin bir antagonisti olan ipilimumab; programlanmis hiicre 6limii
proteini-1'in antagonistleri olan nivolumab ve pembrolizumab; programlanmis hiicre
oliimi ligandi-1'in antagonisti olan atezolizumab ve lenfosit aktivasyon geni-3'iin bir
antagonisti olan relatlimab-rmbw’dir. Dogustan gelen veya edinilmis bagisiklik
sebebiyle immiinoterapiye yanit vermeyen onemli oranda hasta varligi ve bagigiklik
sistemini uyaran etki mekanizmalar1 nedeniyle deri dokiintiisii, kasinti, vitiligo, ishal,
kolit, hipo/hipertiroidizm gibi yan etkilere neden olmalar1 immiinoterapi kullanimini

siirlayan faktorlerdir (35, 38).

Melanomlardaki hedefe yonelik tedavinin amaci ana sinyal yolaklarinda
mutasyona ugrayan genlerin inhibisyonuyla malign hiicrelerin kontrolsiiz
proliferasyonunun inhibe edilmesidir. Mitojenle aktive olan protein kinaz kaskadi, bir
tirozin kinaz reseptoriiniin yani sira RAF, RAS, MEK ve ERK proteinlerinden de
olustugu i¢in melanomda en sik mutasyona ugrayan kaskattir. En stk mutasyona
ugrayan genler ise BRAF, NRAS ve NF1’dir ve sirasiyla melanom vakalarinin
yaklasik %50, %25 ve %]14'linde goriiliirler. Melanomda hedefe yonelik tedavi
modalitesinde kullanimda olan ilaglara vemurafenib, dabrafenib ve encorafenib
(BRAF inhibitdrleri) ve trametinib, kobimetinib ve binimetinib (MEK inhibitorleri)
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ornek verilebilir (Sekil 2.1). Hedefe yonelik tedavi gruplarindaki farkliliklara ragmen
kullanimlarint smirlandiran ortak sebepler eklem agrisi, yorgunluk, ishal, ates,
fotosensitivite; cilt, kardiyovaskiiler ve okiiler toksisite gibi yan etkiler ve de direng
gelisimidir (35, 39, 40).

Son yillarda melanom tedavisinin gelistirilmesine yonelik muazzam bir ¢aba
gosterilmekte ancak melanomun oldukga agresif ve heterojen dogasinin sonucu olarak
mevcut tedaviler hala sinirli kalmaktadir (41). Bu nedenle daha fazla ve daha iyi tedavi
secenekleri igin yeni ilaglar ve/veya kombinasyonlar test edilmektedir. Yeni tedavi
stratejilerinin gelistirilmesi arastirmacilar i¢in bir 6ncelik olmaya devam etmekte ve
bu durum devam eden ¢ok sayida preklinik ve klinik ¢alismayla desteklenmektedir
(35).

2.3. Sisplatin

Sisplatin, formiilii cis-[Pt(NH3)2 Cl2 ] olan ayn1 zamanda cis-diamin dikloro
platin II olarak da adlandirilan metalik bir koordinasyon bilesigidir. Oda sicakliginda
rengi beyazdan sariya kadar degisebilen kristal bir tozdur. Suda ¢oziiniirliigii kisithdir

ve dimetilprimanid ve N, N -dimetilformamidde ¢oziiniir (42).

Sisplatin ilk olarak 1844 yilinda Michel Peyrone tarafindan sentezlenmis ve
kimyasal yapis1 1893 yilinda Alfred Werner tarafindan agiklanmigtir. Antibakteriyel
ve antineoplastik etkileri 1965’te sivi ortamda platin elektrotlar ile olusturulan
elektriksel alanin Escherichia Coli’nin ¢ogalmas: tizerindeki etkisini incelemek {izere
yapilan ¢aligmalar sirasinda tesadiifen kesfedilmis ve platin elektrotlarindan ortaya
¢ikan elektroliz tiriinlerinden kaynaklandig: tespit edilmistir. Sisplatinin sarkom ve
16semi hiicre hatlarindaki antitiimor aktivitesi 1969 yilinda test edilmis ve 1978 yilinda

kanser tedavisi i¢in kullanimi FDA tarafindan onaylanan ilk platin bilesigi olmustur
(43).

Sisplatin hiicreye girdiginde aktif hale gelir. Sitoplazmada CP iizerindeki
kloriir atomlarinin su molekiilleriyle yer degistirmesi sonucu olusan hidrolize {iriin,
niikleofilik bolgesi olan herhangi bir makromolekiil (DNA, RNA, proteinler, membran
fosfolipitleri, hiicre iskeleti elemanlar1 ve tiyol grubu igeren molekiiller) ile reaksiyona
girebilen gii¢lii bir elektrofildir. Sisplatin, piirin kalintilarindaki N7 reaktif merkezine

baglanarak DNA’da sarmal i¢i ve sarmallar arasi ¢apraz baglar olusturarak hiicre



boliinmesini engelleyebilir ve apoptotik hiicre 6liimiini gergeklestirebilir (44).

Oksidatif stres, doz ve uygulanma siiresi ile dogru orantili olmak tizere CP’nin
toksisitesinde rol oynayan en 6nemli mekanizmalardan biridir. Sisplatin kemoterapisi
hepatotoksik, nefrotoksik, kardiyotoksik, nérotoksik ve/veya hematotoksik hasar gibi
onemli yan etkilerle de iliskilidir. Ilag direncine ek olarak yan etki gelisimi kemoterapi
basarisini sinirlayan bir diger 6nemli parametredir. Normal fizyolojik kosullar altinda
hiicreler ROS seviyelerini olusmalar1 ile atilmalar1 arasindaki dengeyi saglayarak
kontrol eder. Tiyol grubu igeren antioksidanlar, hiicrelerde serbest radikallerin etkisiz
hale getirilmesinde gorev almaktadir. Sisplatin, tiyol gruplari ile etkilesime girerek
tiyol radikali olusumuna neden olmaktadir. Mitokondri, CP ile indiiklenen oksidatif
stresin birincil hedefidir ve hiicre dlimiiyle sonuglanan bir dizi degisiklige yol
acabilmektedir. Sisplatin-hiicre etkilesimi DNA hasarina yol agarak p53
aktivasyonuna neden olur. DNA onarim mekanizmasima p21 modiilasyonlu hiicre
dongiisiiniin durdurulmasi nedeniyle izin verilir. Hasar onarilamaz oldugunda, p53
antiapoptik B hiicreli lenfoma-2 (Bcl-2)'nin inhibisyonu ve buna bagli kaspaz
aktivasyonu ile apoptozu tesvik eder. Sisplatin, metallotiyonin (MT) ve glutatyona
baglanir ve bdylece bu bilesikleri okside eder (GSH, indirgenmis glutatyon formu;
GSSG, oksitlenmis glutatyon formu). Sisplatin siiperoksit radikali (-O2-) tiretir, bu
radikal siiperoksit dismutaz (SOD) tarafindan hidrojen peroksite doniistiiriliir,
ardindan glutatyon peroksidaz (GPx) ile GSH varliginda su molekiiliine indirgenir.
GSSG, glutatyon rediiktaz (GR) tarafindan NADPH varliginda indirgenir. Sisplatin
kaynakli toksisitede mitokondri hasarinin merkezi rolii gosterilmis ve bunun
muhtemelen artmis reaktif oksijen tiirleri liretimi bunun sonucunda mitokondriyal yap1
ve fonksiyonun bozulmasi, mitokondriyal antioksidan savunma sisteminin temel
bilesenlerinin (GSH ve NADPH) tiikenmesi ve apoptoz yoluyla hiicre Sliimiin

gelismesi sorumlu tutulmaktadir (Sekil 2.3) (44-46).
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Sekil 2.3: Sisplatin kaynakli DNA hasari, oksidatif stres ve apoptoz (46).
2.4. Bugday Ruseymi Aglutinini (WGA)

Lektinler spesifik karbonhidratlara geri doniisiimlii ve nonenzimatik olarak
baglanan, bir¢ok mikro/makro organizmanin hiicre yiizeyinde dogal olarak bulunan
glikoproteinlerdir. Lektinler tanima molekiilleri olarak goérev yapar ve diger
hiicrelerdeki tamamlayici glikanlara (monosakkaritler, disakkaritler ve polisakkaritler
dahil) baglanarak hem hiicreden hiicreye hem de hiicreden molekiile etkilesimlere
aracilik ederler (47).

Kanser hiicreleri normal hiicrelerden farkli olarak atipik glikan yapilara sahip
yiizey glikokonjugatlar1 eksprese eder. Glikan dallanma ve bilesenlerindeki
varyasyonlar kanser hiicrelerindeki yaygin glikozilasyon degisiklikleridir ve timor
hiicresi invazyonu, migrasyonu ve proliferasyonuna katkida bulunur. Kanser
hiicrelerindeki aberran glikozilasyon lektinler i¢in potansiyel bir terapotik hedef
olabilir (48).

Lektinlerin mikroorganizmalar ve hayvanlardaki biyolojik islevleri ¢ok ¢esitli
olup enfeksiyon savunmasi, dogustan gelen bagisiklik, glikoprotein sentezi ve hiicre
dongiisiiniin diizenlenmesi rollerini igerir. Bitkilerdeki lektinler viral, bakteriyel ve
fungal patojenlerin yani sira avcilara (bocekler gibi) karst savunmada yer alan ¢ok

cesitli molekiiler yapilara sahip ¢esitli proteinlerden olusur (49).

Bugday, spesifik bir lektin olan bugday ruseymi agliitininini (WGA) igerir.
Islenmemis bugday tohumunda en yiiksek; islenmis bugday tohumu, beyaz ve kepekli
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unlarda en diisiik miktarlarda bulunur (50). Triticum aestivum’dan izole edilen ve
yapist 1970’11 yillarda tanimlanan WGA, saflastirilan ilk lektinlerden biridir. WGAL,
WGAZ2 ve en belirgin form olan WGA3 izoformlarinin karisimi olup 36.0 kDa
boyutundadir. WGA polipeptit zinciri yiiksek sicaklik maruziyetinde stabil olup WGA

monomerleri de asiditeye oldukga direnclidir (51-53).

Lektin sitotoksisitesi hiicre yiizeyindeki glikokonjugat afinitesi, etkilesim
stiresi ve doz bagimlidir. WGA, normal ve malign hiicrelerin yiizeyindeki N-
asetilnéraminik (siyalik) asit ve N-asetil-D-glukozamin (GlcNAc) ile etkilesimlere
bagl olarak klatrin-bagimsiz endositoz mekanizmasiyla hiicrelere alinir. WGA nin,
GIcNAC’e karsi yiiksek ozgiillik gostermesiyle birlikte kanser hiicrelerinde artmis
olan siyalik asit igeren glikokonjugatlar ve oligosakkaritlerle olan etkilesimi

sitototoksik aktivitesi i¢in 6nemlidir (54).

WGA calisilmakta olan hiicre hattina bagli olarak degisen diizeylerde ve farkli
mekanizmalarla sitotoksik etki gostermektedir. WGA, L1929 fare fibroblast hiicre
hattinda paraptozisi indiikleyerek hiicre mimarisinin kaybina, vakuollesmeye ve
apoptozla iligkili proteinler olan Bax ve Kaspaz-3 diizeylerinde artisa neden olmustur
(18). Insan pankreas karsinomu hiicre hatlarinda WGA uygulamasi apoptozla tutarl
olarak kromatin yogunlagsmasina, niikleer parcalanmaya ve DNA salinimina neden
olmustur (55). Jurkat hiicre hatti kullanilarak yapilan c¢alismada WGA aracili
apoptozun mitokondriyal yol ile iliskili olup mitokondri i¢ zar kardiyolipininde
degisiklige, zar gecirgenliginde artisa, transmembran potansiyelinde kayba, Sitokrom
¢ salimimina ve Kaspaz-9 aktivasyonuna neden oldugu gosterilmistir (17). Bu bulgular
WGA sitotoksisitesinin  karmasik bir siire¢ oldugunu ve tiimor hiicrelerindeki
glikozilasyon degisikliklerinin lektinlerin uygun hiicre zar1 glikan yapilarina
baglanmasini etkileyerek sonuglardaki bu farkliliklara neden oldugunu gostermektedir
(56).

2.5. Apoptoz

Apoptoz, embriyogenez ve yetiskin doku homeostazi gibi normal fizyolojik
siireclerde 6nemli rolii olan, siki bir sekilde diizenlenmis ve evrimsel olarak korunan
programlanmis bir hiicre 6liim ¢esididir. Radyoterapi ve sitotoksik ilag alim1 sonrasi
gelisen onarilamaz DNA hasari, yanlis katlanmig proteinlerin birikimi, viral

enfeksiyon, gorevi tamamlanan T lenfositlerin yok edilmesi, hiicre yaslanmasi gibi
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hem fizyolojik hem de patolojik sebeplerle baslayabilen apoptoz siireci enerjiye

bagimli olup doku homeostazi igin proliferasyon siireci ile dinamik bir denge
halindedir (56).

Apoptoz terimi ilk kez Kerr ve arkadaslari tarafindan 1972 yilinda yayilanan
makalede kullanilmis olup morfolojik 0Ozelliklerinden hareketle aktif ve

programlanmis bir fenomen oldugu vurgulanmistir (57).

Apoptotik hiicrelerde biizlisme ve kiigiilme ilk morfolojik bulgudur. Daha
sonra apoptozun en karakteristik bulgusu olan kromatinin niikleer membran etrafinda
toplanarak yogunlasmasi gergeklesir. Hiicre membrani intakttir fakat membranda
tomurcuklar olusur ve siirecin sonunda hiicre organelleri membran ile kaplh kiigiik
apoptotik cisimlere doniisiir. Normalde hiicre membraninin i¢ tabakasinda olan
fosfatidil serin, aminofosfolipid transferaz enzimiyle membranin disina goc eder.
Fagositik hiicre reseptorleri fosfotidilserin ile baglanir ve fagositoz uyarilir. Apoptotik
cisimcikler, sitokin salgilanmasini ve inflamasyon olusumunu uyarmaksizin

makrofajlar ya da komsu hiicreler tarafindan fagosite edilirler (58, 59).

Apoptozun biyokimyasal siireci, kaspazlar (aspartat spesifik sistein proteazlar)
olarak bilinen 6zel bir proteaz ailesinden bir dizi enzimin aktivasyonu ile gergeklesir.
Kaspazlar, apoptoz baslaticilar1 (Kaspaz-2/8/9/10) ve hiicre 6liimiiniin yiirtitiictileri
(efektor) (Kaspaz-3/6/7) olarak ikiye ayrilirlar. Kaspazlarin aktivasyonu dimerizasyon
veya oligomerizasyona ugrayan prokaspaz adi verilen aktif olmayan zimojenlerin

doniisimii ile gergeklesmektedir (60).
2.5.1. intrensek Apoptoz

Apoptozun mitokondriyal yolu olarak da bilinen bu apoptoz formu,
mitokondriden salinan faktorlere baglidir ve pozitif veya negatif sinyallerle baslatilir.
Negatif sinyaller, hiicrenin yakin cevresinde sitokinlerin, hormonlarin ve biiyiime
faktorlerinin bulunmamasindan kaynaklanir. Bu sagkalim sinyalleri olmadiginda,
normalde inhibe edilen Puma, Noxa ve Bax gibi hiicre igindeki pro-apoptotik
molekiiller aktif hale gelir ve apoptozu baslatir. Apoptozu baslatan diger faktorler
dogasi geregi pozitiftir ve hipoksi, toksinler, radyasyon, ROS, viriisler ve ¢esitli toksik

ajanlara maruz kalmayn igerir (61).

13



Intrensek apoptoz yolaginin en 6nemli iiyeleri Bcl-2 ailesi proteinleridir ve
etkilesimleri hiicrenin apoptoza gidip gitmeyecegini belirler. Bu ailede apoptozisi
indiikleyen Bcl-2 iligkili X apoptoz regiilatorii (Bax), BCL-2 ile iligkili hiicre 6liim
proteini agonisti (Bad), Bcl-2 antagonist katili (Bak), BH3 etkilesim alan 6liim agonisti
(Bid), Bcl-xs ve apoptozisi inhibe eden Bcl-2, E1B-19K, Ced-9 ve Bcl-x1 proteinleri
bulunur. Pro veya antiapoptotik proteinler olarak bilinen Bcl ailesi proteinleri
mitokondriyal membranda bulunan, intrensek apoptotik yolagin anahtar aracilaridir.
Proapoptotik aktiviteye sahip proteinlerin aktivasyonu mitokondri dis zar
gecirgenliginin artmasina, ardindan intermembrandz alanda bulunan Sitokrom ¢’nin
sitoplazmaya gegmesine neden olur. Sitoplazmaya salinan Sitokrom-c, apoptotik
proteaz aktive edici faktor 1 (APAF1) ve prokaspaz 9 ile apoptozom adi verilen bir
kompleks olusturur ve kaspaz kaskadi baslatilmis olur. Bu kompleks, prokaspaz-9'u
Kaspaz 9'a doniistiiriir ve daha sonra Kaspaz-3/6/7 6ldiiriicii kaspazlar1 aktive ederek
hiicre apoptozunu indiikler (Sekil 2.4) (62-64).

intraseliler Stres
( Hipoksiya, DNA hasari, Oksidatif stres, ER Stresi)

Mitokondri
Kaspaz 8/10
— 9 mmn
£ tBid-Bid
3 e
Sitokrom% ** % L
P
e e
B
ok
l [ Pro}@(aspaz—3/6/7]
(Profkaspazs ]| — (Kampazs )]—— |
ALALE
Apoptozom l
ppoPto”

Sekil 2.4: Intrensek Apoptoz Yolag: (62).
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2.5.2. Ekstrensek Apoptoz

Ekstrensek apoptoz yolu aktive edilmis T lenfositler, dogal oldiiriicii (NK)
hiicreler ve makrofajlarin hedef hiicre zarindaki 6liim reseptorlerine baglanmasi ile

baslatilir ve 6liim reseptorleri ile 6liim ligandlarinin etkilesimiyle indiiklenir (65).

Oliim ligandlar1 arasinda; FasL, tiimor nekroz faktor-alfa (TNF-a), TNF iliskili
apoptozu indiikleyen ligand (TRAIL) ve APO-3/APO-2 sayilabilir. En iyi bilinen 61iim
reseptorleri TNF tip 1 reseptdrii (TNF-R1) ve Fas (CD95) integral proteinlerdir. Oliim
reseptorlerinin 6liim domaini denilen ve adaptdr proteinlerle baglanan hiicre igi
kisimlar1 vardir. Sitotoksik T lenfositlerde FasL mevcuttur. Bu ligand yardimiyla
viriisle enfekte hiicreler, self-reaktif T lenfositler ve tiimor hiicrelerindeki Fas
reseptoriine baglanir ve apoptoz baslatilir. Baglanma sonrasi Fas Iligkili Oliim
Domaini (FADD) aktivasyonu gergeklesir ve sonrasinda kaspaz kaskadi aktivasyonu
baglatilir (66). Ligandi ile baglanmis 6liim reseptoriiniin adaptor protein ile etkilesimi
ekstrensek yolagin baslatici kaspazlari olan Kaspaz-8/10’un aktivasyonunu saglar.
Aktive olan Kaspaz-8/10, efektor kaspazlar olan Kaspaz-3/6/7yi aktive eder. Bu
aktivasyon 1ile hiicre Oliimiine yol agan DNA fragmantasyonu, kromatin

kondensasyonu, proteinlerin ve hiicre iskeletinin imhasi baglar (Sekil 2.5) (62,67).

Olum Ligandi
- (TNF-a, TRAIL, FasL)

Olum Reseptora

(TNF-R1, Fas, DR4) I I Ekstrinsik Apoptotik Yolak

Olum Domaini = TRADD
FADD
/ bpisc

!

Pro-kaspaz 8; 10
Kaepazitilt

Plazma Membrani

UIR1044
loydepy

Otokatalitik
Aktivasyon

Pro-kaspaz 3/6/7 -

1
Kaspaz 3/6/7

APOPTOZ

Sekil 2.5: Ekstrensek Apoptoz Yolagi (62).
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2.6. Coklu ila¢ Direnci (MDR) ve ATP Baglayic1 Kaset Ailesi (ABC)

Kemoterapi tek basina veya cerrahi, immiinoterapi ve radyoterapi gibi diger
tedavi modaliteleriyle birlikte uygulanan 6nde gelen kanser tedavisi yontemlerinden
biridir. Kemoterapi, 6zellikle dissemine kanserler olmak iizere birgok malign tiimor
tiirlinlin tedavisinde en etkili yaklagimlardan biridir, ancak metastatik melanomlar bu
tedaviye zayif yanit verir. Kemoterapi sirasinda ilag direncinin ortaya ¢ikmasi, klinikte
sitkea Kkarsilagilan bir sorun olup niikslere ve Oliimlere neden olmaktadir.
Kemoterapinin etkinligi kanser hiicrelerinde ¢oklu ila¢ direncine (MDR) neden olan
c¢esitli mekanizmalarla sinirhidir. Anti-kanser ilaglarin artan dozlariyla in vitro kiiltiire
edilen model hiicreler {izerinde yapilan kapsamli arastirmalar, ilag direncinin ¢esitli
hiicresel mekanizmalarini ortaya ¢ikarmistir. Terapotik direncte rol oynayan yaygin
molekiiler mekanizmalar arasinda ilag inaktivasyonu, ila¢ hedefi degisikligi, ilag disar1
atimi, DNA hasar1 onarimi, hiicre liimii inhibisyonu, biiylime ve sag kalim sinyal
yollarmin agir1 aktivasyonu ve genetik mutasyonlarin ¢ogalmasi yer alir ancak
melanom hiicrelerindeki ilag direncinin kesin mekanizmasi biiyiikk Olglide
bilinmemektedir (Sekil 2.6). Kanserlerde MDR’nin en yaygin nedeni, antikanser
ilaglar1 hiicreden disar1 atan bir veya daha fazla enerjiye bagimli ¢coklu ilag tastyicisinin

ekspresyonudur (68-70).

ATP baglayici kaset (ABC) tastyict ailesi iiyeleri, yalnizca insan hiicrelerinde
degil, tiim canlilarda bulunan ve hiicre zarlar1 boyunca gesitli ksenobiyotik ve endojen
bilesiklerin taginmasini saglayan transmembran proteinlerdir. Belirli bir substrat
transmembran alanina baglandiginda niikleotid baglanma bdlgesindeki ATP’nin
hidrolizi substrati hiicrenin digina iten konformasyonel bir degisikligine neden olur.
ABC tastyicilar1 kan-beyin bariyeri, plasenta ve kan-testis bariyerinde mevcut olmakla
birlikte baskin olarak ilag emilimi, metabolizmasi ve atilimindan sorumlu karaciger,
bobrek ve bagirsak epitelinde eksprese edilmektedir. Insan ABC tasiyicilari toplamda
49 aile lyesiyle yedi siifa (A-G) ayrilmistir (71-74).

ABC tastyicilari yoluyla disar1 atilma normal fizyolojik bir siire¢ olsa da ayni
zamanda kanser hiicrelerinde ilag direncinin bilinen bir mekanizmasidir. Melanom
hiicreleri ¢ok ¢esitli antikanser ilaglara ve / veya melanositlerin toksik melanin ara
iriinlerine ve metabolitlerine karsi direnciyle iliskili olabilecek bir grup ABC

tagiyicisimt (ABCA9, ABCBI, ABCBS5, ABCB8, ABCC1, ABCC2, ABCD1 ve
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ABCG2 gibi) eksprese eder. Bu tasiyicilar arasinda, MDR iligkili proteinl
(MRP1/ABCCI1), meme kanseri direng proteini (MXR veya BCRP/ABCG2) ve p-
glikoprotein (MDR1/ABCB1) kanser hiicrelerinde MDR'den sorumludur. Bu
tagtyicilarin in vitro ve in vivo MDR fenotipi verme kapasiteleri ¢ok ¢esitli insan
kanserlerinde iyi karakterize edilmistir. Bununla birlikte, bu tasiyicilarin ¢ogunun
melanom hiicrelerindeki islevleri agikliga kavusturulamamistir. Bu tasiyict
proteinlerin melanom ilag direncindeki rollerinin aydmnlatilmasi melanomlarda

MDR 'nin molekiiler miidahalesi i¢in yol gosterici olacaktir (75, 76).

Kemoterapi ilaglari
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Sekil 2.6: Ilaca duyarli kanser hiicrelerinde kemoterapoétik ilacin etki mekanizmasi ve
kemoterapiye direngli kanser hiicresinde antikanser ilag direnci mekanizmasi (89).

ABCB1 (P-glikoprotein), memeli ABC protein ailesinin tanimlanan ilk
tiyesidir ve 170 kDa agirhi@indadir (77). Vinka alkaloidleri, etoposid, teniposid,
kamptotesinler, metotreksat, kolsisinler, aktinomisin D, antrasiklinler ve mitoksantron
dahil olmak iizere ¢ok sayida klasik antikanser ajan ABCBI1'in iyi bilinen ilag
substratlaridir (78). ABCB1 bagirsak mukoza zari, bobrek proksimal tiibiil epiteli,
karaciger, plasenta ve kan-beyin bariyerinde bulunan apikal membran tasiyicisidir.
Genis doku dagilimi ve substrat 6zgilliigli géz Oniine alindiginda, ABCB1'in
antikanser ilaglarin oral biyoyararlanimini sinirlamada, ilag dagilimini ve kan-beyin
bariyerini gegmesini onlemede ve hastalarda terapotik sonucu etkilemede énemli bir
rol oynamasi sasirtict degildir (79, 80). Melanomlar agisindan, endojen ABCBI1
MRNA ekspresyonu SK-MEL-28, SK-MEL-5 ve M16 melanom hiicre hatlarinda ve
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kutandz olmayan melanomlarda tespit edilmistir (81).

ABCCI1, ABCC siiper ailesine ait 1531 amino asit igeren 190 kDa'lik bir
transmembran proteindir. ABCC1'in birincil islevi, glutatyon (GSH) ile konjuge olan
amfipatik organik anyonlar1 ve hidrofobik ilaglar1 tasimaktir. Ayrica arsenit ve {i¢
degerlikli antimon gibi organik olmayan agir metal oksianyonlarini da tagir. ABCC1'in
substratlar1 arasinda doksorubisin, daunorubisin, epirubisin, idarubisin, mitoksantron,
epipodofilotoksinler, metotreksat, ZD1694, paklitaksel, sisplatin, irinotekan, SN-38,

vinkristin, vinblastin, flutamid ve hidroksiflutamid gibi ilaglar bulunur (82-86).

ABCG2, ABCG siiper ailesine ait 655 amino asitten olusan 72 kDa'lik bir
proteindir. ABCG2 imatinib, gefitinib, mitoksantron, bisantren, etoposid, teniposit,
topotekan, irinotekan, flavopiridol ve antrasiklinler gibi ¢ok g¢esitli ilaclarin

atilmasindan sorumludur (86-89).
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3. GEREC ve YONTEMLER

“Melanomda Sisplatin Tedavisine Bugday Ruseymi Aglutinini (WGA)
llavesinin Biyokimyasal Mekanizmalar ve Ila¢ Direnci Uzerine Etkisinin Hiicre
Kiiltiirtinde Arastirilmasi” baglikli ¢aligma i¢in Afyonkarahisar Saglik Bilimleri
Universitesi, Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu Baskanligi’ndan
10.10.2023 tarihli, 2023/10 toplant1 numarali ve 2011 -KAEK-2 say1l1 karari ile onay
alimmustir (EK-1).

3.1. Hiicre Kiiltiirii

Calismada Amerikan Hiicre Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC) (Kat. No: CRL-1424,

Manassas, ABD) ‘den temin edilen G361 melanom hiicre hatt1 kullanildi.

Sitotoksisite analizi sonrasi CP ve WGA’ya ait ICsg dozlar1 belirlendikten
sonra (CP, WGA, WGA+CP) gruplar1 olusturularak belirlenen ICso dozlarinda
uygulama yapildi. Herhangi bir ajan uygulanmayan Kontrol grubu da son grup olarak
belirlenerek tiim biyokimyasal ve molekiiler analizlerde bu gruplarin her biri digeriyle

karsilastirilarak istatistiksel olarak anlamli bir fark olup olmadigi degerlendirildi.
3.1.1. Cahsmada Kullanilan Malzeme, Kit ve Cihaz Listesi

Tablo 3.1: Calismada Kullanilan Kimyasal ve Sarf Malzemeler.

Adi Uretici Firma

Pipet ucu (10ul) Vwr, ABD

Filtreli pipet ucu (100ul ve 1000pul) Kirgen, Tiirkiye

Falkon tiipti (15 mL) Vwr, ABD

Falkon tiipti (50 mL) SPL life sciences, Kore
Flask (25 cm? ve 75 cm?) Vwr, ABD

5 ve 10 mL lik steril enjektor Setecoject, Tiirkiye

Siple(i ve 25 mL’lik tek kullanimlik serolojik Costar, ABD

96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakasi Wuxi NEST biotechnology, Cin
Petri kaplar1 (100 mL) Vwr, ABD

Vakum pompasi Vwr, ABD

Cam pastor pipeti Isolab, Almanya

Filtre Vwr, ABD

Kriyotiip (1.8 mL) SPL life sciences, Kore
Parafilm Bemis, Tiirkiye

Thoma lami Isotherm, Tiirkiye
Sisplatin Sigma-Aldrich, Almanya
Biyotinile siiksinile WGA Vector laboratories, ABD
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MTT (Tiazolil mavi tetrazolyum bromiir %98)

Sigma—Aldrich, Almanya

Dimetilsiilfoksit (DMSO)

Sigma—Aldrich, Almanya

Fetal sigir serumu (FBS)

Capricorn scientific, Almanya

Penisilin-streptomisin soliisyonu

Capricorn scientific, Almanya

L-Glutamin soliisyonu

Biological Industries, Israil

Dulbecco's modified eagle's medium (DMEM)

Sigma-Aldrich, Almanya

Trypan blue soliisyonu

Biological Industries, Israil

Tripsin-EDTA soliisyonu

Biological Industries, Israil

Etil alkol

Sigma-Aldrich, ABD,

Proteaz inhibitor kokteyli

Roche Complete, Cat. No: 11 697 498
001

Na,HPO4.2H,0 MERCK
HEPES Tampon Biological Industries, Israil
Triton X-100 BioShop, Kanada

EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit)

SERVA

PBS tablet

Sigma, Kat. No: P4417-100TAB

2-Merkaptoetanol

Merck, Almanya

Tween 20

Sigma-Aldrich, Almanya

MES SDS-PAGE running buffer 10X.

Biolegend, Kat. No: 426307

SDS PAGE sample loading buffer

ABP Biosciences, Kat.No: P013

Sample reducing agent

Novex Bolt, Ref: BO009

Bis-Tris gradient jeli

Invitrogen NUPAGE 4-12% Bis Tris
Gel, Kat. No: NP0323BOX

Protein ladder

BLUeye Prestained Protein Ladder,
Kat. No: PM007-0500)

Western blot jel bigag

Gel Knife Each, Thermo: EI19010

iBLOT2 gel transfer sistemi

Invitrogen iBlot 2 NC Regular Top
&Bottom Stack, Ref. No: 1B23001

Ponceau S staining solution

Thermo Scientific, Cat. No:
A40000279

ECL soliisyonu

Advansta WesternBright ECL, Cat.
No: K-12045-D50

Hiicre kaziyici

VWR, Kat. No: 734-0386)

%96-100 Etanol

Merck, Almanya

8’1i PCR stripleri

Axygen, Kat. No: 12667212

Tablo 3.2: Calismada Kullanilan Analiz Kitleri.

Adi Uretici Firma

Protein Izolasyonu Kiti GeneAll ProteinEx, Kore, Kat. No: 701-001

Protein Olgiim Kiti TaKaRa Bio Inc, Japonya, Kat. No: T9300A

TAS ticari analiz kiti Elabscience Bio Inc, ABD, Kat.No: E-BC-K801-M

TOS ticari analiz kiti Elabscience Bio Inc, ABD, Kat.No: E-BC-K802-M

Bcl-2 ELISA Kkiti Elabscience Bio Inc, ABD, Kat.No: E-EL-H0114

Bax ELISA kiti Elabscience Bio Inc, ABD, Kat.No: E-EL-H0562

Sit-C ELISA Kkiti Elabscience Bio Inc, ABD, Kat.No: E-EL-H0056

Western Blot Kiti Invitrogen Blot2 NC Regular Stack, Ref. No: 1B23001

Total RNA izolasyon kiti EU_RX, GeneMATRIX Universal RNA Purification Kit, Kat.
No: E3598

cDNA sentez kiti OneScript Plus, Kat. No: G236, Kanada
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Tablo 3.3: Calismada Kullanilan Cihaz ve Aletler Listesi.

Adi

Uretici Firma

Isik mikroskobu

Leica, Almanya

Sogutmali santrifiij

Niive Nf 400, Tiirkiye

Laminar flow kabini

JSCB-1200SB, Kore

No-frost buzdolabi

Arcelik, Tiirkiye

CO2 inkiibatorii Thermo Scientific, Almanya
Su banyosu GFL Technologies, Almanya
Sarjli pipetor Brand, Almanya

Farkli hacimlerde otomatik mikropipetler

Proline Plus, Eppendorf, Japonya

Hassas terazi

Ohaus, ABD

-152°C derin dondurucu

PHC Coorporation, MDF-1156-PE,
Japonya

Vorteks

VELP Scientifica, Italya

Manyetik karistirici

VELP Scientifica, Italya

Strip santrifiij

PicoFuge PMC-060, ABD

ELISA plaka okuyucusu

RT-2100C, Rayto, Cin

ELISA mikroplate yikayici

RT-3100, Rayto, Cin

RT-qPCR cihazi

Biorad, ABD

Orbital calkalayici

Allsheng OS-200, Cin

Western blot goriintiileme cihazi

GeneGnome, ingiltere

Dikey elektroforez sistemi

Invitrogen Novex Mini-Cell, Kanada

Western blot roller

Thermo, Kat. No: 84747, Almanya

IBLOT2 western blot transfer sistemi

Invitrogen

3.1.2. Komple Medium Hazirlanisi

500 mL’lik komple medium hazirlamak i¢in bilesenler ve miktarlar1 Tablo

3.4’te belirtildigi sekilde vakum pompasi araciligi ile 0,22 um por ¢aplarina sahip

membran filtreden gecirilerek steril bir sekilde laminar flow kabin i¢inde hazirlandi.

Tablo 3.4: Komple Medyum Bilesenleri.

50 mL 1s1 ile inaktive edilmis Fetal Sigir Serumu (FBS)

5 mL penisilin-streptomisin soliisyonu

440 mL Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)

B w N

5 mL Glutamin

Hazirlanmis olan komple medium steril bir siseye alinarak +4°C’ye kaldirildu.

Ilerleyen asamalarda hiicrelerin ¢dzdiiriilmesi, cogaltilmasi ve pasajlanmasi gibi

islemlerde kullanilmadan 6nce 37°C’deki su banyosunda 20-30 dakika kadar 1sitildi.
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3.1.3. Hiicrelerin Cozdiiriilmesi ve Pasajlanmasi

(1) -152°C derin dondurucuda kryotiipler iginde saklanan hiicreler 37°C’deki sicak su
banyosunda 3 dakikay1 ge¢meyecek sekilde isitilarak kontrolli bir sekilde

¢Ozdiirtiildi.

(2) 15 mL’lik bir falkon tiipiine dnceden hazirlanmis ve su banyosunda 37°C’ye
getirilmis komple mediumdan 12 mL konuldu, ¢6ziinen hiicreler falkon tiipiine
eklendi, homojenizasyonu igin nazikge pipetaj yapildiktan sonra 25°C, 400xg
devirde 5 dakika siireyle santrifiij edildi ve santrifiij sonunda falkon tabaninda

biriken hiicrelere temas edilmeden iistteki medium pastdr pipetle ¢ekildi.

(3) Falkon tiipii tabaninda kalan hiicre peleti tizerine tekrar 2 mL medium eklenip
homojenizasyonu i¢in nazikce pipetaj yapilarak tekrar yikama islemi yapildi ve
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi tekrar hiicrelerin {izerinde kalan medium

cekilerek pellet ayrim1 yapildi. Bu basamak 2 kez tekrarlandi.

(4) Toplamda 3 kez yikama islemi ile hiicrelerin dondurma islemi sirasinda kullanilan
dimetil stlfoksit (DMSO)’dan arindirilan G361 hiicreleri flaska ekilmek {izere 1
mL medium iginde siispanse edildi ve ekim igin hazirlanan 25cm?’lik flaska son

hacmi 5 mL olacak sekilde ekildi.

(5)  Hiicreler invert 151k mikroskobu altinda kontrol edildikten sonra 37°C ve %5 CO2
kosullarindaki inkiibatore kaldirildi.

(6) Diizenli takibi yapilan hiicrelerin yaklagik 2. giiniinde flask tabaninda %80-90
oraninda konflitye oldugu goriildiigiinde tizerindeki medium steril pipet ile ¢ekildi.
Hiicrelerin tizerine 1 mL %0,25 Tripsin-EDTA eklenerek inkiibatorde yaklagik 5
dakika bekletilerek hiicrelerin Tripsin-EDTA soliisyonu igerisinde silispanse
olmalar1 saglandi. Biitiin hiicrelerin flask tabanindan tamamen ayrilabilmesi i¢in

flaska hafif¢e vurularak ayrilmalar1 saglandi.

(7)  Flaskin i¢ine 3-5 mL medium eklenerek siispanse edilen hiicre ortamindaki bir
proteaz grubu enzimi olan tripsin diliie hale getirilip hiicrelere verebilecegi zarar

en az diizeye indirildi.
(8) Tripsinize hiicre ve medium karigimi steril bir falkon tiipiine alindi ve

22



(9)

(10)

(11)

(12)

(13)

(1)

)

©)

detripsinizasyon i¢in santrifiij (25°C, 400xg devirde 5 dakika siireyle) edilerek elde

edilen siipernatant atildi.

Falkon tiipiinde kalan hiicre pelleti tizerine 1 mL komple medium eklenerek
nazikce pipetajla homojen hale getirildi ve ardindan igerisinde 10 mL medium

bulunan 75 cm?’lik flaska pasajlandi.

Hiicreler 37°C ve %5 COz2 kosullarinda yaklasik 3 giinliik inkiibasyonun ardindan
75 cm?’lik flask tabanin1 %80-90 doldurdugu gériildiigiinde tekrar tripsinizasyon/

detripsinizasyon islemi uygulandi.

Tekrar ekilebilecek duruma gelen G361 melanom hiicre hatt1 daha fazla sayida

flaska pasajlanmak {izere 8 ve 9. adimlarda belirtildigi sekilde tekrar isleme alindi.

Elde edilen peletteki hiicrelerin bir kism1 cm?’de 4x10* hiicre yogunlugu olacak
sekilde 10 mL komple medium iceren 75 cm?’lik flasklara 3x10° hiicre pasajlands,

bir kism1 da yedeklemek amaciyla donduruldu.

Dondurma protokolii oncesinde hiicreler thoma lami kullanilarak invert 11k

mikroskobu altinda sayildi.

3.1.4. Thoma Laminda Hiicre Sayim

Flask tabanindan %0,25 Tripsin-EDTA uygulamasiyla kaldirilmis olan hiicreleri
igeren siispansiyon igerigi santrifiij edildi ve santrifiij sonrasi slipernatant kismi

atilarak elde edilen pelet ile 100 pL’lik DMEM karigimi hazirlandi.

Hazirlanan siispansiyonun iizerine 100 pL tripan blue soliisyonu eklenip
homojenizasyon i¢in nazikge pipetaj yapilarak siispansiyon 2 kat diliie hale

getirildi.

Hiicrelerin sayiminda kullanilacak olan lamel oncelikle steril distile su ile
nemlendirilerek thoma lamimin iizerine kapatildi. Hazirlanan tripan blue-hiicre
slispansiyonundan thoma lami ile lamelin kesistigi noktaya sayma kamarasi
tamamen dolana kadar otomatik pipet ile uygun sekilde konuldu. Siispansiyon
icerigi sayma kamarasina homojen bir sekilde dagildiktan sonra invert i1sik

mikroskobu altinda thoma laminda tam ortada gozlemlenen biiyiik kare i¢indeki
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parlak goriintii veren hiicreler canli kabul edilerek sayildi. Sayimin yaklagik 50-

100 arasinda olmasi hedeflendi.

(4) Hicre stispansiyonunun mL’sinde kag hiicre oldugu [mL’deki canli hiicre sayis1 =
(Ortalama Hiicre Sayis1) x (10%) x (Diliisyon Faktérii) | formiilii ile hesaplandi.
(Thoma lamu ile lamel arasinda kalan mesafe 0.1 mm ve sayim Yyapilan biiylik
karenin kenar uzunlugu 1 mm oldugu igin sayim alam 1x1x0.1=0,1 mm?3 hacme
karsilik gelmekte (Sekil 3.1), mL’deki hiicre sayisina ulasmak igin 10* carpma

islemi formiilde bulunmaktadir. Dillisyon faktorii 2 alindi.)

Analizlerde olmas1 gereken hiicre sayisi i¢in hiicre siispansiyonundan ka¢ mL

alinmasi gerektigi hesaplanarak, hiicrelerle yapilacak diger islemlere gegildi.

Ommek uygulama nokiast p _
/_/ Saymn hY
— S — bolmeleri

-,

o » ol
| Codackdany N 0L m Omek v

N

\'n

Sekil 3.1: Hemositometre (Thoma lami).
3.2. MTT Hiicre Canlilik Testi ve 1Cso Doz Belirleme Calismalar:

MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir) tetrazolyum
indirgeme testi, 96 kuyucuklu well plateler igin gelistirilen ilk hiicre canlilig: testidir
ve sitotoksisite ¢alismalarinda yaygin kullanima sahiptir. Test prensibi olarak sar1
renkli MTT ¢ozeltisi well platelerdeki aktif metabolizmaya sahip canli hiicrelerdeki
mitokondriyal siiksinat dehidrojenaz enzimi ile suda ¢dziinmeyen mavi-mor renkli
formazan triiniine donustiiriiliir (Sekil 3.2). Hiicreler canliligin1 kaybettiginde, MTT'
yi formazana doniistiirme yetenegini kaybederler. Olusan {iriin rengi ve dolayisiyla
Olgiilen absorbans degeri hiicrelerin canlilik oranlartyla dogru orantilidir ve canlilik

testi analizine olanak saglar (90, 91).
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Sekil 3.2: MTT ve iiriinii formazanin yapisi (91).

96 kuyucuklu well plateler kullanilarak her bir kuyucukta yaklasik 1x10% hiicre
olacak sekilde ekim yapildi ve well plate inkiibatore kaldirildi.

Hiicrelerin %75 oraninda konflue olmasiyla Sisplatin (1, 5, 10, 20, 50, 100, 200 ve
500 uM) ve WGA (1, 5, 10, 20, 50, 100, 200 ve 500 pg/mL) konsantrasyonlarinda
4 tekrar olacak sekilde 24 saat uygulandi.

Sisplatin ve WGA ajanlar1 DMSO’da ¢ozdiiriildiigii i¢in kontrol grubundaki
hiicrelere de %0,05’lik DMSO uygulamasi yapildu.

37°C’de %5 CO; sartlarinda 24 saatlik inkiibasyonun sonunda ajan uygulamasinin
yapildig1 kuyucuklarin mediumu yeni ve FBS’siz mediumla degistirildi. Ardindan
her bir kuyucuga 10 uL MTT ¢6zeltisi (5Smg/mL, PBS igerisinde) eklenerek tekrar
37°C’de %5 CO2 sartlarinda yaklasik 4 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyonun tamamlanmasinin  ardindan  kuyucuklardan MTT  boyasi
uzaklastirilarak her bir kuyucuga 100 pL DMSO eklendi. Yaklasik 5 dakikalik
inkiibasyonun ardindan olusan formazan kristallerine ait optik dansite degerleri

ELISA plaka okuyucusunda 570 nm dalga boyunda belirlendi.

Herhangi bir ajan uygulamasi yapilmayan kontrol grubu hiicre canliligi %100
olarak kabul edilmesi prensibiyle, uygulama yapilan ajanlara ait konsantrasyon ve
6l¢iim sonucu elde edilen optik dansite degerleri GraphPad Prism Version 8.0.1
(GraphPad Software, Inc., CA, USA) programinda kullanilarak analiz edildi ve

ICs0 dozlart hesaplandi.

MTT uygulamalar1 sonucunda kontrol grubuna gore hiicre canliligini %50
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oraninda azaltan Sisplatin ve WGA konsantrasyonlar1 1Cso dozu olarak kabul edildi.

Biyokimyasal ve molekiiler analizler i¢in 1Cso dozu olarak kullanildi.

3.3. Hiicre Lizatlar ve Lizis Tamponu Hazirlanmasi

(1)  Sisplatin, WGA ve SisplatintWGA ajanlart belirlenen 1Cso dozlarinda flask
tabanin1 yaklasik %75 oraninda kaplayan G361 melanom hiicre hatlarina
uygulanarak 24 saatlik inkiibasyona birakildi.

(2) Inkiibasyon siirecinin sonuna dogru lizis tampon ¢dzelti hazirligina gegildi.

(3)  Oncelikle 500 mL’lik bir balon jojeye bir miktar distile su alind1 ve iizerine hassas
terazide tartilan 7.8 gr (Na:HPO4.2H20) eklenerek manyetik karigtiricida orta

hizda homojen bir sekilde ¢oziiniinceye kadar karistirildi.

(4) Daha sonra iizerine 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansiilfonik asit (HEPES)
tamponundan 25 mL, 40 mL proteaz inhibitor kokteyli (1 tablet 50 mL distile su
iginde ¢oziildii, bu ¢ozeltiden 40 mL kullanildi), 5 mL Triton-X 100, 10 mL 0.5M
EDTA eklendi. lyice karistirilan ¢dzeltinin son hacmi distile su ile 500 mL’ye

tamamlandi.

(5) Inkiibasyonun tamamlanmasiyla hiicrelerin flask tabanindan ayrilmasi i¢in 1 mL
%0,25 tripsin-EDTA eklendi ve kisa bir siire sonra da hafif vurma hareketleri ile

hiicreler flask tabanindan kaldirildi.

(6) Elde edilen siispansiyon halindeki hiicreler otomatik pipet ile toplanarak 25°C,
400xg devirde 5 dakika santrifiij edilmek tizere falkon tiipe aktarildi.

(7)  Santrifiij sonrasi tiipteki siipernatant gekilerek atildi ve tabanda kalan pellet 10 mL
soguk PBS ile 2 kez yikanarak tekrar santrifiij edildi.

(8) Her bir calisma grubuna ait flasktan elde edilen pellet {izerine daha Once
hazirlanmis olan hiicre lizis tamponundan 100 pL eklenerek buz iizerinde yavasca

pipetaj yapildi ve sonrasinda buz tizerinde 5 dakika inkiibe edildi.

(9) Inkiibasyonun tamamlanmasiyla 16000xg, 4°C’de 10 dakika santrifiij edildi. Bu
sekilde elde edilen siipernatantlar sonraki analizlerde kullanilmak iizere ependorf

godelere alinarak buzdolabindaki -20°C boliimiine kaldirildu.

26



(1)

)

(3)

(4)

3.4. Total Protein Ol¢iimii

Hiicre lizatlarinda total protein dlgiimii TaKaRa Protein Olgiim Kiti ile
asagidaki basamaklar takip edilerek yapildi. Calismada kullanilan kit bisinkoninik asit
(BCA) yontemi prensibiyle ¢alismaktadir. BCA yontemi 2 basamakli bir reaksiyondur.
[k adimda alkali bir ortamda Cu*?iyonlar1 peptit bag1 azot atomlarina baglanir ve Cu*!
iyonlarma indirgenir. ikinci adimda indirgenmis Cu*! iyonlar1 BCA ile mor-mavi
renkli bir kompleks olustururlar ve bu rengin siddeti protein yogunlugu ile dogru

orantilidir.

Kit igerisinde +4°C’de tutulan BCA reaktif A ve reaktif B oda 1sisina getirildi ve

sonrasinda 100:1 oraninda karistirilarak bir ¢alisma soliisyonu hazirlandi.

Her bir ¢alisma grubundan elde edilen hiicre lizat1 ve protokole gore hazirlanmis
BSA standartlar1 (0, 125, 250, 500, 750, 1500, 2000 pg/mL konsantrasyonunda)
96’lik well plateteki kuyucuklara 10 pL ve iki tekrarli olacak sekilde koyuldu.

Sonra her bir kuyucuga 200 pL ¢alisma soliisyonu eklenerek hemen karistirildi ve
37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyonun tamamlanmasiyla oda sicakligia getirilen plaka (Sekil 3.3) ELISA
mikroplaka okuyucusunda 562 nm dalga boyunda kore karsi absorbans degerleri

okundu.

Sekil 3.3: BCA yoOntemiyle total protein dl¢iimii.

Calisma gruplarina ait total protein diizeyleri sonraki biyokimyasal analizlerde
(oksidatif stres parametreleri ve apoptoz parametreleri diizeyleri) elde edilen verilerin

normalize edilmesinde kullanildi.

27



3.5. Total Antioksidan Kapasite (TAS) Analizi

Troloks esdegeri antioksidan kapasite yontemi ilk olarak Miller ve ark.
tarafindan 1993 yilinda gelistirilmis ve sonrasindaki degisimlerle ozellikle gida
orneklerinde antioksidan kapasitenin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan bir
yontem haline gelmistir. 2,2-azinobis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS)’
in persiilfatla oksidasyonu sonucu yesil renkli (ABTSe*) radikali olusturulur.
(ABTS-") radikali antioksidan bilesikler varliginda renksiz ABTS formuna doniisiir ve
bu prensip bilesiklerin total antioksidan kapasite belirlenmesinin temelini olusturur
(Sekil 3.4). Olgiim vitamin E’nin suda ¢dziinebilen bir analogu olan Troloks (6-
hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman2-karboksilik asit) igeren standart antioksidan
soliisyonu kullanilarak kalibre edildi ve 6l¢iim sonuglar1 (mmol Trolox Equivalent/mg
protein) olarak ifade edildi (92-94).

SO3- S s =< ’Q/ ammkqldm
+.>= Kzszog
|

Csz

CyHs @/
ABTS" (A=734 nm) \©: >=

N
’ CzHS ABTS (renksiz)
C

Sekil 3.4: TAS 6l¢lim prensibi (93).

ZHS

TAS analizi Elabscience TAS Kolorimetrik 6l¢tim kiti kullanilarak asagidaki

adimlar izlenerek yapildi.

(1)  Her bir ¢alisma grubundan elde edilen hiicre lizat1 ve protokole gore hazirlanmis
standartlar (0, 0.4, 0.8, 1.2, 1.4, 1.6, 1.8, 2 mmol/L konsantrasyonunda) 96’lik well
plateteki ilgili kuyucuklara 10 pL ve iki tekrarli olacak sekilde koyuldu.

(2) Daha sonra her bir kuyucuga 200 pL reaktif 1 (tampon soliisyonu) eklenerek
mikroplaka okuyucuda 660 nm dalga boyundaki absorbans okutuldu ve Abs;

olarak kaydedildi.

(3) Dabha sonra her bir kuyucuga 20 pL reaktif 2 (kromojenik ajan) eklenerek pipetaj
yapild1 ve plate nazikge 5-6 kez sallandi.
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37°C’de 5 dakika inkiibe edildikten sonra mikroplaka okuyucuda 660 nm dalga
boyunda tekrar absorbans okutuldu ve Abs, olarak kaydedildi.

AAbs= Absz- Abs; esitligini kullanarak her bir numune, standart ve kor i¢in AAbs
degeri hesaplandi.

TAS= (AAbsksr- AAbsnumune-0,0342) /0,4056 formiilii ile hesaplandi.

3.6. Total Oksidan Kapasite (TOS) Analizi

Oksidatif stres parametresi olarak TOS analizi Erel’in gelistirdigi metoda gore
kolorimetrik yontemle gergeklestirildi. TOS analizinde 6rnekte bulunan oksidanlar ile
orantili olarak reaktifteki ferroz iyonu (Fe*?) ferrik iyona (Fe*®) oksitlenir. Ferrik iyon,
asidik bir ortamda ksilenol turuncusu ile mavi-mor renkli bir kompleks olusturur.
Kolorimetrik olarak olgiilebilen renk yogunlugu, 6rnekte bulunan toplam oksidan
molekiil miktartyla orantilidir. TOS analizi, hidrojen peroksit ile kalibre edildi ve
sonuglar mg protein basina mikromolar hidrojen peroksit esdegeri (umol H202 Equiv.
/mg protein) olarak ifade edildi (95). TOS analizi Elabscience TOS Kolorimetrik

6lctim kiti protokoliine gore asagidaki adimlar izlenerek yapildi.

Her bir ¢alisma grubundan elde edilen hiicre lizat1 ve protokole gore hazirlanmis
standartlar (0, 10, 20, 40, 50, 60, 80, 100 umol /L konsantrasyonunda) 96’lik well
plateteki belirlenmis kuyucuklara 20 uL ve iki tekrarli olacak sekilde koyuldu.

Daha sonra her bir kuyucuga 200 pL reaktif 1(kromojenik ajan) eklenerek iyice
karistirildi ve mikroplaka okuyucuda 590 nm dalga boyunda absorbans okutuldu
ve Abs; olarak kaydedildi.

Daha sonra her bir kuyucuga 50 pL reaktif 2 (substrat) eklenerek iyice karistirildi
ve 37°C’de 5 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyonun tamamlanmasiyla mikroplaka okuyucuda 590 nm dalga boyunda
tekrar absorbans okutuldu ve Abs; olarak kaydedildi.

AAbs= Absz- Abs; esitligini kullanarak her bir numune, standart ve kor i¢in AAbs
degeri hesaplandi.

TOS= (AAbSnumune -AAbsis:+0.0146) /0.007 formiilii ile hesaplandi.

29



(1)

(2)

(3)

3.7. Oksidatif Stres Indeksi (OSI)

TAS ve TOS o6l¢iimleri yapildiktan sonra, oksidatif stresi etkileyen tiim oksidan
ve antioksidanlarin etkilerine iliskin daha net yorum yapabilmemizi saglayan oksidatif

stres indeksi (OSI) asagida belirtilen formiil ile hesaplandi (95-98).

OSI = [(TOS (umol H202 Equiv. /mg protein) / (TAS (mmol Trolox Equiv. /mg
protein) x 100]

3.8. Apoptoz Belirte¢ Diizeylerinin Belirlenmesi

3.8.1. ELISA Analizleri

Sisplatin, WGA ve kombinasyonun G361 melanom hiicre hattinda apoptoz
stirecine etkisinin olup olmadigini arastirmak amaciyla Sandvig-ELISA test
prensibiyle ¢alisan Sit-c, Bax ve Bcl-2 proteinlerine spesifik Elabscience ticari kitleri
kullanilarak asagida listelenmis adimlara gore 96’lik well platelerde analizler yapildi
(Sekil 3.5). Calismada kullanilan standartlar kullanilarak her bir analiz igin ayr1 bir
kalibrasyon grafigi olusturuldu ve sonrasinda c¢alisma gruplarina ait hiicre
lizatlarindaki protein diizeyleri belirlendi. Elde edilen sonuglar her bir grubun daha
once belirlenmis olan total protein diizeylerine boliinerek normalize edildi ve herhangi
bir ajan uygulanmayan kontrol grubu da dahil olmak tizere 4 grubun arasinda anlamli
bir fark olup olmadigi incelendi. Sit-c, Bax ve Bcl-2 diizeyleri ng/mg protein olarak
ifade edildi.

Hazirlik asamasinda once tiim reaktifler ve hiicre lizatlar1 kullanimdan once
dondurucudan ¢ikarilarak oda 1sisina getirildi ve ¢oziindiikten sonra koplirtmeden

tyice karistirildu.

Kit igerisinde mevcut olan yikama tamponu konsantresi (30 mL) 720 mL distile su

ile seyreltilerek 750 mL yikama tamponu elde edildi.

Standart calisma sollisyonlar1 kit prosediirlerinde belirtildigi gibi referans

standardin seri dilisyonuyla istenen konsantrasyonlarda hazirlandu:
Bax Standart Konsantrasyon (ng/mL): 50/ 25/ 12,5/ 6,25/ 3,13/ 1,57/ 0,78/ 0

Bcl-2 Standart Konsantrasyon (ng/mL): 10/ 5/ 2,5/ 1,25/ 0,63/ 0,31/ 0,16/ 0
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(9)

(10)

Sit-c Standart Konsantrasyon (ng/mL): 5/ 2,5/ 1,25/ 0,63/ 0,31/ 0,16/ 0,08/ 0

Tiim ¢aligma gruplarina ait hiicre lizatlar1 3 tekrarli ve standart ¢ozeltileri 2 tekrarlt
olacak sekilde 96°1ik well plateteki ilgili kuyucuklara 100 uL koyularak 37°C'de
90 dakika inkiibasyona kaldirildi.

Inkiibasyonun tamamlanmasindan 15-20 dakika &nce kit igerisinde mevcut olan
biyotinlenmis antikor konsantresi diliienti ile 1:99 oraninda karistirilarak

biyotinlenmis antikor ¢alisma soliisyonu hazirlandi.

Inkiibasyonun tamamlanmasiyla plateteki sivi uzaklastirildi ve her bir kuyucuga
100 pL biyotinlenmis antikor eklenerek tekrar 37°C'de 60 dakika inkiibasyona
birakildu.

Inkiibasyonun tamamlanmasindan 15-20 dakika 6nce kit icerisinde mevcut olan
HRP konjugat konsantresi diliienti ile 1:99 oraninda karistirilarak HRP konjugat

caligma soliisyonu hazirlandi.

Inkiibasyonun tamamlanmasiyla kuyucuklarin icerigi aspire edildi ve 3 kez
otomatik yikama cihaziyla yikandi. Daha sonra her bir kuyucuga 100 pL HRP
konjugati eklenerek 37°C'de 30 dakika inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyonun tamamlanmasiyla kuyucuklarin igerigi aspire edildi ve 5 kez

otomatik yikama cihaziyla yikandi.

Her bir kuyucuga 90 pL Substrat Reaktifi eklendi ve 37°C'de 15 dakika
inkiibasyona birakildi. Siirenin sonunda her bir kuyucuga 50 pL Durdurma
Soliisyonu eklendi ve hemen 450 nm’de mikroplaka okuyucu kullanarak optik

dansite degeri o6l¢iildii.
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Sel3.: Bax, Bcl-2 ve Sit-c bélirteéiérinin ELISA ¢allsma51.

3.8.2. Western Blot Analizi

Immiinoblotlama olarak da adlandirilan Western blot teknigi, hiicrelerden
ekstrakte edilmig protein karisimindan istenen spesifik proteinlerin 6zgiin, yiliksek
hassasiyetli ve yar1 kantitatif analiz edilmesini saglayan molekiiler bir tekniktir.
Western blot islemi; jel elektroforez ile proteinlerin molekiiler agirliklarina goére
ayrilmasi, ayrilan proteinlerin membrana aktarimi, bloklama, goriiniir hale getirmek
icin primer ve sekonder antikor uygulamasi ve goriintiileme olmak {izere temel olarak
bes adimdan olusur. Spesifik bir proteinin kimligini hem biiyiikliigiine gore hem de
antikor baglanmasi yoluyla agikca tespit edebilme 6zelligi sayesinde, hiicrelerde hedef
proteinin ekspresyon diizeyi degerlendirilebilir ve protein saflastirma sirasinda

fraksiyonlari izlenebilir (99).
3.8.2.1. Western Blot Analizinde Kullanilan Kimyasallarin Hazirlanisi

a) Fosfat Tamponlu Salin (PBS) ve %0,1 Tween 20 (1X PBST)

1 adet PBS tablet, 20 mL distile su ile bir siire manyetik karistiricida
karigtirilarak ¢ozdiriildii. Daha sonra 0,2 mL Tween 20; 179,8 mL distile su ile
karistirilarak son hacmi 200 mL olan PBST hazirlandi.
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b) Sigir Serum Albiimini (BSA) Soliisyonu

Bloklama isleminde kullanilmak {izere 10 g BSA tartilip hazirlanmis olan %0,1
Tween-20 i¢eren PBST soliisyonu igerisinde ¢ozdiiriildii ve boylelikle 200 mL %5°lik
BSA-PBST hazirlandi.

€) 2- N -morfolinoetansiilfonik asit (MES) Running Buffer Soliisyonu

10X MES Running Buffer soliisyonundan 100 mL alinip 900 mL distile su ile
1 litreye tamamlanarak 1X MES Running Buffer soliisyonu hazirlandi.

3.8.2.2. Western Blot Analizi icin Protein Orneklerinin Denatiirasyonu

Her bir ¢aligma grubundan elde edilen protein izolatindan her grupta 30 pg total
protein olacak sekilde uygun hacimde 6rnek alindi ve tizerine 5X sodyum dodesil
stilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS PAGE) Sample Loading Buffer, 10X
Sample Reducing Agent ve son hacim 20 uL olacak sekilde distile su eklendi. Bu
karigim konvansiyonel PCR cihazinda 95 °C’de 10 dakika inkiibe edilip ardindan
+4°C’ye inecegi bir protokol kullanilarak yiiksek sicaklikta denatiire olan proteinlerin

renatiire olmasi engellendi (Sekil 3.6).

Sekil 3.6: RT-qPCR cihazinda protein denatiirasyon protokolii.

3.8.2.3. Orneklerin Jele Yiiklenmesi ve SDS PAGE Elektroforez

Dikey elektroforez sistemi kendi tanki igerisine yerlestirildi. %4-12’lik Bis-
Tris gradient jeli dikey elektroforez sisteminin jel tutucu klipsleri arasina sikistirildi ve
dikkatlice jel taraklari ¢ikarildi. Onceden hazirlanmis ve +4°C’de sogutulmus olan 1X
MES Runnig Buffer elektroforez tankina eklendi ve tankin kasetleri arasindan sizip

sizmadig1 kontrol edildi. Tankin core bdliimiine 200 mL, tankin core dis1 bolgesine ise
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600 mL soguk 1X MES Runnig Buffer eklendi. Tankin core bolgesine ilave olarak
500 uL. NUPAGE™ Antioxidant eklendi ve homojen karismasi saglandi. Ornekler
jeldeki kuyucuklara yiiklenmeden 6nce 200 uL’lik bir otomatik pipete 1X MES
Runnig Bufferdan ¢ekilerek kuyucuklar hava kabarcigi olusmamasina O6zen
gosterilerek yikandi. Jel kasetinde yer alan kuyucuklarin en basma ve en sonuna
dublike sekilde 5 pL protein ladder yiiklemesi yapildi. Diger kuyucuklara ise her bir
calisma grubundan elde edilen denatiire protein rneklerinden 20 pL iki tekrarli olarak
yiiklendi. Dikey elektroforez sisteminin giic kaynagi baglanti elektrotlar: takildi ve
elektroforez sisteminden 5 dakika 180 volt ve ardindan 120 volt elektrik akimi
gegirildi. Protein ladderin tamamen agildigindan emin olunduktan sonra 120 voltluk

akim da tamamen Kkesilerek elektroforez islemi tamamlandi.
3.8.2.4. Blotlama

Dikey elektroforez sisteminde proteinler yiiriitiildiikten sonra elektrot kablolar1
giic kaynagindan ¢ikarildi ve tankin kapagi agildi. Jel sikistirma aparati gevsetilerek
jel kaseti tankin igerisinden c¢ikarildi. Jel kaseti, jel bigagi ile kenarlarindaki
bosluklarin ayrilmasi ile agildi. Jelin tarak kisimlart ve jel kasetinin bitim bolgesinde
yer alan gorece daha kalin olan jel bolgeleri jel bigag ile kesilerek distile sulu bir kabin
icerisine alindi. SDS PAGE jelindeki proteinlerin nitroseliilloz membrana transferi
asamasinda (blotlama) iBLOT2 Gel Transfer Sistemi paketi kullanildi. Paketin
icerisinden ¢ikan anot stack igine oturtuldugu plastik kisimla beraber iBLOT2 Jel
Transfer Sistemine yerlestirildi (Sekil 3.7).

Invitrogen

» e

Sekil 3.7: Blotlama iseminde kullanilan iBLOT Gel Transfer'sistemi.
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Daha sonra anot stack iizerine SDS PAGE jeli yerlestirildi ve hava kabarcigi
olmamasi i¢in western blot roller yardimiyla jel ve anot stack ikilisinin {izerinden
nazikge birkag kez gegildi. Kit igerisinde yer alan filtre kagidi distile su ile 1slatildiktan
sonra jelin iizerine yerlestirildi ve yine hava kabarciklarinin olusmamasi igin roller ile
nazik¢e tizerinden birka¢ kez daha ge¢ildi. Katot stack bakir yiizey yukari bakacak
sekilde filtre kagidinin tizerine yerlestirildi ve yine roller yardimiyla iyice yerlesmesi
saglandi. Sonra {izerine aliiminyum uzantilar1 olan siinger yerlestirildi. Aliiminyum
uzantilarin iIBLOT2 cihazinin metal elektrotlart ile ayni hizada yer aldigi
dogrulandiktan sonra cihazin kapagi kapatildi. Cihazin dijital ekranindan P3 programi
secildi ve 7 dakika sonra SDS PAGE jeli iizerinde yer alan marker bantlarinin

nitroseliiloz membrana gegtigi gozlemlendi (Sekil 3.8).

Sekil 3.8: SDS PAGE Jelindeki marker bantlarinin nitroseliiloz membrana transferi.

Nitroseliiloz membran anot ve katot stacklar arasindan ¢ikarilarak icerisinde
distile su bulunan kabin igerisine alindi. Nitroseliiloz membran {izerindeki 6rneklere
ait muhtemel protein bantlari kitte bulunan Ponceau S boyama soliisyonu kullanilarak
boyandi (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9: Ponceau S Staining soliisyonu ile nitroseliilloz membranda goriiniir hale
getirilen protein bantlari.

3.8.2.5. Bloklama

Western blot yonteminde bloklama adiminda amag¢ membrana transfer edilen
proteinler, deneyde kullanilan sonraki reaktifler ve membran arasindaki spesifik
olmayan etkilesimlerin dnlenmesidir. Bloklama soliisyonu analizi yapilmak istenen
proteini tespit etmek ve gorsellestirmek i¢in kullanilan antikorlarla etkilesime
girebilecek membran iizerindeki tiim bolgeleri doyurulmasini saglar ve arka plandaki
sinyal-giiriiltii oranini iyilestirerek Western blot yonteminin sensitivitesinin artmasini
saglar (100).

Bloklama isleminde kullanilmak {izere hazirlanmig olan %5’lik BSA-PBST
soliisyonundan 10 mL alind, temiz bir kaba koyuldu ve tizerine iBLOT?2 sisteminden
¢ikarilan nitroseliilloz membran yerlestirilerek orbital karistiricinin tizerine alinip hafif

hizda ¢alkalanarak oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi.
3.8.2.6. Primer Antikor Uygulanmasi

Primer antikorlar Tablo 3.5’te belirtilen diliisyon oranlarinda %5°lik BSA-
PBST bloklama soliisyonundan gerekli hacimde alinarak 10 mL hazirland.
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Tablo 3.5: Western blot analizinde kullanilan primer antikorlar.
Primer Molekiil | Diliisyon | Kaynak | Uretici Katalog
Antikor Agirh@ Oram Firma Numarasi

Kaspaz 9 46 kDa 1:1000 Tavsan | Proteintech, ABD | 10380-1-AP

Kaspaz 3 32 kDa 1:2000 Tavsan | Proteintech, ABD | 19677-1-AP

Beta aktin | 42 kDa 1:5000 Tavsan | Proteintech, ABD | 20536-1-AP

Bloklama soliisyonu uzaklastirildiktan sonra membran primer antikor
cozeltisiyle bir gece boyunca +4°C’de inkiibasyona birakildi. Sabahinda orbital

calkalayici tizerinde oda 1s1sinda 60 rpm hizda 2 saat daha inkiibasyona devam ettirildi.

Primer antikor ile inkiibasyon tamamlandiktan sonra nitroseliilloz membran
tizerindeki soliisyon yavasca dokiildii ve sonrasinda PBST soliisyonu iginde 3 kez 5’er

dakika boyunca 60 rpm hizda orbital karistirici tizerinde bekletilerek yikandi.
3.8.2.7. Sekonder Antikor Uygulanmasi

Sekonder antikor Tablo 3.6’da belirtilen diliisyon oraninda %5°lik BSA-PBST

bloklama soliisyonundan gerekli hacimde alinarak 10 mL hazirlandi.

Tablo 3.6: Western blot analizinde kullanilan sekonder antikor.

Sekonder Diliisyon | Uretici Katalog
Antikor Oram Firma Numarasi

HRP-konjuge IgG(H+L) | 1:10.000 | Proteintech, ABD SA00001-2

Yikama islemini takiben nitroseliiloz membran iizerine hazirlanmis 10 mL
sekonder antikor sollisyonu eklendi ve 1 saat oda sicakliginda orbital karigtirici

tizerinde inkiibasyona birakildi.

Sekonder antikor ile inkiibasyon tamamlandiktan sonra nitroseliilloz membran
tizerindeki soliisyon yavasca dokiildii ve sonrasinda PBST soliisyonu i¢inde 3 kez 5’er
dakika boyunca 60 rpm hizda orbital karistirici iizerinde bekletilerek yikandr (Sekil
3.10).
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Sekil 3.10: Sekonder antikor uygulamasi sonrasi yikama iglemi.

3.8.2.8. Bantlarin Goriintillenmesi ve Analizi

Yikama islemi tamamlandiktan sonra nitroseliiloz membran iizerine ¢alisma
kitinde bulunan Gelismis Kemiliiminesans (ECL) soliisyonundan 6 mL eklenerek
goriintiileme cihazina yerlestirildi ve bir dakikalik inkiibasyonun ardindan
goriintiileme yapildi. Kemilliminesans goriintiileyiciden alinan goriintiilerdeki

bantlarin tespiti ve kantitasyonu Image J programi kullanilarak yapildi (Sekil 3.11).

i Chemi Single Image
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Sekil 3.11: ImageJ programi ile Western blot bantlarinin kantitasyonu.
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3.8.3. MRNA Ekspresyon Analizleri
3.8.3.1. RNA izolasyonu

Gergek Zamanli-Kantitatif Polimeraz  Zincir Reaksiyonu (RT-gPCR)
yontemiyle yapilan transkripsiyon analizi i¢in gerekli total RNA, GeneMATRIX
Evrensel RNA Saflastirma hazir ticari kiti ile asagidaki adimlar izlenerek yapildi:

100 mm’lik steril petri kaplarinda iiretilen Sisplatin, WGA, SisplatintWGA i¢in
onceden belirlenmis ICso dozlar1 ile 24 saat inkiibe edilen ¢alisma gruplar1 ve
herhangi bir ajan uygulanmayan Kontrol grubu G361 melanom hiicre hatlari
kullanilarak thoma laminda yapilan hiicre sayim1 sonucunda yaklasik 5X10° hiicre

igerigine gore calisma protokolii olusturuldu.

Oncelikle her 1 mL RNA Lizis Tamponu i¢in 10 pL beta merkaptoetanol eklenerek

lizis tamponu hazirlandi.

Her bir petrideki hiicreler 10 mL soguk PBS ile 3 kez yikandi ve 400 pL lizis
tamponu eklenerek hiicre kaziyicisiyla hiicreler petri tabanindan kaldirilarak steril

ependorf tiiplere alindu.

Ependorfta lizis tamponuyla siispansiyon halindeki hiicrelerin pargalanmasini
hizlandirmak igin buz {istiinde nazik¢e pipetaj yapilarak siispansiyon jel haline

getirildi.

Olusan jelimsi lizat spin kolona alinarak +4°C’de 11.000 g’de 2 dakika santrifiij
edildikten sonra spin kolonlar buz kasesi tizerine alindi ve tizerlerine %96-100’liik

etanolden 250 uL eklenerek siiziilmeye birakildi.

Siiziilme tamamlaninca spin kolonlar atilarak alttaki toplama tiipiinde biriken
siiziintii RNA baglayici spin kolona aktarildi ve +4°C’de 11.000 g’de 1 dakika

santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasinda toplama tiipiinde biriken siiziintii dokiilerek spin kolona 400

uL Wash DN1 eklendi ve +4°C’de 1 dakika 11.000 g’de santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi alttaki toplama tiipii icerigi tekrar bosaltilarak spin kolona 600 puL
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Wash RBW Buffer eklendi ve +4°C’de 11.000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonras1 toplama tiipii igerigi tekrar bosaltilarak spin kolona 300 pL. Wash
RBW Buffer eklendi ve +4°C’de 11.000 g’de 1 dakika santrifiij edilerek toplama
tiipii igerigiyle beraber atildi.

Spin Kolon steril bir ependorf godeye oturtulup tizerine 50 uLL RNase igermeyen su
eklendi ve +4°C’de 11.000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.

Son santrifiijiin de tamamlanmasiyla steril ependorf godenin i¢inde saf RNA elde
edildi. Nanodrop spektrofotometre islevi olan Epoch Biotek Take3 pleyt
kullanilarak RNA konsantrasyonu (ug/ puL) ve saflik tayini yapildi.

Spektrofotometrik olgiimle belirlenen optik dansite degerlerinden hareketle
OD260nm/OD2gonm orani 1,7 ve tizeri olan izolatlarda RNA’nin saf oldugu kabul
edildi ve uygun olan RNA izolatlar1 cDNA sentezinde kullanilmak {izere ¢alismaya

alindi.

3.8.3.2. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Hiicrelerden izole edilen RNA 6rneklerinden ticari hazir OneScript Plus cDNA

sentez Kiti kullanilarak Tablo 3.7’de listelenen bilesenlerle asagida belirtilen adimlar
kullanilarak cDNA sentezlendi.

Tablo 3.7. cDNA sentez reaksiyonu bilesenleri

Bilesen Miktar

1)OneScript Plus RTaz 1uL

2)5X RT tampon 4 ulL

3)Primers (10 pM) 1uL

4)dNTP (10 mM) 1lulL

5)Total RNA 1 pg/ reaksiyon

6)Niikleaz icermeyen su RNA miktaria gore degisken

Oncelikle -20°C’de saklanan kit bilesenleri ¢ozdiiriildii ve kullanmilmadan 6nce

lyice karigmasi saglanarak islemler buz tizerinde yapildi.

0,2 mL hacmindeki 8’li PCR striplerine her bir ¢alisma grubunda esit miktarda
kalip RNA olmas i¢in hazirlanmis RNA izolatindan 1 pg RNA olacak sekilde

koyuldu ve tizerine Tablo 3.7°de belirtilen ilk 4 bilesen eklendi. Niikleaz icermeyen
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su ile son hacim 20 pl’ye tamamlanarak 5-10 saniye kadar strip santrifiijde

cevrildi.

(3) Konvansiyonel PCR cihazinda “55°C’de 15 dakika, 85°C’de 5 dakika, 4°C’de o0’

termal profili kullanilarak cDNA sentezi tamamlandi (Sekil 3.12).

Sekil 3.12: cDNA sentezi termal profili.

isert | Deleto

3.8.3.3. RT-gPCR Analizi

Her bir ¢alisma grubundan 4 tekrarli olacak sekilde 0,2 mL hacmindeki 8’li
PCR striplerine caligilacak olan her bir gen i¢in Tablo 3.8°de belirtilen miktarlarda
bilesenler soguk zincir ve steril kosullar altinda eklendi ve strip santrifiijde 5-10 saniye
kadar cevrildi.

Tablo 3.8: RT-gPCR reaksi

on bilesenleri ve hacimleri.

Bilesen Hacim (20 pL. PCR reaksiyonu igin)
2X qPCR SYBR-Green MasterMix 10 pL

Forward Primer 1ul

Reverse Primer 1ulL

Kalip cDNA 1ul

RNAaz icermeyen su 7 uL

Hazirlanmis PCR stripleri konvansiyonel PCR cihazindaki reaksiyon plakasina
yiiklendi. Tablo 3.9’da belirtilen her bir gene uygun termal profil ile RT-qPCR

reaksiyonu gerceklestirilerek mRNA sentezi tamamlandi.
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Tablo 3.9: RT-gPCR programi ve ¢aligilan genler.

Gen Primer Dizisi Termal Profil Dongii
Beta F-5> CTCCATCCTGGCCTCGCTGT’3 95°C 3 dk/95 °C 30 sn/ 35
Aktin R-5" GCTGTCACCTTCACCGTTCC’3 60°C 1 dk/ 72 °C 30 sn
Sit F-5>"TCACAAAGATGGTGAGTGCCA’3 95°C 3 dk/95 °C 30 sn/ 35
L R-5’GGCAAAAGCACCATTCCAAA’3 56°C 1 dk/ 72 °C 30 sn
B F-5°CTGCAGAGGATGATTGCCG’3 95°C 3 dk/95 °C 30 sn/ 35
ax R-5"TGCCACTCGGAAAAAGACCT’3 56°C 1 dk/ 72 °C 30 sn
Bcl-2 F-5>GTGTGGAGAGCGTCAACCG’3 95°C 3 dk/95 °C 30 sn/ 35
cl- R-5’CCTCTGTTTGATTTCTCCTGGCT’3 59°C 1 dk/ 72 °C 30 sn
Kasp-3 | F-3 GTGCTACAATGCCCCTGGAT’3 95°C 3 dk/95 °C 30 sn/ 35
asp R-5’GCTGGATGCCPTCTAGAGTC’3 58°C 1 dk/ 72 °C 30 sn
ABCBL1 F: 5-GGCAAAGAAATAAAGCGACTGAA-3' | 95°C 5 dk/95 °C 15 sn/ 35
R: 5-GGCTGTTGTCTCCATAGGCAAT-3’ 60°C 1 dk/ 72 °C 30 sn
F: 5'-CTACCTCCTGTGGCTGAATCTG-3' 95°C 5 dk/95 °C 15 sn/
ABCC1l | R:5-CATCAGCTTGATCCGATTGTCT-3 60°C 1 dk/ 72 °C 30 sn 35
F: 5'-TGACGGTGAGAGAAAACTTAC-3' 95°C 5 dk/95 °C 15 sn/
ABCG2 | R:5-TGCCACTTTATCCAGACCT-3 60°C 1 dk/ 72 °C 30 sn 35

Gen ekspresyon degerleri REST2009 programi ile AACt yontemine dayali
olarak RQ= 2 "*AC denklemi kullanilarak hesaplandi. Hedef genlerin ekspresyon
degerleri house-keeping gen olan beta aktin ekspresyon seviyesi kullanilarak

normalize edildi (101).

3.9. istatistiksel Analizler

Calisma kapsaminda elde edilen veriler GraphPad Prism version 8.0.1
(GraphPad Software, Inc., CA, USA) programi kullanilarak analiz edildi. Verilerin
Kolmogorov-Smirnov testi ile normal dagilim gosterip gostermedikleri analiz edildi.
Veriler normal dagilim gosterdigi icin {i¢c ya da daha fazla grubun kiyas1 maksadiyla
parametrik testlerden One Way ANOVA testi kullanildi. Sonuglar ortalama + standart
sapma (SD) olarak sunuldu. Degiskenler arasindaki iliskilerin incelenmesi igin
Tukey's ¢oklu karsilagtirma analizleri yapildi. p<0,05 istatistiksel anlamlilik diizeyi
olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. 1Cso Dozlan

MTT analizi sonrasinda WGA 1Csp dozu 65,26 pg/mL; Sisplatin ICso dozu
16,90 uM olarak bulundu (Sekil 4.1).

! Log ICsy = 1.228 uM
ICsp = 16.90 uM
R? = 0.8571
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Sekil 4.1: MTT analiz sonuglari.
4.2.TOS, TAS VE OSI Bulgulari

WGA uygulanan grupta total oksidan kapasite 81,44 umol H20. Equiv/mg
protein olarak bulunurken total antioksidan kapasite 0,25 mmol Trolox Equiv/mg
protein olarak dl¢tilmiis ve oksitatif stres indeksi 32603 olarak hesaplanmistir (Tablo
4.1).

Sisplatin uygulanan grupta total oksidan kapasite 16,94 umol H20, Equiv/mg
protein, total antioksidan kapasite 0,46 mmol Trolox Equiv/mg protein ve oksitatif
stres indeksi 3738 olarak hesaplanmistir (Tablo 10).

Tablo 4.1: TOS, TAS ve OSI analizi sonuglari.

Parametre Kontrol WGA CP WGA+CP
(ort. £ SD) (ort. = SD) (ort. = SD) (ort. = SD)
TOS
("“é‘gu‘i‘vzlm 41,44+236 | 8144+221 | 1694+543 | 12,09+6,0
mg protein)
TAS
(mmE‘;'uTivrf'OX 048+0,001 | 025+002 | 0,46+0,06 | 0,36+0,08
mg protein)
oSl 8685 +505,5 | 32603 £2412 | 3738+ 1312 | 3477+ 1904
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Bu 2 ajanin kombine olarak uygulandigi grupta total oksidan kapasite 12,09

umol H202 Equiv/mg protein, total antioksidan kapasite 0,36 mmol Trolox Equiv/mg

protein ve oksitatif stres indeksi 3477 olarak hesaplanmustir (Tablo 4.1).

TOS analizi sonuglarindan hareketle yapilan istatistiki analizlerde sadece CP

ile WGA+CP gruplar1 (p: 0,55) birbiriyle benzer bulunmus ve diger tiim gruplar arasi

karsilastirmada anlamli fark bulunmustur. Kontrol grubuna gore TOS diizeyini WGA’
nin (p<0,0001) arttirdigin1 fakat CP (p: 0,0006) ve WGA+CP’nin (p: 0,0002) ise
azalttig1 bulunmustur (Tablo 4.2) (Sekil 4.2).

Tablo 4.2: Calisma gruplarinin karsilastirmali TOS sonuglari.

Karsilastirma Gruplarn | Ortalama Fark | %95 Giiven Arahg | p Degeri
Kontrol/ WGA -40 (-51,39) -(-28,61) <0,0001
Kontrol/ CP 24,5 (13,11) -(35,89) 0,0006
Kontrol/ WGA+CP 29,36 (17,97) -(40,75) 0,0002
WGA/ CP 64,5 (53,11) -(75,89) <0,0001
WGA/ WGA+CP 69,36 (57,97) -(80,75) <0,0001
CP/ WGA+CP 4,86 (-6,54) -(16,25) 0,5517
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Sekil 4.2: Gruplar aras1 TOS, TAS ve OSI sonuglarinin karsilastirmasi (*: p<0,05).

TAS analizi sonuglarindan hareketle yapilan istatistiki analizlerde sadece

Kontrol ile WGA arasinda (p: 0,0024) ve WGA ile CP arasinda (p: 0,0037) anlaml

fark bulunmustur. WGA’nin hem kontrol hem de CP gruplarina gére TAS diizeyini
azalttig1 bulunmustur (Tablo 4.3) (Sekil 4.2).
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Tablo 4.3: Calisma gruplarinin karsilastirmali TAS sonuglart.

Karsilastirma Gruplarn | Ortalama Fark | %95 Giiven Araligi | p Degeri
Kontrol/ WGA 0,23 (0,09)- (0,36) 0,0024
Kontrol/ CP 0,01 (-0,12)- (0,14) 0,9823
Kontrol/ WGA+CP 0,11 (-0,02)- (0,24) 0,0893
WGA/ CP -0,21 (-0,34) -(-0,08) 0,0037
WGA/ WGA+CP -0,11 (-0,24)- (0,02) 0,0933
CP/ WGA+CP 0,09 (-0,03)- (0,22) 0,1487

Hesaplanan OSI degerlerinden hareketle yapilan istatistiki analizlerde sadece
CP ile WGA+CP gruplart (p: 0,9946) birbiriyle benzer bulunmustur. OSI degerleri
bakimindan WGA tiim gruplara gore istatistik olarak anlamli derecede artig; CP ve

WGA+CP gruplar ise kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiis gOstermistir

(Tablo 4.4) (Sekil 4.2).

Tablo 4.4: Calisma gruplarmin karsilastirmali OSI sonuglart.

Karsilastirma Gruplann | Ortalama Fark %95 Giiven Aralig1 | p Degeri
Kontrol/ WGA -23918 (-26975)- (-20861) <0,0001
Kontrol/ CP 4947 (1890)- (8004) 0,0014
Kontrol/ WGA+CP 5208 (2151)- (8265) 0,0009
WGA/ CP 28865 (25808)- (31922) <0,0001
WGA/ WGA+CP 29126 (26069)- (32183) <0,0001
CP/ WGA+CP 261.3 (-2796)- (3318) 0,9946

4.3. ELISA Sonuclari

Bax protein diizeyi sonuglarindan hareketle yapilan istatistiki analizlerde tim
gruplar aras1 yapilan karsilastirmada anlamli fark bulunmustur. Ug ¢alisma grubunun
da kontrol grubuna gore Bax protein dilizeyini arttirdig1 (p<<0,001), en fazla artisin da
WGA+CP grubunda (p<0,001) oldugu analiz edildi (Tablo 4.5-4.6) (Sekil 4.3).

Bcl-2 protein diizeyi sonuglarindan hareketle yapilan istatistiki analizlerde
Kontrol ile CP grubu (p: 0,4737) ve de WGA ile WGA+CP grubu (p: 0,0735)
birbirleriyle benzer bulundu. Diger biitiin grup karsilastirmalar: istatistiksel olarak
anlamli bulundu. Bcl-2 diizeyinde kontrol grubuna gére WGA (p <0,0001) istatistiksel
olarak anlamli diizeyde artisina sebep olmustur (Tablo 4.5-4.6) (Sekil 4.3).

Bcl-2 analiz sonuglarina benzer sekilde ELISA yontemiyle c¢alisilan Sit-C
protein dilizeyi sonuclarindan hareketle yapilan istatistiki analizlerde Kontrol ile CP

grubu (p: 0,9678) ve de WGA ile WGA+CP grubu (p: 0,5187) birbirleriyle benzer

bulundu. Diger biitiin grup karsilagtirmalar istatistiksel olarak anlamli bulundu. Sit-c
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diizeyinde kontrol grubuna gore WGA (p: 0,0049) istatistiksel olarak anlamli diizeyde
artigina sebep olmustur (Tablo 4.5-4.6) (Sekil 4.3).

Tablo 4.5: ELISA analiz sonuglari.

Parametre Kontrol WGA WGA+CP
(ort. £ SD) | (ort.=SD) | (ort.+£SD) | (ort.+SD)
Bax (ng/mg protein) | 0,08+0,02% | 0,23+0,01° | 0,15+0,02° | 0,35+0,01¢
Bcl-2 (ng/mg protein) | 0,06£0,002% | 0,11£0,01° | 0,07+0,01% | 0,12+0,01°
Sit- ¢ (ng/mg protein) | 0,070,012 | 0,12+0,01° | 0,08+0,01% | 0,13+0,02°
(Algpa‘;p/t(gyf_g)‘iel‘é% 133,3 20909 | 214,29 291,67

a, b, ¢, d: Her satirda farkl: tissii ifadelerin oldugu gruplar arasinda istatistiki olarak
fark vardir. p<0,05 istatistiki anlamlilik diizeyi olarak kabul edilmistir.

Tablo 4.6: ELISA analizlerinin gruplar arasi karsilastirma sonuglari.

Bax Bcl-2 Sit-c
Cahisma Ortalama Fark Ortalama Fark Ortalama Fark
Gruplan (%95 Giiven Arahgy) (%95 Giiven Aralig) (%95 Giiven Arahgi)
p degeri p degeri p degeri
0,15 -0,05 20,04
\*/(VO(;‘XO” (-0,17)- (-0,12) (-0,06)- (-0,03) (-0,07)- (-0,01)
<0,0001 <0,0001 0,0049
-0,06 -0,01 -0,004
ég”tm” (-0,09)- (-0,04) (-0,02)- (-0,01) (-0,03)- (0,02)
<0,0001 0,4737 0,9678
0,27 -0,06 -0,05
\}/(Vc’ggfgp (-0,3) -(-0,24) (-0,07)- (-0,04) (-0,08)- (-0,03)
<0,0001 <0,0001 0,0005
0,08 0,04 0,04
WGA/ CP (0,06)- (0,1) (0,02)- (0,05) (0,01)- (0,07)
<0,0001 <0,0001 0,0106
0,12 -0,01 0,01
wgﬁi cp (-0,15)- (0,09) (-0,03)- (0,001) (-0,04)- (0,02)
<0,0001 0,0735 0,5187
- -0,20 -0,05 20,05
WGA+CP (-0,23)- (-0,18) (-0,07)- (-0,04) (-0,08)- (-0,02)
<0,0001 <0,0001 0,001
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Sekil 4.3: Gruplar aras1 Bax, Bcl-2 ve Sit-c sonuglarinin karsilastirmasi (*: p<0,05).

4.4, Western Blot Analiz Sonuc¢lar:

Western blot analizi sonrasi ¢alisma parametrelerine ait elde edilen sonuglarin

beta-aktin degeri kullanilarak normalize edilmesiyle Kaspaz 3/beta aktin orani

ortalama olarak kontrol grubunda 1,0; WGA grubunda 1,26; CP grubunda 2,14 ve
WGA+CP grubunda 1,2 bulundu (Tablo 4.7).

Tablo 4.7: Calisma gruplarinin Western blot sonuglari.

Parametre Kontrol WGA CP WGA+CP
(ort. £ SD) (ort. £ SD) (ort. £ SD) (ort. £ SD)
Kaspaz 3 1,0£0,04 | 126+0,17* | 2,14+0,16° | 1,2+0,01
Kaspaz 9 1,0+0,28* | 0,45+0,12° | 0,35+0,001° | 0,44 +0,13°
Bolunmus a b b ab
Kaspaz 9 (37 kDa) 1,0+0,05% | 1,68+0,12° | 1,74+0,35" | 1,37+0,02
Bolunmus ac c ab b
Kaspaz 9 (35 kDa) 1,0 + 0,02 0,1+£0,01° | 1,52+0,18 2,39 + 0,84

a, b, ¢, d: Her satirda farkl: tissii ifadelerin oldugu gruplar arasinda istatistiki olarak
fark vardir. p<0,05 istatistiki anlamlilik diizeyi olarak kabul edilmistir.

Bu verilere dayanilarak yapilan istatistiki analizlerde CP grubunda Kaspaz 3

protein diizeylerinde kontrol (p<0,0001), WGA (p<0,0001) ve WGA+CP (p<0,0001)

gruplarina kiyasla istatistiki olarak anlamli artis oldugu gozlenmistir. Kontrol grubuna
kiyasla WGA (p: 0,11) ve WGA+CP (p: 0,23) gruplarinda olan artis istatistiksel olarak
benzer bulundu (Tablo 4.8) (Sekil 4.4, 4.5).
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Sekil 4.4: Western blot analiz sonucu.

Tablo 4.8: Western blot analizlerinin gruplar aras1 karsilastirma sonuglari.

Kaspaz 3 Kaspaz 9 Boliinmiis Boliinmiis
Kaspaz 9 Kaspaz 9
(37 kDa) (35 kDa)
Calisma
Gruplan Ortalama Fark | Ortalama Fark | Ortalama Fark Ortalama Fark
(%95 Giiven (%95 Giiven (%95 Giiven (%95 Giiven
Arahigy) Arahidy) Arah@y) Arahi@)
p Degeri p Degeri p Degeri p Degeri
Kontrol/ -0,26 0,55 -0,68 0,90
WGA (-0,57)- (0,05) (0,12)- (0,97) (-1,16)- (-0,2) (-0,22-2,01)
0,1093 0,0147 0,009 0,1225
Kontrol/ -1,14 0,65 -0,74 -0,52
CP (-1,45)- (-0,83) (0,22)- (1,08) (-1,22)- (-0,25) (-1,64)- (0,60)
<0,0001 0,0053 0,0056 0,4825
Kontrol/ -0,20 0,56 -0,37 -1,39
WGA+CP (-0,51)- (0,11) (0,14)- (0,99) (-0,85)- (0,12) (-2,51)- (-0,28)
0,2331 0,0125 0,1506 0,0169
WGA/ -0,89 0,11 -0,06 -1,42
cp (-1,20)- (-0,57) (-0,32)- (0,53) (-0,54)- (0,43) (-2,53)- (-0,30)
<0,0001 0,8547 0,9806 0,0153
WGA/ 0,05 0,02 0,31 -2,29
WGA+CP (-0,26)- (0,36) (-0,41)- (0,44) (-0,17)- (0,80) (-3,41)- (-1,17)
0,9434 0,9993 0,2466 0,0008
cp/ 0,94 -0,09 0,37 -0,87
WGA+CP (0,63)- (1,26) (-0,52)- (0,34) (-0,12)- (0,85) (-1,99)- (0,25)
<0,0001 0,905 0,1483 0,1353
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Sekil 4.5: Gruplar aras1 Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 sonuglari (*: p<0,05).

Western blot analizi sonrasi ¢alisma parametrelerine ait elde edilen sonuglarin
beta-aktin degeri kullanilarak normalize edilmesiyle boliinmiis Kaspaz 9 (37 kDa)
/beta aktin orani ortalama olarak kontrol grubunda 1,0; WGA grubunda 1,68; CP
grubunda 1,74 ve WGA+CP grubunda 1,37 bulundu (Tablo 4.7). Bu verilere
dayanilarak yapilan istatistiki analizlerde kontrol grubuna gére WGA (p:0,009) ve CP
(p:0,006) gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis gdzlendi. Kontrol grubuna
gore WGA ve CP gruplarinda anlamli bir artisa sebep olmakla birlikte kombine
WGA+CP uygulamasi hem kontrol (p:0,151) hem de WGA (p:0,247) ve CP (p: 0,148)
gruplariyla istatistiksel olarak benzer bulundu (Tablo 4.8) (Sekil 4.4, 4.6).

Western blot analizi sonrasi ¢alisma parametrelerine ait elde edilen sonuglarin
beta-aktin degeri kullanilarak normalize edilmesiyle boliinmiis Kaspaz 9 (35 kDa)
/beta aktin orani ortalama olarak kontrol grubunda 1,0; WGA grubunda 0,10; CP
grubunda 1,52 ve WGA+CP grubunda 2,39 olarak bulundu (Tablo 4.7). Bu verilere
dayanilarak yapilan istatistiki analizlerde kontrol grubuna gére WGA+CP grubunda
(p:0,017) istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlendi. En fazla artisin oldugu
WGA+CP grubu WGA grubuyla kiyaslandiginda (p:0,001) istatistiksel olarak anlamli
bir artis gosterirken CP grubuna gore (p:0,135) istatistiksel olarak benzer bulundu
(Tablo 4.8) (Sekil 4.4, 4.6).
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Sekil 4.6: Gruplar aras1 Boliinmiis Kaspaz 9 karsilagtirma sonuglar (*: p<0,05).

4.5. RT-gPCR Bulgulan

4.5.1. Apoptotik Belirteclere Ait RT-gPCR Bulgular:

RT-gPCR analizi neticesinde mRNA ekspresyon diizeylerinin kontrol grubuna
kiyasla WGA uygulanmis grupta Sit-c (p:0,018) ve Bcl-2 (p:0,002) diizeylerinin
baskilandig1 ve sirasiyla 0,26 ve 0,56 kat azalmis oldugu bulundu. Kaspaz-3 mRNA
ekspresyon diizeyinin ise 1,62 (p:0,006) kat, Bax mRNA ekspresyon diizeyinin 7,36

kat (p:<0,001) artarak uyarilmis oldugu bulundu (Tablo 4.9) (Sekil 4.7).

Tablo 4.9: WGA grubu RT-qPCR analizi sonuglari.

WGA
rI;kRs Ip\)lfe\:syon Standart | %95 Giiven |p Sonug

Genler Diizeyi Hata Arahgi Degeri
Sit-c 0,26 0,07-0,87 |0,03-2,87 0,018 Baskilanma
Bax 7,36 4,17-13,64 | 2,31- 19,93 <0,001 Uyarilma
Bcl-2 0,56 0,38-0,81 | 0,29-1,03 0,002 Baskilanma
Kaspaz-3 | 1,62 1,11- 2,30 0,78- 3,58 0,006 Uyarilma

Apoptotik indeks [100 x (Bax/Bcl-2)] = 1314,29
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Sekil 4.7: WGA grubu mRNA ekspresyon sonuglari (*: p<0,05; **: p<0,005).

RT-gPCR analizi neticesinde kontrol grubuna kiyasla CP uygulanmis grupta
Bax (p:0,001) mRNA ekspresyon diizeyinin 4,52 kat uyarilmis oldugu ve Bcl-2
(p<0,001) mRNA ekspresyon diizeylerinin 0,25 kat baskilanmis oldugu bulundu.
Kaspaz-3 diizeyinin 0,79 (p:0,096) kat, Sit-c diizeyinin 0,56 (p:0,232) kat azaldigi
ancak istatistiksel olarak kontrol grubuyla benzer oldugu goriildii (Tablo 4.10) (Sekil

4.8).
Tablo 4.10: CP grubu RT-qPCR analizi sonuglari.
CP
MRNA
Standart | %95 Giiven |p

Genler ElfSpr?Syon Hata Arahg Degeri Sonug

Diizeyi
Sit-c 0,56 0,18-1,69 | 0,05-6,44 0,23 Benzer
Bax 4,52 2,32-8.69 | 1.1-14.36 0,001 Uyarilma
Bcl-2 0,25 0,16-0,44 | 0,13-0,57 <0,001 | Baskilanma
Kaspaz-3 | 0,79 0,54-1,14 | 0,43-1,76 0,096 Benzer

Apoptotik indeks [100 x (Bax/Bcl-2)] = 1808

o1
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Sekil 4.8: CP grubu mRNA ekspresyon sonuglari (**: p<0,005).

RT-gPCR analizi neticesinde kontrol grubuna kiyasla WGA+CP uygulanmis

grupta Bax (p:0,001) mRNA ekspresyon diizeyinin 5,88 kat uyarilmis oldugu; Bcl-2
(p:0,002), Kaspaz-3 (p:0,02) ve Sit-c (p:0,048) mRNA ckspresyon diizeylerinin

baskilanmis oldugu ve sirasiyla 0,3; 0,54; 0,42 kat azalmis oldugu bulundu (Tablo

4.11) (Sekil 4.9).
Tablo 4.11: WGA+CP grubu RT-gPCR analizi sonuglari.
WGA+CP
MRNA o ..
Genler Ekspresyon Standart 7095 Guyen F,) . Sonu¢
.. Hata Arahg Degeri
Diizeyi
Sit-c 0,42 0,18 -1,40 0,06 — 3,23 0,048 Baskilanma
Bax 5,88 2,93-12,04 1,78 -21 0,001 Uyarilma
Bcl-2 0,30 0,17-0,49 0,12-1,45 0,002 Baskilanma
Kaspaz-3 0,54 0,27- 1,08 0,22-1,44 0,02 Baskilanma
Apoptotik indeks [100 x (Bax/Bcl-2)] = 1960
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Sekil 4.9: WGA+CP grubu mRNA ekspresyon sonuglar1 (*: p<0,05; **: p<0,005).

4.5.2. Tla¢ Direnci Genlerine Ait RT-gPCR Bulgular

ABCG2 mRNA ekspresyon diizeyinin 1,503 (p:0,027) kat artarak uyarilmis oldugu

RT-gPCR analizi neticesinde kontrol grubuna kiyasla WGA uygulanmis grupta

bulundu (Tablo 4.12) (Sekil 4.10).

Tablo 4.12: WGA grubu ilag direnci iligkili genlerin RT-gPCR analizi sonuglari.

WGA
MRNA
Standart %95 Giiven

Genler Eksp.resy{on Hata Arahg Degeri Sonug

Diizeyi
ABCB1 0,998 0,725-1,423 | 0,671-1,834 0,999 Benzer
ABCC1 1,125 0,995-1,307 | 0,843-1,430 0,166 Benzer
ABCG?2 1,503 1,131-2,582 | 0,944-2,926 0,027 | Uyarilma

Ekspresyon Crani
{Misli artisfazalis)

ABCC1
Gen

Sekil 4.10: WGA uygulanmis grubun ilag direnci genleri analiz sonuglart (*:
p<0,05).
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RT-gPCR analizi neticesinde kontrol grubuna kiyasla CP uygulanmis grupta
ABCC1 mRNA ekspresyon diizeyinin 2,035 (p:0,009) kat artarak uyarilmis oldugu

bulundu (Tablo 4.13) (Sekil 4.11).

Tablo 4.13: CP grubu ila¢ direnci iligkili genlerin RT-qPCR analizi sonuglari.

CP
MRNA
Standart | %95 Giiven
Genler Eksp‘resyon Hata Arahg Degeri Sonu¢
Diizeyi
ABCB1 2,144 1,158-3,594 | 0,735-5,571 | 0,091 Benzer
ABCC1 2,035 1,488-2,977 | 1,257-3,417 | 0,009 | Uyarilma
ABCG2 1,315 0,788-2,184 | 0,589-3,430 | 0,327 Benzer

(Misli artis/azalis)
N

Ekspresyon Orani

Sekil 4.11: CP uygulanmis grubun ila¢ direnci genleri analiz sonuglart (*: p<0,05).

RT-gPCR analizi neticesinde kontrol grubuna kiyasla WGA+CP uygulanmis
grupta ABCB1 mRNA ekspresyon diizeyinin 3,745 (p:0,007) kat, ABCC1 mRNA

ekspresyon diizeyinin 2,913 (p:0,018) artarak uyarilmis oldugu bulundu (Tablo 4.14)
(Sekil 4.12).

Tablo 4.14: WGA+CP grubu ila¢ direnci iligkili genlerin RT-gPCR analizi sonuglari

WGA+CP
Ek?;':;/\on Standart | %95 Giiven | p Somus
Genler . Hata Arahg Degeri
Diizeyi
ABCB1 3,745 2,705- 5,583 | 2,136-8,026 | 0,007 | Uyarilma
ABCC1 2,913 2,249- 4,374 | 1,970-5,143 | 0,018 | Uyarilma
ABCG2 1,436 0,824- 2,525 | 0,732-4,454 | 0,416 Benzer
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Sekil 4.12: WGA+CP uygulanmis grubun ilag direnci genleri analiz sonuglart (*:
p<0,05).
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5. TARTISMA

Hiicre sitotoksisitesi ve proliferasyon deneyleri temel olarak hiicrenin bir ilaca
veya herhangi bir kimyasal ajana kars1 hayatta kalmasi veya 6liimii i¢in bir gosterge
olarak kullanilir. Ozellikle ilag endiistrisi, gelistirilen ajanlarmn hiicreler iizerindeki
etkilerini belirlemek i¢in sitotoksisite deneylerini yaygin olarak kullanmaktadir (96).
Bu testlerden biri olan MTT testinin en yaygin kullanim sekli, kontrol grubu ile
ilag/ajan uygulanan grubun canliligim1 Kkarsilagtirarak farkli konsantrasyonlarda
uygulanan ilag/ajanin ICso degerinin tespit edilmesidir. MTT testi, potansiyel ilaglarin
in vitro ila¢ etkilerinin belirlenmesine ve ilag direncinin incelenerek klinik

uygulamalar i¢in 6ngoriide bulunulmasina yardimei olur (97).

Lorea ve ark. (14) in vitro olarak 3 insan melanom modeli (SK-MEL-28, HT-
144 ve C-32) lizerinde 0,5; 0,05 ve 50 pg/mL dozlarinda WGA uygulamasi sonrasinda
WGA’nin 3 melanom modelinde de zaman ve doza bagimli olarak hiicre
proliferasyonunda belirgin bir inhibisyona neden oldugunu ve ayrica SK-MEL-28 ve
HT-144 melanom hiicre hatlarinda 20 pg/mL WGA uygulamasinin MTT testi ile

ol¢iilen global hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini gostermislerdir.

Bu bilgiler 15181inda ¢alismamizda WGA’nin G361 melanom hiicre hattinda
sitotoksik etkisini incelemek ve ICso dozunu belirlemek amac ile ilk olarak MTT
analizi yapildi. 1- 500 pg/mL arasi degisen 8 farkli konsantrasyonda 24 saat WGA
uygulamasi sonrasi yapilan MTT analizinde literatiir ile uyumlu olarak doza bagimli
sitotoksik etkinin arttig1 tespit edildi ve ICso dozu 65.26 pg/mL olarak hesaplandi
(Sekil 4.1).

Oksidatif stres ve antioksidan durumun degerlendirilmesi i¢in kullanilan pek
cok parametre vardir. Malondialdehit, glutatyon, glutatyon peroksidaz, Glutatyon S-
transferaz aktivitesi, siliperoksit dismutaz ve katalaz aktivitesi gibi ¢ok sayida
parametrenin ayn1 anda 6l¢iilmesi ve degerlendirilmesi zor, zaman alic1 ve ekonomik
olmayan bir yontemdir. Bu nedenle genel durum gostergesi olarak kullanilabilecek
TOS/TAS gibi toplam oksidan/antioksidan denge hakkinda bilgi saglayan 6l¢timler
daha pratik ve ekonomiktir. Ayrica bu iki analizden yola ¢ikarak hesaplanan OSI,
oksidatif stres ve antioksidan durumun genel dengesinin degerlendirilmesini miimkiin
kilmaktadir (95,98).
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Signorello ve ark. (102) saglikli goniilliilerden alinmis taze vendz kandan elde
ettikleri yikanmig trombositlerin WGA dahil 3 lektin tiireviyle uyarilmasi sonrasinda
trombositlerin  oksidatif durumunu gosteren ROS, siiperoksit anyonu, lipid
peroksidasyonu, NADPH oksidaz aktivitesi, GSH ve membran SH gruplar gibi ¢esitli
parametreler iizerindeki etkisini incelemislerdir. WGA ile uyarilan trombositlerde
GSH igerigi ve membran SH gruplarinin azaldigi ancak kalan tim parametrelerin
artigr dolayisiyla da trombosit oksidatif stresinin indiiklendigi ve antioksidan

savunmanin azaldig1 bulunmustur.

Bagka bir ¢aligmada Liu ve ark. (103) fare bag dokusu L929 fibroblast hiicre
hattina 0,250 uM WGA uygulanmasi sonrasinda plazma membraninda lipid

peroksidasyonunun ve iiriinii olan malondialdehitin 2 kat arttigini géstermislerdir.

Karlsson (104) in vivo ekstidattan izole edilen nétrofillerdeki glikokonjugatlara
WGA (2 pg/mL) baglanmasinin yogun bir oksidatif yanita neden olarak hem hiicre igi

hem hiicre dis1 siiperoksit anyon iiretimine yol agtigini gostermistir.

Sunulan bu tez ¢alismasi1 kapsaminda yapilan oksidatif stres ve antioksidan
durum analizlerinde yukarida bahsedilen literatiir verilerine benzer sekilde WGA
uygulanan grupta kontrol grubuna kiyasla TOS ve OSI degerlerinin istatistiksel olarak
anlamli olacak sekilde yiiksek oldugu ve TAS degerinin de yine kontrol grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde diisiik oldugu tespit edilmistir (Sekil
4.2).

Wozniak ve ark. (105) intraperitoneal B16 melanom hiicre nakledilen
farelerden elde edilen beyin, akciger ve karaciger doku homojenatlarinda ve kan
eritrositlerinde analiz edilen siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz
aktivitesi ve malondialdehit konsantrasyonunda artis meydana geldigini
gostermislerdir. Melanom hiicrelerindeki 6zellikle oksidatif stres savunmasinda yer
alan enzimlerin seviyesindeki artiglar hem oksidatif stres ile miicadele edilebilmesi
hem de reaktif oksijen tiirii iireticisi olan baz1 kemoterapétik ilaglara direng gelismesi
ile iliskilendirilmistir. Ozellikle melanom tedavisinde alkilleyici gruptaki platin grubu
bilesiklere kemoterapi direncinden sorumlu tutulan melanom hiicrelerindeki GSH
seviyeleri gibi antioksidan savunmalarin azaltilmasi umut vadeden bir strateji olarak

goriinmektedir (106).
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Campagna ve ark. (107) melanom hiicre hattinda asir1 eksprese edilen
mitokondri i¢ membranindaki koenzim Q10’a yiiksek afinite ile baglanip siiperoksit
anyon salimmini dolayisiyla reaktif oksijen iiretiminin azaltilmasini saglayan
paraoksanaz enzimini baskiladiklarinda A375 melanom hiicre hatlara Sisplatin (4 ve
8 uM) uygulanmasi sonras1 hem reaktif oksijen iiretiminin arttigini hem de MTT testi

ile tespit edilen hiicre canliliginin belirgin sekilde azaldigini gostermislerdir.

Bu tez c¢alismasi kapsaminda elde edilen bulgulara gore, TAS analizinde,
Kontrol grubu ile CP grubunun istatistiksel olarak benzer bulunmasi melanom
tedavisindeki platin grubu kemoterapdtiklere gelisen direng mekanizmasinda sorumlu
tutan yukaridaki literatiir verileriyle uyumlu bulunmustur. WGA+CP kombinasyonun
TOS, TAS ve OSI analizlerinde CP grubuna goére anlamli bir fark olusturmadig ve
dolayisiyla CP etkinligini degistirmedigi bulunmustur (Tablo 4.2, 4.3, 4.4).

Gastman ve ark. (17) WGA’nin apoptotik etkilerini degerlendirmek igin
yaptiklar1 ¢alismada Jurkat-S hiicrelerini 10 ug/mL WGA ile 30 dakika ve 3 saat
inkiibe edip yikadiktan sonra yaptiklar1 flow sitometri analizinde annexin V
pozitifligini 30 dakikalik inkiibasyonda %39; 3 saatlik inkiibasyonda %52 olarak tespit
etmiglerdir. Ayni calismada WGA nin apoptotik mekanizmasini belirlemek i¢in Jurkat
hiicrelerinden WGA ile 30 dakika ve 3 saat inkiibe ederek elde ettikleri lizatlardan
calistlan Western blot analizinde Kaspaz-2, -3, -7 ve -8 aktivasyonunun
indiiklenmedigini ancak Kaspaz-9 aktivasyonunun indiiklendigini hem de 30 dakikalik
uygulamadan sonra meydana gelen apoptozis indiiksiyonuyla ayn1 zamana denk
geldigini  tespit etmislerdir. Western blot analiziyle 30 dakikalik WGA
inkiibasyonunun Sitokrom-c’ nin hizl bir sekilde salinmasina da yol agtig1 dolayisiyla
WGA aracili apoptoziste mitokondriyal yolun dahil oldugu sonucuna ulagilmistir.
WGA ile 5 saatlik inkiibasyon sonrasinda Kaspaz-3, -6, -8 aktivasyonunun tespit
edilmesi ve 10-12 saatlik inkiibasyondan sonra da daha da artmis olmas1 Sitokrom ¢
salmmimin ve Kaspaz-9 aktivasyonunun apoptotik siireci arttirmasi olarak

yorumlanmustir.

Liu ve ark. (103) fare bag dokusu 1929 fibroblast hiicre hattina 24 saat boyunca
0,3-0,5 uM WGA uygulamasi sonrasi immunblotlama analizinde Bax ve Kaspaz-3
protein ekspresyonlarinin arttigini;; Bcl-2 protein ekspresyonunun azaldigini

gostermislerdir. Bununla birlikte 24 saat boyunca 50-800 uM WGA uygulamasi

58



sonras1 hem floresan hem de transmisyon elektron mikroskobisi ile apoptotik cisimler

gdzlenmemistir ve bu durum atipik apoptoz olarak belirlenmistir.

Srinivasula ve ark. (108), Apaf-1 tarafindan prokaspaz-9'un aktivasyon
mekanizmasini agiklamak ig¢in rekombinant bilesenler ile bir in vitro Apaf-1-
prokaspaz-9 aktivasyon sistemi tasarlayarak yaptiklar1 ¢alismada prokaspaz-9'un
Apaf-1 aracili islenmesinin, prokaspaz-9'un kendi i¢sel oto-katalitik aktivitesi ile Asp-
315'te gergekleserek 35 kDa'lik(p35) bir par¢a olusturmasini indiikledigini, siirecin
devaminda da prokaspaz-3’in Kaspaz-9 tarafindan aktive edildiginde, kalan
prokaspaz-9'a geri besleme yaparak daha aktif kaspaz-9 olusturmak i¢in onu Asp-
330'da kesip 37 kDa'lik (p37) bir parca olusturarak kaspaz kaskadinin g¢ogalmasini

sagladigin1 gostermislerdir.

Yapilan bu ¢alismada WGA’nin 24 saat 1Csp dozunda uygulandigi grupta
ELISA analiziyle degerlendirdigimiz Bax, Bcl-2 ve Sit-c diizeylerinin kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlaml diizeyde artmis oldugu tespit edildi (Sekil 4.3).
Apoptozu indiikleyen Bax protein diizeyinin apoptozu baskilayan Bcl-2 protein
diizeyine bolinmesi ile bulunan apoptotik indeks degeri Kontrol grubunda 133,3 iken
WGA grubunda artarak 209,09’a yiikseldigi ve sonugta WGA nin melanom hiicreleri
tizerinde Sit-c aracili apoptozu indiikledigi tespit edilmistir (Tablo 4.5). Western blot
analiziyle degerlendirdigimiz Kaspaz 3 diizeyi artmig olmakla birlikte istatistiksel
acidan kontrol grubuna benzer bulunmustur. Kaspaz 9’un ise aktivasyonu ile olusan
boliinmiis Kaspaz 9 (37 kDa) ve (35 kDa) formlarinin aktif formu olan p37°nin kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlaml artig gosterdigi tespit edilmistir (Tablo 4.8).
RT-gPCR analiziyle degerlendirilen Kaspaz 3 ve Bax mRNA ekspresyon diizeyi
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olarak artmis bulunmustur. Sitokrom-
c ve antiapoptotik protein olan Bcl-2 mRNA ekspresyonlarinin ise baskilandigi tespit
edildi. Apoptotik bir belirteg olan Bax/Bcl-2 oranin kontrol grubuna kiyasla %1314,29
artigt bulundu (Tablo 4.9). Tez kapsaminda yapilan tiim analizler birlikte
degerlendirildiginde WGA’nin melanom hiicreleri iizerinde olusturdugu sitotoksik
etkinin total oksidatif stresin arttirilip total antioksidan kapasitenin de azaltilmasi
sonucunda intrensek apoptoz yolunun aktive olarak hiicre Gliimiiniin
gerceklesmesinden  kaynakladigini gostermektedir. ELISA yontemiyle
degerlendirdigimiz Sitokrom-c ve Bcl-2 protein diizeylerinin kontrol grubuna goére
artmis bulunmasma ragmen mRNA ekspresyon diizeyinin azalmis bulunmasi: 24
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saatlik inkiibasyonu takiben analizler gergeklestirildigi icin bu esnada negatif feedback
mekanizmasiyla artmis protein diizeyinin mRNA ekspresyonunu baskilamis

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Sisplatinin sitotoksik etkisinin, ilacin hiicreye girisinden apoptozisin son
asamalarina kadar uzanan karmasik bir siirece bagli olmasi nedeniyle (Sekil 2.3) ve bu
sirecin herhangi bir asamasinda degisiklik olusturan hiicre i¢i olaylarin apoptozu
engelleyerek ilag direncine neden olmasi miimkiindiir (109). Cok sayida solid tiimoriin
tedavisinde tek basma ya da kombinasyon olarak kullanilan Sisplatin, metastatik
hastaliktan etkilenen hastalarin %15'inde 3 aylik ortalama stireyle genel bir yanit orani
olusturarak ileri evre melanom tedavisinde sistemik sitotoksik kemoterapide
benimsenen anti-neoplastik ilaglar arasinda yer almakla birlikte melanom hiicrelerinin
direnci nedeniyle etkili uzun vadeli sonuglar1 olmadig1 da agiktir (107). Sisplatin
kombinasyon kemoterapisi bir¢ok kanserin tedavisinin temelini olusturur. Yan etkileri
ve direnci azaltmak i¢in Sisplatin genellikle over, safra yolu, akciger, prostat, melanom
ve serviks kanserleri gibi malignitelerin tedavisinde kombinasyon halinde
kullanilmaktadir ancak daha etkili anti-tiimor ilag tedavi rejimlerinin gelisebilmesi i¢in

daha fazla dogal/kimyasal kanser ilaglariyla daha fazla ¢alismaya ihtiyag¢ vardir (110).

Tez kapsaminda yapilan ELISA analizinde kontrol grubuna gore hem
proapoptotik protein olan Bax diizeyinin hem de (Bax / Bcl-2) oraniyla hesaplanan
apoptotik indeksin WGA+CP grubunda en fazla artis gosterdigi dolayisiyla Sisplatinin
sitotoksik etkisinin WGA uygulanmas1 ile arttirilabilecegi ve apoptozun
uyarilabilecegi diisiiniilmiistiir (Sekil 4.3). ELISA analizindeki verilerle hesaplanan
apoptotik indeksin RT-qPCR analiziyle elde edilen mRNA ekpresyon verilerinden
elde edilen apoptotik indeksle uyumlu olarak en fazla WGA+CP grubuna ait oldugu
bulundu (Tablo 4.11). WGA+CP kombinasyonun ELISA analiziyle 6l¢iilen Sitokrom-
¢ diizeyini hem kontrol hem de CP grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olarak
arttirmis olmas1 WGA’nin mevcut melanom tedavisindeki CP’ nin sitotoksik etkisini

arttirabilecegini diisiindiirmiistiir.

Liedert ve ark. (10) Sisplatin direncinde ABCC2’nin roliinii aydinlatmak igin
stirekli Sisplatine maruz birakilarak direngli hale getirilmesiyle olusturulan MeWo CIS
1 melanom hiicre hattinda bu proteinin ekspresyonunu analiz ettiklerinde ABCC2’nin

Northern blot ile belirlenen mRNA ve Western Blot ile belirlenen protein diizeyinde
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belirgin bir artis oldugunu tespit etmislerdir. Sisplatine direngli melanoma
hiicrelerinde ABCC2’nin asir1 ekspresyonunun, immiinositolojik analizle 6lgiilen
niikleer DNA’da platinle indiiklenen zincir i¢i ¢apraz baglarin olusumunun azalmasi
ile birlikte oldugu ve DNA platinasyonundaki azalmanin Sisplatin ile indiiklenen
apoptoza ugrama direncine de eslik ettigi ve gosterilmistir. MeWo CIS 1'de ABCBL,
ABCC1 veya ABCG2 gibi alternatif ilag¢ direnciyle iligkili ABC tastyicilarinin ne RT-
PCR ve northern blot ile 6l¢iilen mRNA diizeyinde ne de western blot ile belirlenen

protein diizeyinde ekspresyonu bulunamamuistir.

Ichihashi ve Kitajima (111) sekiz melanom hastasindan alinan 18 G&rnegin
formalinle sabitlenmis, parafine gdmiilmiis kesitlerini kullanarak RT-PCR analiziyle
kemoterapiden 6nce ve sonra ABCB1 ve ABCCL genlerinin ekspresyonundaki
degisiklikleri mRNA diizeyinde inceledikleri ¢alismada yedi primer melanomdan
besinin kemoterapiden dnce bile belli bir 6l¢iide ABCC1 genini eksprese ettigini ancak
birinci ve ikinci kemoterapi kiirlerinden sonra alti hastada ABCC1 mRNA/b-aktin
mRNA oraninin ayn1 hastalardaki kemoterapi oncesi seviyelere kiyasla arttigin1 ancak
melanom  vakalarinin  higbirinde ABCB1 ekspresyonunun  bulunmadigini
gostermislerdir. Bu sonuglar, ABCC1 gen ekspresyonun malign melanomda
kemoterapi ilaglarna maruz kalmadan oOnce bile igsel olarak mevcut olup
kemoterapiden sonra artmasi dolayisiyla malign melanomda ABCC1’in kemoterapi

direncini artirmada rol oynuyor olmasi olarak yorumlanmustir.

Ilag direnci iliskili genlerin (ABCB1, ABCC1 ve ABCG2) mRNA diizeyinde
ekspresyonlarinin incelendigi bu ¢alismada literatiir ile uyumlu olarak 24 saat ICso
dozunda CP uygulanan grupta kontrol grubuna gére ABCC1 gen ekspresyonun 2,035
kat artmis oldugu tespit edildi (Tablo 4.13). WGA’nin herhangi bir hiicre hattinda in
vitro ya da in vivo olarak ABC tasiyicilar lizerindeki etkisini gosteren hentiiz bir
calisma olmadig1 gézlenmistir. WGA’ nin G361 melanom hiicreleri iizerindeki ¢oklu
ilag direnci iligkili glikoproteinlerin mRNA ekspresyonlar1 {izerine olan etkilerinin
arastirildigi bu ¢alismada ABCG2 ekspresyonunun kontrol grubuna gore 1,503 kat
arttig1 tespit ve elde edilen bu bulgularin literatiire 6nemli katki saglayacagi (Tablo
4.12). WGA+CP kominasyonunun ise ABCB1 gen ekspresyonunu 3,745 kat; ABCC1
gen ekspresyonunu ise 2,913 Kkat arttirdigi bulundu (Tablo 4.14). Kombinasyon
uygulamasinin ABCB1 gen ekspresyonunu CP uygulamasina gore daha fazla arttirmis
olmasi ilag¢ etkinliginin onilinde bir engel olusturabilecegi ve ila¢ direnci olusmasina
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neden olabilecegini diisiindiirmektedir. Ila¢ direncinin giderek &nem kazandig
melanomda bu genlerdeki degisikliklerin tespitinin ¢ok Onemli oldugu
distiniilmektedir. Olas1 hedefe yonelik tedavi asamalarinin olusturulabilmesi igin bu
bulgular aydinlatic1 olacak ve terapétik stratejilerin gelistirilmesinde yol gosterici

olacaktir.

Tez galismasi kapsaminda WGA ve Sisplatinin melanom hiicre hatt1 {izerinde
apoptoza neden olabilecegini diisiindiiren yolaklar deneysel olarak test edilmis ve
intrensek apoptoz yolagi haricindeki hiicre 6liim mekanizmalari i¢in finansal zorluklar
nedeniyle molekiiler diizeyde ayrintili analizler yapilamamistir. Bu durum tez

caligmasinin en 6nemli kisitlilig1 olarak degerlendirilmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Giliniimiizde melanom ciddi bir halk saglig1 sorunudur. Molekiiler karmasikligi
ve heterojenligi ile karakterize olan melanom, patogenezinin anlagilmasi ve etkili bir
sekilde tedavi edilmesi konusunda oOnemli zorluklar teskil etmektedir. Kanser
tedavisinde yaygin olarak kullanimda olan kemoterapétik ilaglarin sinirhi etkinlikleri
ve kullanimini kisitlayan ciddi yan etkileri alternatif yeni tedavi yontemleri/ajanlari

arayisinin en onemli sebepleridir.

Tez calismasi bulgulart G361 melanom hiicrelerinde in vitro etkisi test edilen
WGA’nn total oksidan kapasiteyi arttirip, total antioksidan kapasiteyi de azaltarak
oksidatif strese bagli apoptozu indiikledigini ve dolayiyla melanom tedavisinde

potansiyel bir ajan oldugunu géstermektedir.

Ileri evre melanom tedavisinde sistemik kemoterapi protokollerinde yan etki
ve direnci azaltmak i¢in kombinasyon halinde kullanilan Sisplatinin ¢alismamizda
WGA ile kombinasyonun ELISA yontemiyle test edilen apoptotik belirteclerin (Bax
ve Sit-C) ve hesaplanan apoptotik indeks degerinin hem kontrol hem de CP grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttirmis olmasi ve ayrica RT-gPCR
verilerinden hareketle hesaplanan apoptotik indeks degerinin en fazla WGA+CP
grubuna ait olmas1 mevcut kombinasyonla Sisplatin sitotoksisitesinin arttirilarak daha

etkili anti-tiimor tedavi protokolii gelistirilebilmesi i¢in umut vadetmektedir.

Tez kapsaminda in vitro etkisi ortaya konan WGA+CP uygulamasinin
biyokimyasal ve molekiiler etki mekanizmalarinin daha derinlemesine in vitro ve in
vivo c¢aligmalarla ortaya konulmasi melanom tedavisindeki etkinliginin daha iyi

anlasilmasini saglayacaktir.
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