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Amag:

Diinyada ve Tiirkiye’de en sik goriilen kanser tiirlerinden biri olan meme kanseri, kan-
ser nedenli 6liim oranlari arasinda ilk siralarda yer almaktadir. Bu nedenle bu hastaligin
tedavisine yonelik yeni aragtirmalar yapilmaktadir. Bu ¢alismada, giiclii bir antioksidan
olan melatoninin kanserle olan iliskisinin ve kanser hastaliginin tedavisi yontindeki kat-
kisinin arastirilmast amaglanmustir.

Gerec ve Yontemler:

Calismamizda, melatoninin sitotoksik dozlarmni ve IC50 degerini belirleyebilmek igin
MCEF-7 hiicre hattma 10 nM—100.000 nM araliginda melatonin konsantrasyonlart uygu-
landi. Melatonin uygulamasinin ardindan hiicre canlilig1 analizi yapildi ve melatonin
icin etkin dozlar belirlendi. MCF-7 hiicreleri, 5 konsantrasyon (10, 100, 1000, 10.000 ve
100.000 nM) melatonin dozu ile 24 saat inkiibasyon islemine tabi tutuldu. Tiim gruplar-
da melatoninin sitotoksisitesi, toplam antioksidan kapasite ve toplam oksidan diizeyi,
apoptotik aktivite (Bax ve p53 immiinopozitifligi) ve pS3 gen ekspresyon diizeyleri in-
celendi.

Bulgular:

Yirmi dort saatlik inkiibasyon sonunda MCF-7 hiicrelerine uygulanan melatoninin hiicre
proliferasyonunu inhibe ederek sitotoksik etki yaptigi (p<0.05), pS3 gen ekspresyonunu
ve Bax protein sentezini artirdig1 tespit edildi. Immiinsitokimyasal boyamada Bax ve
p53 immiinpozitifliginin arttig1 belirlendi. Ayrica melatonin tedavisi TAS’1 artirip TOS™u
azaltti.

Sonug:

Bu etkiler, melatoninin p53 gen ekspresyonu ve Bax proteinindeki artisa bagli olarak
apoptoz aktivasyonunu indiikledigini ve dolayistyla kanser tedavisinde kullanilabilecek
yardimeci bir ajan olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler:
Apoptoz, Bax, Meme Kanseri, Melatonin, p53
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ABSTRACT

Objective:

Breast cancer, one of the most common cancer types in the
world and in Turkey, ranks first among cancer-related deaths.
For this reason, new researches are carried out for the treat-
ment of this disease. We aimed to investigate the relationship
of melatonin, a powerful antioxidant, with cancer and its
contribution to the solution of cancer.

Material and Methods:

In our study, melatonin concentrations in the range of 10 nM—
100,000 nM were applied to the MCF-7 cell line to determine
the cytotoxic doses and IC50 value of melatonin. Cell viabili-
ty analysis was performed after melatonin administration and
effective doses were determined for melatonin. MCF-7 cells
were incubated for 24 hours with 5 concentrations (10, 100,
1000, 10,000 and 100,000 nM) doses of melatonin. Cytotox-
icity of melatonin, total antioxidant capacity and total oxidant
level, apoptotic activity (Bax and p5S3 immunopositivity) and
P53 gene expression levels were examined in all groups.

Results:

At the end of the 24-hour incubation, it was determined that
melatonin administered to MCF-7 cells inhibited cell proli-
feration and had a cytotoxic effect, increasing pS3 gene ex-
pression and Bax protein synthesis. It was determined that
Bax and p53 immunopositivity increased in immunocyto-
chemical staining. In addition, melatonin treatment increased
TAS and decreased TOS.

Conclusion:

These effects show that melatonin induces apoptosis activa-
tion due to the increase in p53 gene expression and Bax pro-
tein, and thus may be an adjunctive agent that can be used in
cancer treatment.

Key Words:

Apoptosis, Bax, Breast cancer, Melatonin, p53

GIRIS

Kanser, viicudun herhangi bir yerinde meydana gelen kont-
rolsiiz hiicre bdliinmesi seklinde karsimiza ¢ikan, yiiksek
morbidite ve mortalite oranlariyla da 6nemi giderek artan bir
hastalik tablosudur (1-3). Kadimnlar arasinda goriilme sikligt
ve insidansi giderek artan meme kanseri tiim kanser tiirleri
arasinda ikinci sirada yer almaktadir (4, 5). GLOBOCAN
(The Global Cancer Observatory)’dan elde edilen verilere
gore 2018 yilinda tilkemiz genelinde 22.345 kadin (tiim kan-
serlerin %10,6’s1) meme kanseri tanisi almistir. Bu sonuglara
gore de meme kanseri yeni kanser tanist almig olan vakalar
icinde diinya genelinde ikinci sirada yer almaktadir (4).
Meme kanseri, olduk¢a karmagik ve tehlikeli bir hastaliktir (6).
Coklu ilag direncinin meydana gelmesi, anti-timdr ajanlarimn
spesifik olmayan sistemik dagilimi, tiimor bolgesine ulasa-
mayan ila¢ konsantrasyonlart ve sitotoksisite gibi durumlar
nedeniyle tedavisi giderek daha da zor bir hal almustir (6, 7).
Heniiz, meme kanserini 6nleyici kesin bir yontem bulun-
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mamakla birlikte, kemoterapétik tedavilere ek olarak uygu-
lanabilecek alternatif tedaviler hem kemoterapinin zararl
etkisini en aza indirmek i¢in hem de tedavi seceneklerinin
artmast agisindan oldukca 6nemlidir (8). Tiimor baskilayict
genler arasinda yer alan p53 geni, normalde inaktif olarak bu-
lunur (9). DNA sentez ve tamirinde, hiicre farklilagsmasinda
ve programlanmis hiicre 6liimiinde (apoptoz) gorev almak-
tadir (10). Kanser hastalarinda en fazla oranda mutant olan
p53 geni, kanser tiirlerinin yaklasik %50-55’inde mutasyona
ugramakta, hatta bu mutasyon bazi kanser tiirlerinde her iki
allelde de meydana gelmektedir (11). Apoptoz, organizma-
da var olan homeostazi koruyan bir olaydir (12). Kanserle
iligkili olan apoptozda kaspazlar aktive olmakta ve hiicre-
leri apoptozdan koruyan protein ailesini inaktive etmekte ya
da ortadan kaldirmaktadir. Kaspazlar, ayrica apoptozu inhi-
bisyona ugratan negatif diizenleyicileri baskilayarak hiicre
Olimiinii tetiklemektedir (13, 14). Bcl-2 ailesi apoptozu
diizenleyen antiapoptotik ve proapoptotik iiyelerden olusan
bir onkoprotein grubudur (14, 15). Bir hiicrede, proapoptotik
proteinlerden Bax proteini fazla oldugu zaman hiicre apopto-
za girmekte, antiapoptotik proteinlerden Bel-2 fazla oldugu
zaman ise apoptoz inhibe edilmektedir (16). Onkostatik bir
etkiye sahip olan melatonin hormonunun, pek ¢ok kanser
tiirinlin semptomlarini hafiflettigini, proliferasyonunu, an-
jiogenezini ve metastazint engelledigini gosteren pek ¢ok
calisma mevcuttur (17-22).

MCEF-7 hiicre hatti, ilk olarak 1970 yilinda altmis dokuz
yasinda bir hastanin metastatik dokusundan elde edilmis olan
epitel hiicreleridir. Bu hiicreler adherent 6zelliklere sahiptir
ve transfeksiyonlar i¢in uygundur. MCF-7 hiicreleri 6strojen
reseptor pozitif dzellik gosterdiginden dolayr meme kanseri
aragtirmalarinda siklikla kullamlmaktadir (23).

Biz de ¢alismamizda, melatoninin farkli konsantrasyonlarmin
(10, 100, 1000, 10.000, 100.000 nM), MCF-7 hiicre proli-
ferasyonu iizerindeki olast sitotoksik ve apoptotik etkilerini
p53 geni ekspresyonu aracili olarak aragtirmayi hedefledik.
Bu ¢alisma, Semin GEDIKLi’nin “Melatoninin MCF-7
Hiicre Kiiltiiriindeki Apoptoz Aktivasyonunun ve Sitotok-
sisitesinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), MTT Hiicre
Canhilik Testi ve Immunsitokimya Yontemleriyle Arastiril-
mas1” baglikli doktora tezinden tiretilmistir.

GEREC ve YONTEMLER

Hiicre kiiltiirii

Caligmamizda, Tirkiye Cumhuriyeti Tarim ve Orman
Bakanlig1 Sap Enstitiisiinden (Ankara) temin edilen MCF-
7 meme kanseri hiicre hatt1 (4. pasaj) kullanildi. Caligmanin
gerceklestirilebilmesi igin gereken etik kurul onay1 Atatiirk
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Etik Kurulu’ndan
(Karar No: 2012.5.1/9) almmustir. Calisma, arastirma ve
yaym etigi ilkelerine ve Helsinki kriterlerine uygun olarak
yiriitiilmistir. Hicreler %5 CO, igeren, 37 OC sicaklikta
nemli atmosfere sahip inkiibatorde (Nuaire), hazir amniyon
kiiltiir hiicresi medyumu (BIO-AMF-1) ile 25 cm?2’lik flask-
lar igerisinde steril sartlarda inkiibe edildi. Hiicreler flask
icerisinde %80-90 doygunluga (confluent) ulasinca pasajla-
narak 370C’de %5 CO, ortaminda biiyiitiilmeye devam edil-
di.



Melatonin dozunun belirlenmesi

Melatonin dozunun belirlenebilmesi amaciyla 96’lik plate
icerisine her kuyucuga esit sayida (5000 hiicre) hiicre ekildi.
Ardindan 10, 25, 50, 100, 1000, 10000, 50000 ve 100000
nM konsantrasyonlardaki melatonin hiicre medyumlarina
eklendi. Ekilen hiicreler 24 saat inkiibasyon islemine tabi tu-
tulduktan sonra hiicre canliligini tespit edebilmek icin MTT
analizi (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoli-
um bromid) uygulandi.

MTT analizi

Bir tetrazolyum tuzu olan MTT, canlt hiicrelerin mitokond-
rilerinde bulunan siiksinat-dehidrogenaz enzimine spesifik
bir ajandir. MTT analiz yonteminde, canli olan hiicrelerin
mitokondrisinde bulunan siiksinat - dehidrogenaz enzimi,
MTT boyasmin tetrazolyum halkasini parcalamak suretiy-
le menekse renginde suda ¢oziinmeyen formazan tuzlarini
olusturur. Analiz sonucunda spektrofotometrik agidan elde
edilen dl¢tim degerleri ortamda var olan hiicrelerin metabo-
lik aktivitelerini gosterir ve ortaya ¢ikan bu deger canli hiicre
sayistyla iligkilidir. Proliferasyon oranindaki artis formazan
tuzu olusumunda yiikselmeye, dolayisiyla absorbans degeri-
nin artmasina neden olmaktadir (24).

Melatoninin MCF-7 hiicreleri lizerindeki etkisinin belirlene-
bilmesi i¢in 96 kuyucuklu plaklarn her bir kuyucuguna 5000
hiicre ekildi. Yirmi dort saatlik inkiibasyonun ardindan seri
diliisyonlar seklinde hazirlanan melatonin hiicrelerin tize-
rine eklendi. Kontrol gruplarina sadece medyum eklendi.
Melatonin uygulanan gruplara ise 24 saatlik siirenin ardin-
dan MTT analizi (Sigma Aldrich, USA) yapildi. Bunun i¢in
kuyucuklardaki medyumun iizerine 10 pL MTT soliisyonu
eklendi, {i¢ saat siire ile 37°C’de %5 CO, igeren etiivde
inkiibasyon gergeklestirildi. Ug saatlik inkiibasyondan sonra
MTT ile olusan formazan kristallerini ¢6zmek i¢in 100 pL
DMSO eklendi ve plaklar 20 dakika inkiibatorde bekletildi.
Inkiibasyonun ardindan spektrofotometre cihazi ile (u-Quant,
BioTek Instruments, USA) gergeklestirilen 6lgimler 570 nm
absorbans degerinde ve ti¢ tekrar seklinde gerceklestirildi.
Microsoft Excel programi yardimiyla uygulanan ilag do-
zu-hiicre viabilite egrisi (% olarak) olusturularak melatoni-
nin %50 baskilayici konsantrasyon (IC50) degeri logaritmik
egim grafigi ile hesaplandi.

Total antioksidan kapasitesi ve total oksidan seviye-
si analizleri

Total antioksidan kapasitesinin ve total oksidan seviyesi-
nin belirlenebilmesi i¢in alti kuyucuklu plaklarin her bir
kuyucuguna 5x105 hiicre ekimi yapildi. Kirk sekiz saat sonra
gerceklestirilen tripsinizasyon isleminin ardindan hiicreler-
den bir lizat hazirlandi. Bahsi gegen 6l¢timlerin yapilabilme-
si i¢in elimizde var olan Total Antioxidant Status Assay
Kiti (TAS) ve Total Oxidant Status Assay Kiti (TOS) (Rel
Assay Diagnostic Tiirkiye) kullanildi. Uretici firmanimn be-
lirttigi prosediir dogrultusunda hazirlanan hiicre lizatlarindan
p-Quant mikroplak cihazi ile 6lgiim yapilarak TAS ve TOS
degerleri mmol Trolox equvalan/L cinsinden belirlenmistir.

Gedikli S. ve ark. PN GCHELRDILPZEI[)

Hiicrelerin lamda iiretilmesi

Flaskta cogaltilan hiicrelerden, polilizin kapli lamlarin yiize-
yine esit miktarda olacak sekilde hiicre ekimi yapildi. Orta-
lama 24 saat sonra yani hiicrelerin lam yiizeyine yapismasi
saglandiktan sonra melatonin uygulanacak olan gruplara
belirlenen konsantrasyonlarda melatonin eklenirken, kontrol
gruplarma ayni miktarda medyum eklendi. Yirmi dort saat-
lik siirenin sonunda lamlar PBS (Phosphate Buffered Saline)
ile yikandi ve -20 0C’de sogutulmus metanol icerisinde 10
dakika fikse edildiler. PBS ile yikanan lamlar immiinperoksi-
daz boyama islemleri gerceklestirilinceye kadar -20 0C’de
saklandilar.

Immiinperoksidaz boyama teknigi

Bu islem igin -20 ©C’den ¢ikarilan lamlar oda 1sisina gelene
kadar bekletildi ve PBS ile yikandi. Lamlar %3’lik H202
soliisyonunda 10 dk. beklendikten sonra 3x5 dk PBS’le
yikama yapildi. Permeabilizasyon islemi igin 10 dk. siireyle
%0,1 Triton X-100 PBS soliisyonunda bekletilen lamlar 3x5
dk. PBS ile yikandi. Ardindan %1’lik BSA soliisyonunda 30
dk. siireyle bekletilen lamlara primer antikorlar (p53 mouse
monoclonal antibody, ab1101; Bax mouse monoclonal anti-
body, ab5714) damlatildi ve 37 ©C’de 1 saat nemlendiricili
kabinde bekletildi. Ardindan PBS ile 3x5 dk. yikama islemi
ve sekonder antikor damlatilarak 1 saat boyunca inkiibasyon
islemi gergeklestirildi. PBS ile 3x5 dk. yikama igleminin ar-
dindan lamlarin tizerine Horseradish peroksidaz konjugeli
streptavidin biotin (HRP) damlatilarak yarim saat beklendi.
PBS ile 3x5 dk. yikama isleminden sonra Harris Hema-
toksilende 5 dk. bekletilen lamlar dereceli alkol ve ksilol
soliisyonlarindan gegirildikten sonra entellan ile kapatild.

Immunsitokimyasal degerlendirme
Immunsitokimyasal boyama sonuglar1 “Stereolojik Frac-
tionator Frame” metodu ile degerlendirildi. Bu metotla elde
edilen sonuglar sayesinde gruplar arasinda karsilastirmalari
yapilabildi. Yapilan tiim bu analizler stereoloji workstation
sistemi (BioPrecision MAC 5000 controller system) ve
stereoloji software (Stereo Investigator version 9.0, Micro-
brightfield, Colchester, VT) atagmanli 151k mikroskop (Leica
DM4000 B, Tokyo, Japan) ile yapildi (25, 26).

MCF-7 hiicre hatlar tizerindeki p53 ve Bax immiinpozitif-
ligini tespit edebilmek i¢in “Unbiased Counting Frame and
Fractionator” metodu kullanildi (25, 27). Tim gruplara ait
olan her bir lamda 1000 hiicre sayildi ve pozitif boyanmis
olan hiicreler bu program sayesinde isaretlendi. Sayim son-
rast elde edilen 1000 hiicre igerisindeki pozitif hiicre yogun-
lugu Sekil 2 ve Sekil 4’te gosterilmistir.

¢RT-PCR analizi

gqRT-PCR analizi i¢in 6ncelikle RNA izolasyon kiti (High
Pure RNA Isolation Kiti-Roche, Almanya) kullanilarak MCF-
7 hiicre hattindan RNA izolasyonu yapildi. Analiz sonucun-
da hiicrelerden elde edilen RNA miktari ve saflik dereceleri
NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific, ingiltere) cihazinda
spektrofotometrik (260/280 nm) agidan 6lgiildii ve qRT-PCR
analizlerinde kullanilincaya kadar -80°C’de saklandi. Hedef
genlere ait mRNA ifade diizeylerinin belirlenmesi amaciy-
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la, hiicre hatlarindan elde edilmis olan RNA 6rneklerinden
1 pg RNA, Random hekzamer primerleri ve cDNA sentez
kiti (Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit, Roche,
Almanya) kullanilarak cDNA sentezi gergeklestirildi.

p53 ve aktin proteinlerini kodlayan mRNA diizeylerinin kan-
titatif olarak Olgiilebilmesi igin “QuantiTec® Primer Assay,
Qiagen kits for SYBR® Green-based real-time PCR” kitleri
kullanildr. p53 proteini igin QT00060235, internal kontrol ve
sanal standart egim hesaplamasmim yapilabilmesi i¢in kul-
lanilan aktin protein ig¢in de QT01680476 katalog numarali
tiriinler kullanildi. PCR amplifikasyonu i¢in tiretici firmanin
belirttigi protokol dogrultusunda “Rotor Gene Q” PCR cihazi
kullanilarak gerekli islemler yapildi.

Istatistiksel analiz

Caligmanin sonunda elde edilen veriler SPSS 20.00 istatis-
tik veri programu ile degerlendirildi. Elde edilen veriler orta-
lama+SD seklinde ifade edildi. Istatistiksel analiz sonuglart
diizenli dagilim gosterdigi igin parametrik testler olan One-
Way Anova ve Post Hoc Duncan Testi kullanild. Istatistiksel
6nem p<0.05 olarak kabul edildi.

BULGULAR

Melatoninin anti-proliferatif etkisinin MTT yon-
temiyle belirlenmesi

MCF-7 hiicrelerinin 24 saat siireyle melatoninin farklt kon-
santrasyonlart ile (10, 100, 1000, 10.000 ve 100000 nM)
inkiibasyonunun ardindan MTT analizi ile hiicre canlilik
oranlarinda meydana gelen degisimler belirlendi. Yapilan
MTT analizinden elde edilen veriler 151ginda melatoninin
hiicre yogunlugu iizerine olan etkisi mikroplak okuyucuyla
okutularak logaritmik egim ¢izgisi olusturuldu. Logaritmik
egim ¢izgisine gore melatoninin IC50 degeri 98 M olarak
belirlendi (Sekil 1).

0,400
0,350
0,300
0,250 1C50 Deferi
(98uM)
0,200
0,150
Kontrol 10 nM 25nM 50 nM 100 nM 1000 nM 10000 nM 50000 nM 100000 nM

Gruplar

Sekil 1. MCEF-7 hiicre kiiltiirine uygulanan melatoninin 24 saatlik
inkiibasyon siireci sonucunda elde edilen baskilayici konsantrasyon 50
(IC50) degeri.

Total oksidan seviyesi ve total antioksidan kapasite-
si degerlendirme sonuclari

Biyokimyasal analiz sonuglarina gore, total oksidan seviyesi-
nin en yiiksek oldugu grubun 100 nM konsantrasyonda mela-
tonin uygulanan grup oldugu, en diisiik seviyenin ise 100.000
nM konsantrasyonda melatonin uygulanan grup oldugu be-
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lirlendi. 100 nM konsantrasyonda melatonin verilen grupla
diger gruplar arasinda elde edilen farkin total oksidan seviye-
si bakimindan istatistiksel agidan anlamli oldugu tespit edildi
(p<0.05). Total antioksidan kapasitesinin en yiiksek oldugu
grubun 100 nM konsantrasyonda melatonin uygulanan grup,
en diisiik degerin ise 100.000 nM konsantrasyonda melatonin
uygulanan grup oldugu en yiiksek antioksidan kapasitesinin
ise 100 nM konsantrasyonda melatonin uygulanan grupta
oldugu goriildii. Elde edilen farklar bakimindan istatistiksel
acidan anlamli bir fark oldugu tespit edildi (p<0.05) (Tablo I).

Tablo I. Total oksidan ve antioksidan degerleri analiz sonuglart

o TOS degeri TAS deferi
P (umol H:0:Equv/L)  (umol H:0; Equv/L)

Kontrol 4,1503+ 0,289 0,1395 0,0318¢
10 M 43313+ 0,9410¢ 0,929+ 0,0763b
100 nM 4,8039+ 0,66120 0,3148+0,1188>
1000 nM 4,830+ 021358 0,2896 0,07900
10 000 nM 4,0196+ 04319 0,28434 0,0791b
100 000 nM 3,6275% 0,582 0,1925+ 0,0946%

Tiim veriler ortalama + SD olarak belirtildi. Istatistiksel analizler One-Way
Anova, Post Hoc. Duncan Testi ile degerlendirildi. istatistiksel nem p<0.05
olarak kabul edildi.

Immiinsitokimyasal sonuclar

Immiinsitokimyasal boyama igin p53 ve Bax antikoru kul-
lanildi. MCF-7 hiicre hatlar1 tizerinde gergeklestirilen p53
antikoru ile boyama islemlerinin ardindan immiinpozitif-
ligin en yogun oldugu grubun 100.000 nM konsantrasyonda
melatonin uygulanan grup oldugu tespit edildi. Ayrica p53
immiinpozitifliginin degerlendirilmesi icin MCF-7 hiicre-
lerinde stereolojik metotla saydigimiz 1000 hiicre icerisinde
p53-pozitif hiicre sayisinin en az oldugu grubun 10 nM grubu
oldugu immiinpozitifligin melatonin dozundaki artiga paralel
olarak arttig1 belirlendi (Sekil 2, 3).

1000 Hiicre igerisindeki pS3 immun Pozitif Hiere Yogunlugu
450
400

350
300
250
2
1 I I
1
[i]

Kontraol 10nM 100 nhi

2 8 B8 B

1000 n 10000 nkd 100 000 nid

Sekil 2. 1000 hiicre basina diisen p53 immiin pozitif hiicre sayismin stereo-
lojik analiz sonuglar1.
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Sekil 3. MCF-7 hiicre hattinin p53 primer antikoru kullanilarak indirekt im-
miinsitokimyasal yontemle degerlendirilmesi. A: Kontrol, grubu B: 10 nM
konsantrasyonda melatonin uygulanan grup, C: 100 nM konsantrasyonda
melatonin uygulanan grup, D: 1000 nM konsantrasyonda melatonin uygula-
nan grup, E: 10 000 nM konsantrasyonda melatonin uygulanan grup, F: 100
000 nM konsantrasyonda melatonin uygulanan grup. X400.

MCF-7 hiicre hatlan tizerinde gerceklestirilen Bax antikoru
ile boyama iglemlerinin ardindan immiinpozitifligin en yogun
oldugu grubun 1000 nM konsantrasyonda melatonin uygula-
nan grup oldugu tespit edildi. Ayrica Bax immiinpozitifligi-
nin degerlendirilmesi icin MCF-7 hiicrelerinde stereolojik
metotla saydigimiz 1000 hiicre igerisinde Bax-pozitif hiicre
sayisinin kontrol ve 100 nM’lik melatonin uygulanan gruplar-
da en diisiik degere sahip oldugu, immiinpozitifligin en yiik-
sek oldugu grubun ise 1000 nM konsantrasyonda melatonin
uygulanan grup belirlendi (Sekil 4, 5).

1000 Hiicre Igerisindeki Bax immun Pozitif Hiicre Yogunhugu
TO0

600

500

400
300
1 I I I
1
a

10000 AWM 100 D00 Rk

Kontral 10nM 100 mha 1000 nkA

Sekil 4. 1000 hiicre bagina diigen Bax immiin pozitif hiicre sayisinin
stereolojik analiz sonuglart.
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Sekil 5. MCF-7 hiicre hattinin Bax primer antikoru kullamilarak indirekt im-
miinsitokimyasal yontemle degerlendirilmesi. A: Kontrol, grubu B: 10 nM
konsantrasyonda melatonin uygulanan grup, C: 100 nM konsantrasyonda
melatonin uygulanan grup, D: 1000 nM konsantrasyonda melatonin uygula-
nan grup, E: 10 000 nM konsantrasyonda melatonin uygulanan grup, F: 100
000 nM konsantrasyonda melatonin uygulanan grup. X400.

gRT-PCR sonuclar

Gergek zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile degerlendi-
rilen p53 gen ekspresyon diizeyinin, 1000 nM konsantras-
yonda melatonin uygulanan grupta en yiiksek oranda oldugu
tespit edildi (Sekil 6).

p53 Gen Ekspresyon Seviyeleri
0,0005
0,00045
o.0o0a
0,00035
0,0003
000075
b,0002

0,00015
0,0001 I
0,00005
- N | B =
Kentrol 10aM 100AM  10000M 10000 AM 100 000 M
Sekil 6. Melatonin uygulanan meme kanseri hiicrelerinde tespit edilen p53
ve aktin (i¢ kontrol) konsantrasyonu (IU/ml) degerleri. Gen ekspresyon

diizeyi, “6rmek konsantrasyonu (IU/ml) /internal kontrol konsantrasyonu”
formiilii ile hesaplandi.
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Kadinlar arasinda diinya genelinde en yaygin olarak goriilen
bir kanser tiirii olan meme kanserinin 2008 y1li itibariyle
kadmlarda goriilme sikligmm %23, kanser nedenli 6lim
oraninin ise %14 oldugu tespit edilmistir (28, 29). Hastaligin
teshis ve tedavisinde pek ¢ok gelisme kaydedilmesine
ragmen son 20 yil igerisinde bu hastalik kaynakli 6liim oran-
lart artig gostermistir (30, 31).

Hastaligin tedavisi igin kemoterapétik ilaglarin ve endokrin
tedavinin ayri olarak ya da birlikte uygulanmast durumunda
bile siire¢ 6liimle sonuglanabilmektedir (32). Meme kanseri
tedavisinde kullanilmak tizere yeni gelistirilen (dosetaksel,
vinorelbin, letrozol, ve paklitaksel v.b. ya da halihazirda
var olan anti-timor ilaglari ile pek ¢ok kanser tiirii tizerinde
olumlu sonuglar elde edilmis olsa da saglikli hiicre ve doku-
lar tizerinde istenmeyen yan etkileri de olabilmektedir (33).
Bazen de viicut, uygulanan ilaca karst direng gelistirmekte
bu nedenle de etkin bir tedavi uygulanamamaktadir. Aslinda,
hiicrenin apoptoza gidip gitmeyecegi tamamen verilen ilaca
kars1 gostermis oldugu direncgle ya da hassasiyetle ilgili bir
durumdur (34, 35). Kemoterapdtik ilaglarin neden oldugu
yan etkilerden kan hiicreleri, gastrointestinal sistem hiicre-
leri, sperm hiicreleri, mesane, bobrek, sinir sistemi organlart,
akcigerler ve kalp gibi hayati 6nemi olan organlar etkilen-
mektedir (36). Kemoterapétik ilaglar reaktif oksijen tiirevle-
rinin (ROS) artmasma, GSH, GSH-Px, sitokrom C ve katalaz
gibi antioksidan sistemlerinin azalmasina neden olmaktadir
(37). Bu nedenle kanser tedavisinde uygulanan kemote-
rapdtiklere ek olarak bazi antioksidan maddeler de verilerek
reaktif oksijen tiirevleri azaltilmaya ve kanser ilaglarinin se-
bep oldugu yan etkiler tamamen &nlenemese de azaltilmaya
caligilmaktadir (36).

Kanser, apoptoz siirelerinde meydana gelen aksakliklar-
dan kaynaklanmaktadir. Melatoninin ise kanser hiicrelerinin
proliferasyonunu inhibe ettigini, apoptoz siirecini artirdigini
dolayistyla kanser gelisimini Onledigini gosteren galisma-
lar mevcuttur (38-42). Ayrica gesitli hastalik tiirlerinde bi-
reylere uygulanan melatoninin ciddi yan etkileri oldugunu
gosteren bir arastirma bulunmadig1 gibi aksine melatoninin
kanser hastalarinin yagam kalitesini artirdigi yoniinde bul-
gular mevcuttur. Elde edilen veriler melatoninin ¢ok yon-
lii ve giiclii bir antioksidan adayi oldugunu, serbest radikal
tiirevlerini ortadan kaldirmada da oldukga etkili bir hormon
oldugunu kanitlamaktadir (43). Yaptigimiz ¢aligsma ile giiglii
bir antioksidan ve antikanserojenik bir ajan olan melatoni-
nin MCF-7 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisini in vitro
olarak gostermeyi hedefledik. Yaptigimiz deneysel islem-
lerin ardindan MCF-7 hiicre yogunlugunun en fazla oldugu
grubun melatonin uygulanmayan grup oldugunu, canli hiicre
yogunlugunun uygulanan melatonin konsantrasyonundaki
artisa bagli olarak azaldigini tespit ettik. Yaptigimiz literatiir
taramalarinda melatoninin %50 baskilayici degerinin (IC50)
35 uM-426 uM araliginda oldukga genis bir yelpazeye sahip
oldugunu gordiik (44-46). IC50 degeri igin tespit ettigimiz
bu farkin viicut hiicrelerindeki muhtemel farkliliktan kaynak-
laniyor olabilecegi sonucuna vardik ve 24 saatlik inkiibasyon
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isleminin ardindan melatoninin IC50 degerini 98 puM olarak
belirledik. Hiicre canliliginin tespitinde kullanilan, oldukca
elverisli bir yontem olan MTT analizi sonucunda elde edilen
renk yogunlugunun canli hiicre sayisi ile korelasyon goster-
digi bilinmektedir (47-50). Yaptigimiz MTT analizi sonu-
cunda melatoninle inkiibe ettigimiz hiicre hatlarinda hiicre
yogunlugunun kontrol grubuna kiyasla azaldigin tespit ettik.
Yapilan in vitro ve in vivo ¢aligmalarda melatoninin sahip
oldugu antiproliferatif, kemopreventif ve tiimdor inhibe edici
etkileri gosterilmistir (51). Bizim de MTT analizi sonucu ile
tespit ettigimiz hiicre yogunlugundaki azalmay1, Cos ve ark.,
melatoninin hiicre siklusunun G1-S fazina gecisini engelle-
mesine ve S evresinde olan hiicrelerde DNA sentezini azalt-
masina baglamiglardir (52).

Canli hiicrelerdeki biitiin molekiillerle reaksiyona giren ve
hiicrelere zarar veren serbest radikaller, bu etkileri sonu-
cunda ndrodejenerasyon, otoimmiin hastaliklar ve kanser
gibi pek ¢ok hastaligin gelismesine neden olurlar (53, 54).
Organizmalarda var olan savunma sistemleri ise serbest ra-
dikallerin neden oldugu hasarlara karst hiicreleri korumak
amaciyla hemen antioksidan sistemlerini devreye sokarak
hiicreleri korumaya calisirlar (55). Melatoninin de serbest
radikal temizleme aktivitesine sahip giiclii bir antioksidan
oldugunu gésteren ¢alismalar mevcuttur (56-58). Yapilan
bir calisma ile gece boyunca artan melatonin salgisina plaz-
madaki total antioksidan seviyesindeki artisin eslik ettigi,
gece boyunca 1s1ga maruz birakilan civeivlerde ise melatonin
salgilanmasinin baskilanmasindan dolay1 total antioksidan
seviyesinde azalmanin meydana geldigi gosterilmistir (59).
Viral enfeksiyonlarin iyilesme siirecinde gelisen inflamatuar
yanit ile oksidatif stresin azaltilmasmin bir gostergesi olan
antioksidan seviyesindeki artis dogru orantilidir (60). Biz de
yaptigimiz deney sonucunda total antioksidan seviyesinin,
kontrol grubuna oranla melatonin uygulanan gruplarda doz
artisina baglh olarak artigini tespit ettik. Total oksidan sevi-
yesinin en diigiik oldugu grubun ise kontrol grubuna kiyasla
100.000 nM konsantrasyonda melatonin uygulanan grup ol-
dugunu gordiik.

Kadinlarda en sik goriilen kanser tiirii olan meme kanseri,
erken menars gérme, ge¢ menopoz veya Ostrojen gibi disi
hormonlarina uzun siire maruz kalma gibi nedenlerle olus-
maktadir (61, 62). Melatonin, var olan anti-tiiméral etkisini
ndroendokrin aksla etkilesime girerek gonadal strojen basta
olmak iizere kanser gelisimine neden olan baska hormonlarimn
da sekresyonunu baskilamak yoluyla géstermektedir (20, 63).
Ayrica melatoninin Ostrojen reseptor a-pozitif (ER a-posi-
tive) meme kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu durdur-
dugu da gosterilmistir (64). Ancak ER a-negatif hiicreler tize-
rinde proliferasyonu inhibe ettigini veya etmedigini gdsteren
calismalar da mevcuttur (64, 65). Melatoninin anti-prolifera-
tif etkisi sadece meme kanseri hiicreleri iizerinde degil endo-
metriyal kanser, prostat kanseri, karaciger kanseri ve osteo-
sarkoma gibi farkli kanser tiirleri iizerinde de gosterilmistir
(65).Hiicre siklusu kinetiklerinin diizenlenmesi siireclerinde
melatonin ve Gstradiol arasinda bir etkilesim s6z konusudur.
Ostradiol hiicresel dongiiniin G1/S fazinda durmasimi sagla-



maktadir. Meme kanseri tedavisinde kullanilan tamoxifen gibi
Ostrojen-reseptor antagonistleri kanser hiicrelerinin G1 fazin-
dan S fazina gegisini durdurmakta ve bdylece kanser hiicre
proliferasyonunu dnlemektedir (66). Melatonin de tamoxifen
gibi S fazina gegen hiicre oraninda %50 azalmaya sebep ol-
maktadir (52).

Hiicre siklusunun diizenlenmesinde pozitif veya negatif
yonde hareket eden birtakim etkenler vardir. Negatif yonde
etki gosteren diizenleyiciler arasinda ilk siray1 p53 geni al-
maktadir (67). p53 tiimor supresdr geni, kanser tiirlerinin
yarisindan fazlasinda mutasyona ugrayan, durdurulan ya
da yeniden diizenlenen dolayisiyla kanser etiyolojisinde ol-
dukga 6nemli role sahip olan bir gendir. DNA hasarma yanit
olarak p53 geni hiicreyi ya apoptoza gotiiriir ya da hiicre
siklusunu kontrol eder. Bahsi gegen ozelliklerinden dolay1
da molekiiler bir “genom gardiyani” olarak adlandirilir (68).
P53 geninin mutasyona ugramasi ya da inaktive olmasi duru-
munda ise kanser hastaligi ortaya ¢ikmaktadir (67, 69). Nor-
mal kosullarda inaktif halde bulunan p53 geni DNA hasariyla
aktif hale gelir ve miktarinda bir artis meydana gelir (70).
p53 geninin en dnemli hedefleri arasinda, hiicre siklusunu
diizenleyen siklin bagimli kinaz inhibitérii olan p21WAF1
geni, Fas GADDA45, Bax, IGF-BP3 ve siklin G1 gibi genler
gelmektedir (68, 71).

Rodentler tizerinde yapilan bir ¢alismada melatonin uygula-
masimin meme kanseri insidansinda azalmaya neden oldugu
gosterilmistir (72). Yapilan in vitro bir ¢aligmada ise mela-
tonin hormonunun MCF-7 hiicrelerinde hem p53 hem de
p21WAF1 proteinlerinin ekspresyonunu artirarak hiicrelerde
p53 bagimli yol iizerinden apoptozun baglatilma olasiligini
kuvvetlendirdigi tespit edilmistir (72, 73). Ayrica p53 geni
eksik olan hiicrelerin genetik acgidan kararsiz oldugu ve kan-
serlesmeye daha yatkin hiicreler olduklari belirlenmistir (72).
Melatoninin sadece meme kanseri iizerinde degil endometri-
yal kanser, ovaryum kanseri, Lewis akciger kanseri, prostat
kanseri ve intestinal kanserler gibi ¢esitli kanser tiirleri tize-
rinde de proliferasyonu onleyici etkiye sahip oldugu goste-
rilmistir (74-78). Melatoninin MCF-7 hiicreleri {izerindeki
apoptoz aktivitesini doza bagimli olarak géstermeyi hedefle-
digimiz bu ¢alisma sonucunda p53 gen ekspresyon diizeyinin
24 saatlik melatonin inkiibasyonunun ardindan 1000 nM doz
verilen grupta en yiiksek degeri aldigin1 qRT-PCR ile tespit
ettik. Tiimdr gelisiminin en 6nemli sebeplerinden birinin p53
geninde meydana gelen mutasyon oldugu daha 6nce belir-
tilmisti. Protein stabilizasyonundan dolay1 biriken mutant
p53 immiinsitokimyasal tekniklerle de saptanabilmektedir.
Immiinsitokimyasal teknikler p53 proteininin hiicresel lo-
kalizasyonunun intraselliiler dagilimmin tespitinde oldukca
onemlidir ve kanser hiicrelerinde p53 aktivasyonunun tespiti
icin son zamanlarda oldukga tercih edilen bir yol olmustur
(79, 80). Yaptigimiz immiinsitokimyasal p53 boyamasi so-
nucunda, melatonin uygulanan gruplarda kontrol grubuna
kiyasla immiinpozitif pozitif hiicre sayisinda artis oldugunu
tespit ettik. Bu sonu¢ dogrultusunda melatoninin p53 akti-
vasyonunu artirdigint ve MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde
apoptozu uyardigini diistinmekteyiz.
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Kanser tiirlerinin birgogunda Bcl-2 protein ailesine ait olan
unsurlar apoptozu inhibe etmektedir. Bu protein ailesinden
Bad, Bak, Bcl-Xs ve Bax proteinleri apoptozu artirirken,
Bcl-2, Bel-XL ve Mcl-1 proteinleri apoptozu inhibe etmek-
tedir (81, 82). Yapilan bir ¢alismada pankreas kanseri tize-
rine uygulanan diisiik konsantrasyondaki melatoninin bu
hiicrelerde kaspaz-9 aktivasyonunu ve Bax proteininin se-
viyesini artirdigi ve dolayisiyla proapoptotik siireci tetikle-
digi gosterilmistir (83). Baska bir ¢aligmada, prostat kanseri
lizerine uygulanan melatonin, Bax proteininde ve sitokrom
¢ diizeyinde artisa, Bcl-2 proteininde ise azalmaya neden
olmustur (84). Benzer sekilde tlimér hiicreleri {izerinde me-
latoninin var olan onkostatik etkisini Bax ekspresyonundaki
artis ve Bel-2 iiretimindeki azalma yoluyla gerceklestirdigini
gosteren ¢alismalar da mevcuttur (85, 86). Biz de yaptigimiz
deney sonucunda uyguladigimiz melatoninin, Bax pro-
teinindeki aktivasyonu kontrol grubuna kiyasla artirdigimi
immiinsitokimyasal ¢aligmalar sonucunda gordiik.

SONUC

Sonug olarak, 6strojen pozitif meme kanseri hiicrelerinde
farkli dozlarda uygulanan melatonin, kanser hiicrelerinde
total antioksidan madde miktarinda artiga, total oksidan
madde miktarinda ise azalmaya neden oldugunu tespit ettik.
p53 gen ekpresyonundaki artis, hem qRT-PCR analizi ile
hem de immiinsitokimyasal boyamalar ile teyit edilmistir.
Ayrica pro-apoptotik bir protein olan Bax proteininin akti-
vasyonunun da melatonin uygulamast ile arttig1 belirlendi.
Melatonin uygulamasinin meme kanseri hiicreleri tizerindeki
bu olumlu etkileri daha detayli ¢caligmalarda farkli yonleriyle
ele alinmalidir.
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