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ÖZGÜN
ARAŞTIRMA
Original Article

Melatoninin MCF-7 Hücre Kültüründeki 
Apoptoz Aktivasyonunun ve Sitotoksisitesinin 
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), MTT 
Hücre Canlılık Testi ve İmmunsitokimya 
Yöntemleriyle Araştırılması

The Investigastion of Apoptosis Activation 
and Cytotoxicity of  Melatonin in MCF-7 
Cell Culture Through Polimerase Chain 
Reaction (PCR), MTT Cell Viability Assay 
and Immunocytochemical Methods

ÖZ
Amaç: 
Dünyada ve Türkiye’de en sık görülen kanser türlerinden biri olan meme kanseri, kan- 
ser nedenli ölüm oranları arasında ilk sıralarda yer almaktadır. Bu nedenle bu hastalığın 
tedavisine yönelik yeni araştırmalar yapılmaktadır. Bu çalışmada, güçlü bir antioksidan 
olan melatoninin kanserle olan ilişkisinin ve kanser hastalığının tedavisi yönündeki kat-
kısının araştırılması amaçlanmıştır. 

Gereç ve Yöntemler: 
Çalışmamızda, melatoninin sitotoksik dozlarını ve IC50 değerini belirleyebilmek için 
MCF-7 hücre hattına 10 nM–100.000 nM aralığında melatonin konsantrasyonları uygu-
landı. Melatonin uygulamasının ardından hücre canlılığı analizi yapıldı ve melatonin 
için etkin dozlar belirlendi. MCF-7 hücreleri, 5 konsantrasyon (10, 100, 1000, 10.000 ve 
100.000 nM) melatonin dozu ile 24 saat inkübasyon işlemine tabi tutuldu. Tüm gruplar-
da melatoninin sitotoksisitesi, toplam antioksidan kapasite ve toplam oksidan düzeyi, 
apoptotik aktivite (Bax ve p53 immünopozitifliği) ve p53 gen ekspresyon düzeyleri in-
celendi.

Bulgular: 
Yirmi dört saatlik inkübasyon sonunda MCF-7 hücrelerine uygulanan melatoninin hücre 
proliferasyonunu inhibe ederek sitotoksik etki yaptığı (p<0.05), p53 gen ekspresyonunu 
ve Bax protein sentezini artırdığı tespit edildi. İmmünsitokimyasal boyamada Bax ve 
p53 immünpozitifliğinin arttığı belirlendi. Ayrıca melatonin tedavisi TAS’ı artırıp TOS’u 
azalttı. 

Sonuç: 
Bu etkiler, melatoninin p53 gen ekspresyonu ve Bax proteinindeki artışa bağlı olarak 
apoptoz aktivasyonunu indüklediğini ve dolayısıyla kanser tedavisinde kullanılabilecek 
yardımcı bir ajan olabileceğini göstermektedir.
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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 p53 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 p53 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

GİRİŞ 
Kanser, vücudun herhangi bir yerinde meydana gelen kont- 
rolsüz hücre bölünmesi şeklinde karşımıza çıkan, yüksek 
morbidite ve mortalite oranlarıyla da önemi giderek artan bir 
hastalık tablosudur (1-3). Kadınlar arasında görülme sıklığı 
ve insidansı giderek artan meme kanseri tüm kanser türleri 
arasında ikinci sırada yer almaktadır (4, 5). GLOBOCAN 
(The Global Cancer Observatory)’dan elde edilen verilere 
göre 2018 yılında ülkemiz genelinde 22.345 kadın (tüm kan-
serlerin %10,6’sı) meme kanseri tanısı almıştır. Bu sonuçlara 
göre de meme kanseri yeni kanser tanısı almış olan vakalar 
içinde dünya genelinde ikinci sırada yer almaktadır (4).
Meme kanseri, oldukça karmaşık ve tehlikeli bir hastalıktır (6).  
Çoklu ilaç direncinin meydana gelmesi, anti-tümör ajanların 
spesifik olmayan sistemik dağılımı, tümör bölgesine ulaşa-
mayan ilaç konsantrasyonları ve sitotoksisite gibi durumlar 
nedeniyle tedavisi giderek daha da zor bir hal almıştır (6, 7). 
Henüz, meme kanserini önleyici kesin bir yöntem bulun-

mamakla birlikte, kemoterapötik tedavilere ek olarak uygu-
lanabilecek alternatif tedaviler hem kemoterapinin zararlı 
etkisini en aza indirmek için hem de tedavi seçeneklerinin 
artması açısından oldukça önemlidir (8). Tümör baskılayıcı 
genler arasında yer alan p53 geni, normalde inaktif olarak bu-
lunur (9). DNA sentez ve tamirinde, hücre farklılaşmasında 
ve programlanmış hücre ölümünde (apoptoz) görev almak-
tadır (10). Kanser hastalarında en fazla oranda mutant olan 
p53 geni, kanser türlerinin yaklaşık %50-55’inde mutasyona 
uğramakta, hatta bu mutasyon bazı kanser türlerinde her iki 
allelde de meydana gelmektedir (11).   Apoptoz, organizma-
da var olan homeostazı koruyan bir olaydır (12). Kanserle 
ilişkili olan apoptozda kaspazlar aktive olmakta ve hücre- 
leri apoptozdan koruyan protein ailesini inaktive etmekte ya 
da ortadan kaldırmaktadır. Kaspazlar, ayrıca apoptozu inhi-
bisyona uğratan negatif düzenleyicileri baskılayarak hücre 
ölümünü tetiklemektedir (13, 14). Bcl-2 ailesi apoptozu 
düzenleyen antiapoptotik ve proapoptotik üyelerden oluşan 
bir onkoprotein grubudur (14, 15). Bir hücrede, proapoptotik 
proteinlerden Bax proteini fazla olduğu zaman hücre apopto-
za girmekte, antiapoptotik proteinlerden Bcl-2 fazla olduğu 
zaman ise apoptoz inhibe edilmektedir (16). Onkostatik bir 
etkiye sahip olan melatonin hormonunun, pek çok kanser 
türünün semptomlarını hafiflettiğini, proliferasyonunu, an-
jiogenezini ve metastazını engellediğini gösteren pek çok 
çalışma mevcuttur (17-22).
MCF-7 hücre hattı, ilk olarak 1970 yılında altmış dokuz 
yaşında bir hastanın metastatik dokusundan elde edilmiş olan 
epitel hücreleridir. Bu hücreler adherent özelliklere sahiptir 
ve transfeksiyonlar için uygundur. MCF-7 hücreleri östrojen 
reseptör pozitif özellik gösterdiğinden dolayı meme kanseri 
araştırmalarında sıklıkla kullanılmaktadır (23). 
Biz de çalışmamızda, melatoninin farklı konsantrasyonlarının 
(10, 100, 1000, 10.000, 100.000 nM), MCF-7 hücre proli- 
ferasyonu üzerindeki olası sitotoksik ve apoptotik etkilerini 
p53 geni ekspresyonu aracılı olarak araştırmayı hedefledik. 
Bu çalışma, Semin GEDİKLİ’nin “Melatoninin MCF-7 
Hücre Kültüründeki Apoptoz Aktivasyonunun ve Sitotok-
sisitesinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), MTT Hücre 
Canlılık Testi ve İmmunsitokimya Yöntemleriyle Araştırıl-
ması” başlıklı doktora tezinden üretilmiştir.

GEREÇ ve YÖNTEMLER
Hücre kültürü
Çalışmamızda, Türkiye Cumhuriyeti Tarım ve Orman 
Bakanlığı Şap Enstitüsünden (Ankara) temin edilen MCF-
7 meme kanseri hücre hattı (4. pasaj) kullanıldı. Çalışmanın 
gerçekleştirilebilmesi için gereken etik kurul onayı Atatürk 
Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü Etik Kurulu’ndan 
(Karar No: 2012.5.1/9) alınmıştır. Çalışma, araştırma ve 
yayın etiği ilkelerine ve Helsinki kriterlerine uygun olarak 
yürütülmüştür. Hücreler %5 CO2 içeren, 37 oC sıcaklıkta 
nemli atmosfere sahip inkübatörde (Nuaire), hazır amniyon 
kültür hücresi medyumu (BIO-AMF-1) ile 25 cm2’lik flask-
lar içerisinde steril şartlarda inkübe edildi. Hücreler flask 
içerisinde %80-90 doygunluğa (confluent) ulaşınca pasajla-
narak 37oC’de %5 CO2 ortamında büyütülmeye devam edil-
di.
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Melatonin dozunun belirlenmesi
Melatonin dozunun belirlenebilmesi amacıyla 96’lık plate 
içerisine her kuyucuğa eşit sayıda (5000 hücre) hücre ekildi. 
Ardından 10, 25, 50, 100, 1000, 10000, 50000 ve 100000 
nM konsantrasyonlardaki melatonin hücre medyumlarına 
eklendi. Ekilen hücreler 24 saat inkübasyon işlemine tabi tu-
tulduktan sonra hücre canlılığını tespit edebilmek için MTT 
analizi (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoli-
um bromid) uygulandı.
 
MTT analizi
Bir tetrazolyum tuzu olan MTT, canlı hücrelerin mitokond- 
rilerinde bulunan süksinat-dehidrogenaz enzimine spesifik 
bir ajandır. MTT analiz yönteminde, canlı olan hücrelerin 
mitokondrisinde bulunan süksinat - dehidrogenaz enzimi, 
MTT boyasının tetrazolyum halkasını parçalamak suretiy- 
le menekşe renginde suda çözünmeyen formazan tuzlarını 
oluşturur. Analiz sonucunda spektrofotometrik açıdan elde 
edilen ölçüm değerleri ortamda var olan hücrelerin metabo-
lik aktivitelerini gösterir ve ortaya çıkan bu değer canlı hücre 
sayısıyla ilişkilidir. Proliferasyon oranındaki artış formazan 
tuzu oluşumunda yükselmeye, dolayısıyla absorbans değeri-
nin artmasına neden olmaktadır (24).  
Melatoninin MCF-7 hücreleri üzerindeki etkisinin belirlene-
bilmesi için 96 kuyucuklu plakların her bir kuyucuğuna 5000 
hücre ekildi. Yirmi dört saatlik inkübasyonun ardından seri 
dilüsyonlar şeklinde hazırlanan melatonin hücrelerin üze-
rine eklendi. Kontrol gruplarına sadece medyum eklendi. 
Melatonin uygulanan gruplara ise 24 saatlik sürenin ardın-
dan MTT analizi (Sigma Aldrich, USA) yapıldı. Bunun için 
kuyucuklardaki medyumun üzerine 10 μL MTT solüsyonu 
eklendi, üç saat süre ile 37°C’de %5 CO2 içeren etüvde 
inkübasyon gerçekleştirildi. Üç saatlik inkübasyondan sonra 
MTT ile oluşan formazan kristallerini çözmek için 100 μL 
DMSO eklendi ve plaklar 20 dakika inkübatörde bekletildi. 
İnkübasyonun ardından spektrofotometre cihazı ile (μ-Quant, 
BioTek Instruments, USA) gerçekleştirilen ölçümler 570 nm 
absorbans değerinde ve üç tekrar şeklinde gerçekleştirildi. 
Microsoft Excel programı yardımıyla uygulanan ilaç do-
zu-hücre viabilite eğrisi (% olarak) oluşturularak melatoni-
nin %50 baskılayıcı konsantrasyon (IC50) değeri logaritmik 
eğim grafiği ile hesaplandı. 

Total antioksidan kapasitesi ve total oksidan seviye-
si analizleri
Total antioksidan kapasitesinin ve total oksidan seviyesi-
nin belirlenebilmesi için altı kuyucuklu plakların her bir 
kuyucuğuna 5x105 hücre ekimi yapıldı. Kırk sekiz saat sonra 
gerçekleştirilen tripsinizasyon işleminin ardından hücreler- 
den bir lizat hazırlandı. Bahsi geçen ölçümlerin yapılabilme-
si için elimizde var olan Total Antioxidant Status Assay 
Kiti (TAS) ve Total Oxidant Status Assay Kiti (TOS) (Rel 
Assay Diagnostic Türkiye) kullanıldı. Üretici firmanın be-
lirttiği prosedür doğrultusunda hazırlanan hücre lizatlarından 
μ-Quant mikroplak cihazı ile ölçüm yapılarak TAS ve TOS 
değerleri mmol Trolox equvalan/L cinsinden belirlenmiştir.

Hücrelerin lamda üretilmesi
Flaskta çoğaltılan hücrelerden, polilizin kaplı lamların yüze- 
yine eşit miktarda olacak şekilde hücre ekimi yapıldı. Orta-
lama 24 saat sonra yani hücrelerin lam yüzeyine yapışması 
sağlandıktan sonra melatonin uygulanacak olan gruplara 
belirlenen konsantrasyonlarda melatonin eklenirken, kontrol 
gruplarına aynı miktarda medyum eklendi. Yirmi dört saat-
lik sürenin sonunda lamlar PBS (Phosphate Buffered Saline) 
ile yıkandı ve -20 oC’de soğutulmuş metanol içerisinde 10 
dakika fikse edildiler. PBS ile yıkanan lamlar immünperoksi-
daz boyama işlemleri gerçekleştirilinceye kadar -20 oC’de 
saklandılar. 

İmmünperoksidaz boyama tekniği
Bu işlem için -20 oC’den çıkarılan lamlar oda ısısına gelene 
kadar bekletildi ve PBS ile yıkandı. Lamlar %3’lük H2O2 
solüsyonunda 10 dk. beklendikten sonra 3x5 dk PBS’le 
yıkama yapıldı. Permeabilizasyon işlemi için 10 dk. süreyle 
%0,1 Triton X-100 PBS solüsyonunda bekletilen lamlar 3x5 
dk. PBS ile yıkandı. Ardından %1’lik BSA solüsyonunda 30 
dk. süreyle bekletilen lamlara primer antikorlar (p53 mouse 
monoclonal antibody, ab1101; Bax mouse monoclonal anti-
body, ab5714) damlatıldı ve 37 oC’de 1 saat nemlendiricili 
kabinde bekletildi. Ardından PBS ile 3x5 dk. yıkama işlemi 
ve sekonder antikor damlatılarak 1 saat boyunca inkübasyon 
işlemi gerçekleştirildi. PBS ile 3x5 dk. yıkama işleminin ar-
dından lamların üzerine Horseradish peroksidaz konjugeli 
streptavidin biotin (HRP) damlatılarak yarım saat beklendi. 
PBS ile 3x5 dk. yıkama işleminden sonra Harris Hema-
toksilende 5 dk. bekletilen lamlar dereceli alkol ve ksilol 
solüsyonlarından geçirildikten sonra entellan ile kapatıldı.

İmmunsitokimyasal değerlendirme
İmmunsitokimyasal boyama sonuçları “Stereolojik Frac-
tionator Frame” metodu ile değerlendirildi. Bu metotla elde 
edilen sonuçlar sayesinde gruplar arasında karşılaştırmaları 
yapılabildi. Yapılan tüm bu analizler stereoloji workstation 
sistemi (BioPrecision MAC 5000 controller system) ve 
stereoloji software (Stereo Investigator version 9.0, Micro-
brightfield, Colchester, VT) ataçmanlı ışık mikroskop (Leica 
DM4000 B, Tokyo, Japan) ile yapıldı (25, 26).
MCF-7 hücre hatları üzerindeki p53 ve Bax immünpozitif- 
liğini tespit edebilmek için “Unbiased Counting Frame and 
Fractionator” metodu kullanıldı (25, 27). Tüm gruplara ait 
olan her bir lamda 1000 hücre sayıldı ve pozitif boyanmış 
olan hücreler bu program sayesinde işaretlendi. Sayım son-
rası elde edilen 1000 hücre içerisindeki pozitif hücre yoğun-
luğu Şekil 2 ve Şekil 4’te gösterilmiştir.

qRT-PCR analizi
qRT-PCR analizi için öncelikle RNA izolasyon kiti (High 
Pure RNA Isolation Kiti-Roche, Almanya) kullanılarak MCF-
7 hücre hattından RNA izolasyonu yapıldı. Analiz sonucun-
da hücrelerden elde edilen RNA miktarı ve saflık dereceleri 
NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific, İngiltere) cihazında 
spektrofotometrik (260/280 nm) açıdan ölçüldü ve qRT-PCR 
analizlerinde kullanılıncaya kadar -80°C’de saklandı. Hedef 
genlere ait mRNA ifade düzeylerinin belirlenmesi amacıy-
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la, hücre hatlarından elde edilmiş olan RNA örneklerinden 
1 μg RNA, Random hekzamer primerleri ve cDNA sentez 
kiti (Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit, Roche, 
Almanya) kullanılarak cDNA sentezi gerçekleştirildi.
p53 ve aktin proteinlerini kodlayan mRNA düzeylerinin kan-
titatif olarak ölçülebilmesi için “QuantiTec® Primer Assay, 
Qiagen kits for SYBR® Green-based real-time PCR” kitleri 
kullanıldı. p53 proteini için QT00060235, internal kontrol ve 
sanal standart eğim hesaplamasının yapılabilmesi için kul-
lanılan aktin protein için de QT01680476 katalog numaralı 
ürünler kullanıldı. PCR amplifikasyonu için üretici firmanın 
belirttiği protokol doğrultusunda “Rotor Gene Q” PCR cihazı 
kullanılarak gerekli işlemler yapıldı.

İstatistiksel analiz
Çalışmanın sonunda elde edilen veriler SPSS 20.00 istatis-
tik veri programı ile değerlendirildi. Elde edilen veriler orta-
lama±SD şeklinde ifade edildi. İstatistiksel analiz sonuçları 
düzenli dağılım gösterdiği için parametrik testler olan One-
Way Anova ve Post Hoc Duncan Testi kullanıldı. İstatistiksel 
önem p<0.05 olarak kabul edildi.
 
 
BULGULAR
Melatoninin anti-proliferatif etkisinin MTT yön-
temiyle belirlenmesi
MCF-7 hücrelerinin 24 saat süreyle melatoninin farklı kon-
santrasyonları ile (10, 100, 1000, 10.000 ve 100000 nM) 
inkübasyonunun ardından MTT analizi ile hücre canlılık 
oranlarında meydana gelen değişimler belirlendi. Yapılan 
MTT analizinden elde edilen veriler ışığında melatoninin 
hücre yoğunluğu üzerine olan etkisi mikroplak okuyucuyla 
okutularak logaritmik eğim çizgisi oluşturuldu. Logaritmik 
eğim çizgisine göre melatoninin IC50 değeri 98 μM olarak 
belirlendi (Şekil 1). 

Şekil 1. MCF-7 hücre kültürüne uygulanan melatoninin 24 saatlik 
inkübasyon süreci sonucunda elde edilen baskılayıcı konsantrasyon 50 
(IC50) değeri.

Total oksidan seviyesi ve total antioksidan kapasite-
si değerlendirme sonuçları
Biyokimyasal analiz sonuçlarına göre, total oksidan seviyesi-
nin en yüksek olduğu grubun 100 nM konsantrasyonda mela-
tonin uygulanan grup olduğu, en düşük seviyenin ise 100.000 
nM konsantrasyonda melatonin uygulanan grup olduğu be-

lirlendi. 100 nM konsantrasyonda melatonin verilen grupla 
diğer gruplar arasında elde edilen farkın total oksidan seviye-
si bakımından istatistiksel açıdan anlamlı olduğu tespit edildi 
(p<0.05). Total antioksidan kapasitesinin en yüksek olduğu 
grubun 100 nM konsantrasyonda melatonin uygulanan grup, 
en düşük değerin ise 100.000 nM konsantrasyonda melatonin 
uygulanan grup olduğu en yüksek antioksidan kapasitesinin 
ise 100 nM konsantrasyonda melatonin uygulanan grupta 
olduğu görüldü. Elde edilen farklar bakımından istatistiksel 
açıdan anlamlı bir fark olduğu tespit edildi (p<0.05) (Tablo I).

Tablo I. Total oksidan ve antioksidan değerleri analiz sonuçları

İmmünsitokimyasal sonuçlar
İmmünsitokimyasal boyama için p53 ve Bax antikoru kul-
lanıldı. MCF-7 hücre hatları üzerinde gerçekleştirilen p53 
antikoru ile boyama işlemlerinin ardından immünpozitif- 
liğin en yoğun olduğu grubun 100.000 nM konsantrasyonda 
melatonin uygulanan grup olduğu tespit edildi. Ayrıca p53 
immünpozitifliğinin değerlendirilmesi için MCF-7 hücre- 
lerinde stereolojik metotla saydığımız 1000 hücre içerisinde 
p53-pozitif hücre sayısının en az olduğu grubun 10 nM grubu 
olduğu immünpozitifliğin melatonin dozundaki artışa paralel 
olarak arttığı belirlendi (Şekil 2, 3).

Şekil 2. 1000 hücre başına düşen p53 immün pozitif hücre sayısının stereo-
lojik analiz sonuçları.
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Şekil 3. MCF-7 hücre hattının p53 primer antikoru kullanılarak indirekt im-
münsitokimyasal yöntemle değerlendirilmesi. 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 hücre hatları üzerinde gerçekleştirilen Bax antikoru 
ile boyama işlemlerinin ardından immünpozitifliğin en yoğun 
olduğu grubun 1000 nM konsantrasyonda melatonin uygula-
nan grup olduğu tespit edildi. Ayrıca Bax immünpozitifliği-
nin değerlendirilmesi için MCF-7 hücrelerinde stereolojik 
metotla saydığımız 1000 hücre içerisinde Bax-pozitif hücre 
sayısının kontrol ve 100 nM’lık melatonin uygulanan gruplar-
da en düşük değere sahip olduğu, immünpozitifliğin en yük-
sek olduğu grubun ise 1000 nM konsantrasyonda melatonin 
uygulanan grup belirlendi (Şekil 4, 5).

Şekil 4. 1000 hücre başına düşen Bax immün pozitif hücre sayısının 
stereolojik analiz sonuçları.

Şekil 5. MCF-7 hücre hattının Bax primer antikoru kullanılarak indirekt im-
münsitokimyasal yöntemle değerlendirilmesi. 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.  

qRT-PCR sonuçları
Gerçek zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile değerlendi-
rilen p53 gen ekspresyon düzeyinin, 1000 nM konsantras- 
yonda melatonin uygulanan grupta en yüksek oranda olduğu 
tespit edildi (Şekil 6).

Şekil 6. Melatonin uygulanan meme kanseri hücrelerinde tespit edilen p53 
ve aktin (iç kontrol) konsantrasyonu (IU/ml) değerleri. Gen ekspresyon 
düzeyi, “örnek konsantrasyonu (IU/ml) /internal kontrol konsantrasyonu” 
formülü ile hesaplandı.
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TARTIŞMA 
Kadınlar arasında dünya genelinde en yaygın olarak görülen 
bir kanser türü olan meme kanserinin 2008 yılı itibariyle 
kadınlarda görülme sıklığının %23, kanser nedenli ölüm 
oranının ise %14 olduğu tespit edilmiştir (28, 29). Hastalığın 
teşhis ve tedavisinde pek çok gelişme kaydedilmesine 
rağmen son 20 yıl içerisinde bu hastalık kaynaklı ölüm oran-
ları artış göstermiştir (30, 31).  

Hastalığın tedavisi için kemoterapötik ilaçların ve endokrin 
tedavinin ayrı olarak ya da birlikte uygulanması durumunda 
bile süreç ölümle sonuçlanabilmektedir (32). Meme kanseri 
tedavisinde kullanılmak üzere yeni geliştirilen (dosetaksel, 
vinorelbin, letrozol, ve paklitaksel v.b. ya da halihazırda 
var olan anti-tümör ilaçları ile pek çok kanser türü üzerinde 
olumlu sonuçlar elde edilmiş olsa da sağlıklı hücre ve doku-
lar üzerinde istenmeyen yan etkileri de olabilmektedir (33). 
Bazen de vücut, uygulanan ilaca karşı direnç geliştirmekte 
bu nedenle de etkin bir tedavi uygulanamamaktadır. Aslında, 
hücrenin apoptoza gidip gitmeyeceği tamamen verilen ilaca 
karşı göstermiş olduğu dirençle ya da hassasiyetle ilgili bir 
durumdur (34, 35).  Kemoterapötik ilaçların neden olduğu 
yan etkilerden kan hücreleri, gastrointestinal sistem hücre- 
leri, sperm hücreleri, mesane, böbrek, sinir sistemi organları, 
akciğerler ve kalp gibi hayati önemi olan organlar etkilen- 
mektedir (36). Kemoterapötik ilaçlar reaktif oksijen türevle- 
rinin (ROS) artmasına, GSH, GSH-Px, sitokrom C ve katalaz 
gibi antioksidan sistemlerinin azalmasına neden olmaktadır 
(37). Bu nedenle kanser tedavisinde uygulanan kemote- 
rapötiklere ek olarak bazı antioksidan maddeler de verilerek 
reaktif oksijen türevleri azaltılmaya ve kanser ilaçlarının se-
bep olduğu yan etkiler tamamen önlenemese de azaltılmaya 
çalışılmaktadır (36).

Kanser, apoptoz süreçlerinde meydana gelen aksaklıklar-
dan kaynaklanmaktadır. Melatoninin ise kanser hücrelerinin 
proliferasyonunu inhibe ettiğini, apoptoz sürecini artırdığını 
dolayısıyla kanser gelişimini önlediğini gösteren çalışma-
lar mevcuttur (38-42). Ayrıca çeşitli hastalık türlerinde bi-
reylere uygulanan melatoninin ciddi yan etkileri olduğunu 
gösteren bir araştırma bulunmadığı gibi aksine melatoninin 
kanser hastalarının yaşam kalitesini artırdığı yönünde bul-
gular mevcuttur. Elde edilen veriler melatoninin çok yön-
lü ve güçlü bir antioksidan adayı olduğunu, serbest radikal 
türevlerini ortadan kaldırmada da oldukça etkili bir hormon 
olduğunu kanıtlamaktadır (43). Yaptığımız çalışma ile güçlü 
bir antioksidan ve antikanserojenik bir ajan olan melatoni-
nin MCF-7 hücreleri üzerindeki sitotoksik etkisini in vitro 
olarak göstermeyi hedefledik. Yaptığımız deneysel işlem-
lerin ardından MCF-7 hücre yoğunluğunun en fazla olduğu 
grubun melatonin uygulanmayan grup olduğunu, canlı hücre 
yoğunluğunun uygulanan melatonin konsantrasyonundaki 
artışa bağlı olarak azaldığını tespit ettik. Yaptığımız literatür 
taramalarında melatoninin %50 baskılayıcı değerinin (IC50) 
35 μM-426 μM aralığında oldukça geniş bir yelpazeye sahip 
olduğunu gördük (44-46). IC50 değeri için tespit ettiğimiz 
bu farkın vücut hücrelerindeki muhtemel farklılıktan kaynak-
lanıyor olabileceği sonucuna vardık ve 24 saatlik inkübasyon 

işleminin ardından melatoninin IC50 değerini 98 μM olarak 
belirledik. Hücre canlılığının tespitinde kullanılan, oldukça 
elverişli bir yöntem olan MTT analizi sonucunda elde edilen 
renk yoğunluğunun canlı hücre sayısı ile korelasyon göster-
diği bilinmektedir (47-50). Yaptığımız MTT analizi sonu-
cunda melatoninle inkübe ettiğimiz hücre hatlarında hücre 
yoğunluğunun kontrol grubuna kıyasla azaldığını tespit ettik. 
Yapılan in vitro ve in vivo çalışmalarda melatoninin sahip 
olduğu antiproliferatif, kemopreventif ve tümör inhibe edici 
etkileri gösterilmiştir (51). Bizim de MTT analizi sonucu ile 
tespit ettiğimiz hücre yoğunluğundaki azalmayı, Cos ve ark., 
melatoninin hücre siklusunun G1-S fazına geçişini engelle-
mesine ve S evresinde olan hücrelerde DNA sentezini azalt-
masına bağlamışlardır (52).  

Canlı hücrelerdeki bütün moleküllerle reaksiyona giren ve 
hücrelere zarar veren serbest radikaller, bu etkileri sonu-
cunda nörodejenerasyon, otoimmün hastalıklar ve kanser 
gibi pek çok hastalığın gelişmesine neden olurlar (53, 54). 
Organizmalarda var olan savunma sistemleri ise serbest ra-
dikallerin neden olduğu hasarlara karşı hücreleri korumak 
amacıyla hemen antioksidan sistemlerini devreye sokarak 
hücreleri korumaya çalışırlar (55). Melatoninin de serbest 
radikal temizleme aktivitesine sahip güçlü bir antioksidan 
olduğunu gösteren çalışmalar mevcuttur (56-58). Yapılan 
bir çalışma ile gece boyunca artan melatonin salgısına plaz- 
madaki total antioksidan seviyesindeki artışın eşlik ettiği, 
gece boyunca ışığa maruz bırakılan civcivlerde ise melatonin 
salgılanmasının baskılanmasından dolayı total antioksidan 
seviyesinde azalmanın meydana geldiği gösterilmiştir (59). 
Viral enfeksiyonların iyileşme sürecinde gelişen inflamatuar 
yanıt ile oksidatif stresin azaltılmasının bir göstergesi olan 
antioksidan seviyesindeki artış doğru orantılıdır (60). Biz de 
yaptığımız deney sonucunda total antioksidan seviyesinin, 
kontrol grubuna oranla melatonin uygulanan gruplarda doz 
artışına bağlı olarak artığını tespit ettik. Total oksidan sevi-
yesinin en düşük olduğu grubun ise kontrol grubuna kıyasla 
100.000 nM konsantrasyonda melatonin uygulanan grup ol- 
duğunu gördük. 

Kadınlarda en sık görülen kanser türü olan meme kanseri, 
erken menarş görme, geç menopoz veya östrojen gibi dişi 
hormonlarına uzun süre maruz kalma gibi nedenlerle oluş-
maktadır (61, 62). Melatonin, var olan anti-tümöral etkisini 
nöroendokrin aksla etkileşime girerek gonadal östrojen başta 
olmak üzere kanser gelişimine neden olan başka hormonların 
da sekresyonunu baskılamak yoluyla göstermektedir (20, 63). 
Ayrıca melatoninin östrojen reseptör α-pozitif (ER α-posi-
tive) meme kanseri hücrelerinin proliferasyonunu durdur-
duğu da gösterilmiştir (64). Ancak ER α-negatif hücreler üze-
rinde proliferasyonu inhibe ettiğini veya etmediğini gösteren 
çalışmalar da mevcuttur (64, 65). Melatoninin anti-prolifera-
tif etkisi sadece meme kanseri hücreleri üzerinde değil endo-
metriyal kanser, prostat kanseri, karaciğer kanseri ve osteo-
sarkoma gibi farklı kanser türleri üzerinde de gösterilmiştir 
(65).Hücre siklusu kinetiklerinin düzenlenmesi süreçlerinde 
melatonin ve östradiol arasında bir etkileşim söz konusudur. 
Östradiol hücresel döngünün G1/S fazında durmasını sağla-
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maktadır. Meme kanseri tedavisinde kullanılan tamoxifen gibi 
östrojen-reseptör antagonistleri kanser hücrelerinin G1 fazın-
dan S fazına geçişini durdurmakta ve böylece kanser hücre 
proliferasyonunu önlemektedir (66). Melatonin de tamoxifen 
gibi S fazına geçen hücre oranında %50 azalmaya sebep ol-
maktadır (52).
Hücre siklusunun düzenlenmesinde pozitif veya negatif 
yönde hareket eden birtakım etkenler vardır. Negatif yönde 
etki gösteren düzenleyiciler arasında ilk sırayı p53 geni al-
maktadır (67). p53 tümör supresör geni, kanser türlerinin 
yarısından fazlasında mutasyona uğrayan, durdurulan ya 
da yeniden düzenlenen dolayısıyla kanser etiyolojisinde ol- 
dukça önemli role sahip olan bir gendir. DNA hasarına yanıt 
olarak p53 geni hücreyi ya apoptoza götürür ya da hücre 
siklusunu kontrol eder. Bahsi geçen özelliklerinden dolayı 
da moleküler bir “genom gardiyanı” olarak adlandırılır (68). 
p53 geninin mutasyona uğraması ya da inaktive olması duru-
munda ise kanser hastalığı ortaya çıkmaktadır (67, 69). Nor-
mal koşullarda inaktif halde bulunan p53 geni DNA hasarıyla 
aktif hale gelir ve miktarında bir artış meydana gelir (70). 
p53 geninin en önemli hedefleri arasında, hücre siklusunu 
düzenleyen siklin bağımlı kinaz inhibitörü olan p21WAF1 
geni, Fas GADD45, Bax, IGF-BP3 ve siklin G1 gibi genler 
gelmektedir (68, 71).

Rodentler üzerinde yapılan bir çalışmada melatonin uygula-
masının meme kanseri insidansında azalmaya neden olduğu 
gösterilmiştir (72). Yapılan in vitro bir çalışmada ise mela-
tonin hormonunun MCF-7 hücrelerinde hem p53 hem de 
p21WAF1 proteinlerinin ekspresyonunu artırarak hücrelerde 
p53 bağımlı yol üzerinden apoptozun başlatılma olasılığını 
kuvvetlendirdiği tespit edilmiştir (72, 73). Ayrıca p53 geni 
eksik olan hücrelerin genetik açıdan kararsız olduğu ve kan-
serleşmeye daha yatkın hücreler oldukları belirlenmiştir (72). 
Melatoninin sadece meme kanseri üzerinde değil endometri-
yal kanser, ovaryum kanseri, Lewis akciğer kanseri, prostat 
kanseri ve intestinal kanserler gibi çeşitli kanser türleri üze-
rinde de proliferasyonu önleyici etkiye sahip olduğu göste- 
rilmiştir (74-78). Melatoninin MCF-7 hücreleri üzerindeki 
apoptoz aktivitesini doza bağımlı olarak göstermeyi hedefle-
diğimiz bu çalışma sonucunda p53 gen ekspresyon düzeyinin 
24 saatlik melatonin inkübasyonunun ardından 1000 nM doz 
verilen grupta en yüksek değeri aldığını qRT-PCR ile tespit 
ettik. Tümör gelişiminin en önemli sebeplerinden birinin p53 
geninde meydana gelen mutasyon olduğu daha önce belir-
tilmişti. Protein stabilizasyonundan dolayı biriken mutant 
p53 immünsitokimyasal tekniklerle de saptanabilmektedir. 
İmmünsitokimyasal teknikler p53 proteininin hücresel lo-
kalizasyonunun intrasellüler dağılımının tespitinde oldukça 
önemlidir ve kanser hücrelerinde p53 aktivasyonunun tespiti 
için son zamanlarda oldukça tercih edilen bir yol olmuştur 
(79, 80). Yaptığımız immünsitokimyasal p53 boyaması so-
nucunda, melatonin uygulanan gruplarda kontrol grubuna 
kıyasla immünpozitif pozitif hücre sayısında artış olduğunu 
tespit ettik. Bu sonuç doğrultusunda melatoninin p53 akti-
vasyonunu artırdığını ve MCF-7 meme kanseri hücrelerinde 
apoptozu uyardığını düşünmekteyiz. 

Kanser türlerinin birçoğunda Bcl-2 protein ailesine ait olan 
unsurlar apoptozu inhibe etmektedir. Bu protein ailesinden 
Bad, Bak, Bcl-Xs ve Bax proteinleri apoptozu artırırken, 
Bcl-2, Bcl-XL ve Mcl-1 proteinleri apoptozu inhibe etmek-
tedir (81, 82). Yapılan bir çalışmada pankreas kanseri üze-
rine uygulanan düşük konsantrasyondaki melatoninin bu 
hücrelerde kaspaz-9 aktivasyonunu ve Bax proteininin se-
viyesini artırdığı ve dolayısıyla proapoptotik süreci tetikle-
diği gösterilmiştir (83). Başka bir çalışmada, prostat kanseri 
üzerine uygulanan melatonin, Bax proteininde ve sitokrom 
c düzeyinde artışa, Bcl-2 proteininde ise azalmaya neden 
olmuştur (84). Benzer şekilde tümör hücreleri üzerinde me- 
latoninin var olan onkostatik etkisini Bax ekspresyonundaki 
artış ve Bcl-2 üretimindeki azalma yoluyla gerçekleştirdiğini 
gösteren çalışmalar da mevcuttur (85, 86).  Biz de yaptığımız 
deney sonucunda uyguladığımız melatoninin, Bax pro-
teinindeki aktivasyonu kontrol grubuna kıyasla artırdığını 
immünsitokimyasal çalışmalar sonucunda gördük.

SONUÇ
Sonuç olarak, östrojen pozitif meme kanseri hücrelerinde 
farklı dozlarda uygulanan melatonin, kanser hücrelerinde 
total antioksidan madde miktarında artışa, total oksidan 
madde miktarında ise azalmaya neden olduğunu tespit ettik. 
p53 gen ekpresyonundaki artış, hem qRT-PCR analizi ile 
hem de immünsitokimyasal boyamalar ile teyit edilmiştir. 
Ayrıca pro-apoptotik bir protein olan Bax proteininin akti-
vasyonunun da melatonin uygulaması ile arttığı belirlendi. 
Melatonin uygulamasının meme kanseri hücreleri üzerindeki 
bu olumlu etkileri daha detaylı çalışmalarda farklı yönleriyle 
ele alınmalıdır. 
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