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ii.ONSOZ

Kanser icin geleneksel kemoterapi ve radyoterapiler, 6zellikle hizli boliinen
hiicreleri hedef almaktadir. Ciinkii cogu kanser hiicresi kdken aldigir normal saglikli
hiicrelerden daha hizli gogalir. Ancak, tedaviler viicudumuzdaki normal kok hiicreler
ve c¢ogu diger hiicreler gibi yavas boliinen hiicrelere zarar vermeyecek sekilde
dizaynedilmeye galisiliyor. O zaman buna karsi goriinen ¢oziim, spesifik olarak
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1.GIRIS

Kanser, kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en sik 6liim nedeni olarak major
saglik sorunlarindan biri olmaya devam etmektedir. Diinya saglik orgiitii [World
Health Organization (WHO)] raporuna gore, Diinya genelinde kansere bagli 6liimler
2000 yilinda 6 milyon iken, bu say1 2005 yilinda 7,6 milyona, 2007 yilinda ise 7,9
milyona yiikselmistir. Buna bagli olarak 2000-2007 yillar1 arasindaki artisin % 32
oldugu hesaplanmistir. 2008 yilinda Diinya genelinde yaklasik 12,7 milyon kanser
vakas1 belirlenmis ve yine bu yil icerisinde 7,6 milyon insanin kanserden 6ldigii
rapor edilmistir (Jemal ve ark 2011). Bu 6liim insidansinda ilk sirada akciger kanseri
(1,4 milyon) bulunmakta bunu sirasiyla mide kanseri (740,000), karaciger kanseri
(700,000), kolorektal kanser (610,000) ve meme kanseri (460,000) takip etmektedir
(World Health Organozation 2011). Bunlar arasinda meme kanseri kadinlarda en sik
goriilen kanser tiirii olup 6liim insidansi agisindan da kadmlar arasinda ikinci sirada

yer almaktadir.

Kansere karsi1 etkin tedavi protokolleri gelistirilmesi ¢alismalarinda son 30 yilda
baz1 kanser tiirlerinde 6nemli gelismeler saglanmasina ragmen, genel basar1 oranma
bakildiginda bes yillik sag kalim agisindan onemli bir ilerlemenin saglanamadigi
goriilmektedir (Jemal ve ark 2010). Bu durum ve Diinya genelinde artan kanser
insidans1 kansere yaklasim ve tedavide yeni yaklasimlarin olusturulmasi geregini
dogurmustur. Bu yonde yapilan calismalarda elde edilen veriler giderek artan bir
oranda kanserin kok hiicre 6zelligi tagiyan bir grup hiicre tarafindan olusturuldugunu

gbstermis ve bu hiicreler daha sonra kanser kok hiicreleri olarak adlandirilmistir

(Dick 2009, Reya ve ark 2001).

Yapilan ¢aligmalarda kanser kok hiicrelerinin sitotoksik ajanlara ve radyasyona
kars1 intrinsik veya kazanilmis bir direng gosterdigi belirlenmistir. Bu direncin
altinda yatan mekanizmalarin DNA hasarin1 tanima ve onarma kabiliyetindeki artis,
apoptotik yolaklardaki aktivite azligi, kemoterapotik ajanlarin hiicre igerisine
alinmasindaki yetersizlik veya bu ajanlarm hiicre digma atilimindaki artiga bagli
olabilecegi rapor edilmistir (Gottesman ve ark 2002, Guzman ve ark 2001). Bununla
birlikte baz1 dokularda kanser kok hiicrelerinin hiicre dongiilerini yavaslatarak sesiz

duruma gegctikleri ve dormant bir karakter sergiledikleri goriilmiistiir (Guan ve ark
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2003, Kusumbe ve Bapat 2009). Bu durum proliferatif aktivite gosteren hiicrelerin
hedeflendigi tedavilere karst kanser kok hiicrelerinin direng gdstermesinin
nedenlerinden biri olarak kabul edilmistir. CD133 glioblastoma kanser kok hiicreleri
iizerinde yapilan bir calismada radyoterapi sonrasinda bu hiicrelerin sayisinda

belirgin artis oldugu saptanmistir (Bao ve ark 2006).

Kanser kok hiicrelerini hedefleyen tedaviler genellikle; a) kanser kok hiicreleri
yiizey markirlarina selektif antikorlar araciligryla kanser kok hiicrelerinin
hedeflenmesi, b) kendini yenilemede (self-renewal) etkin sinyal yolaklarinin
bloklanmasi, c¢) kemoterapi ve radyoterapiye diren¢ saglayan yolaklarin
engellenmesi, d) kanser kok hiicrelerinin diferasyasyon yoniinde indiiksiyonu
seklinde bigimlenmeye baslamistir (Bao ve ark 2006, Zhou ve ark 2009). Kanser kok
hiicrelerinin ylizey markirlar1 yoluyla hedeflendigi yaklasimlar bu yiizey
markirlarmm normal hiicrelerde de eksprese edilmesi dolayisiyla giicliikler

tasimaktadir.

Genel olarak bakildiginda son on yilda yapilan ¢alismalar otofajinin;
metabolizmanin diizenlenmesi, morfogenez, hiicre farklilasmasi, yaslanma gibi
fizyolojik hiicresel olaylarda ve bagisiklik sisteminin bir parcasi olarak hiicre igi
patojenlerin yikiminda rol oynadigini géstermektedir (Shintani ve Klionsky 2004,
Mizushima ve ark 2008, Rajawat ve Bossis 2008). Ayrica arastirmalar, hiicrelerdeki
otofaji bozukluklarnin kas hastaliklari, kanser, enfeksiyon hastaliklar1 ve
Huntington, Alzheimer, Parkinson gibi nérodejeneratif hastaliklarin etiyolojisinden
sorumlu oldugunu ortaya koymaktadir (Rubinsztein ve ark 2007). Fakat bunlara
karsin kontrolsiiz otofajinin hiicre Oliimlerine yol agarak hastaliklarin patolojik
etkilerine katkida bulunabilecegine dair kanitlar da bulunmaktadir (Yorimitsu ve
Klionsky 2007).

Kanser ve otofaji arasindaki iligkinin arastirildigi bircok caligmada, biiylime
faktorlerinden yoksun tiimor hiicrelerinde otofajide artis oldugu, hiicrelerin 6liimden
otofaji ile kactig1 ve hiicrelerdeki otofaji inhibe edildiginde, hiicrelerin apoptoz ile
oldigli gozlenmistir (Boya ve ark 2005, Lum ve ark 2005). Otofajinin timor
hiicrelerini 6liimden koruyan bir mekanizma olduguna dair hipoteze kars1 otofajinin

kanser olusumunu Onleyici roliinii gosteren bir¢cok calisma bulunmaktadir. Kanser
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hiicrelerinde normal hiicrelere kiyasla daha az otofaji gozlenmektedir. Atg
proteinlerinden LC3-11 ve beclin-1 proteinin kanser hiicrelerinde ekspresyonlarinin
azaldig1 gosterilmistir. BECN geninde meydana gelen hasar sonrasinda timor
olusumunda artis oldugu ve BECN’nin asir1 ekspresyonunun timér olusumunu

azalttig1 bilinmektedir.

Melatonin (5-methoxy-N-acetyltryptamine); cesitli fizyolojik fonksiyonlari ile
filogenetik acismdan iyi korunmus bir molekiildiir (Lee ve ark 2009). Oncelikle
epifiz bezinde {iretilen ve kana salgilanan dogal bir iriindiir. Melatoninin ayni
zamanda monositler ve makrofajlar dahil olmak {izere, gesitli hiicreler tarafindan
iiretilir ve enflamasyona kars1 koruma yoniinde etkinligi gosterilmistir (Lee ve ark
2009, Guney ve ark 2007). Melatonin antioksidan, anti-inflamatuar ve anti-timor
aktivite gOstermesi sebebiyle biyolojik etkileri genis bir yelpazeye sahiptir
(Dominguez-Rodriguez ve Breu-Gonzalez 2011, Hill ve ark 2011, Gonzalez ve ark
2011). Melatonin ayrica, insan kanserlerinde potansiyel kemoterapotik bir etkiye
sahiptir. Hiicre hayatta kalma, proliferasyon ve apoptoz ile iliskili gesitli sinyal
transdiiksiyon yollarini etkileyecek yetenege sahip olacagi gosterilmistir (Um ve ark
2011, Dai ve ark 2008). Ancak melatonin molekiiler etki mekanizmasi heniiz tam

olarak ortaya konmamastir.

Han ve arkadaslar1 (2008) otofajik yanitlar1 iskemik hasar sonrasi endotel
hasarma neden olan nitrozatif stres ile iliskili olup olmadigmi incelemislerdir.
Calisma, siganlarda mikro embolizma oksijen-glikoz yoksunlugu kullanilarak in vitro
ve in vivo olarak gerceklestirilmistir. In vivo ve in vitro her iki diizenekte de
otofajinin, nitrozatif gerilme derecesine gore yiikseldigi gdézlenmistir (Han ve ark
2008). Melatonin uygulamasindan sonra otofajik islemlerinde kismi bir azalma
oldugunu rapor edilmistir. Koh (2011)’un yaptig1 bir ¢alismada, melatoninin mTOR
sinyal yolu aktivasyonu ile iskemik beyin hasarini onledigi gosterilmistir (Koh
2011). mTOR proteinin, hiicre biiyiimesi ve hiicre dongiisiiniin ilerlemesinde merkezi
bir regiilator roli oldugu bilinmektedir ve buna ek olarak, mTOR yolagmimn otofaji

iizerinde inhibitor etkisi olabilecegi diistiniilmektedir.



1.1. Meme Kanseri

Meme kanseri diinyada kadinlar arasinda en sik goriilen malign tiimordiir.
Amerika Birlesik Devletlerin’de meme kanseri kadinlarda en sik kanser tanisi
konulan kanserdir. Tim kanser teshislerinin %30’unu ve kansere bagli 6liimlerin
%16’sin1 olusturur. Tim diinyada o6zellikle gelismis {ilkelerde temel saglik
problemidir. Meme kanseri siklig1 iilkeden iilkeye farklilik gosterir 6rnegin Asya
iilkelerinde en diisiik oranda goriiliirken bat tilkelerinde en yiiksek oranda goriiliir
(Abelof ve ark 2004). Ulkemizde Saghk Bakanlig: istatistiklerine gére meme kanseri

% 37,6 ile en sik goriilen kanserdir (www.saglik.gov.tr).

Meme aknseri normal epitel hiicrelerin malignant transformasyonuna neden olan
kompleks genetik ve epigenetik olaylar sonucu olusur. Epigenetik degisimler meme
kanserine yol acan temel mekanizmalardan birisidir ve meme kanseri olusumu

tetikleyen ¢esitli tumor baskilayict genlerin susturulmasinda anahtar rol oynar.

Bir¢ok ¢alisma yapilmasina ragmen, meme Kkanserinin nedeni tam olarak
bilinmemekle birlikte genetik, ¢evresel, hormonal faktorlerin meme kanseri
olusumunda rol aldigi bilinmektedir. Meme kanseri olusumunda pek ¢ok risk

faktoriinden s6z edilmektedir.

1.1.1. Meme Kanseri Risk Faktorleri

Meme kanserine neden olan risk faktorlerini ¢evresel ve genetik faktorler olarak
iki grupta incelenebilir. Bununla birlikte; yas, cinsiyet, erken menarj ve ge¢
menapoz, dogum oykiisii, alkol tiiketimi, yaglh diyet ve sismanlik, radyasyon, dogum
kontrol haplarinin kullanilmasi, menopoz sonrasi hormon tedavisi hikayesi olmak
tizere Ozetlenebilir. Genetik faktorler ise aile temelli faktorler veya de novo genetik

faktorler olabilmektedir. Bunlar1 ayr1 ayr1 ele aldigimizda;

Yas: Ileri yas 6nemli bir risk faktoriidiir. 30 yasina kadar meme kanseri insidansi
olduk¢a diisiikken 80 yasina kadar dogrusal bir sekilde artis gosterir (Singletary
2003).



Cinsiyet: Tiim meme kanserlerinin %99’u kadinlarda %1 kadar1 da erkeklerde

gortliir (Ying ve ark 2005).

Erken Menarj ve Ge¢ Menopoz: Meme kanseri riski, menarj ve menopoz yasiyla
oldukga iligkilidir. Erken menarj (12 yastan kii¢liik) meme kanseri riskini %10 ila 20
artirken menopozda (55 yastan biiyiik) her geciken bir yil riski yaklagik %3 artirdig:
bildirilmistir (Oldenburg ve ark 2007).

Dogum Ovykiisii: Hi¢ dogum yapmamis kadmlar ve ilk canli dogumunu 30
yasindan sonra yapmis kadmlar artmis meme kanseri riskine sahiptirler (Singletary
2003). 20 yasindan once ilk canli dogum 35 yasindan sonraki ilk dogumdan %50
daha diisiik meme kanseri riskine sahiptir. Ilaveten 3 veya daha fazla dogum yapan
kadinlar hi¢ dogum yapmamis kadinlardan daha diisiik riske sahip oldugu rapor

edilmistir (Abeloff ve ark 2004).

Alkol Tiiketimi: Alkol alinmasi estradiol serum seviyesini artirabilir, bu da
dolayl1 yoldan 6strojen hormonuna maruz kalmay1 artirarak meme kanseri gelisimini

artirdig1 one stiriilmiistiir (Martin ve Weber 2000).

Yagli Diyet Ve Sismanlik: Obezite, menopoz sonrasi (postmenopoze) kadinlarda
meme kanseri riskini artirrr. Ciinkii adipoz doku 6nemli bir dstrojen kaynagidir ve

obez kadinlarda endojen 6strojen seviyesi yiiksektir (Oldenburg ve ark 2007).

Radyasyon: Meme bezinin yliksek doz iyonize radyasyona maruz kalmasi, meme

kanseri riskini artirir (Oldenburg ve ark 2007).

Dogum Kontrol Haplarinin Kullanilmasi: Dogum kontrol haplarmin kullanimi
meme kanseri riskini ¢ok hafif artirir. Bu risk haplarm kullanimi kesildigi zaman

ortadan kaybolur (Abeloff ve ark 2004).

Menapoz Sonrast Hormon Tedavisi: Menopozal semptomlarin kontrol edilmesi
ve osteoporozun Onlenmesi i¢in eksik hormonu yerine koyma tedavisi yapilir
(Singletary 2003). Uzun siireli araliksiz hormon kullanilmasi durumunda risk

artmaktadir. Ancak kisa siireli kullanim (<5 yil) postmenopozal semptomlarin
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giderilmesi i¢in kullanilabilir. Bir risk artisina sebep olmadigi tespit edilmistir

(Abeloff ve ark 2004).

Ailede Meme Kanseri Hikayesi: Aile yakimlar1 arasinda meme kanserine
yakalanmis kadinlarm, meme kanserine yakalanma riski, diger kadinlara gére daha
fazladir. Riski belirleyen ise akrabalik derecesi (birinci veya ikinci), akrabada meme
kanserinin ortaya ¢iktig1 yas ve etkilenen akraba sayisidir. 50 yas ve iizerinde meme
kanseri gelistiren birinci derece akrabaya (anne, baba, kardesler vb) sahip bireyler
1,8 nisbi riske sahipken 50 yas altinda meme kanseri gelistiren birinci derece
akrabaya sahip bireyler 3,3 nisbi riske sahiptir. Ikinci derece akrabasi meme
kanserine yakalanmis olan bireyler 1,5 nisbi riske sahiptir. Anne ve kiz kardes gibi
iki tane birinci derece akrabasi meme kanserli olan bireylerde nisbi risk 3,6’dir

(Singletary 2003).

1.1.2. Meme Kanserinin Histopatolojisi, TNM Siniflanmasi ve Evrelemesi

Histolojik olarak meme karsinomlar1 in situ ve invaziv olmak iizere iki ana gruba
ayrilir. In-situ (invaziv olmayan) tipte tiimdr duktus bazal membrani igindeyken,
invaziv durumda tiimdr hiicreleri bazal membrani asarak stroma igerisine yayilmistir
(Dizbay ve Perginel 2008). Meme kanserinin %90’dan fazlasi invaziv karsinom

Ozelligindedir.

2003 yilinda Diinya Saglik Orgiiti (World Health Organization) tarafindan
invaziv karsinom; invaziv duktal karsinom, invaziv lobuler karsinom, tubuler
karsinom, invaziv kribriform karsinom, mediiller karsinom, miisinéz karsinom,
invaziv papiller karsinom, invaziv mikropapiller karsinom, apokrin karsinom,
Sekretuar (juvenil) karsinom, adenoid Kistik karsinom, metaplastik karsinom ve

noroendokrin karsinom olarak siniflandirilmigtir (WHO 2003).

Infiltratif duktal karsinom, invaziv meme karsinomlarmin en sik gdzlenen
formudur ve hastalarin yaklasik %75’ini olusturur (Meisner ve ark 2008). Genellikle
50’li yaslarda goriiliir ve tiimor bliylikligii birka¢ mm ile 14 cm arasinda degisiklik

gosterir. Makroskobik olarak daha sik goriilen yildiz seklinde veya iyi sinirlt olabilir.



Mikroskobik o6zellikleri ise; tiimor sinirlart infiltratif veya itilme seklinde olabilir,

bazal lamina bulundurmaz (Tolunay 2005).

Meme kanseri evrelemesinde AJCC 2002 (American Joint Committee on Cancer)
evreleme sistemi kullanilmaktadir ve TNM (Timor-Nod-Metastaz) smiflamasina

gore yapilmaktadir (Greene ve ark 2002).

Meme kanserinde TNM smiflamast agiklamalari;
Primer tiimor
Tx: Degerlendirilemeyen primer timor
To: Primer tiimdre ait bulgu yok
Tis: In situ karsinom
Tis (DKIS): Duktal karsinom in situ
Tis (LKIS): Lobuler karsinom in situ
Tis (Paget): Meme basmin paget hastaligi(primer baska timor yok)
T1: En biiylik ¢ap1 < 2,0 cm timor
Tlmic: En biiyiik ¢ap1 < 0,1 cm mikroinvazif timor
T1a: Timor ¢ap1 > 0,1 cm, ancak < 0,5 cm
T1b: Tiimor ¢ap1 > 0,5 cm, ancak < 1,0 cm
T1c: Timor ¢ap1 > 1,0 cm, ancak < 2,0 cm
T2: Tiimor ¢ap1 > 2,0 cm, ancak < 5,0 cm
T3: Tiimor ¢ap1 > 5,0 cm
T4: Gogiis duvar1 (GD) (a) veya deri (b) tutulumu
T4a: Gogiis duvarina invazyon
T4b: Memede 6dem (portakal kabugu goriintiisii ile peau d’orange) veya cilt {ilseri
veya aynt memede uydu (satellit) cilt nodiillerinin olmas1
T4c: T4a ve T4b birlikte

T4d: Inflamatuar meme karsinomu

Bolgesel lenf nodlar (N)

Klinik simiflama

* NX: Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilemiyor
* NO: Bolgesel lenf nodu metastazi yok

* N1: Hareket edebilen ipsilateral aksiller lenf nodlarina metastaz



* N2: Birbirine veya ¢evreye yapisik ipsilateral aksiller lenf nodu metastazi veya
Klinik olarak aksilla (-) ancak ipsilateral internal mamaryan lenf nodu metastazi

* N2a: Birbirine veya gevreye yapisik aksiler ipsilateral lenf nodu metastazi

* N2b: Klinik olarak aksilla (-) iken, klinik ipsilateral internal mamaryan lenf nodu
metastazi

« N3: Ipsilateral aksiller lenf nodu tutulumu ile birlikte internal mammaryan lenf
nodu metastazi veya infraklavikiiler lenf nodu metastaz1 veya supraklavikiiler lenf
nodu metastazi.

* N3a: Ipsilateral infraklavikiiler lenf nodu metastazi

* N3b: Internal mamaryan lenf nodu ve birlikte aksiller lenf nodu metastaz1

* N3c: Ipsilateral supraklavikiiler lenf nodu metastazi

Uzak metastaz (M)
* MX: Uzak metastaz belirlenemiyor
* MO0: Uzak metastaz yok
* M1: Uzak metastaz
Cizelge 1.1. AJCC 2002 Meme Kanseri Evrelemesi

Evre 0 Tis, NO, MO

Evre | T1, NO, MO

Evre 1A TO, N1, MO/ T1, N1, MO/ T2, NO, MO

Evre 11B T2, N1, MO/ T3, NO, MO

Evre I1IA TO, N2, MO / T1, N2, MO / T2, N2, MO / T3, N1, MO / T3, N2,
MO

Evre 111B T4, NO, MO/ T4, N1, MO/ T4, N2, MO

Evre I1IC Herhangi bir T, N3, MO

Evre IV Herhangi bir T, herhangi bir N, M1

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda tiimoriin biyolojisinin TNM sisteminden daha
karmagik oldugu ve tiimorlerin anatomik yapilar: ile biyolojik davranigini tahmin
etmenin dogru bir yol olmadigi bildirilmektedir (Baratelli 2007). Sporadik meme
kanserleri arasinda gen ifadesi farkliliklarmin belirlenmesi tizerine meme tiimérleri

dort ana smifa ayrilmistir (Perou ve ark 2000).




1. Luminal hiicre benzeri: Luminal A ve B olmak lizere iki gruba ayrilmakla
birlikte A grubu B grubundan daha fazla Gstrojen reseptor (ER) eksprese eder. Her
iki grupta diisiik diizeyde HER2 eksprese eder.

2. Bazal hiicre benzeri: Bu grup ‘iicli’ negatif meme kanseri (Ostrojen reseptor
(ER), progesteron reseptor (PR), HER2 negatif) fenotipine sahiptir.

3. HER2 pozitif grup

4. Normal epitel benzeri

1.2. Meme Kanseri Kok Hicreleri

1.2.1. Kanser Kok Hiicrelerinin Tarihcesi

Kanser kok hiicreleri (KKH), normal kok hiicrelerinin karakteristik 6zelliklerine
sahiptir. KKH ozellikleri arasinda az bir kanser dokusunda bulunsa da tiim hiicre
tiplerine doniisebilme yetenegine sahip olan bir hiicre grubudur. Kanser kok hiicreleri
timorojeniktirler ve bodylece tiimor olusturma ozelligine sahiptirler. Kanser kok
hiicreleri, kendini yenileme ve bir¢cok hiicre tipine farklilasma gibi kok hiicre

islemleri aracihigiyla tiimor olusturabilirler (Charafe-Jauffret ve ark 2009).

Kanser kok hiicre hipotezi, tiimdriin kiiciik bir hiicre grubu tarafindan baslatildig:
ve siirdiirildiigiinii onerir. Ancak bu tiimordjenik hiicrelerin kaynagi hali hazirda
bilinmemektedir. KKH teorisi iki biiyilkk konsept ile karsimiza ¢ikmaktadir.
Bunlardan birisi; kanserler hem c¢ocuk hem de eriskin dokularda var olan kok
hiicrelerden meydana gelir. Baz1 arastirmacilar bu teoriye destek olarak gelisim
stirecinde kok hiicre popiilasyonunda kanser kok hiicresinin bir mutasyon sonucunda
olustugunu sdylemektedirler (Klonisch ve ark 2008). Gelismekte olan bu kok hiicre
popiilasyonunun mutasyona ugradigini ve daha sonra yayildigmi ki boylece
mutasyona ugramis kok hiicrelerden tiireyen hiicrelerde bu mutasyonun
paylasilmakta oldugunu iddia etmektedir (Wang ve ark 2009). Alternatif bir teori ise,
transforme olan ve farklilasan hiicrelerin kok hiicre benzeri karakteristik 6zellikleri
kazanmalaridir (Santisteban ve ark 2009). Bu hipotez Epitelyal’dan Mezenkimal’e

Gegis (EMT) olarak da adlandirilmaktadir. Bu hiicrelerin kdkeninin ve biyolojisinin



saptanmasi, kanserin tekrarlama riskini azaltan tedavilerin gelistirilmesi i¢in 6nem

arz etmektedir.

Kanser kok hiicreleri ilk kez John Dick ve arkadaglari tarafindan tanimlanmigtir
(John Dick ve ark 2001). Bu arastirmacilar, losemik hiicrelerin biiylimesi ve
yayilmasinin; l6semi hiicrelerinin kendini siirekli yenileyebilme kabiliyetine sahip
kiigiik bir hiicre grubu tarafindan yapildigi tespit etmislerdir (John Dick ve ark 2001).
Daha sonra bu hiicre grubunu kanser kok hiicreleri olarak adlandirmislardir (Charafe-
Jauffret ve ark 2008). Weissman ve ark (2001) yaptiklar1 ¢aligmlarinda, tiimor kok
hiicrelerinin durdurulmasi 16seminin tekrar etmesinden korudugunu vurgulamislardir.
O zamandan itibaren kanser kok hiicreleri, karsinogenezin 6dnemli bir pargasi olarak
tanimlanmis ve meme, beyin, deri, bas boyun, troid kanseri gibi bircok kanser

tiirlerinden de izole edilmistir (Patrawala ve ark 2005).

1.2.2.Meme Kanseri Kok Hiicrelerinin Ozellikleri

KKH; beyin, kan, deri, bag ve boyun, tiroit, rahim agzi, akciger, retina, mide-
bagirsak ve ilireme sistemleri organlarindaki kanserlerde tanimlanmistir. Ayrica
kanser koOk hiicreleri gogiis kanserlerinde de tanimlanmistir. Meme bezinin
gelisiminde ve meme biyolojisinde kok hiicrelerin 6nemli bir rol oynadigi
disiiniilmektedir. Meme kok hiicreleri memenin biiylik plastisitesinin elde edilmesi
icin gereklidir. Bu durum, meme bezinin 6zellikle karsinogenezise egilimli ve bu
olayda meme kanseri kok hiiclerinin 6nemli bir rol oynadigi1 gosterilmektedir. Meme
kanserinde kanser kok hiicreleri hipotezi; kanser kok hiicrelerinin anormal ve sinirl
sekilde hiicreler {liretebilecegini varsayar. Epigenetik degisiklikler ve onkojenik

olaylar tiimor farklilasmasini etkileyebilmektedir (Charafe-Jauffret ve ark 2008).

KKH diger kanserlerde de oldugu gibi, meme kanserinin onlenmesi, tanisi ve
tedavisinde temel etkileri olabilen, kan damari olusumunu tesvik eden, hiicre
motilitesini destekleyen ve cesitli tedavilere direng gosteren belirli 6zellikler
sergilemektedir. Calismalar 1s5181inda meme kanseri kok hiicrelerinin daha yavas
sikluslarla kendini yenileyebildigini ve kemoterapiye kars1 daha dayanikli oldugu
gosterilmistir (Fillmore ve Kuperwasser 2008). Ayrica, hem mezenkimal kok

hiicrelerin hem de meme kanseri kok hiicrelerinin ila¢ ve radyasyona karsi direng ile
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baglantili oldugu gosterilmistir (Dean ve ark 2005). Kemoterapi ve radyasyon
farklilagmig hiicreleri 6ldlirmek icin glinimiizde kullanilan geleneksel tedavilerdir.
Bu terapiler tiimor kitlesini kiigiiltmekte fakat kanseri baslatan hiicreleri 6ldiirmede
basarisiz olmaktadirlar. KKH’leri, kemoterapiye olduk¢a diren¢ gosteren bir
mekanizmaya sahip olmasiyla normal kok hiicrelerle benzer Ozellikler
gostermektedir. Bu 6zellikler, nispi hareketsizligi, BCL-2 ailesi proteinlerinin artan
ekspresyonunu, ¢oklu ilag direnci ve aktif DNA tamir mekanizmasi gibi membran
tastyicilarmin artan ifadelerini icerdigi gosterilmistir (Zhou ve ark 2001, Charafe-
Jauffret ve ark 2008). Sitotoksik direng, genellikle hiicrelerde ilag pompalarinin artan
ekspresyonundan kaynaklanmaktadir. Meme kanseri direnci ile iligkili BCRP (Meme
Kanseri Rezistans Proteinler) ve PGP (P-Glikoprotein) olmak iizere iki pompa vardir
(Hait ve Yang 2005). Antimitotik kemoterapiler, kok hiicrelerde olgun timor
hiicrelerine kiyasla daha az etki gostermektedir. Ayrica, farklilasmis hiicreler
serumsuz siispansiyonda oliirken, kok hiicreler bu ortamda dayanikli, biiyliyen ve
timorfaz olarak bilinen koloni olusumunu gergeklestirirler. Solid tiimorlerde, bu
timor hiicrelerinin sadece kiigiik bir boliimiiniin, vitroclonogenic deneylerle koloni
olusturabilecegi gosterilmistir.  Koloni olusturabilen bu hiicrelerin, meme
kanserindeki metastaz ve mortalitenin gelisimi arasmdaki iligskisi gosterilmistir

(Charafe-Jauffret ve ark 2008).

Kanserli kok hiicreleri etkilemeyen tedaviler, tedaviye direngli hiicrelerin
olusumu ve kanserin yeniden ortaya ¢ikmasina neden olur. Bu nedenle, kok hiicreler
gibi davranan kanser hiicrelerinin kesfi ile kanserin tamamen tedavisinin neden zor
oldugununun olast bir aciklamasmi sunmaktadir ve bundan dolay1 yeni tedavi
yontemlerinin arastirilmasimna yon vermektedir. Antikanser tedavisi, farklilagan
kanser hiicrelerinin etkilerini ve kanser kok hiicrelerini basarili bir sekilde ortadan
kaldirmas1 gerekmektedir. Sonu¢ olarak, kanser kok hiicre belirteglerinin
tanimlanmas1 ve hedeflenen kemoterapinin kullanilmasi kanser arastirmalarinda ¢ok

Onemlidir.
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1.3.Meme Kanseri Kok Hiicrelerinin izolasyon Teknikleri

1.3.1.Side-Populasyon Teknigi

Kok hiicrelerin Hoechst ya da rhodamine gibi boyalar1 hiicre disina atabilirler.
Bunu p-glikoproteinler ya da BCRPs (Breast Cancer Resistant Proteinler) gibi
membran tastyici proteinlerinin artmis ekspresyonu ile yaparlar. Boyanin hiicre
disina bu sekilde atilmasi, meme epitel hiicrelerinde side—popiilasyon (SP) olarak
tanimlanan bir alt grubu ortaya ¢ikarir. Memedeki SP’nin multipotent 6zelligi,
transplante edildikleri farelerde meme dokusunu olusturmalari ile anlagilmistir.
Mammoplasti ya da memenin iyi huylu hastaliklar1 i¢in yapilan cerrahilerinden elde
edilen dokularda, fare meme bezindekine benzer SP 6zelliginde alt grup tespit
edilmistir. Bu SP teknigi ile meme kanseri hiicre hatti olan MCF-7"den kok hiicre
izole edilmistir. Izole edilen bu popiilasyon yiizdesi, toplam hiicrelerin %2 ’si kadar
olup diger hiicrelerden daha fazla kanser olusturdugu gézlenmistir. Bu bolgedeki
hiicre popiilasyonunun ayni zamanda kok hiicre 6zlliklerine sahip oldugu

goterilmistir (Patrawala ve ark 2005).

1.3.2. Tiimorfaz (Tumorospheres)

Bu teknik daha ¢ok farklilagmis hiicrelerin serumsuz siispansiyon kosullarinda
Oliirken, kok hiicre ve projenitor hiicrelerinin hayatta kalip yasamlarma devam etmesi
Ozelligine dayanmaktadir. Solid tiimorlerde, hiicrelerin sadece kiiclik bir kismi in
vitro ortamda klonojenik koloni olusturmasmin miimkiin oldugu gosterilmistir. Soft
agarda yapilan ¢aligmalarda bu koloni olusturan grubun en tliimorojenik aktivite
gosterdigi bildirilmistir (Wolman ve ark 1997). Ayrica, bu popiilasyonun spesifik
yiizey belirtegleri olan CD44", CD24" bakimindan zengin oldugu ve kok benzeri bu
hiicrelerin mamosferi olugturma yetenegi oldugu gosterilmistir (Hwang-Verslues ve
ark 2009, Engelmann ve ark 2008).
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1.3.3. Aldehit Dehidrogenaz

Bu yontem, son zamanlarda normal, tiimoral meme kok ve projenitor hiicreleri
izole etmek igin kullanilmistir. Bu hiicre i¢i aldehitlerin oksidasyonundan sorumlu
detoksife enzim olan aldehit dehidrojenazi 1 (ALDHI1)'in enzimatik aktivitesine
dayanmaktadir. ALDH1’in retinol oksitleyici rolii sayesinde kok hiicrelerin erken
farklilasmasida 6nemli rol oynamaktadir (Sophos ve Vasiliou 2003). ALDEFLUOR
deneyi ile tespit edilen ALDH aktivitesi, hem normal hem de KKH’leri i¢in ortak bir
belirteg olabilir. Bu yontemle 16semi ve multiple miyelomda basariyla kok hiicreler

izole edilmistir (Matsui ve ark 2004).

Hem normal hem de tumoral insan meme hiicrelerinden izole edilen
ALDEFLUOR-pozitif hiicler meme kok hiicrelerinin fenotipik ve fonksiyonel
karakteristigini gosterdigi gosterilmistir (Sophos ve Vasiliou 2003). Bununla birlikte,
insan meme tiimorlerinden izole edilen ALDEFLUOR-pozitif hiicrelerin KKH
icerdigi ve NOD/SCID farelerde tiimor olusturdugu gosterilmistir (Ginestier ve ark
2007).

1.3.4.CD44", CD247%%% Fenotipi

CD44 antijeni hiicre-hiicre etkilesimleri, hiicre yapigsmasi ve goci ile ilgili bir
hiicre yiizeyi glikoproteinidir. Insanlarda, CD44 antijen CD44 geni tarafindan
kodlanir. CD24 glikoproteini, CD24 geni tarafindan kodlanan ve en c¢ok B
lenfositlerin yiizeyinde bulunur. CD44 ayn1 zamanda farkli organ ve patolojiler i¢in
ortak bir kok hiicre isaretleyicidir. Bununla birlikte CD44", CD24  fenotipi ise doku

kisitlamas1 bulunmaktadir.

CD44", CD24" markirlart kullanilarak meme kanseri hiicre hatlarmdan kanser
kok hiicrenin ayirt edilebilecegi one siirlilmiistii (Al-Hajj ve ark 2003). Yiiksek
tiimorejenik aktivite gosteren meme kanseri hiicreleri, tiimor icerisinden bu ylizey
belirteclerini kullanarak bir alt popiilasyona ayirmak i¢in kullanilir. KKH’lerinin en
belirgin 6zelligi, hayvan deneylerinde tiimdr olusturma yetenegine sahip olmasidir.
Al-Hajj ve arkadaslar1 (2003), CD44", CD24 markirlara sahip hiicreleri SCID/NOD

farelere naklettiginde, farelerde tiimor olustugu gosterilmistir. Calismada ayrica; bu
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hiicrelerin kendini yenileyebilir olmasi, dongiilerinin daha yavas ve kemoterapiye
daha dayanikli oldugu gosterilmistir (Fillmore ve Kuperwasser 2008). Bunun
yaninda meme kanser hiicre hattt MCF-7de CD44" CD24  fenotipi gdsteren kanser
kok hiicrelerinin nispi radiorezistans gosterdigi belirtilmistir (Charafe-Jauffret ve ark
2008). Bu hiicreler kisa siireli 1ginlara maruz birakildiginda populasyonlarmin da

artig gosterdigi bildirilmistir (Al-Hajj ve ark 2003).

1.4 . Hiicre Oliim Mekanizmalar:

1.4.1.Apoptoz

Apoptoz, cok hiicreli organizmalarda gerceklesen programlanmis hiicre Sliimii
stirecidir. Programli hiicre 6liimii; DNA hasarmin bulunmasi, hiicrenin viriislerle
enfekte olmasi ve hiicrenin normal fonksiyonlarinda diizensizlik ve tahribat olmas1
durumlarinda gergeklesir. Ayrica, programlanmig hiicre Olimii programli bir
fizyolojik gelisimi igin gereklidir. Hiicrenin geri doniisemez sekilde hasar gormesi
sonucu ortaya ¢ikan nekroza gore apoptozun bir organizmanin yasam dongiisi
boyunca avantajlar1 vardir. Ornegin; gelismekte olan bir insan embriyosunda el ve
ayak parmaklarinin arasinda perde yapisindadir. Bu perdenin ortadan kalkmasi ve
parmaklarin ayrilmasi hiicrelerin apoptotik 6liimii ile ilgilidir. Beyindeki néronlar

arasindaki uygun baglantilarin olusumu da apoptoz ile ger¢eklesmektedir.

Hiicre icindeki oksidan diizeylerinde artis gibi bazi sinyallerin alinmasi,
oksidasyon ya da X-ismlar1 ve kemoterapdtik ilaglar gibi diger maddeler ile zararh
bir DNA hasar1 ya da {igiinciil yap1 katlanmalarindaki basarisiz birikmis proteinler,
hiicre tizerinde spesifik reseptorlere (Tiimor Nekroz Faktori-alfa (TNF-a) gibi) bazi

molekiillerin baglanmasi sonucu apopotoz tetiklenmis olur.

Apoptoz sinyal mekanizmalarina gore; kaspaz bagimli veya kaspaz bagimsiz
yollar1 kullanarak gerceklesir. Kaspazlar inaktif 6n-maddeler olarak sentezlenir ve
aktif enzimler liretmek i¢in apoptoz indiiksiyonunu pro-domains igerirler. Kaspazlar
iki alt smifa ayrilir. Bunlar; baslatici kaspazlar olarak bilinen uzun pro-domain

bolgeleri igeren (kaspaz 2, 8, 9, 10) ve efektor kaspazlar olarak bilinen baslatici
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kaspazlar tarafindan boliinen, kisa pro-domain bdolgesi igeren (kaspaz 3, 6, 7)

kaspazlardir (Noy 2010).

Mitokondri Aracih Apoptoz (Instrinsik Apoptoz): Bu yolda, apoptoz hiicre
ici sinyaller ile tetiklenir. Saglikli bir hiicrede, mitokondriya dis zarindan apoptozu
inhibe eden Bcl-2 (B-hiicre Lenfoma 2) proteini salinir. Hiicredeki i¢ hasar
sonucunda BAX (Bcl-2 iliskili X Protein) proteini mitokondri yiizeyine gd¢ eder ve
dis zarda konumlanarak BCL-2’nin inhibe etkisini ortadan kaldirir. Daha sonra,
sitokrom ¢ disar1 salinir ve apopitozom olarak bilinen bir protein kompleksi
olusturmak igin pro-kaspaz 9 apoptotik proteaz aktive edici faktor-1 (Apaf-1) ‘e
baglanir. Kaspaz 9 bulunan bu protein kompleksini aktiflesmek i¢in kaspaz 3
devreye girer ve aktif kaspaz 9 olusur. Bu kaspaz aktivasyonu, sekil 1.3.1.2°de
gosterildigi gibi sitoplazmada hiicrenin fagositoz ile sindirimine yol agan proteolitik

aktiviteli bir kaskad olusturur (Adams ve Cory 2001).

Oliim Reseptor Aracih Apoptoz (Ekstrinsik Apoptoz): Fas ve TNF
reseptorleri integral membran proteinleridir. Bagisiklik sisteminde hiicre 6limiini
kontrol eden Fas hiicre reseptorii sitotoksik T hiicreleri ve naturel killer hiicreleri
iizerinde bulunur. Fas proteini hiicre yiizeyinde kendi reseptdriine baglanir ve
reseptOr trimerizasyonunu saglar. Aktive olmus reseptorler FADD reseptor molekiili
ile birlesir ve bolgenin uyarilmasiyla prokaspazlar aktive olur ve apoptoz baslar
(Sekil 1.1) (Spierings ve ark. 2004, Curtin ve Gotter 2003).
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A B Apoptorik uyanci

Oliim reseptitlen Mitokondn
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Digsal Apoptoz | Sitokrom ¢ .
D Apaf-
Kaspaz 3 @ ATP
7 ° Kaspaz @
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Sekil 1.1. Dissal (A) ve igsel (B) apoptoz yolaklari. Her iki mekanizma da kaspaz
aktivasyonuna yol acar (Li ve Sheng 2012).

Kaspaz Bagimsiz Apoptoz: Kaspaz bagimsiz apoptoz yolu normal olarak
mitokondrinin zarlar aras1 boslugunda bulunan apoptoz baslatic1 faktor (AIF) aracilik
eder. Hiicre, bir 6liim sinyalini aldiginda, mitokondriden apoptoz indiikleyici faktor
salmir ve c¢ekirdege go¢ eder. Daha sonra DNA’ya baglanir ve yikimini

gerceklestirerek hiicrenin 6liimiine yol acar (Susin ve ark. 1999).
1.4.2.0tofaji

Otofaji kendi kendini (auto) yeme (phagy) anlamma gelmektedir ve hiicre
biyolojisinde hiicre i¢i makromolekiillerin ve organellerin lizozomal enzim

aktivitesiyle yikilma mekanizmasidir (Gozuacik ve Kimchi 2004).

Hiicresel biitiinliigii ve genomik istikrarini korumak i¢in hiicre igerisinde yikim,
sentez ve hiicre i¢i maddelerin geri doniisiimiinii dengelemektedir (Cuervo ve ark

2005). Hiicre disindaki bir stres faktorli veya hiicre icerisinde metabolik stres ile
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karsilasmast durumunda hiicrede otofaji mekanizmasii aktive edilir. Otofaji
hiicrelerin gereksiz, asir1 ve hasarli organellerini ve makromolekiillerini yiktig1 ve
geri doniislimiinii saglayarak diizenledigi bilinmektedir. Otofaji mekanizmasimin
diger bir Onemi ise hasarli ya da uzun Omiirlii organellerin ve proteinlerin
uzaklastirilmasidir ve boylece homestostazis saglanir (Lin ve ark 2012). Hasarli
organel proteinleri, hiicre membranlar1 ve diger hiicre hasar1 birikimleri ve yaslanma

otofaji de bagarisizliklara neden olmaktadir (Mizushima ve ark 2008).

Otofaji srrasmda hiicrenin yikima ugratilacagi organel ve proteinler
sitoplazmada olusturulan preotofagozom adli membran sistemi ile ¢evrelenir. Cift
katli membranh kesecikler icine hapsedildiginde de otofagozom ismini alirlar.
Otofagozomlarin lizozomlarla birlesmesi sonucunda maddeler lizozomal enzimlerle
yikima ugratilirlar. Yikima ugrayan proteinler ATP ve yeni proteinlerin sentezi i¢in
kullanilirlar. Hiicreler otofaji sayesinde kendi organel ve proteinlerini enerji iiretimi
icin hammadde olarak kullanarak metabolik stres durumlarinda canli
kalabilmektedirler. Yani otofaji besin yoklugu ve biiylime faktor cekilmesi gibi
nedenlerle ortaya ¢ikan metabolik streslere adaptasyon cevabidir (Mizushima ve ark
2008, Shintani ve Klionsky 2004).

Otofaji, ilk caligmalar neticesin hiicrenin sagkalimi ile ilgili bir savunma
mekanizmas1 olarak bilinmektedir. Ilerleyen ¢alismalar sonucunda hayatta kalma ve
O0lim arasmmda karmasik bir dengeyi sagladigini gostermistir. Bunlarm yanisira
otofajideki sorunlar kanser, enfeksiyon hastaliklar1 ve norodejeneratif hastaliklarin

gelisimine de yol agmaktadir (Degenhardt ve ark 2006, Yang ve Klionsky 2010).

Otofajinin karmagik bir mekanizma ile gergeklesse de temel olarak;
mikrootofaji, makrootofaji ve saperon aracili otofaci (CMA) olarak 3 formu
bulunmaktadir. Her mekanizma da icerigini lizozoma ulastirmak i¢in farkl biyolojik

etkiler gostermektedir (Peracchio ve ark 2012) (Sekil.1.2).
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Sekil.1.2. Otofaji gesitleri (Mizushima ve ark 2008).

Otofajik programmin diizenlenmesi ve otofagozom olusumu ilk olarak mayada
kesfedilmistir ve otofaji iliskili genler (ATG) olarak isimlendirilmistir (Codogno, ve
Meijer 2005). Bu genler, tiirler arasinda yiiksek bir homoloji gostermektedir.
Otofagozom olusumu sinif III fosfoinositid 3-kinaz (P13K) ve insan vakuolar proteini
sirali faktor proteinini 34 (hVps34)’tin Atg6 (ayn1 zamanda Beclin-1 olarak da
bilinir) ile etkilisimi sonucu baglatilir. Ek olarak otofagozom olusumu igin
ubikitunasyona ugrayan atg5, atgl2 ve E1 benzeri enzim olan atg7 ile atgl0
gereklidir. Mikrotiibiil iliskili protein hafif zincir 3 (LC3) mayalarda Atg8 proteini ile
esdegerdir. LC3-I ve-Il olmak tizere iki formu bulunmaktadir. LC3-I sitoplazmada
bulunan 18 kDa’luk bir polipeptiddir. LC3-1l ise 16 kDa olup autophagosomal
zarlarinda bulunur. LC3-I’in LC3-II’ye doniisiimii memeli hiicrelerinde otofaji

gostermek igin bir belirtectir (Ohsumi 2001).

Otofagozomlarin olusumu, PI3K ve hVps34 ile Atg6’nin etkilesimi ile baslatilir.
Atg6 kompleksinin aktivitesi otofagozomal membrane i¢in Onemlidir. Bu siirec,
sitozolik proteinlerin ve organellerin igeriginin geri alinmasi olan otofagozomun
olusmasina yol agar. Otofagozomun olgunlasmasi ve lizozomla birlestirilmesinde
UVRAG, LAMP2 ve RAB7A etkindir. Atg6 kompleksi otofajiyi regiile eden protein
komplekslerini  olugturmak i¢in  farkli  proteinleri toplar. LC3’e PE

(Fosfotidiletanolamin) eklenir ve membrane dahil olur. Atg proteinleri sitozole geri
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dondiiriiliir ve LC3-I’in LC3-1I"ye doniisiimii saglanir. LC3-II lizozomla birlestikten

sonrada olgun otofagozom olusur (Ohsumi 2001).

1.5.0tofaji ve Kanser Kok Hiicresi

Kanser kok hiicreleri, kanser hiicrelerinin bir alt grubudur ve normal kok
hiicreler ile benzer Ozellikler gostermektedir. Kendini yenileme ve farklilagma
yetenegi sayesinde tiimordeki heterojeniteden de sorumludur. Son zamanlarda
yapilan ¢alismalar, otofajinin embriyonik kok hiicreler ve doku kok hiicrelerinin
yaninda kanser kok hiicrelerinin de énemli rol oynadigi diisiiniilmektedir (Gatenby

ve Gillies 2004).

1.5.1.Hipoksi ve Achk Bagimh Otofaji: Mikrocevre Stresine Kars1 Kanser Kok

Hiicrelerinin Sito-koruyucu Mekanizmasi

Epitelyal tiimorlerdeki  mikrogevrenin  fizyolojisi  normal  dokularla
karsilastirildiginda; daha diisiik oksijen seviyeleri (hipoksiya), daha yiiksek laktat
seviyesi, hiicre dis1 asidoz ve besin maddelerinin (glikoz ve glutamin gibi) tiikenmesi
on plana ¢ikmaktadir (Gatenby ve Gillies 2004, Gatenby ve Gillies 2008). Bu
degisikliklere tiimor mikrogevre stresleri ismi verilmektedir. Bu streslerden 6zellikle
hipoksiya, tiimor stromal mikrogevresinin gelisimi ve KKH nislerinin olusmasi
sirasinda kritik roller oynamaktadir (Lin ve Yun 2010, Quail ve ark 2012). Hipoksik
bir mikrogevre; kanser kok hiicresi olmayan tiimor hiicrelerinin aksine, kanser kok
hiicreleri i¢in gerekli olan hiicresel etkilesimleri icerir. Bu hipoksik mikrogevre,
cevresel sinyal saglama yetenegi ile kanser kok hiicresi havuzlarinin belirgin
genislemesine yol agabilmektedir. Hipoksiya aracili otofajinin, anti-anjiyojenik
tedavilere tepki olarak timor hiicresi yasamuni artirir. Anti-anjiyojenik ajanlarin
yakin donemde HIFIA araciligiyla kanser kok hiicrelerinin populasyonunu artirdigi
kanitlanmigtir. Bundan yola ¢ikarak hipoksiyaya dayali otofajinin, kanser kok hiicresi
uyariminda etkili oldugu ileri siiriilmistiir (Quail ve ark 2012). Ne yazik ki, az
sayidaki caligma, biyofiziksel stresli mikrogevre kosullarinda kanser kok hiicrelerinin
otofaji ile artirilmig toleransinin; kanser kok hiicresi fonksiyonelliginin devamina ve
kanser kok hiicresi populasyonunun genislemesine sebebiyet verebildigini

gostermistir (Conley ve ark 2012, Liang ve ark 2012).
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Biyofiziksel kisitlamalardan kaginmanin 6tesinde, a¢ kalan kanser kok hiicreleri
metabolik donemler boyunca; metabolik homeostazisini, uyku halini ve hiicre
yasama yetenegini devam ettirmek i¢in kendilerine hiicre i¢i parcalar1 yeniden igleme
imkant veren katabolik silireclerin aktivasyonu araciligiyla alternatif enerji
kaynaklarmi kullanmak zorundadirlar. Ayrica, kanser kok hiicresi islevselligi ile
yagayabilirligini siirdiirmesi; premalign, preinvaziv lezyonlarin gelismesi ve
bliylimesi disindaki zamanlarda tamamlayic1 biyoenerjik kaynaklar1 saglama

yeteneklerine baghdir.

Gog¢ eden KKH’leri ikincil organa gegmesinden hemen sonra hipoksi durumu ile
karsilagacaktir. Bunun sebebi, ikincil tiimorler ortamdaki besin ve oksijeni
kullandigindan dolay1 metastatik kanser kok hiicresi besinsiz ve oksijensiz kalacaktir
(Keith ve Simon 2007, Espina ve Liotta 2011). Bu degerlendirmeler, acglik kosullar
altinda KKH’lerini korumada otofajinin protein katabolizma fonksiyonlarmin rol

aldig1 diistincesini desteklemektedir.

Otofajinin aktivitasyonu ile kanser kok hiicrelerinin artan hiicre yasamsalligi
arasindaki iligkisi ilk olarak memenin belirli premalign lezyonlarmda BECNI’in
upregulasyonu ile gdzlemlenmistir. Insan comedo-ductal carcinoma in situ
hiicrelerinde (DCIS), hipoksik duktal niste intraduktal hiicrelerinde dikkat ¢ekici bir
sekilde BECN1’in upregule oldugu tespit edilmistir (Espina ve ark 2010, Espina ve
Liotta 2011). Otofajik efektor MAPILC3A’nin ekpresyonuda DCIS lezyonlarinda
normal meme dokusuna gore arttigi belirlenmistir. Dikkat c¢ekici bir sekilde,
otofajinin BECNI1 baglantil1 artigi, DCIS tiimoriinii olusturan progenitor hiicrelerde
gerceklestigi izlenimini vermektedir. Ayrica premalign ve DCIS lezyonlarindan direk
izole edilen DCIS tiimorfaz olusturucu hiicrelerde de otofaji baglantili proteinlerin
artan ekspresyonu goriilmektedir. Bu da otofajinin premalign lezyonlarinda dnceden
bulunan KKH benzeri oncii hiicrelerin hayatta kalmasi i¢in gerekli oldugunu

dogrulamaktadir (Guan ve ark 2013).
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1.5.2.Aclik Bagimsiz Otofaji: Kanser Kok Hiicrelerinde Intrinsik Metabolik

Mekanizmasi

Homeostatik olarak otofaji, kanser kok hiicresinin hiicresel durumlarmin bir
intrinsik metabolik 6zelligini olusturmak icin acliktan bagimsiz bir sekilde faaliyet
gosteriyor olabilir. Hastalardan aliman mamosferler ve insan meme kanseri hiicre
hatlar1 karsilastirildiginda, otofaji aktivitesi hem bazal seviyelerde hem de acglk
kosullar1 altinda, mamosferde anlamli bir sekilde daha yiiksek gbdzlemlenmistir

(Gong ve ark 2012).

Meme kanseri hiicrelerinden elde edilen kok hiicre fenotipli hiicreler, kanser kok
hiicresi olmayan hiicrelerle kiyaslandiginda kanser kok hiicresi fenotipi tasiyan
hiicrelerin daha yiliksek seviyede otofaji aktivitesi sergiledigi izlenimini
uyandirmaktadir. Zira mamosferlerden izole edilen aldehit dehidrogenaz 1
(ALDH1)-pozitif hiicrelerde, tiimor hiicrelerine gore otofaji aktivitesi daha yiiksek
tespit edilmistir. BECN1’in spesifik azalmasi apacik bir sekilde mamosferlerin hem
bliyiikligiinii hem de olusma etkinligini azaltmaktadr. Bu da BECNI
ekspresyonunun meme kanser kok hiicrelerinin tiimor olusturmasi agisindan ¢ok
onemli olabilecegini gostermektedir (Espina ve Liotta 2011). Yapilan galisma ile
kanser kok hiicrelerindeki BECN1’in azalmasi NUD farelerde tiimor gelisimini de
azalttig1 goriilmektedir (Liang ve ark 2012). Otofaji, meme kanseri kok hiicre
populasyonlarmin devami ve genislemesi i¢in zorunlu olarak gerek duyuldugu ileri

stirtilmektedir (Guan ve ark 2013).

1.6.Melatonin

Bir pineal bez hormonu olan melatonin (5-methoxy-N-acetyltryptamine) (Sekil
1.3), epifiz bezinde triptofan aminoasitinden sentezlenmekte ve plazmada proteinlere
(albuimin vb.) bagli olarak bulunmaktadir (Kveder ve Mclsaac 1961). Cogu
karacigerde olmak iizere bobrekte de metabolize olmakta ve baglica metaboliti olan
6-hidroksimelatoninsiilfat (6-HMS)’a  déniistiiriilmektedir. Insanlarda ekzojen
melatoninin metabolik yar1 dmrii 20-60 dakika kadar kisadir ve bu yiizden karaciger

ve bobrekteki metabolize islemi kisa siirmektedir (Gibbs ve Vriend 1981).
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Sekil 1.3. Melatonin sentezi (Srinivasan ve ark 2012)

Melatoninin salgilanmasindaki hiz belirleyici en O6nemli faktorlerden birisi
cevrenin aydnlik veya karanlik olmasidir (Claustrat ve ark 2005). Genellikle; 151k
melatonin sentez hizinmi azaltirken, karanlik arttirmaktadir. Melatonin, pineal bezden
baska retina ve bagirsakta da sentezlendigi gosterilmistir (Pandi-Perumal ve ark
2007). Kan melatonin diizeyine en ¢ok katki pineal bezden saglanmakta, diger
dokularin katkis1 yok denecek kadar az olmaktadir. Melatonin iiretildikten sonra
yiiksek lipofilikliginden dolayr hizli bir bicimde Once kana, daha sonra beyin
omurilik sivis1 dahil olmak {izere tiim biyolojik sivilara ve tiim dokulara
dagilmaktadir (Pandi-Perumal ve ark 2007). Ayrica dolagimdaki melatoninin, VTA
(Ventral Tegmental Alan)/substansiya nigrada dahil ¢ok sayida beyin bolgesine
gecerek baglandig: bildirilmistir. Melatonin, aktivite sonrasinda karacigerde dnce 6-

hidroksi-melatonine ve sonra 6-sulfoksi-melatonine doniiserek idrarla atilmaktadir
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(Bartsch ve ark 1981). Melatoninin kii¢iik bir miktar1 da, beyinde metabolize
edilmekte ve N-y-acetyl-5-methoxy kynurenamine donistiiriilmektedir (Pandi-
Perumal ve ark 2007).

Cevre, hormon, yas gibi faktorlere bagli olarak miktar1 degismekle beraber
melatonin birgok dokuda reseptorlerinin oldugu tespit edilmistir. Ozellikle santral
Sinir sisteminde melatonin reseptorleri ¢ok yaygin bir sekilde bulunmaktadir. Ayrica
melatoninin hiicre zari, hiicre sitoplazmasi ve hiicre ¢ekirdeginde bulunan ii¢ farkl
reseptor tipinin bulundugu belirlenmistir. Melatonin bu reseptor ¢esitliligiyle de
farkli bir 6zellik sergiledigi goriilmektedir. Bu reseptoreler hiicre zarinda G protein
aracili etki gosteren melatonin reseptor 1 (MT1) ve melatonin reseptor (MT2)
seklinde iken sitoplazmada Ca-kalmodulin reseptorleri, ¢ekirdekte retinoid Z ve

retinoid O reseptorleri seklinde karsimiza ¢ikmaktadir (Uz ve ark 2005) (Sekil 1.4).
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Sekil 1.4. Melatonin antikanser mekanizmalari. Melatonin, G-protein-bagli
reseptorler araciligiyla (MT1-MT2) ya da bir reseptor-bagimsiz bir sekilde etkili
olabilir. a) Gia-GTP veya GifY artiglar1 mitojen-aktive protein kinaz (MAPK)
yolunu etkileyebilir. b) Belirli hiicre tiplerinde, GifY otokrin dongii ile epidermal
biiyiime faktor reseptoriinii (EGFR) etkinlestirmek i¢in; heparine bagli epidermal
biiyiime faktorii (EGF), matriks metalloproteinazlar1 (MPs) ile hareket edebilir. ¢) Gi
aktivasyonu 6nemli sitosolik proteinleri (MEK ve ERK) aktive etmek igin B-arrestin-
2 baglanma internalizasyonuna neden olabilir. d) Mikrotiibiiller dogrudan MEK /
ERK baglanarak bir hiicrenin kendi faaliyetlerini module edebilir. e) Aktive edilmis
Gi hiicre igindeki cAMP seviyelerini diisiirmek i¢in Gia-GTP yolu ile adenilat siklaz
inhibisyonuna yol agar. f) Hiicresel olaylar i¢in reseptorden bagimsiz bir sekilde
membrandan gegebilir. g) Reseptdr bagimsiz girisi kalmadulini inhibe edebilir. h)
Melatonin ayrica hiicre ¢ogalmasmi azaltmak icin telomeraz ve aromatazi inhibe
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edebilir. 1) Oksidatif hasar1 azaltip ve serbest radikalleri temizleyebilir (Grant ve ark
2009).

Sirasiyla Gi/G, ve Gq proteinlerine baglanan MT1 ve MT2 reseptorleri talamus,
serebral ve serebellar korteks, hipotalamus, hipokampus gibi ¢esitli santral sinir
sistemi bolgelerinde yer almaktadirlar. Bu reseptorlerin aktivasyonu adenilat siklaz
ve guanilat siklaz yolaklarinin inhibe ederken fosfolipaz C aktivasyonuyla inositol
1,4,6 trifosfat, Ca*?, diagilgliserol ve arasidonik asit seviyelerini artirmaktadir (Uz ve
ark 2005).

Ayrica melatonin, sitozolde bulunan kalmodiiline baglanarak CaMKII
(Calcium/calmodulin-dependent protein kinase IT) aktivasyonunu modiile etmektedir.
Ayrica melatonin GABAA reseptorleri (hipokampus), K kanallari, kalmodulin,
protein kinaz A (PKA), protein kinaz C (PKC) ve serbest oksijen radikallerine de
baglanabilmektedir. Diger yandan hipokampal piramidal hiicrelerdeki potasyum
kanallarinin indol bélgeleriyle etkilesime giren melatonin, hiicre disina yonelmis
olan K" akimlarin1 inhibe etmektedir. Ca-kalmodulin aktivasyonu hiicre siklusunda
Go fazindan bdliinme asamasima geciste ve S ve M fazlariin baglamasimda 6énemli
gorevler Ustlenmektedir. Melatonin ise kalmodiilini kalsiyumdan uzaklastirarak
hiicre siklusunu yavaslamasma neden olmaktadir. Bu etkisini kanser hiicreleri
iizerinde de gostererek tliimoriin biiylimesini yavaslatip (antimitojenik) kanser

hiicreleri tizerinde dormant bir etki gostermektedir (Topal ve ark 2009).

Reseptor ¢esitliligi bulunmasi sayesinde melatonin farkli dokularda farkli
islevler gosterebilen ¢ok yonlii bir molekiil olarak dikkat ¢ekmektedir. Islev ve
etkileri arasindan su ana kadar bildirilmis olanlardan ©n plana ¢ikanlar
kronobiyolojik diizenleyici, uyku diizenleyici, antioksidan, immiin destekleyici, anti-
kanser, kan basinci diizenleyici, ilireme fonksiyonlar1 diizenleyici seklinde

siralayabiliriz. (Srinivasan ve ark 2008).
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1.7.Melatonin ve Kanser

Melatoninin MCF-7 hiicre hatlarinda telomeraz aktivitesi {izerine yapilan in vitro
calismalarda, tedaviden sonra telomeraz enzim aktitesinin diistiigii bildirilmistir
(Mercedes ve ark 2003). Ozellikle telomeraz enziminin katalitik aktivitesinden
sorumlu olan hTRET, hTR ve hTEP1’in mRNA ekspresyonlarina bakildiginda,
subfizyolojik (1 pM), fizyolojik (1 nM) ve farmokolojik (10 uM) dozlarda uygulanan
melatoninin, bu molekiillerin tiimiinde mRNA ekspresyonlarmi azalttig1 rapor

edilmistir (Mercedes ve ark 2003).

Pineal bezden melatonin sentezi sirkadiyen bir ritim sergilemekte kandaki
diizeyleri gece en yiiksek diizeylerdeyken giin igerisinde seviyeleri diigmektedir. Bu
sirkadiyen patern giinliik aktivite zamanlarindan (gece/giiniiz) bagimsiz olarak
hayvanlarin hemen hemen hepsinde benzer sekillerde goriilmektedir (Claustrat ve ark
2005). Isik/karanlik siklusu retinohypothalamic tract (RHT) araciligiyla pineal
melatonin sentezini regiile etmektedir. Biitlin yiiksek organizmalarda melatonin
seviyelerinin geceleri giindiize gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bundan
dolay1 néral melatonin ritminin sirkadiyen ritmi belirleyen 6nemli bir belirte¢ oldugu
diistiniilmektedir (Pandi-Perumal ve ark 2007). Diger bir ¢alismada ileri meme
kanseri kadmlarda kontrol gruplar1 ile karsilastirildiginda {iriner melatonin
seviyelerinin diisik oldugu bulunmustur (Bartsch ve ark 1981). Bu veriler ER
(Ostrojen reseptorii)-pozitif meme kanserli kadmlar iizerinde yapilan diger bir
calismada {riner melatonin seviyleri ile Dbirlikte kan melatonin (6-
sulfatoxymelatonin) seviyelerinin de diisiikk oldugunun bulunmasiyla desteklenmistir.
Bunun yaninda, gérme diizeyi ile meme kanseri insidansi arasinda ters bir iliski
oldugunu gosteren calismalarda literatiirde yer almaktadwr. Tamamen dogustan
gérme yetkisi olmayan kadinlar {izerinde yapilan c¢alismalarda bu kisilerde meme
kanseri insidansinin ¢ok diisiikk oldugu bildirilmistir (Verkasalo ve ark 1999,
Kliukiene ve ark 2001). Bu galismalardan elde edilen veriler, gérme yetisi olmayan
kisilerde meme kanser riskinin %40’a kadar varan oranlarda diisiik oldugunu

gostermektedir.

Isik-melatonin-meme-kanseri hipotezini destekleyen c¢alismalar insan meme

kanseri dokusu transfer edilmis atimik fareler iizerinde de yapilmistir. Burada stirekli
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1s18a maruz birakilan farelerle, normal gece/gilindiiz ortaminda bulundurulan fareler
karsilastirildiginda tiimor bliylimesinde 7 kat artis oldugu belirlenmistir. Stirekli 151k
altmda buluna farelerde linoeik asit ve onun metaboliti olan 1,3-
hydroxyoctadecadienoic diizeylerinde artis oldugu ve bununda sirkadiyen melatonin
sinyallerinde inhibisyona yol agtig1 belirlenmistir (Blask ve ark 2003). Bu bulgular,
endiistrilesmis llkelerdeki meme kanser artiginin sebeplerinden birinin gece 1518a

maruz kalma olabilecegini diisiindiirmektedir.

Yapilan diger ¢alismalarda pineal fonksiyon azalmasmin melatonin salimimimi
azaltarak hiperestrojenizme yol ag¢tig1 ve bunun da meme kanserine yol acabilecegi
rapor edilmistir. Melatoninin bu 6zelligi ile meme kanseri gelisimi {izerinde
onkostatik ve anti-proliferatif etki gosterdigi belirtilmektedir (Blask ve Hill 1986).
MCF-7 insan meme kanseri hiicreleri lizerinde yapilan g¢aligmalarda, fizyolojik
melatonin konsantrasyonlarinda hiicre siklusunun Go-G; ‘den S fazma gecisinin
bloke oldugu ve bunun da 6strodiol ile indiiklenen hiicre prolifersyonun inhibe ettigi
belirlenmistir (Cos ve ark 1991). Ayrica melatoninn MCF-7 hiicrelerinde p53, p21
ekspresyonlarini arttirarak apopitozisi indiikledigi gosterilmistir (Mediavilla ve ark
1991). Bunun yaninda, melatonin apopitotik ve antikanser etkinligi belirlenmis
birlesiklerle kombine kullanildig1 ¢alismalarda yapilmistir. Melatonin ve vitamin D3
(1,25-dihidroksivitamin)’tin kombine kullanildig1 ¢alisgmalarda 6ncelikle p53-MDM2
yolagi hedeflenmis ve bunlarin kombine kullaniminin meme kanseri hiicrelerinin
¢ogalmasimi inhibe edip apoptotik yolagi indiikledigi belirlenmistir (Bizzarri ve ark
2003, Proietti ve ark 2011).

Melatonin ile yapilan diger kombine tedavi g¢alismalarinda kanser hiicrelerinin
bliylimesi ve ¢ogalmasmin 6nemli 6lgiide azaldigi gozlemlenmistir. MCF-7 insan
meme kanseri hiicreleri tizerinde melatonin, somatostatin ve all-trans retinoik asit ile
yapilan kombine uygulamalarda, hiicre proliferasyonu ve canliliginda azalma oldugu
belirlenmistir (Harrison ve ark 2010). Bu uygulamada Notch-1 ekspresyonunu
onemli Ol¢lide azaldiginin belirlenmesi, bunlarin sinerjist etki gosterdiklerini
diigiinidiirmiistir. Bu da Notch-1 yolaginin bu molekiillerin anti-proliferatif
etkiliginin olugsmasinda bir basamak olabilecegini gdstermistir (Margheri ve ark
2012).
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Mekanizmas1 tam anlagilmamakla birlikte melatoninin  anti-stronejik
ozelliklerinden dolay1 endometrial karsinoma iizerinde de anti-tiimor etki gosterdigi
diisiiniilmektedir. BG-1 insan over kanser hiicrelerinde yiiriitillen calismalarda
melatonin hiicre proliferasyonunu %20 oraninda azalttig1 belirlenmistir (Sandyk ve
ark 1992, Petranka ve ark 1999). Ayrica farkli ovaryan karsinoma hiicre kiiltiirlerinde
yapilan ¢aligmalarda da homojen olmamakla birlikte proliferasyonu azaltic1 yanitlar
alimmigir (Bartsch ve ark 2000). Yine sinirh sayida caligmada endometrium
karsinomu olan hastalarda melatonin sekresyonunun az oldugu gdsterilmistir
(Karasek ve ark 2000). Ksenograft fare modellerinde yapilan g¢alismalarda
melatoninin androjen duyarli prostat kanserlerinde inhibitor etkisi oldugu rapor
edilmistir (Buzzell 1988). Bu c¢alismalarda gece yapilan melatonin ve kemoterapi
enjeksiyonlarinin diger vakitlerde yapilan enjeksiyonlara gore daha belirgin
antitiimorojenik etki gosterdigi belirlenmistir (Buzzell 1988). Prostat kanseri ile
iligkili olarakta melatoninin hormon bagimli LNCaP prostat kanser hiicrelerinin
proliferasyonunu MT1 {izerinden inhibe ettigi gozlenmistir. Bu c¢alismalarda,
melatoninin hem androjen duyarli LNCaP hiicrelerinde ve androjen duyarsiz PC3
hiicrelerinde hiicre siklusunu durdurdugu ve kanser hiicre kitlesini azalttig1 rapor
edilmistir (Buzzell 1988). Yine goérme duyusu olmayan Kkisiler iizerinde yapilan
epidemiyolojik calismalarda bu kisilerde prostat kanserine rastlanma oraninin gorme
duyusu olan kisilere oranla daha az oldugu belirlenmistir. Bunun nedeni olarakta bu

kisilerde melatonin diizeyinin daha yiiksek olmas1 gosterilmistir (Siu ve ark 2002).

Bunun yaninda kolerektal kanser gelisiminde de melatoninin koruyucu bir rol
oynayacag1 belirtilmektedir. Yapilan bir ¢alismada, 15 yildan beri ayda en az 3 tane
gece nobeti tutan bayan hemsirelerde kolerektal kanser riskinin arttigi bulunmustur
(Schernhammer ve ark 2003). Kolerektal karsinomlu 21 erkek ve 12 bayan hastada
melatonin diizeylerinin kontrol grubu ile karsilastiriliginda belirgin olarak diisiik
oldugu saptanmistir (Kos-Kudla ve ark 2002). Melatoninle kombine tedavilerin
etkinligini belirlemek amaciyla yapilan bir caliymada metastatik kolorektal kanserli
30 hastada, kemoterapik ajan CPT-11 ile melatonin kombine kullaniminm anti-
tiimorojenik etkileri degerlendirilmeye ¢alisilmistir. Burada CPT-11’in melatonin ile
kombine uygulanmasiin, CPT-11"in tek basina uygulanmasina kiyasla hastaligin

kontroliinde daha etkili oldugu belirlenmistir. Bu bulgular melatonin kolorektal
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kanserinde kemoterapinin etkisini artirmada énemli bir adjuvan rol oynayabilecegini

gostermistir (Wenzel ve ark 2005).

Melatoninin ayrica antioksidan etkilerinin oldugu, yapilan degisik caligmalarda
rapor edilmistir (Proietti ve ark 2011). Melatonin 6nemli 6zelliklerinden biri de
hiicrelerin hemen her tarafina ve hiicre ¢ekirdegine ulasabildigi gibi, beyin gibi diger
dokulara da gecebilmesidir. Boylece antioksidan etkilerini ¢ok genis bir alanda
gosterebilmektedir. Melatonin ¢esitli yonleriyle klasik antioksidanlardan (E vitamini,
C vitamini, B-karoten vs.) farkhidir. Klasik antioksidanlar etkilerini gosterdikten
sonra prooksidan maddelere doniisiirler. Yani bu maddeler siipiirdiikleri oksidan
maddelerden sadece daha az zararlhidir. Ancak melatonin oksidan maddelere etki
ettikten sonra ara kademelerde ve sonugta olusan ara {iriinleri yine antioksidan etki
gosterebilmektedir. Bu 6zellik bir antioksidan ajan i¢in ¢ok degerlidir ve “suicidal

veya terminal antioksidan” olarak nitelendirilir (Martinez-Cayuela ve ark 1995).

Yasa bagli olarak melatonin seviyesindeki azalma immiin yaslanmanin
(immunosenescence) en Onemli etkenlerinden biri olabilecegi diistiniilmektedir.
Bunun i¢in yapilan bir caligmada, melatonin seviyelerinin belirgin diisiik oldugu
saptanan yash farelerin yaklasik % 50’sinde siire¢ icerisinde spontan lenfoma,
akciger adenokarsinom veya sarkoma gelistigi gdzlenmistir. Bu yiizden melatoninin
yaglilarda bagisiklik fonksiyonu artirmada olumlu bir rolii oldugu ve stres, neoplastik
hastalik ya da enfeksiyon gibi bagisikligin zayifladigi durumlarda etkili bir tedavi

ajan1 olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir (Reiter ve ark 2007).

Melatonin onkostatik etkilerini; lenfosit, monosit/makrofaj ve NK hiicreleri
uyarict etkileri {izerinde de olabilecegi belirtilmistir (Garcia-Maurifio ve ark 1997).
Bu kapsamda yapilan ¢alismalar ile melatonin monositlerden IL-1, 1L-6, IL-12,
timor nekroz faktor iiretimini ve kiiltiire edilmis insan periferik kan monontikleer
hiicrelerinde de IL-2, IFN-y ve IL-6 iretimini artirdigi tespit edilmistir (Winnie ve
ark 2012). Bunla baglantili olarak melatonin, bagisiklik fonksiyonunu diizenleyen
cesitli polimorfoniikleer hiicreleri, makrofaj, NK hiicreleri ve lenfositleri dogrudan
uyararak sitokin iretimini arttirdigr belirlenmistir. Bu bulgular ile lenfoid
hiicrelerden de salgilanan melatoninin otokrin ve parakrin etkileri ile bagigiklik

sistemini diizenlemeye yardimci oldugu diisliniilmektedir. Son zamanlarda yapilan
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calismalarda, melatonin CD4" hiicreleri iizerindeki etkileri arastirilmistir (Carrillo-
Vico ve ark 2005). CD" hiicreleri aktif IFN-y, TNF-o sentezini ve sitotoksik T-
hiicrelerin yanitin1 diizenlemekle gorevlidir. Bu caligmada, melatonin uygulamasi
yapilan sicanlarin lenf diigiimlerinde CD4" hiicrelerinin sayisin1 artig1 tespit

edilmistir (Carrillo-Vico ve ark 2005).

Bu bilgilerden yola ¢ikarak melatonin kanser hiicrelerinde proliferasyonu
azaltic1 etkileri gosterilmistir. Ayrica yapilan caligmalarda, melatoninin kanser
hiicrelerinde indiiklenmis otojiden koruyucu bir etkisi oldugu gozlenmistir; ancak
literatiirdeki ¢alismalara bakildiginda melatonin, KKH miktar1 iizerindeki etkisi ve
KKH’deki otofaji yolagi iizerindeki etkinlidigi ile ilgili bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Mevcut c¢alismada melatoninin kanser kok hiicredeki otofaji

yolagi tizerindeki etkisini arastirilmasi amaclanda.
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2.GEREC VE YONTEM

2.1.Hicre Kiiltiiru

Meme karsinoma kokenli olan MCF-7 ve insan embriyonik bobrek hiicre hatti
HEK?293 American Type Culture Collection (ATCC)’dan temin edildi. Dondurulmus
hiicreler dnce 37°C de ¢oziildiikten sonra 200 xg’de 5 dakika santrifiij yapilarak
coktiiriildii. Hiicre pelleti steril PBS ile bir kez yikandi ve tekrar aymi santrifiij
kosullarinda ¢oktiiriildii. MCF-7 ve HEK293 hiicreleri %10 fetal bovine serum (FBS;
Gibco®), %1 L-glutamine ve %1 antibiyotikli (Streptimycin-Penicilin 1:1; Gibco®)
RPMI-1640 (Gibco®) kiiltiir vasatinda, T25 kiiltiir flasklarinda 37°C’de %5°li CO2’li
etlivde inkiibasyona birakilarak kiiltiire edildi.

Hiicreler flaskta %80°lik alanmi doldurdukdan sonra %0,25 trypsin soliisyonu
muamelesi ile kaldirildi. Kaldirma islemi su sekilde gerceklestirildi; hiicreler dnce 5
veya 10 ml steril PBS ile yikand1 T25 flaskina 2 ml ve T75 flaskina 5 ml steril %0,25
trypsin soliisyonu eklenerek 5 dakika 37°C’de inkiibe edildi. Bundan sonra
hiicrelerin x20 151k mikroskobunda incelendi ve kalkmayan hiicreler fiziksel darbeler
uygulanarak kaldirildi. Tripsin inaktivasyonu icin yar1 hacimde kiiltiir medyumu
eklenerek saglandi ve hiicre soliisyonu 12 ml’lik tiiplere aktarildi ve ardindan 200
xg’de 5 dakika santriflij edildi. Hiicre pelleti 1 ml kiiltiir medyumu i¢inde ¢ozdiiriildi

ve hemositometri laminda (Thermo, ABD) hiicre yogunlugu sayisal olarak incelendi.

2.2.Hiicre Sayimi

100 pl hiicre siispensiyonu 1,5 ml’lik ependorf tiipe aktarildi ve {izerine diliisyon
faktorli 2 olmak tizere 100 pl %0,04 trypan blue boya soliisyonu eklendi ve hafiften
pipetaj yapildi. Boyanmis hiicre siispansiyonu 5 dakika oda 1sisinda bekletildi, daha
sonra hemositometri lamina 20 pl hiicre siispansiyonundan yiiklendi ve canli hiicreler
151k invert mikroskop altinda (100x biiyiitme) 5 farkli bolgede sayildi ve sayi
ortalamasi alindi. Toplam, canli ve 6lii hiicre sayis1 asagidaki formiil uygulanarak

hesaplandt:

1 ml’de hiicre sayis1 = sayilan bélgelerin ortalama sayis1 x diliisyon faktorii x 10*
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Ileriki calismalar igin hiicreler ayr1 ayr1 ¢ogaltildi ve 1 ml dondurma medyumu
(%10 DMSO, %90 FBS) icinde siv1 azot tankinda hizlica donduruldu ve -85°C derin

dondurucuda arsivlendi.

2.3.Canlihik Analizi

Hiicrelerin canlilik analizi, MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide) testi ile
gergeklestirildi. Bunun i¢in yaklasik 10* hiicre 100 ul kiiltiir medyumu icinde 96°lik
well plate’e eklendi ve 24 saat 37°C, %5 CO; etiivde inkiibe edildi. Bu siirenin
sonunda eski medyum uzaklastirildi ve hiicreler PBS ile iki kez yikandi. Her bir
kuyucuktaki hiicrelerin mitoz sikluslarini esitlemek i¢in serumsuz medyum icerisinde
24 saat siire ile bekletildi (Starvasyon islemi). Daha sonra hiicrelerin farkl
dozlardaki etken madde igceren 100 pl medyum ile 24, 48 ve 72 saat boyunca
muamele edildi. Siire sonunda her kuyucuga 10 pl 12 mM’ lik Thiazolyl Blue
Tetrazolium Bromide (MTT; Sigma Aldrich® #: M2128) soliisyonu eklendi ve 4 saat
37°C, %5 CO etiivde inkiibe edildi. Siire sonunda kuyucuklardan medyum
uzaklastirildi ve yerine 50 pl DMSO eklenerek 37°C, %5 CO; etiivde 10 dakika
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi karisim yumusakca pipetaj yapilarak mavi
Kristallar ¢6ziildii ve micro-plate okuyucu cihazinda (Biotek, ABD) 490 nm dalga
boyunda absorbansi 6l¢tildii.

2.4 Etken Maddeler ve Muameleleri

Calismada kullanilan melatonin ticari olarak (Sigma-Aldrich Corporation,
Almanya #SLBC7539V) temin edildi. Toz olarak temin edilen melatonin 20 mM
konsantrasyonda olacak sekilde PBS ile sulandirildi. Hazirlanan bu ara stok +4°C’de
muhafaza edildi. Otofaji analizinde pozitif kontrol etkeni olarak kullanilan C,
Ceramid (N-Acetyl-D-sphingosine) (C,Cer) (Sigma-Aldrich Corporation, Almanya
#0211M5200V) ticari olarak temin edildi. Toz olarak temin edilen C,Cer, DMSO
(Dimetil siilfoksit) (ChemAlert #112509) ile sulandirilarak -20 °C’de muhafaza
edildi.

MCF-7 ve HEK293 hiicrelerin her birisinden yaklasik 2x10° hiicre T75 kiiltiir
flasklarma ekildi ve 24 saat 37°C’de %5 CO’li etiivde inkiibe edildi. Hiicreler
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platelere tutunduktan sonra, eski medyumu alind1 ve steril PBS ile 2 kez yikandiktan
sonra hiicreler 25 uM C, seramid ve 35 uM Melatonin ile 48 saat igin 4 farkli
kombinasyonda muamele edildi. Hiicre gruplari1 ve kombinasyonlar1 Cizelge 2.1°de
verilmistir. Her grup hiicre i¢in etken madde ya da etken maddesiz 10 ml medyum
verilerek 37°C’de, %5 CO-’lu etiivde 48 saat inkiibe edildi.

Cizelge 2.1. C,Cer ve melatonin muamele kombinasyonlari. MCF-7 ve HEK293
hiicreleri 25 pM CyCer ve 35 uM melatonin ile farkli kombinasyonda 48 saat

boyunca muamele edildi.

Etken Madde Kombinasyonlar1 (Gruplar) C, seramid Melatonin
C,Cer-/Mel- 0 0
C.Cer+/Mel- 25 uM 0
C.Cer+/Mel+ 25 uM 35 uM
C.Cer-/Mel+ 0 35 uM

2.5. Apoptoz Analizi

Apoptoz analizi annexin-V metodu kullanilarak akis-sitometri de gergeklestrildi.
Melatonin uygulanmis hiicre gruplar1 belirlenen siire sonrasinda medyum falkon
tiiplere aktarilir. Daha sonra hiicreler tripsinizasyon islemi ile kaldirilir. Kaldirilan
hiicreler falkona ayrilan medyum ile birlestirilir ve santriftij edilir. Elde edilen pellet
PBS ile pipetaj yapilarak yikanir. Yikamadan sonra santrifiij yapilarak siipernatant
atilir. Yaklasik olarak 2-5x10° hiicreye 200 ul Binding Tamponu (1x) ilave edilir.
Tampon ilavesinden sonra siispansiyon {izerine 5 ul Annevin V-FITC (eBioscience
ABD #BMS500FI1/20) eklenir ve karistirilir. Daha sonra 10 dakika oda sicakliginda
inkiibasyona birakilir. Siire sonunda hiicreler Binding Tampon (1x) ile yikanir.
Yikama isleminden sonra 10 pl Propodium lodide (20 pg/ml) ilave edilerek BD
FACSAria Il cihazinda analizi gergeklestirilir.

2.6. Kok Hiicre Izolasyonu

Kok hiicre izolasyonu CD44/CD24 yiizey belirtegleri kullanarak akis-sitometri
ile gergeklestirildi. Melatonin ve kontrol etken maddesi C,Cer ile muamele edilen 4

farkli kombinasyon ile akis sitometri teknigi ile CD44"/CD24 yiizey belirteclerine
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sahip kok hiicreler izole edildi. Bunun i¢in yukarida anlatildig1 gibi MCF-7 meme
kanseri hiicreleri ve HEK293 kontrol hiicreleri kiiltiire edildi. Kiiltiire edilen hiicreler
tripsinize edilerek kaldirild1 ve santrifiij edildi. Hiicre ¢okeltisi yogunluguna gore 1-2
ml HBSS igerisinde ¢oziildii ve hiicreler hemositometre ile sayildi. Her bir FACS
tiipti, kullanilacak antikora gore etiketlendi. Sayilan hiicreler istenilen miktara gore
etiketli FACS test tiiplerine aktarildi. FACS tiipii igerisindeki hiicreler 250 x g’de 5
dakika santrifiij edildikten sonra ¢okeltiler 100 ul %2 FBS/HBSS igerisinde siispanse
edildi. Her bir konjuge antikordan (CD44-APC, Sigma-Aldrich Corporation,
Almanya; CD24-FITC, Sigma-Aldrich Corporation, Almanya) 1x10° hiicreye 20 pl
olacak sekilde alind1 ve karanlik ortamda uygun test tiipiine eklendi. DAPI etiketli
tiipe her asamada diger tiiplerle beraber ayni uygulama yapildi ama DAPI, bu tiip
dahil tiim tiiplere en son asamada eklendi. Tiipler karanlik ortamda (aliiminyum
folyo ile ortiilerek) 4°C’de 10 dakikada bir ¢alkalanarak bir saat boyunca bekletildi.
Her bir tiip icerisindeki hiicreler, baglanmayan antikoru uzaklastirmak i¢in 3 ml %2
FBS/HBSS ile yikandi. HBSS ile ekstra bir yikamadan sonra hiicre ¢okeltisi, 400 pl
DAPI (0,4 ng/ml) (Sigma-Aldrich Corporation, Almanya) ile sulandirildi ve FACS
cihaz1 (FACS Aria I1I — BD Pharmingen, ABD) ile hiicreler ayrildi.

2.7. Timorfaz (Sphere) Olusumu

MCF-7 ve HEK293 hiicrelerinden akis-sitometri ile CD44"/CD24li kok
hiicreler izole edildi. izolasyon isleminden sonra bekletilmeden 96’lik kiiltiir
platelere serumsuz medyum (%1 PC + RPMI-1640) ile ekim gergeklestirildi. Ekim
sonrasinda hiicreler %5 CO,, 37°C’li inkiibatére aktarildi. Belirli periyotlarla
medyumu tazelendi ve mikroskopta x40 biiylitmede incelendi. Tiimorfaz olusumu
icin 45-60 giin boyunca kiiltiire edildi. Siire sonunda tiimorfaz olusumu incelendi ve

fotograflandirild.

2.8.0tofaji Analizi

Melatoninin kanser kok hiicrelerinde otofajik etkisi immiinofloresan yontemi ve
westernblot protein analizi ile gergeklestirildi. immiinofloresan yonteminde LC3-II
agregasyonu, western blot yontemi ile LC3-1 ve -1 proteinlerinin analizini yapmadan

once her bir basamak optimize edildi.
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2.8.1.immunofloresans Analizi

Akis-sitometri ile deney gruplarindan izole edilen CD44%/CD24 yiizey
belirtecine sahip kok hiicreler beklemeden iki kez PBS ile yikandi ve %100 soguk
metanol icinde 15 dakika 20 °C’de inkiibe edildi. Fiksasyon sonrasi preperatlar 3 kez
5’er dakikalik 1x TBST (10x TBS: 30 g Tris, 88 gr NaCl, 5 ml Tween-20, 950 ml
dH20, pH 7.,4) i¢inde yikandi ve %1 BSA (1 g BSA, 100 ml TBST) soliisyonunda 1
saat boyunca oda 1sisinda ve 50 rpm c¢alkalamada bloklama islemi gerceklesti.
Bloklama sonrasi slaytlar 3 kez 5’er dakikalik TBST icinde yikandi ve 2 pg/ml
konsantrasyonlu rabbit anti ATF6 (N-terminous) IgG antibadi (Santa Cruz
Biotechnology, Inc., #sc-22799 ) soliisyonunda gece boyunca +4°C de ve 50 rpm
ajitasyonda inkiibe edildi. Ertesi gun slaytlar tekrar 3 kez 5’er dakikalik TBST icinde
yikand1 ve bu sefer 2 pg/ml goat anti-rabbit IgG FITC konjugeli antibadi (Santa Cruz
Biotechnology, Inc., #sc-2012) soliisyonunda oda 1sisinda 2 saat boyunca, 50 rpm
calkalamada ve karanlik ortamda inkiibe edildi. Siirenin sonunda slaytlar 3 kez 5’er
dakikalik TBST i¢inde yikandi ve 10 ul 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) ile
boyandi ve floresan mikroskop (Nikon, Japonya) altinda x100 biiylitmede incelendi

ve fotograflar alind1.

2.8.2.Western Blot Analizi

Western blot analizi asagidaki temel basliklar gerceklestirilerek yapildi. Protein
izolasyonu; bunun i¢in western blot c¢alismasinda kullanilacak proteinler hiicre
hatlarindan ticari kit (Millipore, kat. no: 2910) kullanilarak izole edildi. Protein
izolasyonlar1 yapilacak Ornekler buz iizerine alindi ve Ornekler iizerine 1,001 ml
izolasyon ¢ozeltisi (1 ml tiim hiicre ektraksiyon tamponu (1x); 1 pl proteaz inhibitor
karisimi) eklendi. Akis-sitometri ile izole edilen CD447/CD24" yiizey belirteclerine
sahip kok hiicrelerin (yaklasik olarak 2x10° hiicre) iizerine 2 ml soguk PBS
soliisyonu eklenerek hiicreler yikandi (bu asama 2 kere tekrarlandi). Daha sonra 250
x g’de 5 dakika +4°C santrifiij islemleri gergeklestirilip siipernatant uzaklagtirildi.
Pellettin lizerine hazirlanan karigim ilave edildi ve 15 dakika buz kalib1 igerisinde
inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra 8.000 x g ‘de +4°C’de 20 dakika santrifiij edildi.
Daha sonra siipernatant ayri bir tiipe aktarildi ve herbir gruptan izole edilen

proteinler nano drop cihazinda konsantrasyonlar1 6l¢iildii.
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Izole edilen proteinlerin yiiriitiilmesi i¢in SDS-PAGE hazirlandi. SDS-PAGE
analizlerinde kullanilacak olan jeller icin 10x10 cm’lik jel kaliplar1 kullanild1 (Bio-
Rad, Mini-PROTEAN®Tetra Cell ). Separating (ayrma) ve stacking (yiikleme)
olmak {iizere iki ayri jel karigimi hazirlandi. Proteinlerin molekiiler agirliklarina gore

yiizdeleri ayarlanan ayirma jeli i¢in protokoller asagidaki gibidir.

Cizelge 2.2. Separating (Ayirma) Jeli

Cozelti Akrilamidin farkh jel yiizdeleri icin miktarlar (ml)
%10 %12 %13

H20 6,25 5,25 4,75

%30’luk akrilamid ¢6zeltisi/ 5,00 6,00 6,50

%00, 8’1ik bisakrilamid

Tris-Cl/SDS (4x) ph: 8,8 3,75 3,75 3,75

%10 Amonyum persiilfat 0,05 0,05 0,05

TEMED 0,01 0,01 0,01

Cizelge 2.3. Stacking (Yikleme) Jeli

Cozelti %35 ‘lik akrilamid jeli icin miktarlar (ml)
H20 3,05

%30’luk akrilamid soliisyonu/ 0,65

%0,8’lik bisakrilamid

Tris-Cl/SDS (4x) ph: 6,8 1,25

%10 Amonyum persiilfat 0,025

TEMED 0,005

Ayirict jel bilesenleri TEMED ve APS hari¢ sirasiyla 15 ml’lik tiiplere eklendi
ve karistiricida 2 dakika beklemeye birakildi. TEMED ve APS akrilamid ve bis-
acrilamid arasinda polimerizasyonu baglattig1 i¢in jel dokiilmeden hemen Once
eklenerek jel kasetinin % liik kismia hizli bir sekilde dokiildii. Ardindan iist kisimda
olusan hava kabarciklarm diizlestirmek amaciyla bir miktar isopropil alkol eklendi.
30 dakika beklendi ve sonrasinda kurutma kagidi ile iist kisimdaki alkol geri alindi.

Daha sonra yiiriitme jeli yine ayn1 sekilde TEMED ve APS hari¢ sirasiyla eklendi.
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TEMED ve APS de eklenerek jel karisimi kasetin {ist kisminda kalan % ‘liik boliime
dokiildii. Tarak takilarak kuyucuklarin olusmasi saglandi. Yiirlitme jelin polimerize
oldugu gozlendikten sonra kullanilmak iizere hava almayacak sekilde sarilarak +4

dereceye kaldirildi.

Yiikleme tamponu olan 4x Lammeli tamponu (0,5 M Tris-HCI (ph: 6,8) 4,4 ml,
Gliserol 4,4 ml; %20 SDS 2,2 ml; %1 Bromophenol Blue 0,5 ml; 2-mercapto-etanol
0,5 ml) hazirlandi. Her protein 6rnegine esit miktarda Laemli Tamponu eklendi ve
vorteks yapildiktan sonra 5 dakika 90°C'de inkiibe edildi. Her &rnekten 20 pg total
protein %4-12 gradiyant SDS-PAGE mini jeline yiiklendi ve 40 mA’de 45 dakika
yiriitme gerceklestirildi. Kullanilan elektroforez tamponu su sekilde hazirlandi. 30 g
Tris, 144 g Glycin, 10 ml SDS ve 1 litreye tamamlamak i¢in dH,O ilave edildi.
Protein marker olarak 5 ul PageRuler Plus Prestained Protein Ladder kullanildh.

Jel yiiriitiilmesi tamamlandiktan sonra SDS-PAGE jeli kabindan g¢ikarilarak
dH.0 iginde 5 dk siire ile yikandi. Daha sonra dH,O bosaltilarak jeli 100 ml fiksatif
soliisyonu igerisinde (metanol-glasiyal asetik asit-dH,O 5:1:4) 1 saat boyunca
yumusak calkalamada (50 rpm) fikse edildi. Jel tekrar 5 dk dH,0 ile yikand1 ve 1x
Coomassie Brilliant Blue soliisyonunda ve 50 rpm c¢alkalamada 1 saat boyunca
boyanmaya brrakildi. Jel dH,O'da 5 dakika yikandi ve ardindan yikama
soliisyonunda (metanol-glasiyal asetik asit-dH,O 4:1:5) zemin boyas: silininceye
kadar yikama yapildi. SDS-PAGE jeli uzun siire saklamak igin %5 glasiyal asetik

asit soliisyonunda +4°C' da kaldir1lda.

Elektroforez sonrasi jel kabmdan cikarildi ve Trans-Blot® Turbo™ Transfer
sistemi (Bio-Rad Laboratories, Inc., #170-4155) kullanilarak 1,3 A elektrik akiminda
PVDF membrana protein transferi gerceklestirildi. PVDF membranmi 1x TBS-T
(10xTBS: 30 g Tris, 88 gr NaCl, 5 ml Tween-20, 950 ml dH,O, PH 7,4)
soliisyonunda 3 kez 5’er dakika yikandiktan sonra % 5'lik yagsiz siit soliisyonunda (5
gr siit tozu, 100 ml TBS-T) ya da % 1'lik BSA (1 gr BSA tozu, 100 ml TBS-T)
soliisyonu i¢inde 50 rpm ¢alkalamada yaklagik 1 saat boyunca blokland.

Bloklama sonrasinda birincil antikorlar son konsantrasyonu 1:200 (1 ug/ml) ve

ikincil antikorlar rabbit anti-goat 1gG 1:2000 (0,1 ug/ml) ve goat anti-goat 1gG
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1:5000 (0,04 ug/ml) oraninda bloklama soliisyonunda (%5’lik yagsiz siitte ya da % 1
BSA’ da) sulandirildi.

PVDF membrani 1x TBS-T ile 3 kez S'er dakika yikandi ve 1 ug/ml antikor
soliisyonunda 50 rpm calkalamada gece boyunca +4°C'de inkiibasyona birakildi.
Ertesi giin birincil antikor soliisyonu uzaklastirilarak membran 3 kez 5'er dakika
TBS-T ile yikandi. 0,1 ug/ml konsantrasyonlu ikincil antikor soliisyonu iginde 2 saat
boyunca 50 rpm ¢alkalamada ve oda 1sisinda inkiibasyona birakildi.

Sekonder antibadi muame siiresi tamamlandiginda hedef proteinin saptanmasi
icin immun-star Western C chemiluminescent Substrate soliisyonu kullanild1. Tkincil
antikor soliisyonu uzaklastirildiktan sonra 3 kez 1xX TBS-T soliisyonu i¢inde yikandi
ve ardindan substrat soliisyonu ile ¢alkalamada oda isisinda 10 dakika boyunca

muamele edilerek kemiliiminesans tarama cihazinda goriintiisii alinda.

2.9.istatistiksel Analizler

Etken madde ile muamele edilmis ¢alisma gruplar1 negatif kontrol (muamelesiz
gruplar) ve pozitif kontroller ile istatistiki karsilastirma yapildi ve anlamlilik P degeri
hesaplanarak incelendi. Gruplar i¢i farklilik bagimli t testi ve gruplar arasi farklilik
Varyans Analizi (ANOVA) uygulanarak arastirildi. Biitiin istatistik islemleri
GraphPad Prism® V.5.00 (GraphPad software deneme siirimii) ve MINITAB®
Release 14 programu kullanilarak gergeklestirildi. P<0.05 istatistiksel fark olarak
kabul edildi.
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3.BULGULAR

3.1. Hiicre Kiiltarleri

Hem MCF-7 ve HeK293 hiicreleri ATCC'da tanimlandig1 gibi kiiltiir edildi ve
hiicrelerin mitotik indeksleri dikkate alinarak optimizasyonlar1 gerceklestirildi. Etken
maddesi optimize edilen hiicre kiiltiirleri (Sekil 3.1) projenin diger amaglar1 igin

kullanild.

HEK-293

Sekil 3.1. Kullanilan hiicre hatlari. (A) Insan embryonik bobrek kokenli HEK293
hiicre hatt1 (x100), (B) Meme kanseri kokenli MCF-7 hiicre hatt1 (x100).

3.2.Proliferasyon ve Canlilik Analizlerinin Optimizasyonu

Hiicrelerin canlilik analizi igin MTT metodu kullanildi. Melatoninin, ¢alisma da
kullanilmak {tizere literatiir ile uyumlu 100 pM doz se¢ildi ve dilusyonlar1 yapilarak

canlilik testi gerceklestirildi (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Melatonin doz optimizasyonu. Literatiirde melatonin uygulama dozunun
fazla degiskenlik gostermesi sebebiyle MCF-7 (A) ve HEK293 (B) hiicrelerinde
kendi 1Cso dozumuzu belirlemek igin literatiirden alinan 100 uM melatonin ve
dilusyonlari ile yapilan MTT analiz sonuglar.

Elde edilen MTT sonuclarina bakilarak 100 pM melatonin ve iizerindeki
dozlarda hiicrede bir stabilite oldugu gozlendi. Bundan dolay1 ¢alismamiza daha

diisiik doz serileri uygulanmasmin uygun olduguna karar verildi ve 10, 20, 40, 80

UM dozlarda MTT analizi tekrarlandi ve uygun doz secildi.

Melatoninin uygun dozu segildikten sonra, apoptotik etkisini ortaya koymak ic¢in
annexin v analizinin optimizasyonu saglandi. Annexin-V antibodisi uygulanmadan
once ayr1 bir tiipte hiicreler, interkalan ajan olan propodium iodide (PI) ile muamele
edildi. P, Olmiis hiicrelerde DNA fragmentlerine baglanir. PI yardimiyla analizde

kullanilacak olan canli-6lii kapilamalar1 alindi (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Apoptoz tayini i¢in kapilama. Melatonin uygulanmayan hiicrelerde canli
olan kismi1 kapilamak i¢in hiicreler sadece PI ile muamele edildi. Kapilama
sonucunda canli hiicreler Q3 boliimiinde sinirlandirildi.

3.2.1.Melatonin Kanser Hiicrelerinde Proliferasyonu ve Canlihg Azaltir

Optimizasyon agamasindan sonra MCF-7 ve HEKZ293 hiicreleri 10, 20, 40, 80
uM melatonin dozlar1 24, 48 ve 72 saat boyunca muamele edildi (Optimizasyon igin
kullanilan  yiiksek doz melatonin uygulamalar1 optimizasyon asamasinda
degerlendirilmistir). Canlilik durumu MTT assay teknigi ile incelendi. Melatonin

uygulanan tiimorojenik MCF-7 hiicrelerinde melatonin uygulanmayan kontrollere
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gore canliligmm 24 (p=0,06549), 48 (p=0,0037) ve 72 (p=0,0088) saat sonunda
azaldig1 tespit edildi. Melatonin uygulanan HEK293 hiicrelerinde ise melatonin
uygulanmayan negatif kontrole gore canliligin 24 (p=0,0039), 48 (p=0,0341) ve 72
(p=0,0599) saat sonunda kismi azalmanm ardindan zamana bagli olarak artis

gosterdigi gozlenmistir. (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Hiicre canlilik seviyesi. Yaklasik 10* sayida MCF-7 (A) ve HEK293 (B)
hiicreleri ticerli gruplarda 96’lik well plate’lere ekildi ve 24 saat sonra serumsuz
medyum iginde bir gece bekletildi (starvasyon islemi i¢in materyal-metod bakiniz).
Farkli dozlarda hazirlanan melatonin ile 24, 48 ve 72 saat boyunca muamele edildi.
Siire sonunda canli hiicre miktart MTT assay uygulamasi ile 490 nm dalga boyunda
absorbans1 incelendi.

Melatonin  ile  muamele siiresinden bagimsiz  olarak bu dozlar1
karsilagtirdigimizda MCF-7 hiicrelerinde ciddi bir canhilik diisiisii gozlenirken,
kontrol hiicre hatt1 olan HEK293 hiicrelerinde ise doz arttikca zamana bagli olarak
canlilikta da artis tespit edildi. Bu azalmanim hiicre 6liimii sonucunda gergeklestigini
arastirmak i¢in Annexin V analizi yapildi. Ozellikle HEK293 hiicrelerindeki
melatonin uygulanan 10-20 uM dozlar arasindaki azalis1 dogrulamak i¢in ara dozlar
olan 5 ve 35 uM dozlar1 ¢caligmaya dahil edildi. MCF-7 ve HEK293 hiicrelerine 5 ve
35 uM melatonin 48 saat siiresince muamele edildi ve annexin V apopotoz analizi
yapildi. Sonug¢ olarak MCF-7 hiicrelerinde 5 uM (p=0,0040) ve 35 uM (p=0,0060)
dozlarda melatonin uygulamasi apopotozu artirdigr gozlenmistir. Ayni sekilde
Hek293 hiicrelerinde kontrol ile kiyaslandiginda 5 pM (p=0,0025) melatonin
uygulanmasinda apoptoz artarken 35 puM (p=0,0324) melatonin uygulanmasinda
apoptozda azalma tespit edilmistir (Sekil 3.5). Her iki hiicre hattinda da verimli
sonuglart 35 pM melatonin dozunda almamizdan dolay:1 diger caligmalar1 bu doz

lizerinden yiriitiildii.
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Sekil 3.5. Annexin V ile apoptoz analizi. Yaklasik 10° sayida MCF-7 (A) ve
HEK293 (B) hiicreleri FITC isaretli annexin V ve propodium iodide ile muamele
edildi.

3.3. Akis-sitomerti Kok Hiicre izolasyonu ve Tiimérfaz (Sphere)

Olusum Optimizasyonu

Kanser kok hiicreleri miktar1 CD44/CD24 yiizey belirtegleri kullanarak akis-
sitometri ile tespit edildi. Izole edilen KKH’lerin tiimdrfaz (sphere) olusum teknigi

kullanilarak akis sitometrisinden izole edilen kok hiicre varligi dogrulandi.
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Kok hiicre izolasyonu igin farkli teknikler bulunmaktadir. Bu caligmada,
tiimorojenik hiicre hatt1 olan MCF-7 ve tiimorojenik olmayan HEK293’ten spesifik
hiicre belirtegleri kullamilarak kok hiicreler izole edilmistir. Bu CD44" ve CD24™lii
hiicreler calismaya alinmistir. CD44 ve CD24 antikorlar1 sirastyla APC ve FITC ile
konjigeydi. MCF-7 hiicrelerinde CD44" belirtecine sahip hiicreler yaklasik %18 iken
CD24  hiicre miktar1 yaklasik %29°du. HEK293 hiicrelerinde ise CD44" belirtegli
hiicreler yaklagik %66,7 iken CD24  hiicre miktar1 yaklasik %38,3 oldugu
gdzlenmistir. Genel olarak, CD44"/CD24" kombinasyonunun miktarma bakildiginda
ise MCF-7 hiicre hattinda %1,2 iken HEK293 hiicre hattinda %]1,1 olarak tespit
edildi. Sekil 3.6°de kadran ve histogram grafiginin Q1 bdliimiinde CD44*/CD24 “lii

hiicre miktar1 goriilmektedir.
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Sekil 3.6. FACS analizinde kadran ve histogram belirlenmesi. FACS analizinde
MCF-7 (A) ve HEK293 (B) hiicrelerinde CD44 ve CD24 etiketli hiicrelerin
histogram ve kadran verileri. Q1 boliimiinde CD44'/CD24*lii hiicreler
goriilmektedir.
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MCF-7 ve HEK293 hiicrelerinden izole edilen CD44"/CD24 “lii hiicrelerin, kok
hiicre olduklarmi dogrulamak ve desteklemek icin tiimorfaz (sphere) olusumu
gbzlendi. Bunun i¢in izole edilen hiicreler serumsuz medyum igerisinde kiiltiire
edildi. Tam tiimorfaz (sphere) olusumu 45-60 giin siire sonunda gergeklesti. Kok
hiicrelerin serumsuz medyum igerisindeki 4 ve 5 giin sonundaki mikroskoptaki

gortiniimleri sekil 3.7’de gosterilmistir.

A. MICF-7 CD447/CD24 B. HEK293 CD44"/CD24"

Sekil 3.7. Kok hiicre tiimorfaz olusturma siireci. izole edilen kok hiicrelerin serumsuz
medyum ortamda 4. giin sonundaki x40 biiyiitmedeki MCF-7 CD44"/CD24" (A), HEK293
CD44'/CD24 (B) goriiniimii.

Tiimoraz (sphere) olusumu gozlendikten sonra MCF-7 ve HEK293 hiicre
hatlarindan izole edilen CD44"/CD24 “lii hiicrelerin kok hiicre oldugu dogruland.

3.3.1.Melatonin Kanser Kok Hiicre Miktarimm Diisiirmektedir

Caligmamizda total hiicrelere verilen 35 uM melatoninin 48 saat muamelesinden
sonra CD44"/CD24“lii kok hiicreler izole edilerek (Sekil 3.8) kontrol grubuna
kiyasla MCF-7 kok hiicrelerinde azalma gdzlenirken (p=0,0106) HEK293deki kok
hiicrelerde ise artig gozlenmistir (p=0,0493) (Sekil 3.9). Bu sonuglar neticesinde, kok
hiicre miktarinin azalmasida rol alabilecek olas1 mekanizmalar arasinda apoptoz,

farklilagma, otofaji ve diger yolaklar yer almaktadir.
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Sekil 3.8 FACS analizi. Melatonin uygulanmayan MCF-7"deki (A) CD44'/CD24
kok hiicre miktar1, 35 uM melatonin uygulanan MCF-7"deki (B) kok hiicre miktari.
Melatonin uygulanmayan HEK293’deki (C) CD44"/CD24 kok hiicre miktari, 35 pM
melatonin uygulanan HEK293’deki (B) kok hiicre miktari. (Q1: CD44%/CD24", Q2:
CD447/CD24", Q3: CD44/CD24", Q4: CD447/CD24")
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Sekil 3.9 FACS analizi ile kok hiicre miktari. Total MCF-7 (A) ve HEK293 (B)
hiicrelerine 35 uM melatonin uygulandiktan sonraki CD44"/CD24  hiicre
miktarindaki degisim. Her grup icin 1x10° total hiicreden izole edilen CD44*/CD24"
miktarma gore analiz yapilmistir (MCF-7 p=0,0106, HEK293 p=0,0493"tiir).
Verilerin istatistik analiz detay1 (Bkz. EK A).
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Tiimorfaz olusturmak i¢in izole edilen hiicreler serumsuz medyum igerisinde 45-
60 giin kiiltiire edildi ve siire sorunda mikroskopta x100 biiylitme de goriintiilendi

(Sekil 3.10).

HEK293 MCF-7
CD44+/CD24- CD44+/CD24-

LAy

Sekil 3.10. Kok hiicrede tiimorfaz olusumu. Akis sitometriyle HEK293 ve MCF-7
hiicrelerinden izole edilen CD44"/CD24“lii hiicrelerin kok hiicre olduklarmi
konfirme etmek i¢in 45-60 giin siireyle serumsuz RPMI-1640 medyumu igerisinde
bekletildi ve tiimorfaz (sphere) olusumu gozlendi. 4-5 glinde bir kontrol edilerek
medyumu tazelendi.

3.4.0tofaji Analizi icin immiinofloresan Optimizasyonu

MCF-7 ve HEK293 hiicrelerinden CD44"/CD24 “lii kok hiicreler izole edildikten
sonra LC3-II'nin floresan goriintiilenmesi igin kok hiicrelerin lamlara fiksasyonu
metanol ile gergeklestirildi. Protokollere uygun olarak slaytlar primer ve sekonder
antibadilerle muamele edildi. Goriintiileme asamasinda miroskopta herhagi bir hiicre
bulunamadi. Antibadi muamelereri sirasinda slaytlar sivi ve c¢alkalama ortaminda
gerceklestiginden dolay: hiicrelerin lamdan kalktigina kanaat getirdik. Bu yiizden
fiksasyon agamasini farkli bir kimyasal olan formaldehid ile gergeklestirdik. Slaytlar
tekrar antibadilerle muamele edildi ve yine sonu¢ almamadi. Total MCF-7 ve
HEK293 hiicreleri ile lamel kiiltiirii yapilip antibadilerle muamele edildiginde
basarili sonuglar alinarak LC3-I1 gériintiilendi. Bu yiizden izole edilen kok hiicrelerin
24 saat siire ile lamel kiiltliri yapilip ondan sonra antibadiler ile muamelesinin
uygulanmasimi uygun gordiik. Kok hiicrelerin 24 saat siire ile kiiltiire edilmesinde ise
kok hiicrelerin farklilasacagini ve olgun kanser hiicresini olusturacagni diigiindiik.
Bu farklasmanin ise analizimizi dolayisiyla sonucumuzu yansitmayacagina karar

verildi. Bundan dolay1 floresan goriintiileme de kullanilmak iizere ¢alismaya eklendi.
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CD44-Alexa Flour-680 antibadisi ile LC3-Il antibadisi birlikte kullanildi ve
goriintiilendi (Sekil 3.11).

A. MCF-7 CD447/CD24" B. HEK293 CD447/CD24"

Sekil 3.11. Kok hiicrede CD44-Alexa Flour-680 ve LC3-1I-FITC immiinofloresan
goriintiisii. Izolen edilen kok hiicreler 24 saat lamel kiiltiiriinden sonra CD44-Alexa
Flour-680 ve LC3-II-FITC antibadileri ile miiamele edildi (Mavi: DAPI ¢ekirdek
boyasi, yesil: LC3-I1, kirmizi: CD44).

Floresan goriintiileme sonucunda, CD44" hiicrelerde, LC3-ll agregasyonu
gosterildi. Bu analiz ile kok hiicrelerin 24 saat kiiltiiri sonucundaki farklilasmis olma
ihtimali ekarte edilemedi. LC3-Il antibadilerini alan CD44" belirtecli hiicreleri
gosterildi, ancak bu goriintileme de CD24  belirtegli hiicrelerin  olmadigini
gosterilemedi. Bundan dolayi, izole edilen kok hiicreleri lama herhangi bir fiksayon
ajani kullanmadan PBS soliisyonu igindeki hiicreler primer ve LC3-II-FITC
antibadileri ile muamele edildi. Antibadi muamelesinden sonra hiicreler lama

damlatildi ve DAPI ile muamelesinden sonra floresan mikroskobunda incelendi ve

goriintiilendi.

3.4.1.Melatonin Meme Kanseri Kok Hiicrelerindeki LC3 Agregasyon ve
Otofajik Vakuollerin Olusumunu Tetikler

LC3 agregasyonu, otofaji takibinde kullanilan ve hiicrede olusan otofaji
vakuollerin miktarminin 6l¢iilmesine dayanan bir yontemdir. Otofaji aktif degilse
LC3-1 formunda sitoplazmada lokalizedir. Otofajik yolak uyarildiginda LC3-I’den
LC3-I’e doniisiim gergeklesir ve otofagozom membrani ile birlesir. LC3-lI
proteininin antikoru imminofloresan ile isaretlenerek muamele edildiginde, otofajiyi

saptamak miimkiin olmaktadir. Calismada, total MCF-7 ve HEK293 hiicrelerine 48
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saat boyunca 35 uM melatonin ve otofaji belirteci olan C,Cer 25 uM
konstrasyonlarla muamele edildi. Siire sonunda CD44"/CD24 “lii kok hiicreler izole
edilerek floresan isaretli antibodilerle muamele edildi. Otofaji vakuolleri floresan
mikroskobu altinda incelendi. C,Cer maddesinin sulandirilmasinda dimetil siilfoksit
(DMSO) kimyasali kullanilmasindan dolayi, kontrol grubu olarak DMSO’da ilave

edildi ve otofajik etkisi gozlemlendi.

Melatonin, C,Cer ve DMSO kombinasyonlar1 olusturuldu ve analiz sonucunda
LC3-1I sinyalleri sayild. MCF-7"den elde edilen CD44"/CD24lii kok hiicrelerde
sadece melatonin uygulanan grupta otofajide 2 kat artis oldugu gozlendi (p=0,0255).
MCF-7 CD44'/CD24  hiicrelerinde melatonin uygulanan gruptaki otofaji artisi,
sadece C,Cer verilen kontrol grubundaki otofaji artig1 kadar yiiksek degildi. Ayrica
MCF-7 CD44%/CD24 hiicrelerinde kontrol olarak deney gruplarma ilave edilen
DMSO’nun ise melatonin uygulanmayan grup ile otofaji artisi yakin degerler

gosterdi (p=0,8605) (Sekil 3.12).

HEK?293’ten elde edilen CD44"/CD24 “lii kok hiicreler icinde melatonin, C,Cer
ve DMSO maddelerin kombinasyonlar1 olusturuldu ve analiz edildi. HEK293
CD44%/CD24" hiicrelerinde sadece melatonin uygulanan grup melatonin
uygulanmayan grup ile kiyaslandiginda otofaji de azalma tespit edildi (p=0,1595).
Ayrica HEK293 CD44'/CD24 hiicrelerinde kontrol olarak deney gruplarma ilave
edilen DMSO’nun ise melatonin uygulanmayan grup ile otofaji artis1 yakin degerler
gosterdi (p=0,5529). Floresan mikroskop goriintiileri, analiz sonucu ve olusturulan

grafikler sekil 3.12°te verilmistir.
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MCF-7 / CD44+ , CD24/dilsilk
FITC DAPI MERGE

Mel / C2Cer

L}
—
1

L}
~
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—
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+/+

DMSO

MCF-7 / CD44* , CD24-/disiik

E Hiicredeki LC3-ll miktari
&

0
+ +

C,Cer - + + - DMSO
p=0.0111 p=0.0062 p=0.0255 p=0.8605

Sekil 3.12. LC3-11 protein translokasyonu. MCF-7"den izole edilen CD44"/CD24
hiicrelerde LC3-II’nin immiinofloresan goriintiisii (x100) ve istatistiksel grafigi.
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HEK293 / CD44+ , CD24/disiik
FITC DAPI MERGE

Mel / CoCer
) ---
- ---
N ---
- ---

HEK293 / CDA4* , CD24/disiik

Mel - - + + N
C,Cer - + + - DMSO

Hucredeki LC3-Il miktari

p=0.0062 p=0.0705 p=0.1595  p=0.5529

Sekil 3.13. LC3-II protein translokasyonu. HEK293’ten izole edilen CD44/CD24
hiicrelerde LC3-II’nin immiinofloresan goriintiisii (x100) ve istatistiksel grafigi.
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3.5.Western Blot ile LC3-I’in LC3-II’ye Doniisiim

Optimizasyonu

Akis-sitometri ile izole edilen CD44%/CD24lii hiicrelerden protein izolasyonu
yapild1. Izole edilen proteinlerin konsantrasyonlari, 2 mg/ml albiimiin dilusyonlar1 ile

olusturulan konsantrasyon grafigi kullanilarak esitlendi (Sekil 3.14).

y=0.4258x + 0.0246
05 R==0.9975

Konsantrasyon (mg/ml)

0 0.5 1 15 2 2.5

Albiimin miktar: (mg/ml)

Sekil 3.14 Alblimin diliisyonlari. 2 mg/ml albiimin dilue edilip nano drop
konsantrasyonlar1 6l¢iildii ve Orneklerimiz i¢in bir standart olusturuldu (Grafik;
albiiminin nano droptaki 3 farkli 6l¢iim sonuglarinin ortalamasi almarak ¢izilmistir).
Izole edilen protein drnekleri standart sinirlari icerisinde esitlendi.

Her 6rnekten izole edilen proteinler ¢alismada kullanilmak tizere 20 pg olacak
sekilde esitlendi (optimizasyon denemesi i¢in ilk 6rnek olan HEK293-A 40 ug
olacak sekilde hazirlandi) ve SDS-PAGE yiiklendi. Yiiriitme islemi tamamlandiktan

sonra jel comassie brilliant blue ile boyand1 ve goriintiilendi (Sekil 3.15).
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Sekil 3.15. SDS-PAGE jel goriintiisii. Optimizasyon i¢in MCF-7 ve HEK293
hiicrelerinden izole edilen proteinler farkli konstrasyonlarda SDS-PAGE jele
yiiklenerek yiiriitiildii ve comassie-brillant blue ile boyandi (Markir: 250 kDa protein
ladder, HEK293-A: 40 ng protein, HEK293-B: 20 ug protein, MCF-7: 20 pnug
protein).

3.5.1.Melatonin, Meme Kanseri Kok Hiicrelerinde LC3-I’in LC3-1I’ye

Doniisiimiinii Uyanr

LC3 otofajinin son basamaginda yer alan bir proteindir. LC3 immiinoblotlama
sonrast 18 kDa (LC3-1) ve 16 kDa’lik (LC3-II) olmak {izere 2 bant vermektedir.
LC3-I'in LC3-II’ye doniislimiiniin saptanmasi memeli hiicrelerinde otofajiyi
ayirmada belirte¢ olarak kullanilmaktadir. LC3-I’in LC3-II’ye doniisiimii yoksa
otofaji gozlenmemektedir. Melatonin, C,Cer ve DMSO maddeleri ile
kombinasyonlar1 olusturuldu. Western blot analiz sonucunda LC3-1 ve LC3-II

bantlar1 goriintiilendi.
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Western blot sonuglarinda melatoninin MCF-7"den elde edilen CD44%/CD24 “lii
kok hiicrelerde sadece melatonin uygulanan grup ile melatonin uygulanmayan grup
kiyaslandiginda LC3-I’in LC3-II"ye doniisiimiiniin artigi gozlenmistir (p=0,0086).
CoCer ve melatonin birlikte uygulanan gruba bakildiginda en fazla LC3-II
olusumunun oldugu tespit edilmistir (p=0,0002). DMSO uygulanan grupta ise
immiinofloresan sonuglarinda oldugu gibi madde uygulanmayan kontrol grubu ile
yakin bant yogunlugu gosterdi (p=0,1264). Elde edilen verilere gore melatonin MCF-
7°den elde edilen CD44"/CD24 lii kok hiicrelerde otofajik etki gostermektedir (Sekil
3.16).

MCF-7 / CD44* , CD24-/4usok

18 kD — - — - - T e LC3-1
R el - — - p— LC3-1l

16 kD ——

— | — e W e | GAPDH

Mel - - + - -
C,Cer - + + - DMSO

MCF-7 / CD44* , CD24/dusik

£
3
;,
S

. B I O
Mel - - + + -
C,Cer - + + s DMSO

oy L 2 2

p=0.0005 p=0.0002 p=0.0086 p=0.1264

Sekil 3.16. (A) MCF-7 CD44"/CD24 lii hiicrelerde LC3-I ve LC3-Il western blot
analiz goriintiileri; MCF-7 CD44"/CD24 lii hiicrelerinde LC3-1 ve LC3-11 western
blot analiz grafiksel sonuglari.
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HEK?293’ten elde edilen CD447/CD247'li kok hiicrelerde sadece melatonin

uygulanan grup ile melatonin uygulanmayan grup kiyaslandiginda LC3-I’in LC3-

II’ye dontigiimii yar1 yariya azalmistir (p=0,0089). C,Cer ve melatonin birlikte

uygulanan gruba bakildiginda ise melatonin, C,Cer’in otofajik etkinligini azaltarak

LC3-1I olusumunu engellemistir. C,Cer ve melatonin birlikte uygulanan gruptaki

LC3-II miktarmndaki bu azalma madde uygulanmayan gruba yakin bir bant

yogunlugu gostermistir (p=0,1370).
uygulanmayan kontrol grubu ile yakin bant yogunlugu gozlendi

ise madde
(Sekil 3.17).

DMSO uygulanan grupta

HEK293’ten elde edilen sonuglar daha etkili bir sekilde gostermektedir ki melatonin,

CD447/CD24 “lii kok hiicrelerin otofajiye gitmesini engellemektedir.

HEK293 / CD44* , CD24/dusik

18 kD ——
16 kD —— = -

— LC3-I

- — LC3-1l

Mel
C,Cer

LC3-1l Miktan

) .

Mel -
C,Cer -

‘-——d— GAPDH
- - + +

+ + DMSO

HEK293 / CDA4* , CD24/dusik

==
+ + -
*t* * o DMsO
p=0.0003 p=0.1370 p=0.0089 p=0.1153

Sekil 3.17 HEK293 CD44"/CD24 “lii hiicrelerde LC3-1 ve LC3-I1 western blot analiz
goriintiileri; HEK293 CD44"/CD24lii hiicrelerinde LC3-1 ve LC3-11 western blot

analiz grafiksel sonuglars.
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4. TARTISMA

Pineal bezden melatonin sentezi sirkadiyen bir ritim sergilemekte; kandaki
diizeyleri gece en yiiksek seviyedeyken giin igerisinde seviyeleri diismektedir. Bu
sirkadiyen Ozellik giinlik aktivite zamanlarindan (gece/giliniiz) bagimsiz olarak
hayvanlarin hemen hepsinde benzer sekillerde goriilmektedir (Claustrat ve ark 2005).
Pineal fonksiyon azalmasinin melatonin sekresyonunu azaltarak hiperdstrojenizme
yol actig1 ve bunun da meme kanserine yol acabilecegi rapor edilmistir (Claustrat ve
ark 2005). Melatoninin bu 6zelligi ile meme kanseri gelisimi lizerinde onkostatik ve
anti-proliferatif etki gosterdigi bildirilmistir (Blask ve Hill 1986). Melatoninin kanser
hiicreleri iizerinde proliferasyonu azaltic1 etkisi yapilan g¢alismalarla gosterilmistir
(Margheri ve ark 2012). Bununla birlikte, hali hazirda literaturde kanser kok hiicreler
iizerinde nasil bir etki gosterdigi bilinmemektedir. Bu ¢aligmada, melatoninin meme
kanseri hiicre hatt1 olan MCF-7 ve kontrol hiicre olarak HEK293 hiicre hatlarindan
elde edilen CD44"/CD24 “lii kanser kok hiicreler iizerine etkisi arastirildu.

Calismamizda, in-vitro ortamda total MCF-7 ve HEK293 hiicrelerine melatonin
uygulandi. Her iki hiicre hatt1 i¢inde ortak bir ICsy dozu belirlendi. Daha sonra
melatoninin belirlenen dozdaki apoptotik etkisini arastirmak i¢in annexin V analizi
gergeklestirildi. Kok hiicre c¢alismalar1 icin; total MCF-7 ve HEK293 hiicrelerine
melatonin uygulandiktan sonra akis-sitometri ile CD44%/CD24lii kanser kok
hiicreler izole edildi. Boylece melatoninin kok hiicre miktarma etkisi incelendi. Daha
sonra melatoninin CD44%/CD24lii kok hiicrelerdeki otofaji yolag: iizerine etkisini
aragtirmak icin; LC3-I1 agregasyonu immunofloresan yontemiyle analiz edildi.
Imminofloresan sonuglarini dogrulamak amaciyla western blot ile LC3-I’in LC3-

II’ye doniisiimii arastirildi.

MCF-7 insan meme kanseri hiicreleri iizerinde yapilan ¢alismalarda fizyolojik
melatonin konsantrasyonlarinda hiicre siklusunun Go-G; ‘den S fazma gecisinin
bloke oldugu ve bunun da dstrodiol ile indiiklenen hiicre prolifersyonun inhibe ettigi
gosterilmistir (Cos ve ark 1991). Literatiir incelendigin ¢ok farkli doz kullanimlari
bulunmaktadir. Bu yiizden ¢alismamizda MCF-7 ve HEK293 hiicreleri igin ortak
ICs dozu belirlendi ve canlilik analizi (MTT analizi) gerceklestirildi. Canlilik analizi

sonucunda, MCF-7 hiicrelerinde melatonin uygulanmayan grup ile melatonin
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uygulanan gruplar kiyaslandiginda zamana bagli olarak toplam hiicrelerde canlilikta
azalma tespit edildi. HEK293 hiicrelerinde ise melatonin uygulanmayan grup ile
melatonin uygulanan gruplar arasinda zamana bagli olarak canlilikta bir artigin
oldugu saptandi. Cos ve ark (2011)’da benzer bulgular rapor etmistir. Bu bulgular
cercevesinde melatonin literatiirdeki kullanilan dozlardan farkli bir dozun
caligmamizda kullanilmas: gerektigi sonucuna varildi. Canlilk analizi ile
melatoninin MCF-7 ve HEK293 hiicreleri i¢in ICsp dozu 35 uM ve uygulama siiresi
48 saat olarak belirlendi (sirasiyla p=0,0037, p=0,0341). Rodriguez ve ark (2013)
melatoninin, kanser hiicrelerindeki sitotoksik etkisi tiimor tipine bagl olarak icsel
veya digsal apoptoz yolaklarinin aktivasyonuna neden oldugu bildirmistir.
(Rodriguez ve ark 2013). Bu nedenle, 35 uM melatoninin MCF-7 ve HEK293
hiicrelerinde apoptotik etkisi incelendi. Apoptoz analizi ile 35 uM melatoninin 48
saat uygulamasinda MCF-7 hiicrelerinde sitotoksik etki gosterdigi ve apoptozda
anlamli bir artis oldugu tespit edildi (p=0,0060). Kontrol grubu olan HEK293
hiicrelerinde ise ayni melatonin uygulamasi sonucunda apoptozda azalma goézlendi
(p=0,0324). Mevcut bulgularimiz ve literatiir verileri melotoninin apoptotik etkinligi
oldugunu gostermektedir. Bu nedenle, apoptozun hangi yolagmi kullanildig: ileri

arastirmalar ile ortaya konmasi gerekmektedir.

Melatoninin kok hiicre iizerindeki etkisini arastirmadan once kiiltiire edilen ve
melatonin uygulanmayan MCF-7 ve HEK293 hiicrelerinde CD44'/CD24 kok
hiicrelerin miktari tespit edildi. Analiz sonucumuzda genel olarak bakildiginda MCF-
7°den izole edilen CD44*/CD24lii hiicre miktar1 %1,2 iken HEK293’ten izole
edilen CD44"/CD24li hiicre miktari %1,1 olarak belirlendi. Elde ettigimiz bu
bulgular, Hajj ve ark (2003), Yenigun ve ark (2014) calismasindan elde edilen
bulgular ile uyumlu oldugu bulunmustur. Serumsuz siispansiyon kosullarinda, kok
hiicre ve projenitdr hiicrelerin hayatta kalip tlimoérfaz olusturarak yasamlarini devam
ettirdigi bildirilmistir (Wolman ve ark 1997). Kok hiicrenin bu 6zelliginden
faydalanarak mevcut c¢alismada, MCF-7 ve HEK293 hiicrelerinden izole edilen
CD44"/CD24" hiicrelerin serumsuz ortamda tiimdrfaz olusturmalar: incelendi. Bu
sayede izole edilen hiicrelerin kok hiicre 6zelligi tasidigini dogrulandi. Daha 6nce
yapilan calismalarda da CD44/CD24°°lii  hiicrelerin  tiimérfaz  olusturdugu
bidirilmistir (Engelmann ve ark 2008, Hwang-Verslues ve ark 2009).
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Melatoninin kok hiicreler tizerine etkisi ile ilgili caligmalara bakildiginda, kisitl
bir literatilir bilgisi bulunmaktadir. Wang ve ark (2014), yaptiklar1 ¢aligmalarinda
hipoksi ve serum yoklugunda melatonin uygulandiginda mezenkimal kok
hiicrelerinin hayatta kalabilecegini ve bu koruyucu etkisini MAPK sinyal yolagi
iizerinden gerceklestirdigi gosterilmistir (Wang ve ark 2014). Diger bir ¢calismada ise
melatoninin embriyonik kdk hiicrelerin noral hiicrelere farklilasmasi tizerine etkisi
arastirtlmigtir (Sotthibundhu ve ark 2010). Bunun sonucunda, noral farklilasmanin
diizenlenmesinde melatoninin etkili oldugu gosterilmistir (Sotthibundhu ve ark
2010). Beyin tiimori kok hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada, melatoninin farkl bir
mekanizma (ABCG2 / BCRP promotor bolge metilasyonlarina etkisi) ile ¢oklu ilag
direnci TUstesinden gelebilecegi gosterilmistir (Martin ve ark 2013). Mevcut
calismamizda ise melatonin uygulamasindan sonra MCF-7’den elde edilen
CD44"/CD24“lii kok hiicre miktarnda %35-40 oraninda azalma tespit edilmis
(p=0,0106), buna karsin HEK293 hiicrelerinden elde edilen CD44"/CD24 “lii kok
hiicre miktarinda %20-25 oraninda bir artig gozlenmistir (p=0,0493). Bu bulgular,
melatonin kanser kok hiicreleri lizerinde azaltici bir etki olustururken, normal kok
hiicreler {iizerinde koruyucu hatta miktarinda artirici bir etki saglamaktadir.
Melatoninin literatiirde, MCF-7 CD44/CD24 “lii kanser kok hiicre miktarini tizerine
etkisi hakkinda herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Benzer sekilde HEK?293
CD44%/CD24lii hiicreler iizerinde de bir ¢alisma bulunmamaktadir. Diger taraftan,
Wang ve ark. (2014) ise, melatonin mezenkimal kok hiicrelerindeki koruyucu
oldugunu rapor etmislerdi. Farkli kokenli hiicreler olmasi ile birlikte mevcut
caligmada, Wang ve ark. (2014)’larinin bulgulari ile benzerlik gostermektedir (Wang
ve ark 2014).

Melatonin, pro-otofaji ya da anti-otofaji yolaklarin her ikisinde etkili oldugu
bildirilmistir (Klongpanichapak ve ark 2007). Bu durum otofajinin evresine baghdir.
Normal fizyolojik kosullarda, otofaji hiicrelerin homeostazisint siirdiirmek i¢in
hayatta kalma olarak goérev yapar. Hiicre ROS (Reaktif Oksijen Tiirleri) veya toksik
ajanlara maruz kalmasi durumunda (yiiksek seviye) hiicre otofaji yolagi ile 6liime
yonelecektir. Bu durumda, melatonin otofajiyi yiiksek seviyede inhibe ederek
koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir (Klongpanichapak ve ark 2007). Noroblastoma
hiicrelerinde yapilan ¢aligmalarda melatoninin, metamfetamin (MET) toksisitesinden

olusan hiicre 6liimlerine kars1 koruma sagladig ileri siiriilmiistiir (Klongpanichapak
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ve ark 2007, Klongpanichapak ve ark 2008). Otofaji bir sekilde engellendiginde
DNA hasarna neden olan reaktif oksijen tiirlerinin birikmesine yol acar. DNA hasar1
birikmesi ise ¢ift zincir kiriklarina neden olur. Bu stirecler, mitokondriyal oksidatif
fosforilasyonun azalmasina ve metabolik strese yol agar (Qu ve ark 2003). Otofaji
timOr baskilanmasi i¢in 6nemli bir mekanizma olsa da, olumsuz sartlarda, timor
hiicresine stres toleransi saglayarak hayatta kalmasma yardime1 olmaktadir
(Eskelinen ve ark 2009). Kanser hiicresinde, stres kaynakli otofaji, tedaviye direng
kazandirabilir ve tiimoriin biiylimesini ve ilerlemesine neden olabilir (Degenhardt ve
ark 2006).

Otofaji fizyolojisi ¢ok ¢alisilmis olmasina ragmen, kok hiicrelerdeki etkisi
iizerine smirh literatiir bilgisi bulunmaktadir. Oliver ve ark (2012) yilinda yaptiklari
calismada, hiicresel stres kosullarinda melatoninin mezenkimal kok hiicrelerde
hayatta kalma iizerine olumlu etkisi oldugu gosterilmistir (Oliver ve ark 2012).
Kanser kok hiicrelerinin ise mikrogevresi ile iliskili yapilan arastirmada, aglik
kosullarinda kanser kok hiicrelerinin, otofaji protein katabolizmasi fonksiyonlarindan
faydalandig1 rapor edilmistir (Espina ve ark 2010, Espina ve Liotta 2011). Mevcut
caligmada ise melatonin uygulamasi sonucunda, MCF-7 ve HEK293 hiicrelerinden
elde edilen CD44%/CD24li  kok  hiicrelerinde  LC3-11  agregasyonunu
immiinofloresan analizi ile incelendi. Melatoninin MCF-7 CD44'/CD24“lii kok
hiicrelerinde LC3-II agregasyonunda atisa sebep oldugu tespit edildi (p=0,0255).
Kontrol hiicresi olan HEK293 CD44%/CD24lii kok hiicrelere melatonin
uygulamasinda ise LC3-Il agregasyonunun azaldig:1 gozlendi (p=0,1595). LC3-I’in
LC3-II’ye donistimii Western blot analiz ile incelenerek, immiinofloresan yontemi
ile elde edilen bulgular dogrulandi. Melatonin, MCF-7 CD44'/CD24“li kok
hiicrelerde LC3-I’in LC3-II’ye doéniisimii artirdigi (p=0,0086), ancak HEK293
CD44"/CD24lii kok hiicrelerde LC3-I’in LC3-II’ye déniisiimii engelledigi tespit
edildi (p=0,0089). Bu bulgular, melatonin kanser kok hiicrelerinde otofaji yolag:
iizerinde etkisi oldugu ve bu etkinin kanser kok hiicrelerinde bir 6liim mekanizmasi
olan otofajide artis1 tetikledigini gostermektedir. Buna karsin melatonin HEK293
CD44"/CD24“lii kok hiicrelerinde otofaji yolagmi baskilama ydniinde etki
gostermektedir. Bu bulgular melotonin kanser kok hiicrelerinde hangi apoptotik

yolagi uyardigi bir arastirma konusu olarak durmaktadir.
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5.SONUC ve ONERILER

Bu ¢alismada, melatoninin insan meme kanseri hiicre hatt1 MCF-7 ve kontrol
hiicre hatt1 olarak HEK293 hiicrelerinden elde edilen CD44*/CD24 “lii kok hiicreler

kullanilarak otofajik yolak tizerindeki etkisi arastirildi.

Calizmamizin sonuglarina gére, melatonin MCF-7’deki CD44'/CD24lii kok
hiicre miktarmi azalttirken, HEK293’deki CD44°/CD24" kék hiicre miktarini artirdigi
gosterilmistir. Bu MCF-7 CD44%/CD24 “lii kanser kok hiicre miktarindaki azalma da
etkili olabilecek mekanizmalar arasinda farklilasma, apoptozis, otofaji ve diger
mekanizmalar yer almaktadir. Bu azalmanin bir kismindan otofajinin sorumlu
oldugunu tespit edildi. Kanser kok hiicre miktarindaki azalmaya sebep olcak diger

yolaklarin ise ileri ¢aligmalarla ortaya konmasi gereklidir.

Kanserin hipoksi ortaminda radyoterapi ve kemoterapiye karsi direng gelistirdigi
bilinmektedir. Ayrica hipoksi ortaminmn, otofaji aktivitesini arttirdigi goz Oniine
alinacak olursa, melatonin hangi mekanizma ile kansere etki edecegi ya da kanser
kok hiicre {iizerinde nasil bir etkisi olacagi bilinmemektedir. Kok hiicrenin bu
azalmasindan sorumlu olabilecek bagka bir yolak ise kok hiicrenin kendini
yenileme/farklilasma mekanizmasi olabilir. Literatiire bakildiginda melatoninin
kendini yenileme faktorleri (oct4, sox2, nanog, kif4 gibi) lizerine etkisi olabilecegi
diisiiniilmektedir. Melatonin kendini yenileme faktorlerini baskilayip farklilagsmasini
destekleyerek, kanser kok hiicre miktarinda bir azalmaya neden olabilir. Ayrica
melatonin telomeraz iizerinde de etkinligi olabilecegi diistiniilmiis ve arastirma
konusu olmustur. Bu arastrmalardan da olumlu sonuglar elde edilmis, ancak

literatiirde kanser kok hiicreleri izerinde yapilan bir ¢alisma bulunmamaktadir.
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6. OZET

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

Melatoninin Meme Kanseri Kok Hiicrelerindeki Otofajik Etkisininin
Incelenmesi

Hiiseyin DONMEZ
Tibbi Genetik Anabilim Dal

YUKSEK LiSANS TEZIi / KONYA-2014

Kanser kok hiicreleri (KKH) diger kanserlerde de oldugu gibi, meme Kkanserinin tanisi,
onlenmesi, kan damar1 olusumunu tesvik eden, hiicre motilitesini destekleyen ve cesitli tedavilere
direng gosteren belirli dzellikler sergilemektedir. KKH, kemoterapiye oldukca direng gosteren bir
mekanizmaya sahip olmasinin yanisira normal kok hiicrelerle benzer bir ¢ok 6zellige sahiptir. KKH ve
otofaji arasindaki iliskinin arastirildigi birgok calismada, biiyiime faktorlerinden yoksun tiimor
hiicrelerinde otofajide artis oldugu, hiicrelerin 6liimden otofaji ile kagtig1 ve hiicrelerdeki otofaji
inhibe edildiginde, hiicrelerin apoptoz ile 6ldiigii gozlenmistir. Otofajinin timéor hiicrelerini 6liimden
koruyan bir mekanizma olduguna dair hipoteze karsi otofajinin kanser olusumunu onleyici roliinii
gosteren birgok ¢alisma da bulunmaktadir. Melatonin (5-methoxy-N-acetyltryptamine), epifiz bezinde
triptofan aminoasitinden sentezlenmektedir ve farkli dokularda farkli islevler gosterebilmektedir.
Melatoninin anti-kanser 6zelligi; MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinde, p53 ve p21 genleri
tizerinden apoptozisi indiikledigi, dolayisiyla hiicre proliferasyonunu inhibi ettigi bildirilmistir.

Mevcut calismada, melatonin MCF-7’den izole edilen CD44/CD24“lii kdk hiicre miktarini
%35-40 oraninda azalttigi (p=0,0106), bunun yani sira kontrol hiicre grubu olarak kullanilan
HEK293’ten izole edilen CD44'/CD24" kok hiicre miktarmda %20-25 oraninda artisa (p=0,0493)
sebep oldugu tespit edildi. Kanser kok hiicresindeki bu azalmadan sorumlu olabilecek
mekanizmalardan biri olan otofaji incelendi. Otofaji belirteci olan LC3-Il immiinofloresan ve western
blot teknikleri ile analiz edildi. Elde ettigimiz immiinofloresan bulgulari sonucunda, melatonin
uygulanan MCF-7 CD44%/CD24“li kék hiicrelerinde LC3-11 agregasyonu artarken (p=0,0255),
HEK293 CD44%/CD24lii kok hiicrelerde ise LC3-11 agregasyonunun azaldigi (p=0,1595)
gosterilmistir. Melatonin uygulanan MCF-7 CD44"/CD24 “lii kok hiicrelerde Western blot yontemi ile
incelenen LC3-I’in LC3-II’ye doniisiimii artarken (p=0,0086), HEK293 CD44/CD24 kok hiicrelerde
LC3-T’in LC3-II"ye doniisiimiinde azalma oldugu tespit edilmistir (p=0,0089).

Literatiirdeki veriler ve mevcut calismadan elde edilen bulgular, melatonin kanser kok
hiicrelerinde otofaji yolag: iizerinde etkisi oldugu ve bu etkinin kanser kok hiicrelerinde bir 6lim
mekanizmasi olan otofajide artigini tetikledigini gostermektedir. Buna karsin, melatonin HEK293
CD44%/CD24"lii kok hiicrelerinde otofaji yolagini baskilama ydniinde etkisinin oldugu gosterildi.

Anahtar Sozciikler: Kanser kok hiicre; Meme kanseri; Melatonin; Otofaji
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7.SUMMARY

Investigation of The Autophagy Effects of Melatonin on Breast Cancer
Stem Cells

Cancer stem cells (CSC) as well as in other cancers, breast cancer diagnosis, prevention,
which stimulates the formation of blood vessels, promote cell motility and exhibits specific
properties that are resistant to various treatments. CSC, as well as being a mechanism of
resistance to chemotherapy is showing quite a lot of features similar to normal stem cells. CSC
and in many studies investigating the relationship between autophagy, the lack of tumor cell
growth factor from an increase in autophagy, the cell death of autophagy and how he and the cells
of the autophagy is inhibited, it was observed that die by apoptosis of cells. Cancer formation of
autophagy in tumor cells, autophagy protects against the hypothesis that the mechanism of death
there are many studies showing the inhibitory role. Melatonin (5-methoxy-N-acetyltryptam a) is
synthesized from the amino acid tryptophan in the pineal gland and can exhibit different functions
in different tissues. Of anti-cancer properties and melatonin; MCF-7 human breast cancer cells by
inducing apoptosis via p53 and p21 genes, so it is reported that the inhibition of cell proliferation.

In the present study, melatonin in MCF-7 isolated from CD44%/CD24 the amount of stem
cells decreases by 35-40% (p = 0.0106), as well as the control group of cells used HEK293 the
isolated CD44"/CD24 the amount of stem cells increased by 20-25% (p = 0.0493) was found to
be caused. One of the mechanisms that may be responsible for this reduction in cancer stem cells,
which were examined autophagy. Autophagy is a marker LC3-Il was analyzed by western blot
and immunofluorescence techniques. As a result we obtained immunofluorescence findings,
melatonin treated MCF-7 CD44'/CD24" stem cells LC3-11 aggregation increased (p = 0.0255),
HEK293 CD44%/CD24 in stem cells is decreased LC3-Il aggregation (p = 0.1595) is shown.
Melatonin treated MCF-7 CD44'/CD24 stem cells in Western blot with the examined LC3-1 to
LC3-I1 transformation increased (p = 0.0086), HEK293 CD44*/CD24 stem cells LC3-In LC3-II
was determined by a reduction in conversion (p = 0.0089).

Data and findings from existing studies in the literature on cancer stem cells, melatonin has
an effect on autophagy pathway and this is a mechanism of death in active cancer stem cells
suggests that triggered the increase in autophagy. However, melatonin HEK293 CD44%/CD24" in
the direction of the effect of stem cells that were shown to suppress autophagy pathway.

Key Words: Autophagy; Breast cancer; Cancer stem cells; Melatonin
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9.EKLER

EK A. Verilerin parametrik testlere uygunlugu. Elde edilen verilen istatistiki

olarak anlamliligin1 tespit etmek icin bagimli T-testi yapildi. Parametrik bir test olan

T-testinin uygulana bilirligini gostermek icin verilerin normal dagilima uygunlugu ve

varyanslarin yakin oldugu gosterildi. HEK293 hiicrelerine kontrolleri ile birlikte

melatonin uygulamasindan sonraki kok hiicre miktar1 verileri (A), MCF-7

hiicrelerine kontrolleri ile birlikte melatonin uygulamasindan sonraki kok hiicre

miktar1 verileri (B)
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Descriptive Statistics: Kontrol, Mel+

Variable N N* Mean SE Mean
Kontrol 3 0 7463 541 937
Mel+ 3 0 9395 250 434

StDev Variance

878736 22390
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Sum Median

7511
9326
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Summary for Kontrol
Anderson-Darfing Noemaley Test
A-Squared o
P-Vakoe 0.533
Mean §376.0
StDev .7
Varance 529563.0
Skenress 0733217
Kortoss o
N 3
Minimam 8057.0
1st Quartie  8097.0
Medan 9000.0
3d Quale 95170
Maars 9537.0
95% Confdence Iterval for Maas
e — 70703 10685.7
958 Confidence Ireerval for Medan
8097.0 9537.0
95% Corfidence Interval for StDev
95% Confidence Intervals 189 “ns
Men{ - 1
Madar —_—
00 w000 w0 2000 13000
Anderson-Darling Norsaliny Tes
A-Squared [->2]
P-Vake 0.521
Mean 53793
StDev 4233

Minemom 5000.0
i Quaie  5000.0
Median 32,0
3d Quartie 58360
Maemum 583¢.0

95% Confidence Teaerval for Maan

[ e | a7 64303
95% Corfidence Interval for Medan

5000.0 5836.0
95% Confidance Trmeeval for StDev

95% Confidence Intervals 204 26605

Mean 4 3 {
Meden. (e ———
0 %000 % 00 0
&

Descriptive Statistics: Kontrol, Mel+
Variable N N* Mean SE Mean StDev Variance Sum Median

Kontrel 3 0 8878 420 728 529563 26634 9000
Mel+ 3 0 5379 244 423 179209 16138 5302
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EK B. Etik Kurul Onay Belgesi.
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