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Kansere karsi etkin tedavi protokolleri gelistirilmesi

calismalarinda son 30 yilda bazi kanser turlerinde dnemli

gelismeler saglanmasina ragmen, genel basari oranina
bakildiginda

bes yillik sag kalim

acisindan istenen diizeyde bir ilerlemenin
saglanamadigi gorilmektedir ( Jemal vd.,2010).
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Quaresma, Coleman and Rachet, 2014 40-year trends in an index of survival for all cancers combined and survival adjusted for age and sex for each
cancer in England and Wales, 1971 — 2011: a population based study. The Lancet http://dx.doi.org/10.1016/S


https://pancreaticcanceraction.org/news/substantial-increases-long-term-survival-cancers-pancreatic/

v' Bu durum ve Dinya genelinde artan kanser
insidansi  kansere vyaklasim ve tedavide vyeni
yvaklasimlarin olusturulmasi geregini dogurmustur.

v'Bu yonde yapilan calismalarda elde edilen veriler
giderek artan bir oranda kanserin kok hlicre oOzelligi
tastyan bir grup hucre tarafindan olusturuldugunu
%y gOstermis ve bu hicreler daha sonra

" olarak adlandirilmistir (Dick , 2009; Reya



Kanser kok hicre modelinde timor htcrelerinden kuguk
bir hiicre grubu
kanserin baslatilmasi,
progresyonu,
metastazi,
reklrrensi
ve tedaviye cevabindan
sorumlu tutulmaktadir.




Kanser kok hicrelerin belirlenmesine
katki saglayan ilk calismalar
hematopoetik  dokuda  yapilmistir.
Burada hem normal hem de malign
hematopoetik hticreler kullaniimistir.

Normal hematopoetik dokuda
hicrelerin  hiyerarsik  bir  sekilde

farkhlastiklari yiinda ortaya
konmustur (Till ve McCulloch, 1961).

v Bu tanimlama kanser dokularinda da
benzer bir durumun olabilecegini
disindurmustar
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John Dick revives CSC theory by
xenografting human AML

Clarke demonstrates CSCs in
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The cancer stem cell: premises, promises and challenges
. Nature Medicine 313-319 (2011)


http://www.nature.com/nm/journal/v17/n3/abs/nm.2304.html

Daha sonraki yillarda ise basta olmak
Uzere hemen hemen btiun solid timorlerde kanser kok

hiicrelerin varhgi gosterilmistir (Al-Hajj vd., 2003; Singh
vd., 2003 ).




Yapilan ¢calismalarda kanser kok hucrelerinin sitotoksik ajanlara ve
radyasyona karsi intrinsik veya kazanilmis bir direnc¢ gosterdigi
belirlenmistir.

Bu direncin altinda yatan mekanizmalarin

bagl olabilecegi rapor edilmistir (Gottesman vd., 2002; Guan vd., 2003;
Guzman ML., 2001).
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kanser kok hlicreleri ylizey markirlarina selektif antikorlar araciligiyla
kanser kok hicrelerinin hedeflenmesi

kendini yenilemede etkin (self-renewal) sinyal yolaklarinin
bloklanmasi

kemoterapi ve radyoterapiye direnc saglayan yolaklarin engellenmesi
kanser kok hucrelerinin diferasyasyon yoninde indiksiyonu seklinde
bicimlenmeye baslamistir (Bao vd., 2006; Schatton vd., 2009; Zhou
vd., 2009).
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Yakin zamanda Kolon kanserinde Wnt ve Notch yolaklarini inhibe eden
molekdillerin gelistirildiginin rapor edilmesi bu Umitleri glclendirmistir
(Van Es ve Clevers, 2005).



Diferansiyasyon c¢alismalarinda ise kanser kok hucreleri matur kanser

hicrelerine donismeye zorlanmaktadir. ) bu
yonde basarili sonuglarin alindigi ilk bilesik olmustur. Bu c¢alismada
meme kanseri kok hicrelerinin sayisini

diferasyon yoluyla belirlenmistir.
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Anti bakteriyel bir ila¢ olarak bilinen salinomisinin fare meme kanseri kok
hiicreleri Uzerinde paklitakselden 100 kat daha potent anti-kanser
etki gostermesi ilgi cekici olmustur (Todaro vd., 2008; Gupta vd., 2009).
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Yakin donemde kanser kok hu

yalnizca dort tanesinin

belirlenmistir.
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Homeopoetik kanser kok hicreleri Gzerinde yapilan bu c¢alismada normal
hematopoetik kok htcreler etkilenmezken kanser kok hicrelerinin sayisi
farkhlasmis kok hicrelere donuserek azalmistir. Bu calisma kanser kok
hicrelerinin sayisinin azaltilmasina dayali tedaviler yoninde ilk
genis Olcekli calisma niteligini tasimaktadir (Rho vd., 2011).




Bir pineal bez hormonu olan melatonin (5-methoxy-N-acetyltryptamine), epifiz
bezinde triptofan aminoasitinden sentezlenmekte ve plazmada proteinlere
(albumin vb.) bagli olarak bulunmaktadir (Kveder ve Mclsaac, 1961).
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Melatoninin salgilanmasindaki hiz belirleyici en 6nemli faktorlerden birisi
cevrenin olmasidir (Claustrat vd., 2005). Genellikle; 1sik
melatonin hizini azaltirken, karanlik arttirmaktadir. Melatonin, pineal bezden
baska retina ve bagirsakta da sentezlendigi gosterilmistir. Kan melatonin

dizeyine en c¢ok katki pineal bezden saglanmakta, diger dokularin katkisi yok
denecek kadar az olmaktadir.
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Melatoninin hiicre zari, sitoplazma ve cekirdeginde bulunan ug¢ farkh
reseptor tipinin bulundugu belirlenmistir. Melatonin bu reseptor cesitliligiyle de
farkh bir ozellik sergiledigi gorilmektedir. Bu reseptoreler hiicre zarinda G

protein aracili etki gdsteren ve
) seklinde iken sitoplazmada , cekirdekte
ve reseptorleri seklinde karsimiza ¢cikmaktadir ( Stephen

vd., 1981; Uz vd., 2005; Bartsch vd., 1981) .

Melatonin Signmnaling

§ L The receptors transport the outside chemical signal (the melatonin) to the inside and activate (or repress) a number of different
Laignal transduction pathways. See the figure below (taken from ):


http://www.qiagen.com/products/genes and pathways/pathway details?pwid=288

Reseptor cesitliligi bulunmasi sayesinde melatonin farkli dokularda farkli islevler
gdsterebilen cok yoénli bir molekil olarak dikkat cekmektedir. islev ve etkileri

arasindan su ana kadar bildirilmis olanlardan 6n plana cikanlari
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The receptors transport the outside chemical signal (the melatonin) to the inside and activate (or repress) a number of
different signal transduction pathways. See the figure below (taken from ):


http://www.qiagen.com/products/genes and pathways/pathway details?pwid=288

Hindistan’da ylritilen bir calismada ileri meme kanseri kadinlarda kontrol
gruplari ile karsilastirildiginda Griner melatonin seviyelerinin disik oldugu
bulunmustur (Stephen vd., 1981). Bu veriler ER (Ostrojen reseptérii)-pozitif
meme kanserli kadinlar uUzerinde yapilan diger bir calismada Uriner
melatonin seviyeleri ile birlikte kan melatonin (6-sulfatoxymelatonin)
seviyelerinin de disik oldugunun bulunmasiyla desteklenmistir.
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Istk-melatonin-meme-kanseri hipotezini destekleyen calismalar insan meme
kanseri dokusu transfer edilmis atimik fareler lizerinde de yapilmistir. Burada
surekli 1s18a maruz birakilan farelerle, normal gece/giindiz ortaminda
bulundurulan fareler karsilastirildiginda timor blylumesinde 7 kat artis
oldugu belirlenmistir. Strekli 1sik altinda buluna farelerde linoeik asit ve onun
metaboliti olan 1,3-hydroxyoctadecadienoic duzeylerinde artis oldugu ve
bununda sirkadiyen melatonin sinyallerinde inhibisyona yol actigi
belirlenmistir (Blask vd., 2003

Normal mammary tissue Breast carcinoma
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O Melatoninin ayrica antioksidan etkilerinin oldugu yapilan degisik
calismalarda rapor edilmistir. Melatonin 6nemli 06zelliklerinden biride
hicrelerin hemen her tarafina ve hiicre ¢ekirdegine ulasabildigi gibi, beyin
gibi diger dokulara da gecebilmesidir. Boylece antioksidan etkilerini cok
genis bir alanda gosterebilmektedir.

L Melatonin oksidan maddelere etki ettikten sonra ara kademelerde ve
sonucta olusan ara urinleri yine antioksidan etki gosterebilmektedir. Bu
ozellik bir antioksidan ajan icin ¢ok degerlidir ve “suicidal veya terminal
antioksidan” olarak nitelendirilir (Martinez-Cayuela, 1995).
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Melatonin yasa bagh olarak seviyesindeki azalma immuin vyaslanmanin
en Onemli etkenlerinden  biri  olabilecegi
dusunulmektedir. Bunun icin yapilan bir calismada, melatonin seviyelerinin
belirgin dusuk oldugu saptanan yash farelerin yaklasik % 50’sinde streg
icerisinde spontan lenfoma, akciger adenokarsinom veya sarkoma gelistigi
gozlenmistir. Bu yuzden melatoninin yaslilarda bagisiklik fonksiyonu artirmada
olumlu bir roli oldugu ve stres, neoplastik hastalik ya da enfeksiyon gibi
bagisikhgin  zayifladigi  durumlarda etkili bir tedavi ajani olarak
kullanilabilecegi distntlmektedir (Reiter vd., 2007; Carrillo-Vico vd., 2005 ).

Loss of cell functionality Cell apoptosis

Impaired homeostasis Improved homeostasis
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Moriya ark (2005) tarafindan yapilan bir calismada in vitro kultir sistemi

kullanilarak fare embriyo striatumdan Uretilen lerinin
cogalmasi ve noral/Astroglial farklilasma Uzerine melatonin etkileri
arastirllmistir.  Melatonin lerinde EGF aracili

proliferasyonunu baskiladigl gosterilmistir
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Ayrica, melatonin noral kok hicrelerinde farklilasmayr azaltig
gozlemlenmistir. ES-E14TG2a hucrelerinin Oct4, REX-1, Sox2, ve Zfp206 gibi
kok hicre farklilasmama markirlararinin mRNA  dizeylerine bakilarak

melatonin bu kdk hicrelerde farklilasmayi inhibe ettigi belirlenmistir
(Huangfu vd., 2008).
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Melatonin ayrica, HDAC (Histone Deacetylase) nin cesitli izoformlari olan
HDAC3, HDAC5 ve HDAC7 mRNA ekspresyonunu artirdig! belirlenmistir, 24
saat slire ile melatonin uygulanmasinin kromatin sekillenmesi ve gen
transkripsiyonu ile iliskili olan histon H3 asetilasyonunu belirgin sekilde
artirdigl saptanmistir. Bu sonuglar melatoninin noéral kok hicrelerinin
farkhlasmasi ve epigenetik modulasyonunda rol oynayabilecegini
dusindirmektedir (Sharma, v., 2008).



https://www.google.com.tr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjq7b_XwLHMAhUDSBQKHdEID9MQjB0IBg&url=http://www.anti-agingfirewalls.com/2014/04/14/shedding-new-light-on-circadian-rhythms/&bvm=bv.120853415,d.bGs&psig=AFQjCNHk50IwDJXQt4XtoU8t_Z8bGp83jQ&ust=1461938745922166

v’ Otofaji kendi kendini (auto) yeme (phagy) anlamina gelmektedir ve hiicre
biyolojisinde hicre ici makromolekdllerin ve organellerin lizozomal enzim
aktivitesiyle yikilma mekanizmasidir (Gozuacik ve Kimchi 2004).

v' Genel olarak bakildiginda son on yilda yapilan calismalar otofajinin;
metabolizmanin  dliizenlenmesi, morfogenez, hiicre farklilasmasi,
yaslanma gibi fizyolojik hilicresel olaylarda ve bagisiklik sisteminin bir
parcasi olarak hicre ici patojenlerin  yikiminda rol oynadigini
gostermektedir (Shintani ve Klionsky 2004, Mizushima ve ark 2008,
Rajawat ve Bossis 200
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Kanser ve otofaji arasindaki iliskinin arastirildigi bircok calismada, buiyime
faktorlerinden yoksun timor hicrelerinde otofajide artis oldugu, htcrelerin
olimden otofaji ile kactigi ve hiicrelerdeki otofaji inhibe edildiginde, hiicrelerin
apoptoz ile 6ldugi gozlenmistir (Boya ve ark 2005, Lum ve ark 2005).
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Melatonin uygulamasindan sonra otofajik islemlerinde kismi bir azalma
oldugunu rapor edilmistir. Koh (2011)’'un yaptigI bir calismada, melatoninin
MmTOR sinyal yolu aktivasyonu ile iskemik beyin hasarini o6nledigi
gosterilmistir (Koh 2011).

Al






¥ Projede MCF-7 meme kanseri hiicre hatti ve kontrol grubu olarakta kanser
¥ hiicresi olmayan HEK-293 embriyonik bobrek hicre hatti kullanildi. MCF-7
ve HEK-293 hicre hatti ATCC'den temin edildi. Temin edilen bu hicreler,
%10 FBS (Fetal Bovine Serum) (Biochrome, Almanya) ve %1
& penisilin/streptomisin (100 U/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin)
&9 (Biochrome, Almanya) iceren RPMI (Biochrome, Almanya) kultlr vasatinda
«f farkh flasklarda kilttra yapildi




Hiicre stispansiyonu (100 pl) 1.5 ml’lik ependorf tlipe aktarildi ve lzerine
dilisyon faktori 2 olmak lizere 100 ul %0.04 trypan blue boya sollisyonu
eklendi ve hafiften pipetaj yapildi. Boyanmis hiicre siispansiyonu 5 dakika
oda isisinda bekletildi, daha sonra hematositometri lamina 20 pl hicre
sispansiyonundan yuklendi ve canli hicreler isik invert mikroskop altinda
(100X blyutme) 5 farkh bolgede sayildi ve sayi ortalamasi alindi.



/
Seed cells in 96 well plate

Yaklasik 5x103 hiicre 100 ul %10 FBS + %1 PC’li medyum icinde 96’lik well
plate’e ekildi ve 24 saat 37°C, %5 CO, etlivde inkube edildi. Bu slrenin
sonunda eski medyum uzaklastirildi ve hiicreler PBS ile yikandiktan sonra
farkh kombinasyonlarda melatonin iceren 100 ul medyum 24, 48, 72 saat
muamele edildi (Etken madde kombinasyonlari 5, 10, 15, 20, 40, 80, 100,
200, 400, 800 uM olacak sekilde uygulandi). Bu slirenin sonunda her
kuyucuga 10 ul 12 mM’lik Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide sollisyonu
eklendi ve 4 saat 37°C, %5 CO, etivde inkibe edildi. Sire sonunda
kuyucuklardan medyum uzaklastirildi ve yerine 50 ul DMSO eklendi ve
37°C, %5 CO, etlivde 10 dakika inkibe edildi. inkiibasyon sonrasi karisim
A pipetaj yapildi ve micro-plate reader cihazinda 490 nm dalga boyunda
A absormansi olcildu
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. Sayilan hicreler istenilen miktara gore etiketli FACS test tlplerine aktarildi.
@\ Hiicreler 100 pl %2 FBS/HBSS icerisinde siispanse edildi. Her bir konjuge
4 antikordan (CD44-APC, Sigma-Aldrich Corporation, Almanya; CD24-FITC, Sigma-
Aldrich Corporation, Almanya) 10° hiicreye 20 pl olacak sekilde alindi ve karanlik
ortamda uygun test tliplne eklendi. DAPI, bu tip dahil tim tiplere en son
asamada eklendi. Tupler karanlik ortamda (aliminyum folyo ile ortilerek)
4°C’de 10 dakikada bir calkalanarak bir saat boyunca bekletildi. Her bir tip
icerisindeki hucreler, baglanmayan antikoru uzaklastirmak icin 3 ml %2
! FBS/HBSS ile yikandi. HBSS ile ekstra bir yikamadan sonra hiicre ¢okeltisi, 400 pl
, "~,\.¢_l (0,4 ng/ml) ile sulandirildi ve FACS cihazi (FACS Aria Ill — BD Pharmingen,
L D) ile hiicreler ayrildi.
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Total RNA izolasyonu

RNA Extraction by TRizol ® @ Abnova

Transfer the aqueous phase to a fresh tube

Flow sitometri ile izole edilen kok hiicrelerden total RNA izolasyonu
Uzerine 500 pl TRI Reagent® (Sigma, ABD, #MKBP6595V)/Kloroform
yontemi ile yapildi. RNA konsantrasyonu mikro-spectrophotometer
cihazinda olguldi. RNA larin intakthgi jel elektroforezinde 18S,28S bant
kalitelerine bakilarak degerlendirildi. izole edilen RNA bekletiimeden
cDNA sentezinde kullanildi ya da kullanilana kadar -85°C derin
dondurucuda muhafaza edildi.




PCR AMPLIFICATION

Bax, Bcl-2, Oct4, Sox2, Nanog ve Gapdh genlerine spesifik primerler
Integrated DNA Technology (IDT) PrimerQuest* online programi
kullanilarak dizayn edildi. Primerler Biomers Inc. (Ulm, Almanya) firmasi
tarafindan sentez edildi.



Reverse Transcription PCR

Denature RNA sample

Total RNA'dan cDNA olusumu RevertAid First Strand cDNA Synthesis (Thermo
Scientific, ABD, #K1622) kiti kullanilarak gerceklestirildi. Bunun icin daha
DNA’dan saflastirma islemi gerceklestirildi. 1 pug RNA, 1 pL 10x reaksiyon
solisyonu (MgCI2’li) ve 1 puL DNase | ile total hacim 10 uL olacak sekilde
hazirlanip 370C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi. Siire sonunda DNase
inaktive etmek icin 1 puL 50 mM EDTA eklenerek 650C’de 10 dakika tekrar
inkGbe edildi. Daha sonra asagidaki soltisyon karisimi hazirlanarak RNA

uzerine eklendi ve sirasiyla bekletilmeden 650C 5 dakika, 420C’de 60 dakika,
250c’de 5 dakika inktibe edildi.



Real-_time PCR

4 x
A
»

Add cDNA samplie (10ul)

cDNA kullanilarak gen ekspresyon analizini gerceklestirmek icin LightCycler®
480 Il (Roche, Almanya) cihazi kullanildi. Bunun icin tlp icerisine 5 pl Maxima
SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (Thermo Scientific, ABD ), 0.1 ul (25 pmol)
forward ve reverse primer, <500 ng olacak sekilde daha 6nceden alikotlanan ve
buz lGzerinde ¢ozduriilen cDNA ilave edildi ve 10 ul’'ye tamamlayacak miktarda
ddH20 eklendi. PCR’ Iin her bir bilesenleri 96’lik platelere ilave edildi ve
ornekler cihaza yerlestirilerek program baslatildi. Ekspresyon analizlerinden
once optimizasyon calismalari tamamlandi. Optimize deneyler 2 kez
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Melatoninin kanser kok hicrelerinde otofajik etkisi immiuinofloresan
yontemi ve westernblot protein analizi ile gerceklestirildi.
immiinofloresan ydnteminde LC3-ll agregasyonu, western blot ydntemi
ile LC3-I ve -ll proteinlerinin analizini yapmadan once her bir basamak
optimize edildi.

Calismamiz icin total MCF-7 ve HEK293 hiicrelerine 48 saat boyunca
35 uM melatonin ve otofaji belirteci olan C2Cer 25 uM konstrasyonlarla
muamele edildi. Sire sonunda CD44+/CD24- belirteclere sahip kok
hicreler izole edilerek floresan isaretli antibodilerle muamele edildi.
Otofaji vakuolleri floresan mikroskobu altinda incelendi. C2Cer
maddesinin sulandirilmasinda dimetil silfoksit (DMSO) kimyasali
%A kullanilmasindan dolayi, kontrol grubu olarak DMSQO’da ilave edildi ve
7 Y% otofajik etkisi gozlemlendi.




v Protein analizi icin western blot teknigi kullanildi Bunun icin western
blot calismasinda kullanilacak proteinler hicre hatlarindan ticari kit
(Millipore, kat. no: 2910) kullanilarak izole edildi.

v' SDS-PAGE analizlerinde kullanilacak olan jeller icin 10x10 cm’lik jel
kaliplari kullanildi (Bio-Rad, Mini-PROTEAN®Tetra Cell ). Separating
(ayirma) ve stacking (yiukleme) olmak Gzere iki ayri jel karisimi hazirlandi.

v’ Elektroforez sonrasi jel kabindan cikarildi ve Trans-BlotR TurboTM
Transfer sistemi (Bio-Rad Laboratories, Inc., #170-4155) kullanilarak 1,3
A elektrik akiminda PVDF membrana protein transferi gerceklestirildi.

v SDS-PAGE sonrasu uygun antibodyler kullanilarak immiinoblotlama

% gerceklestirildi ve kemiliminesans tarama cihazinda gériintisti alindi..




Projede MCF-7 meme kanseri hilicre hatti ve kontrol grubu olarakta kanser
hiicresi olmayan HEK-293 embriyonik bobrek hiicre hatti kullanildi.

HEK-293

Sekil . Kullanilan HEK293 ve MCF-7 hicre hatlarinin inverted mikroskopta 100X bulyttmedeki
gorinimleri.



Total hicre hatlari Gzerinde MTT ile belirlenen etkin dozlari konfirme etmek
icin Annexin V assay ugulandi. MTT anazi ile uyumlu sonuglar elde edildi.
MTT assay ile belirlenen dozun MCF7 hiicre hattinda apopitozu indikledigi
goruldlu. Annexin V analizinde HEK293 hicre hattinda 25 pM melatonin
uygulanmas sonrasinda apoptozisde istatiksel olarak anlamli (p<0.0324) bir

azalma gozlenirken MCF-7 hiicre hattinda apopitozisde istatiksel olarak
anlamli (p<0.006) bir artis gozlemlendi
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Figure 1.The MTT assay results that made to determining viability and effective dose of melatonin (IC50
)in the HEK293 and MCF-7 cell lines.



Hicre hatlarindan Melatonin uygulamasindan sonra kok hicre tayini ve
elde edilmesi Flow Sitometri yoluyla yapildi. C44+/CD24- hiicrelerin
bulundugu bolge Q1 bolgesi olarak kapilandi. Bu analiz sonucunda 25 pM
melatonin uygulanan HEK293 hicre hatinda kdk hicre miktarinda istatiksel
olarak anlaml bir artis (p=0.0034) gozlemlenirken MCF-7 hiicre hattinda
kanser kok hicre miktarinda istatiksel olarak anlamli bir azalma (p=0.002)

saptandi.
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Figure . Graphic results of flow cytometry performed for stem cell count after administration

of melatonin on cell lines.



HEK293

Negatif
Kontrol

¥ Flow sitometri yoluyla HEH293 ve MCF7 hiicre hatlarindan elde ettigimiz kok

hicreleri kdk hiucrelerin soft agarda koloni olusturma karekterinden

faydalanarak soft agar koloni formasyon assay yoluyla konfirme ettik. Burada

pozitif kontrol olarak kok hticre eldesinde kullanilan hiicre hatlari, negatif

kontrol olarakta kaltir mediumu kullanildi. Soft agarda kiltirasyon

{ sonrasinda pozitif kontrol grubu ve kdk hiicre grubunda koloni formasyonu
gozlemlenirken negatif kontrol grubunda gozlemlenmedi



Hlcreler Gzerinde melatonin apoptotiik etkileri Flow sitometri kullanilarak
Annexin analizi yoluyla degerlendirildi. Sonucglar melatonin MCF-7
hiicrelerinde dnemli oranda apoptozu artirdigl gozlemlendi. Bunun yaninda
melatoninin HEK293 hiicrelerinde apoptozu azaltmaktaydi. (P<0.01; Figure 2A)

Melatonin

HEXK20D

ANnnewn

Figure : DotBlotScatter and Bar Chart results of Annexin V analysis that conducted to confirm effective dose
determined by MTT (A, B). Data displays the mean # standard deviation of three independent experiments.
**P<0.01; ***P<0.001.Abbreviations: FITC, fluorescein isothiocyanate; PI, propidium iodide; Q, quadrant.




Annexin V analiz sonuclarini konfirme etmek icin melatonin uygalanan
hicrelerde apoptoz yolaginda bulunan genlerin ekspresyonlarina bakildi.
MCF-7 hicrelerinde BAX gen ekspresyonu artarken (P<0.001), BCL2 gen
ekspresyonlarinin azaldigi (P<0.0001) saptandi. HEK-293 hiicrelerinde ise BAX

gen ekspresyonun azaldigi (P<0.01, BCL2 gen ekspresyonun ise artigi (P<0.01
belirlendi.

HEK293 MCF-7
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The results of the western blot results and gene expression of BAX and BCL2 gene performed to verify these
results. Data displays the mean * standard deviation of three independent experiments. **P<0.01; ***P<0.001.
Abbreviations: FITC, fluorescein isothiocyanate; Pl, propidium iodide; Q, quadrant.



Melatonin uygulanan MCF-7 ve HEK-293 hicrelerinde NANOG gen
ekspresyonlarinin azaldigi gézlemlendi. Bunun yaninda OCT4 gen ekspresyonu
MCF7 hicrelerinde azalirken (P<0.05) HEK 293 hiicrelerinde (P<0.05) artti .
SOX2 gen ekspresyon seviyelerinin ise her iki gurupta da artigi (P<0.05)
gozlemlend.i.

Figure . Comparison of SOX2, OCT4, and NANOG gene expression results in the melatonin-treated
and untreated cell lines



MCF-7 ve HEK293 hiicrelerinden CD44*/CD24 belirtecli kok hicreler izole
edildikten sonra LC3-II'nin floresan goruntilenmesi icin kdk hcrelerin
lamlara fiksasyonu metanol ile gerceklestirildi. Protokollere uygun olarak
slaytlar primer ve sekonder antibadilerle muamele edildi ve LC3-lI
goruntilendi. CD44-Alexa Flour-680 antibadisi ile LC3-ll antibadisi birlikte
kullanilarak sonuclar elde edild

B. HEK293

Sekil 3.3. Kok hiicrede CD44-Alexa Flour-680 ve LC3-II-FITC immiinofloresan gériintiisi. izolen edilen kék
hiicreler 24 saat lamel kiltiirinden sonra CD44-Alexa Flour-680 ve LC3-II-FITC antibadileri ile miamele
edildi (Mavi: cekirdek boyasi DAPI, yesil: LC3-Il, kirmizi: CD44).



Melatonin, C2Cer ve DMSO kombinasyonlari olusturuldu ve analiz
sonucunda LC3-ll sinyalleri sayildi. MCF-7'den elde edilen CD44+/CD24-
belirtecli kok hicrelerde sadece melatonin uygulanan grupta otofajide 2 kat
artis oldugu gozlendi (p=0,0255). MCF-7 CD44+/CD24- hiicrelerinde
melatonin uygulanan gruptaki otofaji artisi, sadece C2Cer verilen kontrol
grubundaki otofaji artisi kadar yiksek degildi. Ayrica MCF-7 CD44+/CD24-
hiicrelerinde kontrol olarak deney gruplarina ilave edilen DMSQO’nun ise
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Sekil . LC3-Il protein translokasyonu. MCF-7’den izole edilen kdk hiicrelerde LC3-II'nin immiinofloresan
gorintisi (x100).



HEK293’ten elde edilen CD44*/CD24 belirtecli kok hicreler icinde melatonin,
C,Cer ve DMSO maddelerin kombinasyonlari olusturuldu ve analiz edildi.
HEK293 CD44*/CD24 hicrelerinde 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 gruplarina ilave edilen DMSO’nun ise melatonin uygulanmayan grup ile

“E@aotofaji artisi yakin degerler gosterdi (p=0,552).




HEK293
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Sekil 3.3.1.2. LC3-Il protein translokasyonu. HEK293’ten izole edilen kdk hiicrelerde LC3-1I’'nin immiinofloresan
gorintisu (x100).



Western blot sonuclarinda melatoninin  MCF-7'den elde edilen kok
hicrelerde sadece melatonin uygulanan grup ile melatonin uygulanmayan
grup kiyaslandiginda LC3-I'in LC3-I'ye donusumdinin artigl gozlenmistir
(p=0,0086). C,Cer ve melatonin birlikte uygulanan gruba bakildiginda en
fazla LC3-lIl olusumunun oldugu tespit edilmistir (p=0,0002). DMSO
uygulanan grupta ise imminofloresan sonuclarinda oldugu gibi madde
uygulanmayan kontrol grubu ile yakin bant yogunlugu gosterdi (p=0,1264).
Elde edilen verilere gore melatonin uygulanan MCF-7'den elde edilen
CD44%/CD24 belirtecli kok hiicrelerde otofajik etki gostermektedir

MCF-7 / CD44* , CD24-/dustk
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- rxw s

MCF-7 / CD44* , CD24/dusik

LC3-1l Miktan

DMSO

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



HEK293’ten elde edilen kdk hiicrelerde sadece melatonin uygulanan grup ile
melatonin uygulanmayan grup kiyaslandiginda LC3-I'in LC3-Il'ye donusimiu
yari yariya azalmistir (p=0,0089). C,Cer ve melatonin birlikte uygulanan gruba
bakildiginda ise melatonin, C,Cer’in otofajik etkinligini azaltarak LC3-II
olusumunu engellemistir. C,Cer ve melatonin birlikte uygulanan gruptaki LC3-
Il miktarindaki bu azalma madde uygulanmayan gruba yakin bir bant
yogunlugu gostermistir (p=0,1370). DMSO uygulanan grupta ise madde
uygulanmayan kontrol grubu ile yakin bant yogunlugu gozlendi
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v' Bu analizler sonucunda HEK293 hiicre hattinda apoptozisde istatiksel
olarak anlamlibir azalma gorildi (p=0.0324). Bu sonu¢ normal HEK293
hiicre hattinda melatonin apoptozisi Onleyici bir etkisinin oldugunu
gostermektedir.

v" Annexin V analizi sonucunda melatonin MCF7 hiicrelerinde ise apoptozisi
istatiksel olarak anlamli diizeyde artirdigini belirledik. Daha 6nce MCF7
hiicre hatti Uzerine melatonin tek basina ve kombine uygulamalari yoluyla
yapilan calismalarda melatonin bu hilicre hatinda 6zellikle P53 ve p21
ekspresyonlarini artirarak apoptozisi indikledigi gorilmistir (Cos S vd.,
1991; Mediavilla vd., 1999; Bizzarri vd., 2003; Proietti vd., 2011).



v' Melatonin MCF7 hiicre hatti yaninda diger degisik kanser tirleri
(endometrium, over, kolorektal) lzerinde de benzer etkiler gosterdigi
yapilan degisik calismalarda gosterilmistir (Sandyk vd., 1992; Wenzel

vd.,2005).

v’ Bizim sonucumuz literatiirdeki bu verilerle uyumludur.



v' Melatonin uygulamasi sonrasinda HEK293 hiicre hatinda kdk hicre
miktarinda istatiksel olarak anlamli bir artis (P=0.0034) saptanirken
MCF-7 hicre hattinda kanser kok hlicre miktarinda istatiksel olarak
anlamli bir azalma (p=0.002) saptandi.

v Daha d6nceki analiz sonuclariyla birlikte degerlendirildiginde melatonin
HEK293 hiicre hattinda hem apopitozisi artirdigl hemde kok hicre
miktarinda artisa yol actigl gorilmektedir.

Bu sonuclara bagl olarak HEK293 hiicre hattindaki kdk hlicre artisinin
kok hiicre EILUIENOEN ve apoptozisindeki azalmadan
kaynaklanabilecegi distintlmustur.



v MCF-7 hiicre hattinda ise, kanser kok hiicre miktarinda azalma total MCF
hiicre hattindaki apoptozis artisi ile birlikte degerlendirildiginde bunun
kanser kok hicrelerinde farklilasma ve apoptozis artisi ile iliskili olabilecegini
akla getirmistir.

v' Melatonin kanser kok hticreleri Gzerindeki etkisi ile iliskili literatir bilgisi
bulunmamasina ragmen bu sonucun daha oOnce kanser kok hicreleri
uzerinde elde edilen basarili uygulamalarla

uyumlu oldugu goérulmektedir



v' HEK293 kok hiicrelerinde Bax genin ekspresyonun azalmasina karsin
Bcl-2 gen ekspresyonun artmasi melatonin normal HEK293 kok
hicreleri Gzerinde antiapoptotik etkinlik sergiledigi yoninde
degerlendirildi.
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v' HEK293 kok hicrelerinde Bax genin ekspresyonun azalmasina karsin
Bcl-2 gen ekspresyonun artmasi melatonin normal HEK293 kok
hiicreleri Uzerinde antiapoptotik etkinlik sergiledigi yoninde
degerlendirildi.



v Yaptigimiz ¢calismada ayrica Melatonin MCF7 kanser kdk hiicrelerinde Bax
gen ekspresyonu 4,027822 kata artirirken Bcl-2 gen ekspresyonun 10.665
kat azalttigini saptandi.

v Bu sonu¢ melatonin MCF7 kanser kdk hicrelerinde apoptozisi artirdigi
seklinde yorumlanmistir. Elde edilen bu sonug litartlirde melatoninle ilskili
benzer bir ¢calisma bulunmadigi icin karsilastirilamamistir.



v' Melatonin kanser kdk hticreleri Gzerinde farklilastirma yonindeki etkiside
daha once literatliirde kanser kok hiicre markirlari olarak belirlenen genlerin
(Nanog, Sox2, Oct4) ekspresyon diizeylerine bakilarak degerlendirildi.

v Analiz sonucunda melatonin normal HEK293 kdk hucrelerinde kék hiicre
markiri 6zelligi tasiyan bu genlerin ekspresyonunu artirdigi saptandi.

v’ Bu veri literatlirde yer alan melatonin néral kék hiicrelerinde farklilasmayi
azalttig1 yonindeki veri ile uyumlu bulunmustur (Huangfu vd., 2008)



MCF7 kanser kok hucrelerinde ise melatonin kanser kok hicre markiri
olan genlerin ekspresyonlarini azaltmistir.

Bu durum melatonin MCF7 kanser kdk hicrelerinde kok hiicre karakterin
sirdidrdlmesinde etkin genlerin ekspresyonun azaltarak farklilasmayi
indukledigi yoninde degerlendirilmistir.

Melatonin kanser kok hicrelerindeki etkisini karsilastirabilecegimiz
a literatirde bir yayin bulunmamaktadir. Bu nedenle bu yonde bir
karsilastirma yapilamamistir.



v Yapilan bu calismalar sonucunda projede amaclanan sonuclari biyuk oranda
elde ettik. Projemize baslarken melatonin normal kok hiicrelerde farklilasma ve
apoptozise yol acmadan meme kanseri kok hucreleri Gzerinde farklilasma ve
apoptozis yonunde etki gosterecegini beklemekteydik.

v’ Calismamiz sonucunda melatonin normal HEK293 kék hiicrelerinde apoptozis ve
farklilasmayi azathigini, MCF7 kanser kok hicrelerini ise apoptoz ve
farkhlasmaya yoneltigini belirledik.

2% |de ettigimiz bu sonuglar melatonin kanser kok hucrelerindeki bu etkinligini
aggyortaya koyan ilk sonuglar olma niteligini tasimaktadir.



E% 8 v Sonuglar neticesinde, melatonin MCF-7 kanser kdk hucrelerinde bir 6lum

‘:‘; ¥ mekanizmasi olan otofaji artisini tetiklemektedir. Bunun yani sira melatonin

' 4 HEK293 kok hicrelerinde otofaji yolagini baskilama yoniunde etki

;;;43‘ gostermektedir. Onceden belirtildigi Gizere otofajinin pro- ya da anti- 6zellik

~m~w¥£’ gostermesi sebebi ile kansere olumlu ya da olumsuz etki edebilir
<n 1 (Klongpanichapak ve ark 2008).

&‘; v’ Literattirle uyumlu buldugumuz sonuclarimiz neticesinde melatonin MCF-7
5"'5 CD44+/CD24- kok hiicrelerinde pro-otofajik etki gosterirken, HEK293’den
B elde edilen CD44+/CD24- kok hiicrelerinde anti-otofajik etki gostermektedir.



v’ Elde ettigimiz sonuglarin projeden bekledigimiz sonuglar olmasi bu
yonde daha ileri ¢alismalarla yonelmemizi gerekli kilmistir.

v’ Calismamiz sonucunda melatonin kanser koék hiicrelerinde
belirledigimiz bu etkisinin hayvan deneyleri ve yolak analizleri ile
desteklenmesi gereklidir.



Hepsine ve hepinize tesekkiirler ...




