Melatonin Kanser Hiicrelerini Oldiiriir Mii?
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Ozet

Melatonin, epifiz bezi tarafindan salgilana ve uyku-uyaniklik dongiisiinii diizenleyen bir
hormondur. Melatonin, dogrudan radikal siipiiriici olarak ve dolayli olarak antioksidan
enzimlerin diizenlenmesi yoluyla antioksidan etki gdsterir ve kansere kars1 koruyuculugu meme
kanseri gibi kanser tiplerinde gosterilmistir.

Erken yastan itibaren korliik yasayan hastalarda kanser hastaliginin daha az goriildiigii ve bunun
da artan melatonin salgisina bagl olabilecegi bilimsel ¢aligmalar ile arastirilan bir konudur. Bu
durum daha ¢ok meme kanseri iizerinde ¢alisilmistir.

Bizim ¢aligmamizda, melatoninin koruyucu etkisinin farkli tip kanserde de etkili olabilecegi
onerilmektedir. Bunun i¢in, projemizde insan beyin kanseri hiicreleri iizerinde 6 saat boyunca
uygulanan 3 farkli dozda melatoninin hiicre canlilifina ve hiicre 6liimiine etkisi arastirilmistir.

1. Giris:

Maria Feychting, Bill Osterlund ve Anders Ahlbom tarafindan yazilan ve sonrasinda birgok
makalede desteklenen sonuglara gore gorme engelli insanlarda kanser riski daha distiktiir.
Makalelere gore de bunun nedeni epifiz (pineal) bezinden salgilanan melatonin isimli hormondur
[1-4].

Melatonin seviyesi giin boyunca azalir ve geceleri yiikselir. Uyudugumuz ortam ne kadar
karanliksa, melatonin salgimiz da o kadar saglikli olur. Arastirmalar gdstermistir ki gece boyu
salgilanan melatonin, viicudun hiicrelerine ve organlarina homeostazi saglamak ve biyolojik saat
ve viicudumuzun biyoritmini diizenlemek gibi metabolik ritimlerin diizenlenmesi i¢in sinyaller
gondermektedir. Bununla beraber bagisiklik sistemi lizerinde de etkileri bulunur [5].

1. Melatonin Nedir?

Melatonin uzun zamandan beri bilinen pineal bez hormunudur. Temel olarak immiin
modiilatuvar, giin i¢i ve mevsimsel ritmi ayarlayici, uyku diizenleyici etkileri vardir. Tiim viicutta
yaygin melatonin reseptorleri bulunmaktadir. Uyku bozukluguna karsi ve antidepresan olarak da
kullanilan melatonin birgok hastaligin tedavisinde denenmektedir [6].

Pineal bez (epifiz bezi) M.O 300. yilda iskenderiyeli Herophilus (325-280 M.Q.) tarafindan
tanimlanmistir. Bergamali1 Galen, pineal bez i¢in, cam kozalagina benzemesi nedeni ile konareion
(Latince conarium) admi kullanmistir. Vesalius (1514-1564) pineal bezin topografyasini ve
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yapisin1 tanimlamis, yine orta cagm iinlii filozof, hekim ve matematik¢isi Rene Descartes
(1596-1650) “ruhun yerlestigi yer” olarak tanimlayarak bellek islevlerindeki Onemini
vurgulamigtir [7]. 1850’de Kolliker, memelilerin pineal bezinde sinir liflerinin varligim
gozlemlemistir [7]. Cajal, fare pineal bezinde demet yapan sinir liflerini bulmus ve sempatik
orijinli oldugunu iddia etmistir [7].

En 6nemli gelisme Lerner ve arkadaglarinin pineal ekstrelerde bulunan, amfibienlere verildiginde
cilt renginin a¢ilmasina neden olan potansiyel pineal hormonu izole etmeleridir. Ancak bu
hormonun memelilerde pigment {izerine etkisinin olmadig1r anlasilmistir. Lerner bu maddeyi
Yunanca’da siyah anlamma gelen “melas” ve is anlamima gelen “tosos” kelimelerini
birlestirilerek “melatonin” olarak adlandirmistir [6,9].

2. Melatonin ve Kanser

Bergmann ve Engel’in 1935-1952 yillar1 arasinda yaptiklar1 calismalarda pineal bez ekstrelerinin
deney hayvanlarinda biiylimeyi geciktirdiginin ortaya konmasi, bunun kanser biiylimesini de
geciktirebilecegi fikrini dogurmustur. Yazarlar, prostat kanserli hastalarda kanserin kontrol alti-
na alinmasinin yani sira hastalarin agrilarinin da azaldigini ve genel durumlarinin iyilestigini

gozlemlemislerdir [10].

Gilintimiizde 1se melatonin ve kanser ¢aligmalarinin biiylik ¢cogunlugu meme kanseri modelleri
tizerinde yapilmaktadir. Yapilan c¢aligmalar melatoninin gece uygulamalarinin kanserde daha
basarili sonuglar verdigini ortaya koymustur. Kanser gelisiminde melatoninin gece salgisinin
bozulmasmin énemli oldugunu diisiindiiren veriler elde edilmistir. Ozellikle gece 151k altinda
calisan kadinlarda kanser insidansinin artti§i ortaya konmustur. Hatta 151k yogunlugunun
derecesiyle tiimor biiylime hizi arasinda dogru orantinin varligini gosteren ¢aligmalar
bildirilmistir [11-13].

Mevsimlerin kanser gelismesi iizerindeki etkisi melatoninle orantilidir. Gecelerin uzun siirdiigii
kis aylarinda melatonin iiretimi fazladir ve bu donemde tiimor gelismesi yavaglar [14].

Kanser tedavisinde melatonin, IL-2 ile birlikte kullanilmaktadir. Yan etkisi ¢cok olan IL-2’nin
melatonin ile kombinasyonunda, melatonin IL-2’nin istenilen etkisini artirir ve bodylece etkin
IL-2 dozunun azaltilmasi saglanmis olur [15].

Melatonin, kanser hiicresi biiyiime faktorlerinden olan linoleik asitin kanser hiicresine girisini
saglayan reseptorlerini azaltmaktadir. Melatoninin Ca2* aktiveli kalmoduline yliksek afinite ile
baglandig1 tespit edilmistir. Boylece melatonin kalmodulini kalsiyumdan uzaklastirarak hiicre
siklusunu yavaglatarak tiimoriin biiylimesini engelleyecegi ileri siiriilmiistiir. Melatonin saglikli
hiicrelerde apoptozis olusumunu engelleyici 6zellige de sahiptir [13].



Kanser olusumunda protoonkogenler ve timor supresor genler (TSG) arasindaki denge
o6nemlidir. Bu dengenin devamlilig1 i¢in hiicrelerdeki melatonin genlerinin hassas ve dengeli bir
sekilde ekspresyonu gerekir. Bu dengeyi bozan etmenler hiicrelerin kansere olan egilimini artirir
[17].

Melatoninin hasarli DNA’nin onarimin tesvik ettigi de bildirilmistir. Bilindigi gibi kanser hiicre-
lerinin gelisimi, bdliinmesi ve ¢ogalmasi icin bir enerji kaynagi ve biliylime faktorii olan linoleik
asit, viicutta iiretilememekte ve bundan dolay1 disaridan besinlerle alinmak zorundadir. Bu
asamada melatonin linoleik asitin kanserli hiicreye girmesini engellemekte ve metabolize
edilmesini baskilamaktadir [18]. Melatonin adezyon molekiillerinin ve proinflamatuvar
sitokinlerin sentezini azaltir [19].

Melatoninin giiclii antioksidan etkisinin yani sira noral dokularda glutatyon peroksidaz akti-
vitesini (GPA) artirmak gibi bir fonksiyonu daha vardir. Beyin GPA’sinin gece daha yiiksek
olmasi yiiksek melatonin diizeyi ile yakindan ilgilidir. Glutatyon peroksidaz, beyinde peroksitleri
ortadan kaldiran baslica enzim olarak bilinmektedir [20].

Literatiirdeki caligmalarin gosterdigi iizere melatonin antioksidan enzimleri uyarir, lipit
peroksidasyonunu engeller ve beyin dokusunu oksijen kaynakli serbest radikallerinden korur.

3. Hipotez

Bundan yola ¢ikarak, bu ¢alismada melatoninin beyin kanseri hiicrelerinde de etkili olacagi ve
kanser hiicrelerini dldiirecegi hipotize edilmistir.



2. Materyaller ve Yontemler

Yontemin belirlenmesi siirecine literatiir arastirmasi ile baslandi .Arastirmada bir ¢ok yayin
tarand1 Belirlenen yontemin Izmir Biyotip ve Genom Merkezinde gorevli Prof.Dr. Sermin
Geng ile uygunlugu tartisildi .Uygunlugunun onayinin ardindan Prof. Dr. Sermin GENC ile
caligmalara baslandi. 3-4 ay siiren c¢aligmalar i¢in 6nce hiicre kiiltiirii egitimi alind1 ve 6nciil

literatiir arastirmalar1 tamamlandi.

2.1.Materyaller

U87mg hiicreleri: Ticari olarak satilan bu hiicreler, insandan elde edilmis beyin kanseri
(ndroblastoma) hiicreleridir. Yiizeye yapisarak tutunurlar. Bu hiicreler biyoteknolojik yontemler
ile immortalize (6liimstiz) edilmis hiicrelerdir. Bu sayede istenilen siire kadar yasatilabilir, deney
yapilmayacagi zaman s1vi azot igerisinde dondurulabilir ve tekrar ¢oziilerek deney yapilabilir.

Hiicre besi ortam: Hiicrelerin saglikli biiylimesi i¢in gereken besinleri igerir. Hiicrelerin hiicre
kiiltiirtinde biiyiitiilmesi i¢in en temel ihtiyactir. Her hiicre tipinin besi ortami ihtiyaci farkhidir.
Temel hiicre besi ortaminda amino asitler, vitaminler, inorganik tuzlar, glikoz ve serum olmasi
gerekmektedir. Besin saglamanin yani sira bir besi ortami pH ve ozmolalite olarak da uygun
olmalidir. Calismamizdaki U87mg hiicreleri icin Gibco Marka 4.5 g/L D-glucose ve L-
glutamine igeren Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) kullanilmistir. D-glucose,
hiicreler i¢in besindir. L-glutamine ise, bir esansiyel aminoasittir.




Fetal si@ir serumu ve Penisilin/streptomisin: Hiicrelerin biiyiimesi icin temel besi ortamina
ortam hacminin %10’u kadar fetal sigir serumu ve %]1’i kadar penisilin/streptomisin
antibiyotikleri eklenmistir. Serum, biiyiimeyi desteklerken, antibiyotik karisimi da hiicre
kiiltiirtindeki bulasilara kars1 koruyuculuk saglar.

Tripsin: Hiicre kiiltiirlinde biiyiitiilen hiicreler bizim hiicrelerimiz gibi ylizeye tutunan hiicreler
ise, tripsin kimyasali kullanilarak yiizeyden kaldirilir. Bu kimyasal, hiicrelerin yiizeye
tutunmasini saglayan ylizey proteinlerinin yiizeyden koparilmasin saglar. Tripsin ile kaldirilip
toplanan hiicreler santriflij makinesi ile uygun siire ve hizda ¢oktiiriilerek bir pellet (topak) haline
getirilir. Bu pellet hiicreler mikroskop altinda sayilarak ¢aligmaya uygun yogunlukta yeni kaplara
ekilir.

Melatonin: Calismamizda kullanilan melatonin maddesi, 3 farkli dozda hiicre besi ortamina
karistirilarak hiicrelere verilmistir.

Propidiyum iyodiir boyasi: Kisaca Pl olarak gecen bu boya, 6lU hiicrelerde ulagiabilir duruma
gelen DNA'y1 boyayarak florasan mikroskop altinda kirmizi renk verir. Bu sayede Huicre kabi
icinde kag tane 6lU hiicre oldugunu goérebiliriz.




Presto mavisi: Bu boya, canli hiicrelerin metabolik aktivitesinden faydalanarak hiicrelerimizin
canlilig1 hakkinda bir veri verir. Bu boya, resazurin maddesidir. Bu madde canli hiicreler
tarafindan metabolize edilir ve resorufine ¢evrilerek hiicre disina salinir. Béylece hiicre ortami
maviden pembe renge doner.

2.2. Yontemler

2.2.1. Hiicre Kiiltiira Yontemi

Hiicre kiiltiirii, dokulardan elde edilen veya ticari olarak satilan hiicre hatlarinin arastirmalarda
kullanilabilmesi i¢in gerekli sartlarin saglanarak biiytitiilmesini miimkiin kilar. Hiicre kiiltiiriinde
her hiicre tipi farkli kosullara ihtiyag duyabilir. Genel minimum kosullar kontrolli sicaklik,
hiicrelerin biiyliyebilecegi steril hiicre kiiltiir kaplari, hiicrelerin tutunmasi igin bir yiizey
(adheran-yiizeye tutunan hiicreler i¢in), biiylime i¢in en uygun olan besi ortam1 ve uygun pH ve
ozmolaliteyi saglayan bir inkiibatordiir.

Hiicreler, uygun ortam sartlarinda biiyiitiildiikten bir siire sonra, bdliinerek cogaldiklarindan
hiicre kiiltiir kabmin tamamini doldurur. Bu asamada hiicrelerin yeni bir kiiltiir kabina
aktarilmalar1 gerekir. Deney ¢alismalar1 i¢in de hiicreler deneye uygun biiyiikliikte kiiltiir
kaplarina aktarilmalidir.

Bizim c¢alismamizda, U87mg hiicreleri normal hiicre kiiltiir kabindan kaldirilarak 96-kuyulu
hiicre kaplarina 50000/ml yogunlukta olacak sekilde ekilmistir. Bu kaplar i¢in 200 pl besi ortami
hacmi kullanilmistir. Ekilen hiicreler, 24 saat 37°C sicaklikta ve %5 CO: igeren inkiibatorde
tutulmustur. 24 saat sonra melatonin gruplarma 100-500-1000 uM olacak konsantrasyonda
eklenmistir. Melatonin hiicre ortaminda 6 saat bekletildikten sonra sonuglar1 almak tizere diger
yontemlere gegilmistir.




222 Propidiyum Iyodiir (PI) Boyamasi Yéntemi

PI boyasi, 6lii hiicrelerin DNA’larin1 boyayarak florasan mikroskop altinda kirmizi renk verir.
Bu yontem icin PI boyasi hiicre ortam hacminin 1/20°si olacak sekilde (5 pl) hiicre kuyularina
eklenmistir. Daha sonra hiicreler 15 dakika inkiibatdrde bekletilmistir. 15 dakikanin sonunda

hiicrelerin florasan mikroskobu ile resimleri ¢ekilmistir. 20X objektif kullanilmigtir.

Presto Mavisi Yontemi

2.2.3

PI boyamasi ile ¢ekilen resimlerin ardindan, hiicre ortamlar1 bosaltilmis ve presto mavisi boyasi

yeni hiicre besi ortami i¢ine 1/10 seyrelecek sekilde (20 pl) eklenmistir. Hiicreler yine



inkiibatorde 15 dakika bekletildikten sonra Thermo marka Varioskan Flash isimli multiplak

okuyucu cihazinda 560 ve 590 nm dalgaboylarinda okutulmus ve ¢ikan degerler analiz edilmistir.

Verilerin Analizi
2.24.
Calismamizda her grupta 5 ornek ile ¢alistik. Bu 5 6rnege dair elde edilen veriler Imagel ve
Graphpad programlar1 ,PI boyama fotograflarindaki hiicreler Image] programi kullanilarak

sayild.

PI boyamasindan ve Presto mavisi boyamasindan elde edilen veriler istatistiksel yontemler ile,
Graphpad programi kullanilarak analiz edildi. Analizde 2’li grup karsilastirmasi i¢in parametrik
olmayan Mann-Whitney U testi kullanildi. Bu test, bizim hipotezimizin dogrulugunu
degerlendirirken, elde ettigimiz sonuglarin rasgele ortaya ¢ikip ¢cikmadigini degerlendirmistir. Bu
testte belirlenen giivenlik araligimiz %95’tir. Yani, eger test bize anlamli bir sonug veriyorsa, bu
sonu¢ %95 oraninda giivenilir bir sonuctur ve %35 olasilikla rasgele elde edilmistir anlamina
gelir. Boylece biz, iki grubu karsilastirdigimizda, %95 olasilikla bu gruplar birbirlerinden
farklidir ve bu fark bizim uygulamamiz sonucu ortaya ¢ikmistir diyebiliriz. Bu da anlamli
farklilik olarak isimlendirilir ve (p>0.05) seklinde ifade edilir. Gruplardaki sayilarin grup
ortalamasindan uzakligi, ortalamanin standart hatasi olarak isimlendirilir. Bu da Graphpad

programinda hesaplanarak, grafiklerdeki hata gubuklari ile belirtilmistir.



3. Bulgular

3.1 PI Boyama Bulgular:
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PI boyama sonucunda, elde edilen resimlerden toplam hiicre ve Oli hiicre sayilar1 Image J
programi kullanilarak sayildi. Toplam hiicre sayisindan 6lii hiicre sayisinin ¢ikarilmasi ile canli

hiicre sayis1 elde edildi.

Bu sayilar gruplar arasi karsilastirma ile analiz edildi. Daha sonra, 6lii hiicre sayilari, toplam
hiicre sayisina oranlanarak oliim yiizdesi elde edildi ve bunlar da gruplar aras1 karsilastirildi. Bu

analizler sonucu elde edilen grafikler sdyledir:
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Bu analizlere gore, 1000 uM dozunda melatonin canli hiicre sayisini ve toplam hiicre sayisin
anlamli derecede azaltmaktadir (p>0.05). Diger dozlar icin bu etki gdézlenmemistir. Olii hiicre
sayis1 ve Olii hiicrelerin yiizde oraninda da benzer sekilde etki gézlenmemistir. Grafiklerde de
gordiiglimiiz sekli ile, artan doz ile azalan bir canli hiicre sayis1 ve toplam hiicre sayis1 vardir.
Olii hiicre sayis1 degismese de 6lii hiicrelerin yiizde oran1 artan doz ile beraber artmaktadir.
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3.2.Presto Mavisi Bulgulari

Presto mavisi analizinde, 590 nm dalgaboyu, kontrol dalgaboyudur ve 560nm dalgaboyundaki
Olciimlerden cikarilarak veriler elde edilir. Daha sonra melatonin grubu degerleri kontrol grubu
degerine oranlanarak normalize edilmistir. Bunun sonucunda kontrol grubu degerini 1 olarak
gorliriiz ve diger gruplart da bu sayiya oranlamis oluruz. Daha sonra yine gruplar arasi
karsilastirma analizi ile bu dl¢limiin sonuglart analiz edilmistir. Elde edilen grafik soyledir:

0.5+

0.0~

Hiicre Canlihig (kontrol grubuna gore % deger)

Bu grafige gore de, 1000uM dozunda anlamli bir diisiis vardir. Diger dozlarda melatonin hiicre
canliligini etkilememistir.
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4 Sonuc ve Tartisma

Calismamiz, erken yastan itibaren korlik yasayan insanlarda azalan kanser insidansinin
sebeplerini arastiran calismalardan ilham alinarak yapildi. Melatoninin bu konudaki
koruyuculugu daha ¢ok meme kanseri ¢alismalarinda deneniyor olsa da farkli kanser hiicreleri
tizerinde de etkili olabilecegini diigiindiik. Bu sebeple noroblastoma (insan beyin kanseri)
hiicrelerini kullanarak 3 farkli dozda melatonin ile hiicre 6limii ve hiicre canlilig1 lizerinde
etkileri inceledik. Sonuglarimiza gore yalnizca 1000uM dozunda melatonin, ¢alismamiza gore,
beyin kanseri hiicreleri iizerinde negatif bir etki gosterdi ve canli hiicre sayisim diisiirdii. Bu da
bizim hipotezimizin dogrulugunu destekleyen bir sonugtur. Ayrica daha 6nce diger kanser tipleri
ile yapilan ¢aligmalarin da sonuglarina uyumludur. Diger dozlar ise bizim ¢alismamizda etkili
olmamis. Caligma daha fazla 6rnek sayisi ile tekrarlanarak, farkli siireler dahil edilerek ve farkli
hiicre aktiviteleri ve 6liim tipleri de dahil edilerek zenginlestirilebilir.

Olii hiicre sayis1 ve 6lii hiicre yiizdesinde anlamli bir fark bulamadik. PI boyas1, apoptotik dliimii
belirleyen bir boyadir, bu hiicreler apoptozdan farkl sekillerde 6liiyor olabilirler. Bunu daha iyi
aciklamak i¢in hiicrenin farkli 6liim tiplerine ve farkli hiicre aktivitelerine bakmak iyi olabilir. Ya
da uygulama siiresi boyunca Olmiis, parcalanmis ve uygulamanin sonunda artik orada
olmayabilirler, dolayistyla boyanmamuistirlar. Farkl: siirelerde de deney yapilarak da bir ¢alisma

yapilabilir (time course).
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5 Oneriler

Calismamizin sonuglarina gore dnerilebilecek gelecek calismalart soyle siralayabiliriz:

1. Calismamizda melatonin’in U87 Glioblastoma hiicrelerinde yiliksek dozda hiicre 6liimiine
yol actigi bulunmustur.Melatonin uygulamasi1 tek bir zaman noktasinda
gergeklestirilmistir. Daha uzun siireli uygulama diisiik dozlarda da etkili olabilir.

2. Melatonin ¢alismamizda tek basma kullanilmistir. Glioblastoma tedavisinde kullanilan
ilaglarla birlikte kullanimi denenmelidir.

3. Melatonin yliksek dozlar1 normal hiicreler igin zararli olabilir. Normal hiicrelerde zararl
olup olmadigi belirlenmelidir.

4. Calismamizda melatoninin etkisi tek bir hiicre tipinde incelenmistir. Baska hiicre
hatlarinda veya insandan alinan tiimor hiicrelerinde denenmelidir.

5. Melatonin tiimore etkisi hayvan ¢alismalarinda denenmelidir.
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