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OZET

Meme kanseri diinyada kadinlarda en c¢ok goriilen kanser tipidir. Oliime sebebiyet veren,
hastalarda bulunan primer tiimorlerden ziyade tiimor hiicrelerinin yapmis oldugu metastazlardir.
Melatonin, kan, tiikiirik ve idrar gibi bir¢ok sivida bulunan, pineal bezden suprakiazmatik
niikleus aracili olarak salgilanan indol tiirevli bir bilesiktir. Melatoninin tiimorle 1lgili
calismalarda anti-proliferatif, anti-inflamatuvar ve anti-karsinogenik etkisiyle onkostatik 6zellige
sahip oldugu soylenmektedir. Bu projede; melatonin uygulamasinin primer timor ve metastazlar
lizerine etkisinin, metastatik meme kanseri hiicreleri kullanilarak olusturulan modelde
degerlendirilmesi amaglanmaktadir.

Calismamizda 4 haftalik Balb-C disi fareler kullanilip, 6 gruba ayrildi. Melatonin, 4TLM (4T1
karaciger metastaz hiicreleri) hiicrelerinin meme dokusuna enjekte edilmesinden 6nce (M1) ya da
(M2) sonra verildi. Melatonin gruplariin kontrolii olarak; melatoninin i¢inde ¢6ziindiigli %6
EtOH c¢oziicii olarak verildi. M1 enjeksiyonu tiimor inokiilasyonundan bir ay 6nce baglayip ve
4TLM hiicrelerinin enjeksiyonundan sonra yaklasik 4 hafta devam etti. M2, 4TLM hiicrelerinin
enjeksiyonundan 1 giin sonra basladi. Nekropsi, 4TLM hiicre enjeksiyonundan 27 giin sonra
yapildi. Primer tiimér, karaciger ve akciger dokular1 ¢ikarildi. Timor tasiyan farelerin periferik
kan yaymalarinda immiin hiicrelerin fenotiplerinin sayimi1 gergeklestirildi. Ayrica akciger
metastazi ve primer timdr biiyiimesinde degisiklikler degerlendirildi. Anjiyogenezi gdstermek
icin; primer tiimorler anjiyogenik proteinler agisindan immiinohistokimya ve western blot
yontemi ile degerlendirildi. Karaciger dokularina metastaz analizi yapildi.

Primer tiimoér ve karaciger dokularinda melatonin tedavi gruplarinda MKSH belirteglerinin
immunreaksiyonlarinin melatonin almayan TM grubuna gore azaldigi goriildii. Melatonin
uygulanan gruplarda; anjiyogenik belirteglerin ekspresyonlarinin immiinohistokimya ve western
blot yontemleriyle anlamli olarak azaldigi gosterildi.

Sonu¢ olarak; melatonin uygulamasinin fare meme kanseri modelinde, primer timor ve
mikrogevrede timor gelisimi ve metastatik yanitlarini azalttigi gézlendi.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, melatonin, anjiyogenez, immiinohistokimya, western blot



ABSTRACT

Breast cancer is the most common type of cancer in women in the world. It is the metastases
performed by tumor cells rather than the primary tumors present in patients. Melatonin is an
indole-derived compound, which is secreted by the suprachiasmatic nucleus through the pineal
gland, found in many fluids such as blood, saliva and urine. Melatonin has been indicated as a
possible oncostatic effects in a different type of cancers, it’s anti-proliferative, anti-inflammatory
and anti-carcinogenic roles being demonstrated in tumor-related studies. The aim of this study is
to evaluate the effect of melatonin administration on primary tumors and metastases by using
metastatic breast cancer cells.

4-week-old Balb-C female mice were separated 6 groups. Melatonin treatments were either given
before (M1) or after (M2) the injection of 4TLM (4T1 liver metastasis) cells into the mammary
pad. Vehicle which was %6 EtOH were also given to control group in compliance with the pre or
post melatonin treatment group (M1 and corresponding vehicle group). M1 started a month from
the inoculation (M1 and V groups) and continued for approximately 4 weeks after the injection of
4TLM cells. M2 started 1 day after injection of 4TLM cells. Necropsies were performed 27 days
after injection of 4TLM. Primary tumors and lung tissues were removed. We performed
phenotypes of immune cells in peripheral blood smears obtained tumor-bearing mice. For
angiogenesis; primary tumors were evaluated by immunohistochemistry and western blot
analysis in terms of angiogenic proteins. Metastasis analysis was performed on liver tissues.

In primary tumor and liver tissues, MDSC markers immunoreactivity decreased in melatonin
treatment groups compared to TM group. Melatonin treated groups; a significant decrease in the
expression of angiogenic markers was demonstrated by both immunohistochemistry and western
blot methods.

As a result; melatonin treatment decreases tumor development and metastatic response both in
primary tumors and tumor microenvironment in the mouse breast cancer model.

Anahtar Kelimeler: Breast cancer, melatonin, angiogenesis, immunohistochemistry, western
blot
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Tablo 2.3.1:

Tablo 4.1.1:

TABLOLAR DiZiNi

Anjiyogenezi pozitif ve negatif yonde uyaran molekiiller gosterilmektedir. 11

Gruplardan alinan kan 6rneklerinden hazirlanan periferik
kan yayma preperatlarinin incelenmesi ve analizleri

tabloda kiyaslanmaktadir. 28
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1. GIRIS ve AMAC

Meme kanseri diinyada kadinlarda en sik goriilen kanser tiirlerinden biridir. Meme kanseri
normal epitel hiicrelerin malignant transformasyonuna neden olan kompleks genetik ve
epigenetik olaylar sonucu ortaya ¢ikmaktadir (Lo & Sukumar, 2008). Meme kanserinden
Olimlerin en yaygin sebebi primer timor kaynakli etkinin yani sira, tiimoriin yarattig

metastazlardir.

Melatonin; son yillarda antioksidan, anti-inflamatuvar ve anti-timor aktivitesi gosterdigi ve
karsinojen ajanlara kars1 serbest radikal temizleyicisi gibi galisarak etki ettigi bilinen ve pineal
bezden kana kolaylikla salinan indol tiirevli bir bilesiktir. Melatoninin epitelyal-mezenkimal
doniisiim faktorlerini etkileyerek metastazi inhibe etmek tlizere bazi yanitlarn tetikleyebildigi ve
timor hiicrelerinin invazyon kapasitesini sinirlayarak etki gosterdigi de son yillarda bildirilmistir
(Alvarez-Garcia, Gonzalez, Alonso-Gonzalez, Martinez-Campa, & Cos, 2012). Ayrica, akut stres
ya da immiinsiipresif bazi farmakolojik uygulamalar sonucunda ortaya ¢ikan immiin yetmezlik
durumlarinda uygulandiginda belirgin bir immiin aktivasyona sebep oldugu gosterilmistir. Ancak
konuyla ilgili c¢alismalar olduk¢a sinirhidir (Maestroni, 1993). Diger yandan, timor
mikrogevresinin  kontroliinde rol oynadiginin O6ne siirilmesi melatoninin malign hiicre
cevresindeki etkisini arastirmaya deger kilmis ve 6zellikle bu alanda in vitro g¢alismalara konu

olmustur (Alvarez-Garcia ve ark., 2012).

In vitro ¢alismalarm yaninda in vivo arastirmalar bu molekiiliin gercek etkisinin ya da etkilerinin
anlagilmasina olanak saglayacagindan; bu projede 6zellikle in vivo deneysel arastirma modeli 6n
plana ¢ikarllmis ve primer timoére ek olarak metastazdaki etkilerinin  vurgulanmasi
hedeflenmistir. Projenin amaci, melatoninin primer timor ve organ metastazlarindaki etkisinin
anjiyogenik mekanizmalar {izerinden olabilecegi hipotezinin aydinlatilmaya ¢alisilmasidir. Bu
mekanizmalarin agiklanmasiyla, anti-anjiyogenik ve immiin yanit olusumuna dayali etkiler
lizerinden; primer tiimdriin olusumu ve metastazinda melatoninin etkisi ortaya c¢ikarilmaya
calisilmistir. Melatoninin tiimor olusmadan once kullanimi ve sonrasinda da tiimor ile birlikte
destekleyici tedavi segenegi olarak kullanilmaya devam edilmesini igeren bir ¢alisma literatiirde

yer almamaktadir. Bu ¢aligmayla koruyucu amacli kullanilacak olan melatoninin timér olusumu



ve metastatik yanitlar iizerine etkisi de degerlendirilecek ve bununla ilgili ayrintilar da literatiire

i1k defa kazandirilacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, cesitli genetik ve hiicresel degisiklikler sonrasi tiimor siipresor genleri inaktif ve
onkogenleri aktif hale getiren karmasik bir hastaliktir (Sundberg ve ark., 1998). Kanser
giniimiizde kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en fazla Oliime sebebiyet veren hastaliktir

(Koene, Prizment, Blaes, & Konety, 2016).

2.1.1. invazyon ve Metastaz

Metastaz, kanser hiicrelerinin birincil bir bolgeden viicuttaki diger organlara yayildigi karmasik
bir siiregtir. Birka¢g adimdan olusan bu siiregte, hiicre disi matriksin (HDM) degisimi ve
sitoiskelet yapisinin yeniden olusumu bu adimlardan en 6nemlileridir. Bu siiregte malign hiicreler
ana timor kitlesinden ayrilir, ayrilan hiicreler HDM ile olan dinamigin bozulmasina ragmen
baglarini yeniden diizenlerler. Hiicre dis1 matriksle iliskili ¢evre dokulari istila etmeye baglayan
tlimor hiicreleri kan damarlari igine girerek tiim viicuda bu yolla yayilmaya baslarlar (Sekil 2.1.)
(Gkretsi & Stylianopoulos, 2018). Invazyon ve metastaz kanser hastalarinda hastalim en
tehlikeli ve oliimciil asamalaridir. Bir tiimor invazyon yetenegini kazandiginda viicuda kolayca

yayilabilir ve yeni odaklar olusturabilmektedir (Kohn & Liotta, 1995).
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Sekil 2. 1 Malign bir tiimoriin metastaz asamalar1 goriilmektedir. Timor hiicreleri bulunduklar: ortamdan invazyon
ile ayrilip; lenfatik yol aracili intravazasyonla damar igine ve sonrasinda da ekstravazasyonla damar disina ¢ikarak
dokuya yonelirler. Anjiyogenez doku i¢inde yeni odaklar olusturduktan sonra hizla aktive olmaktadir (Steeg, 2003).



Invazif 6zellikleri olan primer tiimorlerde, hiicre-hiicre etkilesimlerinde etken rol oynayan E-
kaderin (Epiteliyal kaderin) adezyon molekiiliiniin kayb1, hiicreler arasi baglantilarin kopmasina
sebep olur. Bu adezyon molekiiliiniin sitoplazmik kuyrugu, a-katenin ve p-katenin yoluyla aktin
hiicre iskeletine baglanarak siki bir etkilesim saglamaktadir (Fletcher & Mullins, 2010). Hiicreler
aras1 etkilesim Ozellikle tiimor hiicrelerinin birbirlerine tutunarak daha kompakt bir yap1
kazanmalarina ve sayilarin1 daha da arttirarak ikincil metastaz alanlarma yonelmelerine destek
olmaktadir. Pankreas kanserinde yapilan bir ¢alismada, E-kaderin baglantilarinin bozulmas;
timoriin erken invazyon yetenegi kazanmasina ve beraberinde de metastazi tetiklemesine Yol

acmustir (Chiang & Massague, 2008).

2.1.2. Meme Kanseri

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser olup, kadinlarda goriilen kétii huylu tiimoérlerin
neredeyse ligte birini icermektedir. Kansere bagli 6liimlerin nedeni olarak akciger kanserinden
sonra ikinci sirada olup, 40-55 yas arasindaki Amerikali kadinlarda onde gelen Oliim
nedenlerinden biridir. Metastatik meme kanseri olan kadinlarin %25-30'unun timoriin yarattigi
metastazlar nedeniyle hayatlarin1 kaybettikleri bildirilmistir (Burstein, Polyak, Wong, Lester, &
Kaelin, 2004).

Meme kanseri farkli prognostik 6zelliklere sahip, klinik, patolojik ve molekiiler agidan farkli
belirtegleri igeren, farkli biyolojik alt tiplerden olusan heterojen bir tiimoér c¢esididir
(Choccalingam, Rao, & Rao, 2012). Meme kanseri, dokunun da yapis1 geregi; ya siit lireten salgi
bezleri olan lobiil hiicrelerinde veya lobiillerden memeye siit aktaran kanallar arasinda
goriilmektedir. Memenin stromal kisminda kanserin ortaya ¢ikmasi daha az rastlanan bir
durumdur. Zamanla prolifere olan timor hiicreleri saglikli meme dokusunu istila edebilir ve
yakinlarindaki lenf nodlarma gecebilirler. Bu asamadan sonra tiimor hiicrelerinin viicuda

yayilmalari ¢ok daha kolay ve hizli ger¢geklesmektedir.

Meme kanseri, 20 yas altinda nadiren goriiliir ve artan yasla goriilme sikliginin arttig1 hatta 55
yasindan sonra daha sik rastlandigi bildirilmistir. Meme kanserine yakalananlarin %30’unda risk
faktorleri arasinda erken menstruasyon, ge¢ menapoz, cocuk dogurmamis olma, ileri yasta ilk
canli dogum, ailede meme kanseri Oykiisii, ileri yas ve obezite sayilabilmektedir (Anders,

Johnson, Litton, Phillips, & Bleyer, 2009).



2.2. Melatonin

Melatoninin salgilandigi temel organlar pineal bez ve retinadir (Wiechmann, 1986). Pineal bezde
bulunan pinealositler ve retinadaki retinal fotoreseptorlerin, serotonini melatonine doniistiirmek
icin kullandig1 yollarin benzerligi pineal bezin fotoreseptif bir organdan gelistigi fikrini
desteklemektedir (Lynch, Wurtman, Moskowitz, Archer, & Ho, 1975; Wiechmann, 1986).
Melatonin, sirkadiyen ritimle diizenlenen bir sekresyon mekanizmasina sahip olup, ritmi
hipotalamusun suprakiazmatik niikleusunda (SKN) bulunan bir biyolojik saat tarafindan
ayarlanmaktadir. SKN, giinliik aydinlik/karanlik siklusu ile 24 saatlik bir periyoda ayarlanmigtir.
Bu senkronizasyon, 151k sinyalinin retinal yollarla SKN’ye iletilmesi ile baslamaktadir. SKN’de
bulunan saat, multisinaptik noronal yollarla sirkadiyen sinyalleri pineal beze gonderir ve ritmik

melatonin tiretimini yonetir.

Melatonin hormonunun salinmasi pinealosit hiicrelerinin 1s18a duyarli olmasiyla direkt iligkilidir.
Bu duyarlilik sayesinde 1sikla ortaya c¢ikan engellenme, karanlikta ortadan kalkar ve
pinealositlerin melatonin salgilamas1 tetiklenir. Ozellikle gece saat 23:00-05:00 siralarinda
melatonin salgilanmasi zirve yapar ve kandaki konsantrasyonu 3-10 kat artar (Perreau-Lenz ve
ark., 2003). Aksam 21.00-22.00 saatlerinde kandaki melatonin miktar1 artmaya basglar, 02.00-
04.00 saatlerinde en iist seviyeye ulagir (Sekil 2.2.) ve sabah 05.00-07.00°de azalmaya gecer ve
07.00°den sonra bazal seviyelere iner. Melatoninin kandaki konsantrasyonu giindiiz saatlerinde
yaklagik 0-20 pg/dl diizeylerinde iken, gece saatlerinde 50-200 pg/dl diizeylerine yiikselir. Gece

boyunca ortalama 30 mg melatonin sentezlenir.
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Sekil 2. 2 Sirkadyen olarak salinan melatoninin giin i¢inde salindig1 saatler gosterilmektedir. Melatonin salinmaya
bagladiktan sonra gece 2.%° ve 4% saatleri arasinda pik degerine ulasir ve yaklasik 2 saat boyunca maksimum
seviyede kalir (Grivas & Savvidou, 2007).



Isigin inaktivasyonuyla, gozde retina tabakasinda baslayan uyari retinohipotalamik yol ile
hipotalamusta bulunan c¢ekirdeklerden once suprakiazmatik ¢ekirdege ardindan da
paraventrikiiler ¢ekirdege ulasmaktadir. Arka beyin ve spinal kord yolunu izleyerek superior
servikal gangliyona gelen uyarim, norepinefrin salimmina sebep olur (Perreau-Lenz ve ark.,
2003). Norepinefrin pineal bezdeki en Onemli norotransmitterdir. Norepinefrin, pinealosit
membraninin igerdigi postgangliyonik reseptdrlere (1 ve al adrenerjik reseptorler) baglanarak
islev gorir. P1 reseptorlerinin uyarilmasiyla melatonin sentezinin yaklasik %85°1, al
reseptorlerinin  uyarilmasiyla ise sentezin yaklasik %15’ gergeklesmektedir (Wagner,
Brandstatter, & Hermann, 2000).

Is1gin inaktivasyonuyla olusan karanlik uyarisi pineal beze ulasti§1 zaman, norepinefrin hormonu
pinealosit membraninda bulunan adrenerjik reseptorlere baglanir. Boylece bir dizi reaksiyon
baglar. Pinealosit hiicre membranlarinda adenil siklaz aktivasyonunu saglar, bu da hiicre i¢cindeki
c-AMP ve NAT (N-asetiltransferaz) enziminin artisina neden olur. Sonugta melatonin sentezi ve
salimimi baglar (Sekil 2.3.) (Schomerus & Korf, 2005). Kan plazmasinda bulunan triptofan
pinealositlere gecis yaptiktan sonra, 6nce serotonine ardindan NAT (N-asetiltransferaz) enzimi
vasitasiyla melatonine déniistiiriiliir. Uretilen bu melatonin herhangi bir dokuda depolanamaz.

Amfoterik bir bilesik oldugundan hem lipofilik hem de hidrofilik 6zellige sahiptir.
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Sekil 2.3. Sirkadiyen olarak salinan melatoninin saliim mekanizmasi gosterilmektedir. Ortamda 15181n olmamasi
gbzdeki fotoreseptor hiicrelerin uyartt olugturmasina ve retinohipotalamik yol ile hipotalamusta bulunan iki biiytik
¢ekirdege ardindan siiperiyor servikal gangliona ve buradan da postgangliyonik liflerle pineal beze ulagsmasina sebep
olur. Boylelikle melatonin salinim stireci baglar (Emet ve ark., 2016).

2.3 Meme Kanseri Ve Melatonin

Pineal bezin kanser gelisimi {izerinde role sahip oldugu bazi ¢aligmalarda gosterilmistir (Blask,
2009). Bu ¢alismalarda, pinealektomi sonrasi pineal bezin fonksiyonel inhibisyonu saglanmis ve
denekler 1s1ga maruz birakilarak melatonin hormonu da baskilanmistir. Olusturulan meme kanseri
modellerinde, timor hiicrelerinin stimiile oldugu eksojen melatonin uygulamasinin da in vitro
calismalarda karsinogenez yanitlarini gerilettigi  goériilmiistiir. Bu ¢alismada melatoninin
karsinogenez tizerine etkisiyle sirkadiyen ritm degisimleri ya da bozulmalarinin karsinogenik

yanitlar etkileyebildigi vurgulanmaktadir (Anisimov, 2003).

Meme kanseri olan hastalar, sirkadiyen ritminin bozulmasina bagli olabilecek diisiik melatonin

seviyeleri ile karsimiza ¢ikmaktadir. Meme kanseri hastalarinda melatonin tedavisinin meme



kanserinin ilerlemesini yavaslatabildigi ve hastalarin yasam Kkalitesini yiikseltebildigi One

stirilmustiir (Li ve ark., 2017).

2.3.1. Melatonin ve Antioksidan Etkisi

Reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve reaktif nitrojen tiirleri (RNT) yararli ve zararh her iki role sahip
oldugu bilinen hiicresel metabolizma iirtinleridir (Valko, Rhodes, Moncol, Izakovic, & Mazur,
2006; Wu, Kosten, & Zhang, 2013). Bu reaktif tiirlerin fazla tiretimi, DNA ve protein gibi canli
hiicre yapilarina ciddi zarar veren oksidatif strese neden olmakta ve bu stres yanitlart da kanser ve
bir¢ok hastalikta artmaktadir (Bonnefont-Rousselot & Collin, 2010; Fernandez, Bonilla, Phillips,
& Perl, 2006; Guglielmotto, Tamagno, & Danni, 2009; Militante & Lombardini, 2004; Poeggeler
ve ark., 1999; Valko ve ark., 2006; Yamashita, Sakamoto, Yamanishi, Totani, & Yamamoto,
2013). Melatoninin hem antioksidan 6zelligi hem de serbest radikal siipiiriicii olarak islev
gormesi; mitokondride oksidan-antioksidan dengesinin saglanmasinda 6nemli bir role sahip olup,
bu dengenin de 6zellikle karsinogenezde etkili olabilecegi literatiirde vurgulanmaktadir (Allegra
ve ark., 2003; Mallo ve ark., 1990; Militante & Lombardini, 2004; Reiter ve ark., 1999;
Ressmeyer ve ark., 2003; Vakkuri, Leppaluoto, & Kauppila, 1985).

2.3.2. Melatonin ve inflamasyon

Melatonin, néroimmiino-endokrin sistemin diizenlenmesinde etkin bir molekiil olup; inflamasyon
ve inflamasyon ile iliskili organ hasarina karsi koruyucu etki gosterdigi bilinmektedir (Shim ve
ark., 2015). Melatoninin, endotelin-1, VEGF, NF-«xB, IL-1p, IL-6, STAT3, TNF-o gibi
inflamasyon olusumundan sorumlu yolaklar: etkiledigi literatiirde dzellikle in vitro ¢aligmalarla
ortaya konmustur (Sanchez, Calpena, & Clares, 2015). Melatonin organizmanin immiin yanitini,
IL-1B, IL-6, IL-22, TNF-a gibi pro-inflamatuvar sitokinlerin tiretimini azaltarak ve ayn1 zamanda
anti-inflamatuvar sitokin olan IL-10un da artisin1 saglayarak diizenlemektedir (Cutando,
Montero, Gomez-de Diego, Ferrera, & Lopez-Valverde, 2015; Maldonado, Garcia-Moreno,
Gonzalez-Yanes, & Calvo, 2016). NF-kB yolaginda 6zellikle proliferasyon ve inflamatuvar
yanitta rol alan p65, sitoplazmada p50 ile birleserek niikleusa gegmekte ve birlikte inflamatuvar
yanitlart tetiklemektedir. TNF-a, IL-1 ve IL-6 gibi sitokinlerin iiretilmesi yoluyla NF-xB'nin
tiimorlerde yeni damar olusumunda (anjiyogenez) énemli bir rol oynadigi da yapilan ¢aligsmalarda
gosterilmistir. Bu sitokinler anjiogenezin primer diizenleyicisi olan VEGF ekspresyonunu da
stimiile edebilmektedirler (Xie, Xia, Zhang, Gong, & Huang, 2010).



2.3.3 Melatonin ve MKSH’ler

Immatur miyeloid hiicreler (IMH), miyelopoezin normal basamaklarinda yer alan kemik iliginde
yerlesen hiicrelerdir. IMH’ler periferal organlara go¢ edip, gittikleri yerlerde dendritik hiicrelere,
makrofajlara ve/veya graniilositlere farklanma Ozelligindedirler. Ancak, oOzellikle timor
mikrogevresinde ya da akut/kronik enfeksiyon alanlarinda, bu alanlardan gelen ¢ekici sinyallerin
de etkisiyle IMH’ler miyeloid kokenli supressor hiicrelere (MDSC; MKSH) doniismektedirler.
Timor mikrogevresine MKSH; bu alanda yer alan immun hiicrelerin baskilanmasini saglayarak,
timor biiylimesi ve invazyonuna destek olurlar (Sekil 2.4.) (Gabrilovich & Nagaraj, 2009).
MKSH?’ler; ilk kez tiimor verilen hayvanlarda yapilan ¢alismalarla tanimlanmis ve bu hayvanlarin
timor dokusu ile lenf nodlarinda varligi gosterilmistir (Wei ve ark., 2016). MKSH’lerin, meme
kanserinde yapilan caligmalarda tiimor biiylimesini ve metastazini arttirdigi, beraberinde de
immiin sistemi baskilayarak ortami tiimor lehine gevirdigi one siiriilmiistiir (Diaz-Montero ve
ark., 2009). Tiimor mikrogevresinde CD11b* ve GR1* kemik iligi kokenli hiicreler dominant pro-
timorojenik faktorlerin kaynagi olarak degerlendirilmekte ve MKSH’leri olarak kabul
edilmektedirler (Park ve ark., 2013; Yan ve ark., 2010). Yan ve ark.’nin literatiire kazandirdiklari
caligmalarinda, 4T1 hiicreleri ile olusturduklar1 meme kanseri modelinde, akcigere infiltre olan
metastatik hiicrelerin GR1 ve CD11b ekspre ettikleri gosterilmistir (Yan ve ark., 2010). Bu
hiicrelerin timor gelisimi ve metastaz tetikleyen MKSH’ler oldugu ve uygun kosullarda tiimoriin
immiin siipresif etkilerle biiyiimesini ve metastazini1 destekledigi belirtilmektedir. MKSH’lerin
primer tiimorden uzakta metastaz alanlarinda, pre-metastatik nis kosullarinin olusturulmasina ve
lokal anjiyogenezin saglanmasma katildiklar: da diisiiniilmektedir. Ozellikle metastatik
mikrogevrede MKSH’lerin CD33*" ekspre ettikleri de vurgulanmaktadir (Yu ve ark., 2013).
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Sekil 2.4. Tiimor mikrogevresinde MKSH’lerin yerlesimi goriilmektedir (Gabrilovich & Nagaraj, 2009). Kemik
iliginde yer alan immatir miyeloid hiicreler (IMH) miyelopoiezin normal basamaklarinda bulunur ve
graniilosit/makrofaj koloni-sitimiile edici faktér (GM-CSF), kok-hiicre faktorii (KHF), interlokin-3 (IL-3), FMS-
iligkili tirozin kinaz 3 (FLT-3), makrofaj koloni stimiile edici faktor (M-CSF) gibi bir¢cok faktoriin de kontrolii
altindadir. Hematopoietik kék hiicreler (HKH), miyeloid progenitdr hiicrelere (ortak miyeloid onciilii, OMO) ve
sonrasinda da IMH’lere farklanirlar. IMH’ler farkli ¢evre kosullarinda ve organlarda yeni ulastiklar1 yerlerde yeniden
farklanabilirler. Ancak tiimor mikrogevresinde, bu alandan gelen sinyallere de bagli olarak farklanmaz ve MKSH
olarak kalirlar. Ancak, aktivasyonlari devam ederek immun baskilayici fonksiyonlar sergilerler.

2.3.4 Melatonin ve Anjiyogenez

Anjiyogenez terimi ilk olarak 1787 yilinda Ingiliz cerrah John Hunter tarafindan kullanilmis ve
daha sonra 1935 yilinda Hertig tarafindan ilk olarak plasentada bulunan kan damarlarinin
gelisimini tamimlamak i¢in ortaya atilmistir (Folkman & Klagsbrun, 1987). Kan damarlari,
vaskiilogenez ve anjiyogenez olmak fiizere iki farkli mekanizma araciligiyla olugmaktadir.
Vaskiilogenez, immatiir mezensimal hiicrelerden kan damarlarinin gelismesine bagli olup
embriyonun erken donemleriyle sinirlt oldugu bilinmektedir. Anjiyogenez ise, daha dnce mevcut
olan kan damarlarindan yeni damarlarin olusmasi olarak tanimlanmaktadir. Bu olay, insan
viicudunda dogal fizyolojik bir olay olabildigi gibi patolojik de olabilen bir olaydir. Anjiyogenez,
kadin {ireme siklusu sirasinda fizyolojik olarak meydana gelebilirken, tiimor gelisim siireci ve
inflamasyonda patolojik olarak meydana gelmektedir (Martinez, 2006). Primer damarsal sistemin
gelisimi ‘vaskiilogenez’ olarak tanimlanir ve ilkel damarsal ag1 olusturmak {izere endotelyal
progenitor hiicrelerin hem embriyonik hem de embriyodan bagimsiz mezoderm iginde
farklilagmasini igerir. Damarsal aglarinin uzanmasi ve degisimi i¢in olusan damar aginin yeniden

diizenlenerek kiiglik ve biiylik damarlar1 olusturmasi gereklidir (Folkman & Shing, 1992).

10



Anjiyogenez evreleri pek cok biiylime faktoriinlin ve diizenleyici proteinin kontrolii altinda

gerceklesmektedir (Tablo 2.1.) (Distler, Neidhart, Gay, & Gay, 2002).

Tablo 2.1. Anjiyogenezi pozitif ve negatif yonde uyaran molekiiller goriilmektedir. Anjiyogenezi uyaran ve inhibe
eden bazi molekiiller tabloda yer almaktadir (Bergers & Benjamin, 2003).

Anjiyogenik Faktorler

Anjiyogenezi Onleyen Faktorler

VEGF (Vaskiiler endotelyal biiyiime faktor)
PGF (Plasental bityiime faktor)

FGF (Asidik, bazik fibroblast biyiime faktor)
FGF-3 (Fibroblast biiyiime faktor-3)
FGF-4 (Fibroblast biiyiime faktor-4)
TGF-o (Transforme edici biiytime faktor-o)
TGF-B (Transforme edici biiyiime faktor-3)
EGF (Epidermal biiyiime faktor)

HGF (Hepatosit bityiime faktor)

TNF-a (Timor nekroz faktor-o)

PDGF (Trombosit kaynakli biiyiime faktor)
GCSF (Graniilosit koloni uyaran faktor)
IL- 8 (interlokin-8)

Trombospondin- 1
Anjiostatin

Endostatin

Vazostatin

Vaskuler eldotelyal biiyiime faktorii inhibitorii
Trombosit faktér-4 fragmani
Prolaktin derivesi

Restin

Proliferinle ilgili protein
Interferon-o-B
Anjiopoetin-2
Antitrombin-3 fragmani

Interferon ile indiiklenebilen protein- 10

Anjiogenin

Proliferin

Embriyonik damarsal sistemin gelismesi esnasinda meydana gelen olaylar ve embriyonun oksijen
ve besin ihtiyaci, erigkin bir organizmada anjiyogenez olusumunda, 6zellikle hipoksinin aktive
ettigi metabolik cevaplarla benzerlik igermektedir (Folkman, 1997; Intaglietta, Johnson, &
Winslow, 1996). Anjiyogenez olduk¢a karmasik olaylar dizisidir ve ¢ok sayida birbirini takip
eden mekanizmayla gergeklesmektedir. Hiicre disi matriks (HDM) ve matriksi g¢evreleyen
hiicrelerin salgiladig1 bir¢cok biiyiime faktorii, sitokinler ve bunlarin sahip oldugu reseptorler
anjiyogenezde onemli rollere sahiptirler (Clauss, 2000). Timor hiicrelerinin biiyiimesi igin
gerekli olan besinlerin alinabilmesi i¢in timdr hiicreleri tarafindan salgilanan maddeler de
anjiyogenezi tetiklemektedir. Tetiklenen anjiyogenik yanitlarla ortaya ¢ikan yeni damarlar (Sekil
2.5.), timor dokusunun biiylimesi, invazyonu ve metastazi i¢in gerekli olan oksijen, besin
maddeleri ve biiyiime faktorlerinin ortama gelmesini saglamaktadirlar. Devamli biiyiiyen
timorlerde, timdr kitlesi 1-2 mm?*’lik hacime eristiginde besin ve oksijene daha fazla ihtiyag
duydugu i¢in anjiyogenezi de aktive etmektedir. Yeni damar olusumu gergeklesmediginde ¢evre

dokudan diflizyon ile beslenen timér dokusunun, en fazla 0.5-1cm®’lik hacime kadar

11



biliyiiyebildigi yapilan c¢alismalarda gosterilmistir. Daha fazla biiyliyebilmeleri ve metastaz

yapabilmeleri i¢in anjiyogenezin gerekli oldugu bilinmektedir (Folkman, 1971).

Perivaskiiler ayrilma ve Anjiyogenik filizlenmenin baglangid
damar geniglemesi

e Uyku Hali

© ) Normal Hicrequumammy Perisit ve Kan Daman

O KanserHicresi ﬁ Nekrotik Hicre
(%) Bolinmekte Olan Hiicre

Sekil 2.5. Timorogenezde anjiyogenik siire¢ goriilmektedir. Uyku halinde bulunan tiimér hiicrelerinin uyarimiyla
dokuda perivaskiiler ayrilmalar ve damar genisleme gozlenmektedir. Bu olay anjiyogenik siirecin baglangicidir ve

timor hiicrelerinin ihtiyaci olan tiim destegi saglamaktadir (Loizzi ve ark., 2017).

Anjiyogenez, genel olarak tanimlanan 3 basamakli bir siirecte gergeklesmektedir:

1. Bazal Membranin Proteolitik Enzimler Tarafindan Yikimi: Bazal membran ve HDM’nin
proteolitik enzimlerle yikilmasi; anjiyogenik faktorler, matriks metalloproteinazlar (MMP) ve
plazminojen aktivator (PA) enzimlerini aktive ederler. Bu enzimler bazal membrani ve HDM’yi
yikarak; endotel hiicrelerinin uyarilmasi ve kapiller filizlenmenin gerceklesmesini saglamaktadir

(Ausprunk & Folkman, 1977).

2. Endotel Hiicrelerinin Aktivasyonu, Proliferasyonu ve Gocii: Anjiyogenik faktorler endotel
hiicrelerindeki reseptorlerine baglanarak hiicrelerin aktivasyonunu saglamaktadirlar. Bu
aktivasyon, endotelin HDM’in yikimini saglamasiyla devam eder ve beraberinde de hiicrelerin bu
alana gociinii tetikler. Hiicreler hizla gogalmaya baslayarak, bu siire¢te en etkin rol oynayan
vaskiiler endotelyal biiyime faktorii (VEGF) niin salgilanmasini aktive ederek hizla yeni dallar

olusturulmasini saglarlar (Carmeliet, 2003).
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3. Tiibiil Olusumu ve Olgunlasma, Damar Stabilizasyonu ve Hiicre Dis1 Matriksin Yeniden
Diizenlenmesi: Endotel hiicre ¢ogalmasindan sonra HDM bilesenlerinin depolanmasi ve bir
araya getirilmesi i¢in hiicre dis1 proteoliz mutlaka bulundugu yere gore inhibe edilmelidir. Damar
olgun hale geldikten ve uygun anjiyogenez durumu olustuktan sonra, anjiyogenik faktorlerde
azalma goriiliir, anjiyogenez inhibitorlerinde de artis gézlenir. Bu sayede endotel hiicreleri sessiz
bir hale gelir ve damarlar kan akimin1 baglatmaya hazir hale gelmis olur (Pepper, Montesano,
Mandriota, Orci, & Vassalli, 1996).

Anjiyogenezde Gorevli Baz1 Anjiyogenik Faktorler
Tliimoriin biiylimesi esnasinda mikrodamarlar, tiimoére besin, oksijen ve biiylime faktorleri

saglamak i¢in sayilarii biiyiik oranda arttirirlar. Timor anjiyogenezinin meydana gelmesi
normal fizyolojik anjiyogeneze gore bazi farkliliklar icermektedir. Uyaricilar ve inhibe ediciler
arasindaki dinamik bozulur. Tiimér ve endotel hiicreleri bu dinamigin bozulmasinda temel bir
role sahiptir. Birgok anjiyogenik biiylime faktorii fazla ekspre olmadiginda, tiimor biiyiimesinin

de olamayacagi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Ziyad & Iruela-Arispe, 2011).

Vaskiiler Endotelyal Bityiime Faktorii (VEGF)
Anjiyogenezde gorevli faktorler igcerisinde en 6nemlisi, vaskiiler endotelyal biiylime faktoriidiir

(VEGF). 1k kesfedildiginde vaskiiler endotelyal permeabilite faktorii (VEPF) olarak
isimlendirilen bu faktér su anda VEGF-A olarak adlandirilmaktadir (Clauss, 2000). VEGF
ailesinin VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, PIGF ve svVEGFs olmak iizere
toplam yedi iiyesi bulunmaktadir. Bunlardan VEGF-E ve svVEGF disinda diger VEGF f{iyeleri
memeli genomu tarafindan kodlanip, anjiyogenez ve lenf-anjiyogenezde rol almaktadirlar. VEGF
ailesinin, yiiksek afiniteye sahip, tirozin kinaz smifindan olan VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2
(insanda; KDR ve farede, Flk-1) ve VEGFR3 (Flt-4) olmak {izere 3 tane reseptorii bulunmaktadir
(Heldin & Westermark, 1999).

VEGF’in reseptorii olan vaskiiler endotelyal biiyiime faktor reseptorii 1 (VEGFR-1) ile iligkili
timor hiicrelerinde 6zellikle proliferasyon, migrasyon ve yasamsal aktivitelerin devam ile ilgili
basamaklar aktive olmaktadir (Yao ve ark., 2011). VEGF’in VEGFR-2 ile iligkisi ise genel olarak
endotelyal hiicre mitogenezi ve vaskiiler permeabilitede aract olup anjiyogenez basamaklarinin
ilerlemesine yardimci olmaktir. VEGFR-2 sinyalinde ¢ok sayida tirozin kinaz molekiilii bulunur

ve bunlarin aktivitesine gére VEGFR-2; proliferasyon, hiicrenin sagkalimi, migrasyon ve
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vaskiiler permeabilitede rol oynayan molekiiler mekanizmalarin ¢alismasini baslatabilir (Ferrara

& Adamis, 2016).

Stockmann ve ark. miyeloid kokenli hiicrelerde, VEGF-A delesyonu olan bir in vivo modelde
ortaya ¢ikan delesyonun; yiiksek yogunluklu damar ag1 olusumunu zayiflattigini gostermislerdir.
VEGF-A yoklugunda; VEGFR-2 fosforilasyonunun da azaldigi ayni ¢alismada belirtilmektedir.
Miyeloid kokenli hiicrelerin trettigi VEGF-A’dan yoksun primer tiimérlerde, perisit miktar1 ve
damarsal yapinin azaldigi; anjiyogenik gecisin engellendigi, tiimdrogenezin geriledigi ve
hiicrelerin apoptoza giderek tiimor Kkitlelerinde nekrotik alanlari arttirdigi da belirtilmektedir
(Stockmann ve ark., 2008).

Alvarez—Garcia ve ark.’nin yaptiklar1 ¢alismada, melatoninin tiiméral dokuda anti-anjiyogenik
aktiviteye neden oldugunu ve VEGEF’in, diizenlenmesinde rol oynadigini belirtmislerdir.
Endotelyal hiicrelerin ¢evresindeki VEGF diizeyinin azalmasi, bu faktoriin malign epitelyal
hiicreler ve proksimal endotelyal hiicreler arasindaki parakrin iligkiye dayandigini
gostermektedir. Melatoninin, VEGF ve sitokinler iizerine etkisinin tiimér mikrogevresinin
diizenlenmesinde etkin rol oynamast bu molekiiliin anti-anjiyogenik etkilerinin yaninda
savunmada gorevli hiicreler {izerinde de rol oynayabilecegini gostermektedir (Alvarez-Garcia,
Gonzalez, Alonso-Gonzalez, Martinez-Campa, & Cos, 2013). Endojen VEGF ekspresyonunun
melatonin tarafindan baskilandigi bildirilmis (Lv, Cui, Yao, Xu, & Yang, 2012) ve MCF-7 ile
MDA-MB 231 hiicre hatlarinda yapilan in vitro ¢alismada da bu etkinin varligi gosterilmistir
(Jardim-Perassi ve ark., 2016). Yapilan bir diger in vitro ¢alismada ise, PANC-1 (pankreatik
karsinoma hiicre hatt1) hiicre hattina verilen melatoninin tiimor hiicrelerinin proliferasyonunu
etkiledigi ve beraberinde de VEGF-A ekspresyonunu baskiladigi gosterilmistir (Lv ve ark.,
2012).

Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF)
Polipeptit yapida oldugu bilinen EGF bir¢cok dokuda bulunur ve trombosit degraniilasyonu
sirasinda sentezlenir. Epitel hiicreler, endotel ve fibroblastlar i¢in kemotaktiktir. Anjiyogenezi ve

kollajenaz aktivitesini uyardigi bildirilmistir (Herbst, 2004).
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Melatoninin tiimoér olusumunu inhibe ettigi bir¢ok c¢alismada gosterilmistir. Blask ve ark.’lar1
yaptiklart ¢caligmada melatoninin kanser hiicrelerinin biiyiimesini siirlama yetenegini agiklayan
bir mekanizma tanimlamistir. Melatoninin, hepatoma hiicrelerinde membran reseptdr aracili
stirecler yoluyla, linoleik asit (LA) ve mitojenik sinyalleme molekiilii 13-hidroksiododekadienoik
aside (13-HODE) doniisiimiinii i¢eren yag asitlerinin alimini ve metabolizmasini inhibe ettigini
gostermistir. Coklu doymamis esansiyel yag asidi olan LA, Bati diyetinde yiiksek seviyelerde
tilketilmekte olup, deneysel sigan ve insan timor biiylimesinin giiglii bir indiikleyicisidir. 13-
HODE, epidermal biiylime faktoriinii (EGF)-EGF reseptorii otofosforilasyonu ve mitojen ile
aktive edilmis protein kinazlar olan MEK ve ERK 1/2 de dahil olmak iizere birgok sinyal
molekiiliiniin fosforilasyonuyla mitojenezi baslatabildigi gosterilmistir (Reiter, 2004).

Fibroblast Biiyiime Faktorii-2 (FGF)
FGF-2, hiicre dis1 matriks bilesenleri olan ve kan damarlarinin olgunlasmasinda gorevli olan

kaderin ve integrinlerin diizenlenmesine de katkida bulunmaktadir (Presta ve ark., 2005).

Trombosit Kaynakh Bityiime Faktori (PDGF)
Yapilan c¢alismalarda PDGF’in 2 tane (A ve B) geni oldugu, bu iki gen kombinasyonu ile ii¢ tip

(PDGF-A, PDGF-B, PDGF-AB) PDGF varlig1 6ne stiriilmiistiir.

Melatonin, kanser hiicrelerinin besin ve oksijen tedarikini engelleyen g¢esitli mekanizmalar
kullanmaktadir. Transkripsiyonel diizeyde, hipoksiyle indiiklebilen faktor-1o (HIF-1a) ve VEGF,
anjiyogenezin inhibisyonu i¢in melatoninin ana hedefleridirler. Melatonin, HIF-la'nin ¢ekirdege
translokasyonunu onleyerek, VEGF ekspresyonunu engellemektedir. Ayrica, anjiyogenez ile
iliskili genlerin ekspresyonuna dahil olan HIF-la, fosfo-STAT3 ve CBP/p300 kompleksinin
olusumunu da baskilamaktadir. Melatoninin anjiyostatik ozellikleri de, VEGFR-2'nin
aktivasyonunu ve ekspresyonunu inhibe etme yeteneginden kaynaklanabilir. Melatoninin diger
anjiyostatik mekanizmalar1 arasinda endotel hiicre goc¢ii, invazyon ve tip olusumunun

inhibisyonu da yer almaktadir.

Literatiirde yer alan bilgiler 15181inda, “melatonin uygulanmasi; meme kanserinin olusumunda,
gelisiminde ve ilerleyen evrelerinde ortaya ¢ikacak metastaz yanitlarinda; anti-anjiyogenik, anti-

inflamatuvar ve immun supresif yanitlar1 etkiler” hipotezini kurduk. Bu hipotezimiz
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dogrultusunda, Onerilen projede; primer timor olusumundan Once ve tiimor enjeksiyonuyla
birlikte melatonin uygulanmasinin; timor olusumu, biiyiimesi ve metastazlar lizerine etkilerinin

incelenmesi amagclandi.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Hayvanlar

Bu tez calismast Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlari Yerel Etik Kurulu tarafindan
20/12/2016 tarihli B.30.2.AKD.0.05.07.00/110 say1 numarali onayi ile gergeklestirildi.
Yaptigimiz ¢alismada 4 haftalik Balb-C 1rki disi fareler kullanildi ve deney gruplar1 4T1 meme
kanseri hiicre hattinin karacigere metastazindan elde edilip iiretilmis 4TLM (4TLM; 4T- Liver

Metastatic cell line) hiicre hattinin kullanilmasi ile olusturuldu.

3.2 Hiicre Kiultiiri

-196°C’de bulunan 4TLM hiicre hatti L-Glutamin, esansiyel olmayan aminoasitler, sodyum
piriivat ve %5’lik Fetal Sigir Serumu (FBS) eklenmis besiyerine DMEM F-12 (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium) alindi ve %5 02 ve CO2 igeren 37°C’lik inkiibatorde ¢ogaltildi. %680-90
konfluensiye ulastiktan sonra hiicreler sayildi 1x10° sayida olacak sekilde farelerin meme

dokusuna ortotopik olarak enjekte edildi.

3.3 Deney Modeli

Calismamizda 60 tane Balb-c 1rki 4 haftalik disi fareler kullanildi. Projede ilk 2 deney grubu
olarak belirttigimiz 1 ay 6ncesinden melatonin uygulanmaya baslayacak hayvanlarla ilk olarak
deneye baslandi. Bunun i¢in hayvan gruplart hem melatonin verdigimiz hem de melatonini i¢inde
¢cozdiigiimiiz %6’ ik EtOH grubu ¢6ziicli grubu olacak sekilde dizayn edildi ve gruplar asagidaki
gibi olusturuldu.

MLT (10 mg/kg doz) + TM + MLT (30 mg/kg doz)

Coziicii + TM + Coziicii

TM + MLT (30 mg/kg doz)

TM + Coziicii

TM (Sadece tiimor enjekte edilen grup)

o ok~ w D PF

Kontrol (Higbir enjeksiyona maruz kalmamis grup)

Her grupta 10 adet hayvan olacak sekilde gruplar organize edildi. Oncelikli olarak ilk 2 grup igin
deneye baslandi ve 10mg/kg doz melatonin (M1) ve ¢oziicii olarak da %6’lik EtOH enjeksiyonu
sabah ve aksam olmak iizere giinde 2 defa uygulandi. 10mg/kg ve 30mg/kg doz her ikisi de
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calismalarda fizyolojik olarak kullanilan dozlardir (Ding ve ark., 2019). 10mg/kg literatiirde
meme kanseri ¢alismasi i¢in Onerilen doz ile aymi olup melatonin etki mekanizmasi
degerlendirildiginde her giin karanlik periyoduna girmeden 6nce verilmesi de etkinligine katkida
bulunacaktir (Barrett & Bolborea, 2012). 30mg/kg doz, literatiirde meme kanseri ¢alismalarinda
siklikla 6nerilen bir dozdur. Melatoninin giinde iki defa verilmesinin sebebi, ilk doz i¢in; aydinlik
donemde de kanda etkinligini gostermesi ve immiin yanitlar1 tetikleyebilecek bir kapasiteye sahip
olabilmesi igindir. ikinci dozun uygulanmasinin sebebi; karanlik donemde de etkinligini normal

salgilanan doz ile birlikte artarak gostermesi igindir (Barrett & Bolborea, 2012).

Enjeksiyon, her giin sabah 09.9°-10.% ve aksam 16.2-17.%° arasinda lcc olacak sekilde
intraperitoneal olarak yapildi. 1. ayin sonunda kontrol grubu hari¢ tiim gruplara tiimor
enjeksiyonu yapildi. 4TLM hiicreleri 1ml’de 1x10° hiicre olacak sekilde HBSS de (Hank's Balanced
Salt Solution Thermo Fisher #14185052) ¢oziildii. Hiicrelerin kiiltiir tabaginda %80 konfluensiye
ulagmasi i¢in beklendi ve sonrasinda tripsin ile kaldirilarak thoma laminda sayildi. Her hayvana 0,1
ml iginde 1x10° hiicre olacak sekilde sag meme dokusuna ortotopik olarak enjekte edildi. Tiimor
hiicrelerinin hayvanlara enjeksiyonundan 1 giin sonra melatonin enjeksiyonuna giinliik 30mg/kg
doz olmak iizere (M2), giinde iki kez sabah ve aksam olmak tizere devam edildi. 30mg/kg doz
melatonin (M2) ve ¢oziicii olarak da %6’lik EtOH enjeksiyonu sabah ve aksam olmak iizere
giinde 2 defa uygulandi. Sabah enjeksiyonlar1 saat 09.9- 10.%° arasi, aksam enjeksiyonlar1 saat
16.%0-17.% olmak iizere 27 giin boyunca hayvanlar sakrifiye edilene kadar yapildi. Bu enjeksiyon
seklindeki amag, farenin viicudunda melatoninin daha uzun siire kalmasini saglayarak; tiimoriin
yarattig1 inflamatuvar yaniti ve metastaz alanlarinda yer aldigi bilinen MKSH’leri etkileyip
etkilemedigini gérmeye c¢alismaktir (Barrett & Bolborea, 2012; Pardridge & Mietus, 1980). 27.
giin sonunda hayvanlar eterle bayiltildi ve ilk olarak go6zlerinden mikro hematokrit tiipii
yardimiyla kanlari alinip periferik yayma icin preparatlar hazirlandi. Hayvanlarin kanlar
alindiktan sonra servikal dislokasyon yontemi ile sakrifiye edilip tez igin gerekli dokular1 olan

karaciger, akciger ve primer tiimorleri ¢ikartildi.

Alman dokular bir kismi parafin takip i¢cin %10’luk formalin ic¢ine alinirken, bir kismi da
Western Blot yontemi icin ependorflara alinarak -80°C’de saklandi. Formaline alinan dokular

doku takip protokoliine tabii tutuldu.
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3.4 Primer Tiimorlerin Proliferasyon Hizindaki Degisimlerin Degerlendirilmesi

Primer timor enjeksiyonundan 1 hafta sonra baslanan ve 3 gilinde bir yapilan timor 6lgtimleri
sonucunda her hayvanin timér biiyiime hizlar1 degerlendirildi. Enjeksiyondan sonra ilk 7 giin
timorler elle palpe edilebilir biliylikliige ulasmadiklarindan 6lgiim islemine 7. giinden sonra
baslandi. Hayvanlara tiimor enjeksiyonu yapildiktan 1 hafta sonra 2 giin arayla kumpas aleti
yardimziyla hayvanlarin timor biiytikliikleri milimetre cinsinden 6l¢iildii. Tiimdr boyutlar1 X ve Y
ekseninde olciildii. Olgiimler sonucunda tiimdr hacmi hesaplandi. Her 6l¢iim igin ortalama
aliarak yapilan toplam 5 tiimdr Sl¢iimii ile tiimor hacim ilerleme grafigi elde edildi. Ayrica
sakrifikasyon sonrasinda ¢ikarilan timorlerin agirliklar tartildi ve elde edilen sonuglar grafige

aktarildi.

3.5 Hayvanlarin Agirhiklarinin Tartilmasi

Meme kanseri modeli olusturulan fareler zaman igerisinde tiimoriin metastaz potansiyeline de
bagli olarak, normal agirliklarini kaybetmeye baslarken, tiimorlerinin biliylimesine bagl olarak da
belli bir agirlik kazanirlar. Bu nedenle tiimor kitleleri uzaklastirildiktan sonra hayvan
agirliklarinin degerlendirilmesine karar verildi. Melatonin uygulamasinin tiimér enjeksiyonundan
once kullanilmasi, 6zellikle melatoninin olasi etkilerini degerlendirmemizi saglarken, hayvan
agirliklar tizerine de bir etkisinin olup olmadigini da anlamamiza olanak tanimistir. Tiimorler

cikartildiktan sonra da gruplar arasindaki hayvan agirliklar farki degerlendirildi.
3.7 Doku Takibi ve Kesit Alma

3.7.1 Doku Takibi Protokolii
1- %10’luk formaline alinan dokular gece boyu fiksatifte bekletildi.
2- Ertesi giin fiksatifi uzaklastirmak i¢in 4 saat akar suda dokular yikandi.
3- Suyu uzaklastirmak i¢in artan alkol serilerinde (%70, %80, %90) 1’er giin olmak {izere
bekletildi.
4- %100’lik alkolde 3 saat bekletilen dokular daha sonra seffaflasma asamasi i¢in ksilol
serilerinden gegirildi.

5- Ardindan siv1 parafin serilerinden gegirilip en son da parafine gomiildii.
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Hazirlanan parafin bloklardan metastaz analizi ve immiinohistokimya deneyleri i¢in superfrost

lamlara O0rnekler alindi.

3.8 Metastaz Analizi

Ortotopik olarak olusturdugumuz meme kanseri modelinde 27. giinlin sonunda alinan akciger ve
karaciger dokularinda olusan metastazlarin analizleri yapildi. Sakrifikasyon sirasinda ve
sonrasinda akciger dokularinda yogun ve goézle goriiliir metastazlar gozlendi. Bu nedenle,

akciger ve karaciger dokulari icin makro ve mikro metastaz analizleri yapildi.

3.8.1 Makro Metastaz Analizleri

Sakrifikasyon sonrasinda alinan akciger dokulari, total olarak Bouin’s fiksatifine alindi. 1 giin
Bouin’s fiksatifinde bekletildikten sonra dokularda gozle goriilebilen metastatik nodiiller sayildi.
Daha sonra dokular %70 alkole alind1 ve fiksatif tamamen uzaklagana kadar yikandi. Sonrasinda
normal doku takip protokolii izlenerek sirasiyla %70, %80, %90 ve %100k alkollerden
gecirildi. Ksilol ile seffaflastirma yapildi ve takibe devam edilerek parafine gémme islemi

uygulandi.

3.8.2 Mikro Metastaz Analizleri

27. giiniin sonunda sakrifiye edilen Balb-c irki disi farelerin akciger dokularma ek olarak
karaciger dokular1 da alindi. Ancak karaciger dokularinda yiizeyel metastazlar net olarak
secilemedigi i¢in, doku igerisindeki metastazlar1 degerlendirebilmek amaciyla mikro metastaz

analizleri yapildi.

Bu analiz i¢in; karaciger ve akciger dokulart parafin takibe alindi. Total karaciger ve akciger
dokular birkag¢ pargaya ayrildi (trimleme islemi) ve ayni blok icerisine gomiildii. Poly-L-lizinli
elektrostatik lamlara 5 um’lik kesitler alinarak tiim karaciger ve akciger dokular seri kesit olacak
sekilde kesit atlamadan alindi. 10 slayt arayla secilen her kesit hematoksilen-eozin ile boyandi.
Boyanan slaytlarin 10 farkli alaninda fotograflar ¢ekildi ve bu fotograflarda Spot Advanced 4.6
(SPOT Imaging, a division of Diagnostic Instruments, USA) programi kullanilarak metastaz
alanlar1 mikrometre kare (um?) cinsinden &lgiilerek degerlendirildi. Metastatik alanlar total doku
alanina oranlanarak metastatik kitlenin alan oran1 hesaplandi. Tim gruplar igin bu

degerlendirilme yapildi.
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3.9 Periferik Yayma Analizi

Inflamatuvar yamtlar1 degerlendirmek igin yapilan analizlerde her hayvandan alinan kandan
periferik yayma yapilip hematoksilen-eozin ile boyandiktan sonra monosit, lenfosit ve notrofil
miktarlari sayildi. Sayma igslemi her hayvandan 2 slaytin 10 farkli alaninin fotograflandirilmasiyla

gerceklestirildi. Elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirildi.

3.10 Immiinohistokimyasal Analizler

Kullanilan Soliisyonlar
e Sitrik asit (pH:6.0; 900 ml distile suda 2,1 gr sitrik asit)
e PBS (Phosphate Buffered Saline, pH: 7,2-7,4; 2000 ml suda 16 gr Sodyum Kloriir (Merck
# 1.06404.1000) 2,85 gr Disodyum Hidrojen Fosfat (Merck # 1.06580.1000), 0,8 gr
Potasyum Dihidrojen Fosfat (Merck # 1.04873.1000))

e %3 H0,

e Alkol serileri
e Kiilol

e Entellan

Primer timor ve metastaz analizleri igin kullanilan karaciger dokularinda, MKSH belirtegleri
CD11b, Ly6G (GR1), CD33 ile anjiyogenik belirtegler olan; VEGF-A, VEGFR-1 ve VEGFR-2
ekspresyonlari immunohistokimyasal olarak degerlendirildi. 5 mikrometre kalinligindaki kesitler
superfrost lamlar {izerine alindi ve gece boyunca 60°C’lik etiivde bekletildi. Parafinden
kurtarilmak igin, kesitler 2 defa 10’ar dakika ksilolden gegirildi. Kesitler daha sonra alkol
serilerinden sirastyla (%100, %90, %80, %70) 5’er dakika geg¢irildi. Distile su ile yikama islemini
takiben; dokulardaki antijenik epitoplarinin belirginlesmesi igin kesitler, sitrik asit tamponu
(pH:6,0; 900 ml distile suda 2,1 gr sitrik asit) igine alindi. 750 watta 7 dakika olacak sekilde
mikrodalga firinda kaynatma islemi yapildi. Mikrodalgada kaynatma isleminden sonra kesitler
sitrik asit icerisinde 20 dakika boyunca oda 1sisinda sogumaya birakildi. Kesitler yikama
sollisyonu olan fosfat tamponuna (PBS) alinip 3 kere 5’er dakika yikand1 ve dokulardaki endojen
peroksidaz aktivitesini yok etmek icin metanolle karistirilan 9%3’liik hidrojen peroksit

soliisyonunda (63ml metanol+7ml H202) 15 dakika bekletildi. Daha sonra, kesitler 5’er
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dakikadan 3 defa PBS’te yikandi. Dokularin g¢evresi antikorun dagilmasini engellemek icin
hidrofobik kalemle (Patolab, #PEN-01 hydrophobic pappen) ¢izildi. Spesifik olmayan antikor
baglanmasini1 6nlemek igin, bloklama soliisyonu (Ultra V Block, LabVision Corporation, #TA-
125UB) kullanilarak 7 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Bloklama solusyonu Kkesitler
tizerinden uzaklastirildi ve primer antikorlar olan CD11b (abcam, #ab133357), Ly6G (GR1)
(abcam, #ab25377), CD33 (abcam, #ab203032), VEGF-A (abcam, #ab51745), VEGFR-1
(abcam, #ab32152) ve VEGFR-2 (abcam, #ab45010) ile +4°C’de gece boyu inkiibe edildi. Ertesi
glin, tekrar PBS ile 5 dakika 3 kez yikanip, biyotinli sekonder antikorda (Vector Lab. #BA-1000)
oda sicakhiginda 1 saat bekletildi. Inkiibasyonun ardindan 3 defa 5 dakika PBS ile yikand.
Streptavidin-peroksidaz (Scytek sensitek #SHP125) ile 40 dakika inkiibe edilen slaytlar;
inkiibasyondan sonra PBS ile yikama islemine tabi tutuldu. Sonrasinda da kromojen olarak DAB
(3,3'-Diaminobenzidine) (Sigmafast™, #D4168-50SET) substrati damlatilarak enzim substrat
iliskisi sonucunda reaksiyon bolgelerinin kahverengi olmasi i¢in 3dk. beklendi. DAB reaksiyonu
slaytlar1 suya alarak durduruldu. Kesitlere Mayer'in hematoksileniyle (DDK Italia, #09-168) zit
boyama yapilip entellan (Merck #107961.0500) ile kapatildi. Isik mikroskobu diizeyinde meme
primer timori ve karaciger dokularinda CD11b, Ly6G (GR1), CD33, VEGF-A, VEGFR-1 ve
VEGFR-2 proteinlerinin dagilimlar1 ve immiinoreaktivite dereceleri tespit edilip fotograflar

cekildi.

Immunohistokimyasal ekspresyonlart degerlendirmek igin ve ayni zamanda ayr1 ayri tiim
antikorlarin ekspresyon seviyelerini gruplar arasinda kiyaslayarak nitel bir deger belirlemek i¢in;
ekspresyon seviyeleri tiim dokularda Image-J (Image Processing and Analysis in Java—NIH)

analizleri yapilarak degerlendirildi.

3.10.1 Image-J Analizi

Slaytlarin rastgele 10 alanindan fotograflar ¢ekildi ve ekspresyon miktarlart Image-J programi
kullanilarak degerlendirildi. Ardindan biitiin dokunun alani hesaplanarak total alan Sl¢timii ile
ekspresyon goriilen alanlar birbirine oranlandi. iImmiinohistokimyasal ekspresyonlarin tamami

Image-J programi yardimiyla degerlendirildi ve gruplara arasindaki fark kiyaslandi.
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3.10.2 Istatistiksel Analiz
Yapilan analizlerin sonuglar1 Image J programu ile istatistiksel olarak degerlendirildi. Analizlerde

SigmasStat 3.5- Systat Software paket programi kullanildi ve p<0,005 istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi. Veriler normal dagilima uydugunda Tek Yonlii Varyans Analizi (One Way
ANOVA) yapildi. imiinohistokimyasal ve western blot analizinden elde edilen degerler One-way

ANOVA ile analiz edilmistir ve post-hoc test olarak Student- Newman testi kullanilmustir.

3.11 Western Blot Yontemi
Hayvanlardan aldigimiz primer tiimor dokularinda aradigimiz VEGF-A, VEGFR-1 ve VEGFR-2
proteinlerinin varligini belirlemek igin Western Blot yontemini ile proteinlerin ekspresyon

seviyeleri degerlendirildi.
3.11.1 Dokulardan Lizat Hazirlanmasi

Kullanilan Soliisyonlar

Lizis Tamponu:

10ml 0,1M Tris (pH 7.4), (Bio-Rad, #161-0719)

e 90ml distile su, Iml 100X Na-orthovanadate (Sigma, #S650)

e 1gr SDS (Sigma, # L4390)

e Proteaz inhibitor kokteyli (PIK) (Protease inhibitor coctail tablet, Roche,
#1169749800120)

Sakrifikasyon esnasinda aliman ve sivi nitrojende -196°C’de saklanan dokulardan lizatlar
hazirlandi. Primer tiimor doku Ornekleri, bistiiri ile pargalanip ezildi ve ependorf tiiplerine
alinarak agirliklari tartildi. 0,2 gr doku basina 600 mikrolitre lizis tamponu ve 25 mikrolitre PIK
olacak sekilde hesaplama yapilarak ependorflara lizis tamponu ve proteaz inhibitdr kokteyli
eklendi. Ornekler lizis tamponu ile iyice karistirildi. 20 dakika buz {izerinde bekletildi. Daha
sonra sonikasyon ile ses dalgalar1 yardimiyla mekanik pargalanmalar1 ve homojenize olmalari
saglandi. 30 dakika daha buz iizerinde bekletilerek toplam 50 dakika lizis tamponu ile muamele
edildi. Ornekler +4°C’de 15.000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi. Siipernatantlar alinip yeni
ependorf tiiplere konuldu, pelet kismi atildi ve lizatlar hazirlanmis oldu. Hazirlanan lizatlar -20°C

de saklandi.
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3.11.2 Western Blot Protokolii

Kullanilan Soliisyonlar
5X Yiritme Tamponu:
e 9gr Tris (Bio-Rad, #161-0719)
e 43.2 gr Glisin (Bio-Rad, #161-0718)
e 3gr SDS (Sigma, # L4390)
e 600 ml Distile Su
e Distile su ile 1X seklinde diliie edilerek kullanildi.

Transfer Tamponu:
e 143 gr Glisin (Bio-Rad, #161-0718)
e 3gr Tris (Bio-Rad, #161-0719)

Karisgtm 700 ml distile su igerisinde ¢oziildii. Solisyona 200 ml Metanol (Merck,
#1.06.008.2500) eklendi ve toplam hacim distile su ile 1000 m1’ye tamamlandi.

Bloklama Soliisyonu (%5’lik siit tozu):
5gr siit tozu (Bio-Rad ##1706404) 100 ml TBS-T igerisinde ¢oziildii ve +4°C’de 24 saat kalacak
sekilde muhafaza edildi.

10X TBS Tamponu:
e 60.55 gr Tris (Bio-Rad, #161-0719)
e 87.66 gr NaCl (Merck #1.06404.1000)

e 800 ml distile suda ¢ozdiiriildii. pH’1 7,4’e ayarlandi. pH ayarlandiktan sonra toplam

hacim distile su ile 1000 ml’ye tamamlanda.

TBS-T Solisyonu:

Hazirlanan 10X TBS’ten alinan 100ml soliisyon distile su ile 1 litreye tamamlandi ve bdylece 1X
TBS elde edilmis oldu. Elde edilen 1 litre 1X TBS igerisine 1000ul Tween-20 (Sigma, #P9416)
eklendi ve oda 1s1sinda saklandi.

e Thick Blot Paper (Bio-Rad,#165-0921)
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e Blotting-Grade Blocker nonfat dry milk (Siit tozu) (Bio-Rad, #170-6404)

e SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific, #34080)
e PVDF Transfer Membrani (Thermo Scientific, #88520)

e PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, #26619)

e CL- Xposure film 18x24 cm (Thermo Scientific, #34089)

e PQ Universal Developer 5L (ILFORD, #1757314)

e Hypam Fixer 5L (ILFORD, #1758285)

Calisilacak proteinlerin agirliklar: (kDa) géz Oniine alinarak uygun jeller hazirlandi (%10’luk bis-
akrilamid jel). Her kuyucuga 20 ul o6rnek yiiklendi ve proteinler yiikklemeden once leammli ile
muamele edildi ve lineer hale gelmeleri saglandi.  Protein-Leammli karisimi 6nce 15 dakika
80V’da, daha sonra 2 saat 100V’da elektroforez yapildi. Blot asamasina ge¢meden Once
proteinlerin aktarilacagi PVDF membranlar metanol ile 5 dk ¢alkalayici inkiibatr iizerinde
muamele edildi. Elektroforez asamasindan sonra blotlama islemi yapilarak (gece boyu +4°C’de)
jeldeki proteinlerin membranlara aktarilmasi1 saglandi. Proteinlerin aktarildigi PVDF
membranlarda spesifik olmayan baglanmalari engellemek i¢in TBS-T ile hazirlanmis %5°lik siit
tozu karigimi ile 1 saat siireyle bloklandi. Daha sonra bloklanmis olan membranlar herhangi bir
yikama islemi yapilmadan uygun sicaklik ve kosullarda (+4°C’de gece boyu) primer antikorlarla
karistirict tizerinde inkiibe edildi. Primer antikorlarla inkiibasyondan sonra membranlar 3 kez 10
dakika siire ile TBS-T soliisyonu ile yikandi. Yikama asamasindan sonra sekonder antikor ile
uygun sicaklik ve kosullarda (oda 1s1s1nda, 1 saat) inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda tekrar 3
kez 10 dakika TBS-T soliisyonu ile yikandi. Membranlar kemiliiminesan ile uygun siirede inkiibe

edilip, membrandaki protein bantlar1 karanlik odada filme aktarildi.
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4. BULGULAR

4.1. inflamatuvar Yamtlarin Degerlendirmesi

Viicuda giren bir patojen sonucu hayvanin 16kosit miktarlarinda bazi degisimler meydana gelir.
Hayvanin vermis oldugu bu tepki inflamatuvar yanit sonucudur. Tiimor de inflamatuvar yanita
eslik eder ve bu yanit1 degerlendirmek icin sakrifikasyon sirasinda hayvanlardan kan alindi. Bu

kanlarda periferik yayma preparatlar1 hazirlanip immiin hiicreler sayildi.

Periferik Yayma Analizi
Yapilan analizler monosit sayist agisindan degerlendirildiginde; analizler sonucunda sadece

tiimor enjekte edilmis grup olan TM’ye gore M1+TM ve TM+M2 grubunda monosit miktarinda
anlamli bir azalma gozlemlendi (Sekil 4.1.) (*p<0,05).

Monosit

*

B3 Kontrol
EBE ™

= M1+T™M
[ ¢+™™
TM+M2
T™M+C

Hucre Sayisi

Sekil 4.1. Periferik kan yayma analizi sonucunda monosit hiicre miktarmin gruplara gére dagilimi gosterilmektedir.
Melatonin ile tedavi edilen gruplarda monosit miktarmimn anlamli olarak diistiigii dikkati ¢ekmektedir. (*p<0,05
degerinde anlamlilik ifade etmektedir).

Lenfosit agisindan degerlendirildiginde; kontrol grubuna kiyasla tiimorlii hayvanlarda artan
lenfosit sayis1 dikkati ¢ekmektedir. Buna karsin; TM grubundaki artisin M1+TM grubunda
anlamli olarak azaldig1 gozlendi (Sekil 4.2.) (*p<0,05).
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Sekil 4.2. Periferik kan yayma analizi sonucunda lenfosit hiicre miktarinin gruplara gére dagilimi gosterilmektedir.
Yapilan analizlerde lenfosit miktarinin sadece tiimor enjekte edilen grupta (TM) yiiksek oldugu melatonin ve ¢oziicii
uygulanan gruplarda da diisiik oldugu goriildii (*p<0,05 degerinde anlamlilik ifade etmektedir.)

Yapilan analizlere gore; sadece tiimor enjeksiyonu yapilan ve hi¢ tedavi almamis TM timor
gruplarinda kontrol hayvanlarina kiyasla nétrofil sayisinda artis gozlenmistir. Buna gore,
inflamatuvar yanitin timore bagh olarak arttigi goriilmektedir. TM grubuna kiyasla melatonin
uygulanan gruplarda nétrofil sayisinin azaldig1 fakat bu azalmanin anlamli olmadigi gézlendi.
Ayrica hem melatonin hem de ¢oziicii gruplari birbirleriyle kiyaslandiklarinda da anlamli bir fark
bulunamadi. Her grup kontrol ile kiyaslandiginda ise; timor enjeksiyonu yapilmig, melatonin ve

¢oziicli uygulanmis hayvanlarda notrofil sayisinin anlamli olarak arttig1 gozlendi( Tablo 4.3.).

NOTROFIL

ER KONTROL
= It

B M1+T
o G+TM
Th+M2
Thi+C

HUCRE SAYISI

Sekil 4.3. Periferik kan yayma analizi sonucunda nétrofil miktarinin gruplara gore dagilimi gorillmektedir. Analiz
sonucunda nétrofil sayisinin, timor enjekte edilmis tiim gruplarda timor enjekte edilmeyen kontrol hayvanlarina
gore arttig1, melatonin uygulanan gruplarda da azalmanin oldugu ancak bunun istatistiksel olarak anlamli olmadigi
dikkati gekmekteydi. (*p<0,05 degerinde anlamlilik ifade etmektedir).
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Tablo 4.1. Gruplardan alinan kan 6rneklerinden hazirlanan periferik yayma preperatlarinin incelenmesi ve analizleri
tabloda kiyaslanmaktadir.

LENFOSIT MONOSIT NOTROFIL
(hiicre) (hiicre) (hiicre)

KONTROL 1,42 0,18 0,42

™ 6,56 1,78 25,01

M1+ TM 2,65 0,263 12,9

C+TM 4,657 1,243 20,843

™ + M2 3,214 0,1 15,071
TM+C 4,333 1,1 18,689

4.1.1 Tstatistiksel Analiz
Periferik yayma analizinde, SigmaStat 3.5- Systat Software paket programi kullanildi ve p<0,005

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Normal dagilim oldugu durumda Tek Yonlii Varyans

Analizi (One Way ANOVA) yapildi. Post-hoc test olarak Student- Newman testi kullanildi.

4.2 Primer Tiimorlerin Proliferasyon Hizindaki Degisimlerin Degerlendirilmesi

Primer timor enjeksiyonundan 1 hafta sonra baslanan ve 3 giinde bir yapilan tiimor 6lgtimleri
sonucunda her hayvanin timor biiylime hizlar1 degerlendirildi. Yapilan analizler sonucunda
primer tiimorlerin bliylime hizindaki degisim degerlendirilmis ve dnceden melatonin enjeksiyonu
yapilarak deneye dahil edilen hayvanlarin timdr biiyiime hizlarinin (M1+TM) diger gruplara gore
daha yavas olmasina ragmen en diisiik bliyiime hizinin tiimdrden sonra melatonin uygulamasina

ait oldugu dikkati ¢ekmistir (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. Primer tiimor bilyiime hizlarimin giinlere gore degisim grafigi goriilmektedir. Uger giin arayla yapilan
timor biiyiime 6l¢iimlerinde; tiimor biitylimesinin melatonin verilen gruplarda sadece tiimor enjeksiyonu almig gruba
gore daha yavag seyrettigi goriildii.

4.3 Hayvan Agirhiklarimin Olgiimii

Meme kanseri modeli olusturulan fareler zaman igerisinde tiimoriin metastaz potansiyeline de
bagli olarak, normal agirliklarin1 kaybetmeye baslarken, tiimorlerinin biiylimesine bagli olarak da
belli bir kitle kazanirlar. Bu nedenle tiimor kitleleri uzaklastirildiktan sonra hayvan agirliklarim
degerlendirdik. Melatoninin tiimérden Once de kullanilmaya baslanmasi, olas1 etkilerini
degerlendirmemizi saglarken, hayvan agirliklarini da etkileyip etkilemediginin incelenmesi,
farelerin yeme potansiyeli ile de yakindan iliskili oldugundan gruplar arasindaki hayvan

agirliklart farkt degerlendirildi (Sekil 4.5.).

Buna gore tiimor enjeksiyonu yapilan giin Olciilen hayvan agirliklari, sakrifiye edildikten ve

tiimor uzaklastirildiktan sonra yapilan agirliklarla kiyaslanarak sonuglar degerlendirildi.
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Sekil 4.5. Hayvan agirliklarinin gruplara gore degerlendirilmesi grafikte gosterilmektedir. Buna gore; tiimor
bliylimesine bagli olarak gruplar arast hayvan agirliklar1 arasinda yapilan analizler sonucunda hayvanlarin
agirliklarinda anlamli bir degisimin olmadigi uygulanan melatoninin de hayvan agirliklar1 {izerinde ciddi bir etki

yaratmadig1 gériilmektedir.

4.4 Primer Tiimér Agirhk Olgiimii

Hayvanlarin sakrifikasyon sirasinda alinan primer timor dokulart hassas terazi ile tartildi ve

sonuclar istatistiksel olarak degerlendirildi. Buna gore; tiimor sonrast melatonin (TM+M2)

verilen grupta, sadece tiimor enjeksiyonu yapilan (TM) ve tiimdr ve ¢oziicii (TM+C) uygulanan

gruplara gore istatistiksel olarak anlamlilik goriilmektedir (Sekil 4.6.). Timor agirliklarinda

MI+TM grubunda ise ¢6ziicli gruplarina gére herhangi bir anlamlilik gériilmemektedir.
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Sekil 4.6. Timor agirliklarinin gruplar arasi degerlendirildigi grafik gosterilmektedir. Yapilan Ol¢iimlerde timdr
agirliklarinin melatonin verilen grupta (TM+M2) sadece timdr enjeksiyonu almis gruba gore anlamli olarak azaldigt
goriildi. (*p<0,05 degerinde anlamlilik ifade etmektedir).

4.4.1 istatistiksel Analiz
Timoér agirliklarinin ve hayvan agirliklarinin analizinde, SigmaStat 3.5- Systat Software paket

programi1 kullanildi ve p<0,005 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Normal dagilim oldugu
durumda Tek Yonlii Varyans Analizi (One Way ANOVA) yapildi. Post-hoc test olarak Tukey
testi kullanildu.

4.5 Mikro ve Makro Metastaz Analizleri

Timor hiicreleri ilk olarak olustuklar1 ortamdan, mikrogevrenin ve anjiyogenik faktorlerin de
etkisiyle bir siire sonra farkli organlara veya alanlara tasinirlar. Metastaz olarak bilinen bu
durumda; timor hiicreleri sonradan ulastiklari ikincil alanlarda veya dokularda primer
karakterlerinden farkli bir karaktere sahip olurlar. Ortamin da indiiktif etkisiyle giderek kitle
boyutunu arttirir ve yeni metastatik odaklar arayabilirler. Calismamizda da metastaz analizlerinin
yapilmasi; timor hiicrelerinin olusturduklari ikincil gog¢ alanlarinin oranini goéstermek amaciyla

planlandi.

4.5.1 Akciger Makro Metastaz Analizi

Yapilan analizler sonucunda akcigerlerin tamami degerlendirilerek goz ile goriilebilen metastatik
nodiiller sayildi ve gruplar arasinda degerlendirme yapildi. Makro metastatik alanlar gruplar
arasinda degerlendirildiginde melatonin uygulanan gruplarda (M1+TM ve TM+MZ2) sadece
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tumoriin  verildigi TM grubuna gore anlamli bir azalma gozlendi. (Sekil 4.7.) (*/** igin;
p<0.005).

AKCIGER MAKRO METASTAZ ANALiZi
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Sekil 4.7. Akciger dokularinda makrometastaz analizlerinin grafigi goriilmektedir. Analiz sonucunda; melatonin
verilen tedavi gruplarinda (M1+TM, TM+M2) metastatik nodiillerin sadece timor enjekte edilen gruba (TM) gore
anlamli olarak azaldigi gorilldi (*/** igin; p<0.005).

4.5.1.1 istatistiksel Analiz
Timoér agirliklarinin ve hayvan agirliklarinin analizinde, SigmaStat 3.5-Systat Software paket

programi kullanildi ve p<0,005 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Normal dagilim oldugu
durumda Tek Yonlii Varyans Analizi (One Way ANOVA) yapildi. Post-hoc test olarak Student-

Newman testi kullanilmistir.

4.5.2 Akciger Mikro Metastaz Analizi

Hayvanlar sakrifiye edildikten sonra akciger dokular1 c¢ikartildi ve mikrometastaz analizleri
yapildi. Her hayvanin akciger dokular1 Bouin takibine alinip sonrasinda seri kesit alma islemi
gergeklestirildi. Kesitler poly—L-lizinli lamlara alinip, aralarindan rastgele segilen 20 slayt
hematoksilen-eozinle boyandi. Her slayttan 10 farkli alan fotograflanarak bu alanlarda metastatik
alanlarin isaretlenmesiyle sonuglar metastatik kitlenin biiyiikliigiiniin total alana oranlanmasiyla
degerlendirildi (Sekil 4.8.). Yapilan analiz sonucunda; akcigerdeki metastatik alanlarin melatonin
verilen gruplarda, sadece tiimor enjekte edilen gruba gére anlamli olarak azaldig goriildi (Sekil

4.9).
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Sekil 4.8. Akcigerdeki metastatik alanlarin gruplar arasindaki farklari resimlerde goriilmektedir. Yapilan analizlerde;
metastatik alanlarin, melatonin uygulanan gruplarda sadece tiimor enjekte edilmis gruplara gore azaldigi goriildii.

AKCIGER MIKRO METASTAZ ANALizZi

g2 ™

B3 MI1+TM
B ¢+
Om Th+h2
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Sekil 4.9. Akciger dokularinda mikrometastaz analizlerinin grafigi gosterilmektedir. Analiz sonucuna gore;
melatonin verilen tedavi gruplarinda (M1+TM, TM+M2) metastatik alanlarin sadece tiimor enjekte edilen gruba
(TM) gore anlamli olarak azaldigi goriildii (*/** igin; p<0.005).

4.5.2.1 Istatistiksel Analiz
Timoér agirliklarinin ve hayvan agirliklariin analizinde, SigmaStat 3.5- Systat Software paket

programi kullanild1 ve p<0,005 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Normal dagilim oldugu
durumda Tek Yonlii Varyans Analizi (One Way ANOVA) yapildi. Post-hoc test olarak Student-

Newman testi kullanilmistir.
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4.5.3 Karaciger Mikrometastaz Analizi

Hayvanlar sakrifiye edildikten sonra karaciger dokulari ¢ikartildi ve mikrometastaz analizleri
yapildi. Bunun i¢in; her hayvanin karaciger dokulari parafin takibe alinip sonrasinda seri kesitler
poly—L—lizinli lamlara aktarildiktan sonra, aralarindan rastgele segilecek 20 slaytin hematoksilen
eozinle boyanmasi saglandi. Her slayttan 10 farkli alan fotograflanarak bu alanlarda metastatik
alanlarin isaretlenmesiyle sonuglar metastatik kitlenin biiyiikliigliniin total alana oranlanmasiyla
degerlendirildi (Sekil 4.10.). Olgiimler um? olarak hesaplandi. Sadece tiimér verilen grup olan
TM ve ¢oziicii gruplarinin (C+TM ve TM+C) karaciger dokularinda goriilen metastatik alanlarin
toplam alana orani, melatonin verilen gruplara (M1+TM ve TM+M2) gore oldukg¢a fazlaydi.
MI1+TM ve TM+M2 gruplarinin metastatik alanlarindaki azalig da istatistiksel olarak anlamli
bulundu (Sekil 4.11.) (*/**p<0,05).
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Sekil 4.10. Karacigerdeki metastatik alanlarin gruplar arasi1 degisimi gosterilmektedir. Metastatik alanlarin
boyutlarinin degerlendirildiginde, melatonin uygulanan her iki grupta da bu alanlarin sadece tiimor enjekte edilen
gruplara gore anlamli olarak azaldig1 goriildii.

KARACIGER MIKRO METASTAZ ANAL.iZi
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Sekil 4.11. Karaciger dokularinda mikrometastaz analizlerinin grafigi gosterilmektedir. Analiz sonucuna gore;
melatonin verilen tedavi gruplarinda (M1+TM, TM+M2) metastatik alanlarin sadece tiimor enjekte edilen gruba
(TM) gore anlamli olarak azaldigi goriildii (*/** igin; p<0.005).
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4.5.3.1 istatistiksel Analiz
Timoér agirliklarinin ve hayvan agirliklarinin analizinde, SigmaStat 3.5-Systat Software paket

programi kullanild1 ve p<0,005 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Normal dagilim oldugu
durumda Tek Yonlii Varyans Analizi (One Way ANOVA) yapildi. Post-hoc test olarak Student-

Newman testi kullanildi.

4.6 Primer Tiimor Dokularmin Immiinohistokimyasal Analizlerle Degerlendirilmesi

Primer tiimorlerde yapilan immiinohistokimyasal analizler igin 6nemli MKSH belirteglerinden
olan CD11b, GR1 ve CD33 antikorlarinin ekspresyonlari degerlendirildi. CD11b* ve Grl tiimér
mikrogevresinde yer alan, kemik iligi kdkenli hiicreler dominant timdr faktorlerinin kaynagi
olarak bilinen MKSH belirteci olarak kabul edilmektedir. CD33 de; CD33 myeloid seriye ait

sitoplazmik myeloperoksidazlardir.

Timoriin gelisimini destekleyen MKSH’lerin ifadesi goz oniine alindiginda, CD11b*, GR1 ve
CD33 belirtegleri bunun i¢in 6nemli belirteglerdir. Melatonin uygulanan gruplarda bu proteinlerin
ekspresyonlarinin ¢6ziicli ve sadece tiimor uygulanan gruba goére anlamli derecede azaldig

gozlendi.

Yapilan deneylerde CD33, CD11b" ve GR1 ekspresyonunun gruplar arasinda sadece tiimor
enjekte edilmis TM grubuna gore, tiimor enjekte edilmeden dnce melatonin baslanan gruplarda
(M1+TM) ve timor enjekte edildikten sonra melatonin verilmeye baslanan gruplarda (TM+M2)
da anlamli derecede bir diistiigii gézlendi (Sekil 4.12.) (*/** p<0,05).
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Sekil 4.12. CD11b, GR1 ve CD33 antikorlarinin primer timér dokusunda immiinohistokimyasal ekspresyonlari
gosterilmektedir. Yapilan analizlerde MKSH belirteglerinin melatonin uygulanan gruplarda (M1+TM, TM+M2)
gozle goriiliir bir sekilde diistiigii goriildi. Sadece tiimor enjekte edilen grupta ise bu ekspresyonlar oldukg¢a yogundu.
(NK: Negatif Kontrol, oklar: timér hiicresindeki CD11b, CD33 ve GR1’i gostermektedir. Ekspresyonlar CD11b,

CD33 igin; sitoplazmik iken, GR1 i¢in niikleerdir). Skala bar: 50pum

Yapilan image J analizleri sonucunda, MKSH belirtegleri olan CD11b, CD33 ve GR1 igin gruplar
aras1 farkliliklar degerlendirildiginde; melatonin uygulanan M1+TM ve TM+M2 gruplarinda
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yalniz timor enjekte edilmis TM grubuna gore CDI11b ekspresyonlarinda goézle goriiliir bir

azalma gozlendi. Bu degisim image j analizi ile istatistiksel olarak dogruland1 (Sekil 4.13.).

CD11b EKSPRESYONU
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Sekil 4.13. MKSH belirteci olan CD11b’nin ekspresyon grafigi gosterilmektedir. Analiz sonucunda, CD11b
ekspresyonu melatonin tedavi gruplarinda sadece timor enjekte edilmis gruba gore anlamli olarak azaldig1 goézlendi
(*/** i¢in; p<0,005).

MKSH belirteci olan GR1’in timér varhiginda oranlarimin arttigr bilinmektedir. Yaptigimiz

deneyde sadece tlimor verilen gruba gore melatonin verilen gruplarda anlamli bir azalma

gozlendi (Sekil 4.14) (*/** p<0,05).
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Sekil 4.14. Gruplar arast GR1 ekspresyonunun grafigi gosterilmektedir. Yapilan analizlerde; GR1 ekspresyonunun
melatonin uygulanmig gruplarda sadece tiimor enjekte edilmis gruba gore anlaml olarak azaldigi gozlendi (*/** igin;
p<0,005)

Yaptigimiz deneylerde sadece tiimor enjekte ettigimiz grup olan TM’de CD33 ekspresyonu
fazlayken, melatonin uyguladigimiz gruplarda (M1+TM ve TM+M2) bu ekspresyonun azaldigi
gorildii (Sekil 4.15.) (*/** p<0,05).
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Sekil 4.15. MKSH belirteci olan CD33’iin ekspresyon grafigi gosterilmektedir. Yapilan analizlerde; CD33
ekspresyonunun; melatonin verilen gruplarda sadece tiimor enjekte edilmis gruba gore anlamli olarak azaldigi
goriildi (*/** igin; p< 0,005).

4.6.1 Istatistiksel Analiz
MKSH belirteglerinin immiinohitokimyasal analizinde, SigmaStat 3.5-Systat Software paket

programi kullanild1 ve p<0,005 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Normal dagilim oldugu
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durumda Tek Yonlii Varyans Analizi (One Way ANOVA) yapildi. Post-hoc test olarak Student-

Newman testi kullanildi.

Primer tiimorlerde anjiyogenez belirteclerinden olan VEGF-A, VEGFR-1 ve VEGFR-2 ile
yapilan immiinohistokimyasal analizlerde, melatonin uygulanan gruplarda VEGF-A, VEGFR-1

ve VEGFR-2 proteinlerinin miktarlarinda melatonin uygulanmamis gruba gore anlamli bir
azalma oldugu gozlendi (Sekil 4.16.) (*/** p< 0,005).
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Sekil 4.16. Primer timo6r dokusunda anjiyogenez belirteglerinin ekspresyonu gosterilmektedir. Yapilan deneyler
sonucunda anjiyogenik molekiillerin ekspresyonu melatonin verilen M1+TM ve TM+M2 gruplarinda, sadece timor
enjekte edilmis olan TM grubuna goére gozle goriiliir bir sekilde azaldi. Oklar; tiimor hiicrelerindeki ekspresyonlari
gostermektedir. (NK: Negatif Kontrol, Skala bar: 50um).
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Yapilan immunohistokimyasal analizlerde, VEGF-A (Sekil 4.17.), VEGFR1 (Sekil 4.18.) ve
VEGFR2 (Sekil 4.19.) ekspresyonlar1 gruplar arasinda degerlendirildiginde, bu molekiillerin
melatonin verilen M1+TM ve TM+M2 gruplarinda ekspresyonun sadece tiimor verilmis TM
grubuna gore anlamli olarak azaldigi goriildii. Bu ekspresyon farklari da image J analizi ile

dogrulandi.
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Sekil 4.17. VEGF-A antikorunun gruplar arasi ekspresyon analizini gosteren grafik gosterilmektedir. Yapilan
analizlerde VEGF-A ckspresyonu melatonin verilen gruplarda anlamh bir sekilde azaldigi gorildi ( */** igin;
p<0,005).
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Sekil 4.18. VEGFR-1 antikorunun gruplar arasi ekspresyon analizini gosteren grafik goriilmektedir. Yapilan
analizlerde VEGFR-1 ekspresyonu melatonin verilen gruplarda anlamli bir sekilde azaldigi goriildi (*/** igin;
p<0,005).
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Sekil 4.19. VEGFR-2 antikorunun gruplar arasi ekspresyon analizini gosteren grafik goriilmektedir. Yapilan image J
analizlerinde; VEGFR-2 ekspresyonu melatonin uygulanan gruplarda anlamh bir sekilde azaldigi dikkati
¢ekmekteydi ( */** igin; p<0,005).

4.6.2 Istatistiksel Analiz
Anjiyogenez belirteglerinin immiinohistokimyasal analizinde, SigmaStat 3.5-Systat Software

paket programi kullanildi ve p<0,005 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Normal dagilim
oldugu durumda Tek Yo6nlii Varyans Analizi (One Way ANOVA) yapildi. Post-hoc test olarak

Student- Newman testi kullanilmistir.

4.7 Karaciger Dokularinin Immiinohistokimyasal Analizlerle Degerlendirilmesi

Karaciger dokularinda yapilan immiinohistokimya analizleri sonucunda MKSH belirteglerinin
gruplar aras1 degerlendirmesi yapildi. Sonuglara gére, melatonin uygulanan gruplarda CD11b,
CD33 ve GRI proteinlerinin ekspresyonlarinin sadece tiimor enjeksiyonu yapilmig gruba gore

anlaml1 bir sekilde azaldig1 gozlendi (Sekil 4.20.).
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Sekil 4.20. Karaciger dokusunda CD11b, CD33 ve GRI1 ekspresyonlar1 goriilmektedir. Yapilan analizlerde;
melatonin uygulanan gruplarda (M1+TM, TM+M2), sadece tiimor enjekte edilmis gruba gére MKSH belirteglerinin
ekspresyonlarinin daha az oldugu goriildii. Oklar metastatik alanlarda bulunan tiimér hiicrelerindeki ekspresyonlari
gostermektedir. (NK: Negatif Kontrol). (Skala bar: 50pm).
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Yapilan analizler sonucunda; melatonin uygulanan gruplarda (M1+TM, TM+M2), sadece timor
enjekte edilmis gruba gore CD11b belirtecinin ekspresyonunun daha az oldugu goriildi (Sekil
4.21.).

CD11b EKSPRESYONU
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Sekil 4.21. Karacigerde CD11b ekspresyonunun gruplar arasi farkliliklari gosterilmektedir. Analizlerde CD11b
ekspresyonunun melatonin uygulanan gruplarda anlamli olarak az oldugu gézlendi (*/** p<0,05).

Melatonin uygulanan gruplarda (M1+TM, TM+M2), sadece tiimor enjekte edilmis gruba gore
GR1 belirtecinin ekspresyonunun da daha az oldugu gortildii (Sekil 4.22.).
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Sekil 4.22. Karacigerde GR1 ekspresyonunun gruplar arasi farkliliklar1 gosterilmektedir. Analizlerde GR1
ekspresyonunun melatonin uygulanan gruplarda anlamli olarak az oldugu gézlendi (*/** p<0,05).

CD33 ekspresyonunun da melatonin uygulanan gruplarda (M1+TM, TM+M2), sadece timor
enjekte edilmis gruba gore daha diistik oldugu goriildii (Sekil 4.23.).
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Sekil 4.23. Karacigerde CD33 ekspresyonunun gruplar arasi farkliliklari gosterilmektedir. Analizlerde CD33
ekspresyonunun melatonin uygulanan gruplarda anlamli olarak az oldugu gézlendi (*/** p<0,05).

Anjiyogenez belirteclerinden olan VEGF-A, VEGFR-1 ve VEGFR-2’nin karaciger dokusundaki
ekspresyonlart da immunohistokimyasal olarak degerlendirildi. Melatoninle uygulanan M1+TM
ve TM+M2 gruplarinda anjiyogenezde kilit rol oynayan molekiiller VEGF-A, VEGFR-1 ve
VEGFR-2’nin ekspresyonlar1 sadece tlimor enjeksiyonu yapilmig TM grubuna gore anlamli bir

sekilde diisiik bulundu (Sekil 4.24.).
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Sekil 4.24. Anjiyogenik belirteglerin karaciger dokusunda immiinohistokimyasal olarak degerlendirilmesi
goriilmektedir. VEGF-A, VEGFR-1 ve VEGFR-2 molekiillerinin melatonin uygulanan gruplarda diisiik, sadece
timér uygulanan grupta ise yiiksek oldugu goriildii. Oklar, metastatik alanlarda tiimér hiicrelerinde bulunan
ekspresyonlar1 gostermektedir. (Skala bar: S0um, NK: Negatif kontrol)
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Yapilan analizler sonucunda; anjiyogenik belirtecler olan VEGF-A, VEGFR-2 ve VEGFR-1
degerlendirildiginde VEGF-A ekspresyonunun melatonin uygulanan M1+TM ve TM+M2

gruplarinda sadece tiimér verilen TM grubuna gére anlamli olarak azaldigi gozlendi (Sekil 4.25.).
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Sekil 4.25. VEGF-A molekiiliiniin ekspresyonu immiinohistokimyasal olarak degerlendirilmis ve image J analizi ile
gruplar arasindaki degisim istatistiksel olarak yorumlanmustir. Grafik gruplar arasi VEGF-A ekspresyonunun
degisimini gostermektedir. Analizlerde VEGF-A ekspresyonunun melatonin uygulanan gruplarda anlamli olarak
azaldigi goriilmektedir (*/** p<0,05).

VEGFR-1 ekspresyonunun da melatonin uygulanan M1+TM ve TM+M2 gruplarinda sadece

tiimor verilen TM grubuna gore anlamli olarak azaldigr gézlendi (Sekil 4.26.).
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Sekil 4.26. VEGFR-1 molekiiliiniin ekspresyonu immiinohistokimyasal olarak degerlendirilmis ve image J analizi
ile gruplar arasindaki degisim istatistiksel olarak yorumlanmistir. Grafik, gruplar aras1t VEGFR-1 ekspresyonunun
degisimini gostermektedir. Analizlerde VEGFR-1 ekspresyonunun melatonin uygulanan gruplarda anlamli olarak
azaldigi goriilmektedir (*/** p<0,05).

Yine ayni sekilde VEGFR-2 ekspresyonunun da melatonin uygulanan M1+TM ve TM+M2

gruplarinda sadece tiimér verilen TM grubuna gére anlamli olarak azaldigi gozlendi (Sekil 4.27.).
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Sekil 4.27. VEGFR-2 molekiiliiniin immiinohistokimyasal analizini gostermektedir. Analizlerde VEGFR-2
ekspresyonunun melatonin uygulanan gruplarda anlamli olarak azaldig: goriildii (*/** p<0,05).
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4.7.1 Istatistiksel Analiz
Anjiyogenez belirteglerinin immiinohistokimyasal analizinde, SigmaStat 3.5-Systat Software

paket programi kullanildi ve p<0,005 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Normal dagilim
oldugu durumda Tek Yo6nlii Varyans Analizi (One Way ANOVA) yapildi. Post-hoc test olarak

Student- Newman testi kullanilmistir.

4.8 Primer Tiimor Dokularinin Western Blot Analiziyle Degerlendirilmesi

Yapilan Western blot deneyleri sonucunda anjiyogenik molekiiller olan VEGF-A, VEGFR-1 ve
VEGFR-2 c¢kspresyonlar1 degerlendirildiginde bu proteinlerin ekspresyonlarinin melatonin
uygulanan gruplarda anlamli olarak azaldigi, ¢6ziicii ve tiimor gruplarinda ise daha yiiksek
oldugu gozlendi (Sekil 4.28.). Bu bulgular immunohistokimyasal ekspresyonlarimiz ile

uyumluydu.
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Sekil 4.28. Anjiyogenik molekiillerin primer tiimor dokusunda western blot yontemiyle elde edilen bantlar
goriilmektedir. Western blot analizi sonucunda; anjiyogenik molekiillerin antikorlarindan elde edilen bantlarda,
melatonin uygulanan gruplarinda anlamli bir azalmanin oldugu dikkati gekmekteydi.

VEGF-A, VEGFR-1 ve VEGFR-2’nin varliklar1 western blot yontemiyle gruplar arasinda
incelenmis ve degerlendirilmistir. Analiz sonucuna gore, VEGF-A ekspresyonu, melatonin

uygulanan M1+TM ve TM+M2 gruplarinda sadece tiimor verilen TM grubuna goére anlamli bir
diistis gortldi (Sekil 4.29.).
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Sekil 4.29. Anjiyogenik molekiillerden VEGF-A’nin primer tiimdr dokusunda western blot yontemiyle elde edilen
bantlariin GAPDH molekiiliiniin miktarina oranlanmasiyla elde edilen analiz grafikte gosterilmektedir. Analizlerde,
melatonin uygulanan gruplarda anlamli bir azalma oldugu gozlendi (*/** i¢in; p<0,005).

VEGFR-1 ekspresyonunda ise, melatonin uygulanan M1+TM ve TM+M2 gruplarinda sadece

timor verilen TM grubuna gore anlamli bir diisiis izlendi (Sekil 4.30.).
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Sekil 4.30. Anjiyogenik molekiillerden VEGFR-1’in primer tiimor dokusunda western blot yontemiyle elde edilen
bantlarinin GAPDH molekiiliiniin miktarina oranlanmasiyla elde edilen analiz grafikte gosterilmektedir. Analizlerde,
VEGFR-1 ekspresyonunda melatonin uygulanan gruplarda anlamli bir azalma g6zlendi (*/** i¢in; p<0,005).

VEGFR-2 ekspresyonunda da, melatonin uygulanan M1+TM ve TM+M2 gruplarinda sadece

timor verilen TM grubuna gore anlamli bir azalma gozlendi (Sekil 4.31.).
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Sekil 4.31. Anjiyogenik molekiillerden VEGFR-2’nin primer tiimér dokusunda western blot yontemiyle elde edilen
bantlariin GAPDH molekiiliiniin miktarina oranlanmasiyla elde edilen analiz grafikte gosterilmektedir. Analizlerde,
VEGFR-1 ekspresyonunda melatonin uygulanan gruplarda anlamli bir azalma gézlendi (*/** i¢in; p<0,005).

4.8.1 Istatistiksel Analiz
Anjiyogenez belirteglerinin western blot analizinde, SigmaStat 3.5-Systat Software paket

programi kullanild1 ve p<0,005 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Normal dagilim oldugu
durumda Tek Yonlii Varyans Analizi (One Way ANOVA) yapildi. Post-hoc test olarak Student-

Newman testi kullanilmstir.
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5. TARTISMA

Meme kanserinde, primer tiimoriin biliylimesi, proliferasyonu, invazyonu ve metastazini
tetikleyen pek ¢ok faktor bulunmaktadir. Melatoninin, insan kanserlerinde potansiyel
kemoterapotik bir etkiye sahip oldugu, hiicrenin hayatta kalma, proliferasyon ve apoptoz ile
iliskili gesitli sinyal yollarini etkileyebildigi literatiirde yer almaktadir (Dai ve ark., 2008; Um,
Park, & Kwon, 2011). Ancak, ¢alismamiz melatoninin timdr biiyiimesi ve proliferasyonu iizerine
onleyici ve koruyucu etkinliginin olup olmadigini yorumlamamizi saglayacak ilk in vivo
caligmadir. Ayrica olusturdugumuz meme kanseri modelinde melatoninin primer tiimore ek

olarak metastazlara olan olasi etkilerini de yorumlamamizi saglayacaktir.

Metastatik meme kanseri hastalari arasinda sag kalim siirelerinin farkliliklari, patolojik alt tipleri
(Kennecke ve ark., 2010), tiimor hacimleri (Marinelli ve ark., 2016), nodal durum (X. X. Wang,
Jiang, Li, Song, & Shao, 2016) ve benzeri gesitli klinik gostergelerle biiyiik ol¢tide iliskilidir.
Colombo J ve ark. yaptiklar1 ¢calismada ksenograft fare modelinde inflamasyon iligkili molekiil
olan NfkB iizerinden melatoninin inflamasyona ve proliferasyona olan etkilerini incelemisler ve
sonu¢ olarak melatoninin hayvanlarin tiimor boyutlarinda bir azalmaya sebep oldugunu
gostermislerdir (Colombo ve ark., 2018). Baska bir ¢alismada, MCF-7 ve T47D hiicrelerinin
proliferasyonu iizerine melatoninin olasi etkileri incelendiginde, bisfenol A (BPA)’nin etkisiyle
ortaya c¢ikan proliferasyonun melatoninle azaldigi gosterilmektedir (T. Wang ve ark., 2018).
Calismamiz da melatoninin, timor biiylimesi ve proliferasyonuna etkinligini degerlendirmek
iizerine kurulmus ve melatonin uygulanan gruplarda timdr biiyiikliigii ve biiylime hizinin
belirlenmesine dayandirilmistir. Bu durum Wang ve ark’nin ¢alismalarini destekler nitelikte olup;

melatoninin proliferasyonu Onleyici bir etkisinin olup olmadig fikrini akillara getirmektedir.

Melatonin uygulamastyla yapilan ¢aligmalarda, bu antioksidan ajanin hayvan agirliklar iizerine
etkisi hi¢ degerlendirilmemistir. Oysa ki inflamatuvar yanitla tetiklenen bir¢cok hastalik ve
kanserde viicut agirliginin ciddi oranda azaldigin1 bilmekteyiz (Chen ve ark., 2018). Bu durum
hem kanserin yarattig1 immun direncin azalmasima hem de klinikte kullanilan kemoterapotiklere
bagl olarak gergeklesmektedir. Calismamizda, timore eslik eden inflamatuvar yanita da bagh
olarak hayvan agirliklarinin degismedigi goriilmiistiir. Bu durum, melatoninin belirgin oranda

viicut agirhigi iizerinde etkin olmadigini diisiindiirmektedir.
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Calismamizda, metastatik ve agresif hiicre hatt1 ile olusturulmus fare meme kanseri modelinde,
melatoninin tiimor olusumuna karsi olast koruyucu ve tiimor olusturduktan sonra da hem primer
timoriin hem de metastatik odaklarin gerilemesine yonelik tedaviye katki saglayict etkinligi
arastirtldi. Calismamizda 4TLM (4T1-Liver Metastasis) hiicre hattinin agresif ve metastaz
kapasitesinin yiiksek oldugu onceki ¢alismalarimizdan bilinmektedir (Erin ve ark., 2013). 4TLM
hiicre hattinin, inflamatuvar yanit ortaya ¢ikarttigi beraberinde de bu yanitin tiimdriin
agresivitesine eslik ettigi bilinmektedir. Bu nedenle; projemizde inflamatuvar yanitlari
degerlendirebilmek icin; periferik yayma analizleri yapildi. Sadece tiimor enjeksiyonu yapilan
gruplara gére melatonin gruplarinda nétrofil sayilarinin anlamli olarak azaldigini gordiik. Bu
bulgular daha 6nce ayni hiicre hatt1 kullanilarak yapilan ¢alismadaki periferik yayma analizleri ile
benzerlik gostermektedir (Tanriover, Eyinc, Aliyev, Dilmac, & Erin, 2018). Fakat literatiirde
ATLM hiicre hatt1 verilen ve melatonin uygulanmis bir fare meme kanseri modeli
bulunmamaktadir. Sonuglarimizda; melatonin gruplarinda nétrofil  miktarinin - azaldigini
gostermekte olup; uygulanan melatoninin tiimor hiicresi verilen hayvanlardaki 16kosit sayisini

azalttig1 goriilmektedir.

Maryam Akbarzade ve ark.’nin ovaryum kanser hiicreleri SKOV3’den izole edilen kanser kok
hiicreleri (KHK) iizerine melatoninin etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada, melatonin metastazin
onemli basamaklarindan biri olan invazyonu Onledigini gostermislerdir (Akbarzadeh ve ark.,
2017). Melatoninin metastazlar iizerine etkilerini gostermek istedigimiz ¢alismamizda; in vivo
karaciger ve akciger metastaz analizlerimiz, literatiirde yer alan in vitro timdr invazyonundan
elde edilen verilerle uyumludur. Metastatik analizlerde timor hiicrelerinin hayvanlarin karaciger
ve akcigerine yapmis oldugu metastazlar makro ve mikro olarak degerlendirildiginde; melatonin
uygulanan gruplarda bu metastatik alanlarin miktarinda diisiis oldugu yani bu sebeple; anti-
metastatik bir molekiil olarak kullanabilecegi goriilmiis ve sonuclar literatiirle de uyumlu

bulunmustur (Akbarzadeh ve ark., 2017).

Timor hiicrelerinin metastaz, yayillma ve uzak bdlgede yeni bir tiimor olusturabilmeleri i¢in
kendilerine has 6zel bir mikrocevreye ihtiyaglar1 vardir. Tiimor ¢evresinde inflamasyon nedeniyle
pek cok dogal bagisiklik sistemi elemani yer almaktadir. Bunlar; makrofajlar, nétrofiller, mast
hiicreleri, MKSH'ler, dendritik hiicreler ve dogal oldiiriicii (NK) hiicrelerdir. Bilindigi iizere

miyleoid hiicreler, inflamasyon ve tiimor sézkonusu oldugunda farklanmadan, timor ve
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inflamasyon mikrogevresine go¢ eder ve burada (Kamran, Chandran, Lowenstein, & Castro,
2018), immiinsiipresif fonksiyona sahip MKSH’leri olustururlar (Gabrilovich & Nagaraj, 2009).
MKSH’lerin en iyi belirteci CD11b* ve GR1+ proteinleridir. (Jaffe, Arai, & Nabel, 1996).
Literatiirde, CD11b* miyeloid hiicre serisinde, Grl antijeninin iki farkli epitopunu taniyan
antikorlar olan Ly6G (graniilositik) ve Ly6C (monositik) ekspresyonlarina gére MKSH'lerin
morfolojik farkliliklar1 detayli olarak belirlenmistir (Youn, Nagaraj, Collazo, & Gabrilovich,
2008). CD33’de benzer sekilde bir¢ok ¢alismada MKSH belirteci olarak kullanilmis ve CD33" ile
HLA-DR™ popiilasyonlarinin ~ tiimér mikrogevresinde  artmast metastaz  yanitlariyla
iliskilendirilmistir. Calismamizda, tiimor mikrogevresinde yer alan immunsupressif karakterli
MKSH’leri belirlemek amaciyla yaptigimiz immiinohistokimyasal boyanmalarda; melatonin
verilen gruplarda CD11b, GR1 ve CD33 ekspresyonlarinin azaldigin1 gordiik. Bu durum
melatoninin MKSH’leri etkileyerek immun supressif yaniti ortadan kaldirmaya calistigini
diistindirmektedir. Diaz-Montero ve ark., dolasimdaki MKSH diizeylerinin meme kanseri ve
metastatik timor mikrogevresi ile korele oldugunu gostermistir (Diaz-Montero ve ark., 2009) .
Yan ve ark. yaptiklari caligmada 4T1 hiicreleri enjekte edilen fare deneylerinde timor
hiicrelerinin metastazindan o6nce Gr-1+/CD11b+ hiicrelerinin akcigere infiltre oldugunu
gostermislerdir. Bu hiicreler uygun kosullarda tiimoriin proliferatif, immiin siipressif ve
inflamatuvar etkilerle biiylimesini ve metastazin1 desteklemektedirler(Yan ve ark., 2010). Bizim
bulgularimiz da 4T1 hiicre hattinin karacigere yapmis oldugu metastatik alanlardan alinan

hiicrelerle yapilan bir ¢alisma oldugundan literatiirii desteklemektedir.

Anjiyogenez, tiimor gelisimiyle iliskili 6nemli bir siiregtir (Plate, Breier, & Risau, 1994). Timor
kitlesel olarak biiyiidiikce daha ¢ok oksijene ihtiya¢ duyacagindan ortaya ¢ikacak hipoksiye engel
olmak i¢in damar sayisini anjiyogenik aktiviteyle arttirma egilimindedir. Hipoksi ile tetiklenen
anjiyogenezin anahtar diizenleyicisi, hipoksiyle indiiklenebilir faktori 1-alfa’dir (HIF-1a). HIF-
1o, hipoksi ile indiiklenmis reaktif oksijen tiirleri (ROS) yardimu ile stabilize edilir ve hipoksik
genlerin ortaya ¢ikmasina ve anjiyogenezde onemli bir molekiil olan VEGF’in uyarilmasina
sebep olur. Tiimo6r damarlarinin organize olma 6zelligi yoktur ve bu damarlar sizint1 yaparak,
timor dokusunda VEGF-A’nin hipoksiye bagli ekspresyonu ile islevsel olan damarlarda
bozulmaya ve anjiyogenezin daha fazla uyarilmasmna neden olur. Yani VEGF-A timor
olusumunda kilit molekiildiir (Carmeliet, 2005). VEGF molekiilii 1, 2 ve 3 olmak iizere li¢ ana
VEGFR reseptoriine baglanabilmektedir (Fujita ve ark., 2008). VEGF-A, VEGFR-1 (FIt-1) ve
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VEGFR-2'ye (KDR / Flk-1) baglanir. VEGFR-2, VEGF etkisiyle bilinen hiicresel olaylarinin
hemen hemen hepsine aracilik ettigi bilinmektedir (Holmes, Roberts, Thomas, & Cross, 2007).
VEGFR-2’nin VEGF-A’ya baglanma afinitesi daha yiiksektir ve bu ikili de timor
anjiyogenezinde kilit rol oynamaktadir (Goel & Mercurio, 2013). Melatonin anti-anjiyogenik
etkisi ve onkogen ekspresyonlarinin diizenlenmesiyle, proliferasyonu sinirlayici bir etkiye sahip
olmasiyla, dolayli olarak onkostatik bir aktiviteye sahiptir (Di Bella, Mascia, & Colori, 2013).
MDA-MB-231 1i¢li meme kanseri hiicre hatti {izerinde yapilan bir calismada melatoninin
anjiyogenez etkilerini arastiran ekip, sonu¢ olarak VEGF ve VEGFR-2 ekspresyonlarinin
azaldigin1 ve melatoninin anjiyogenezi inhibe edebilecegini gosterdiler. Sonuglarimizda da
melatoninin anjiyogenezi sinirlandirarak onkostatik etki ettigini VEGFR-1 ve VEGFR-2
ekspresyonlariyla gosterdik. Sonug olarak; melatonin ile tedavi edilen gruplarda anjiyogenik
molekiillerin miktar1 sadece tiimorle muamele edilmis hayvanlara gére anlamli derecede azaldh.
Bu sonug¢ bize melatoninin hipoksiye bagl olarak bozulan timdriin biiyiimesiyle iligkili olan
VEGF-A, VEGFR-1 ve VEGFR-2 e¢kspresyonlarmin diisiik olmasiyla onemli bir ajan

olabilecegini gostermistir.

Sonu¢ olarak c¢alismamizda, melatonin; timor biiyiime hizi ve tiimor agirliklarinda yarattig
gerilemeyle; anti-proliferatif bir etkiye sahip olabilecegi, periferik yayma analizleri sonucunda
16kosit miktarinda diislise sebep olmasiyla periferik immiin hiicre yanitlarini geriletebilecegi
goriildii. Metastatik dokularda yapilan analizlerde de melatoninin; metastaz ve MKSH yanitlarini
azaltarak anti-metastatik; anjiyogenik belirteglerin ekspresyonunu etkileyerek de anti-anjiyogenik

bir etkiye sahip olabilecegi goriildii.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu Yiiksek Lisans tez ¢alismasinda, 4T1 meme kanseri hiicre hattinin karacigere metastaz yapmis

hiicrelerinin toplanmasi ve yeniden iiretilmesiyle elde edilen; invazyon ve metastaz yetenekleri

yiiksek oldugu bilinen 4TLM hiicre hatt1 kullanilmistir. Bu hiicrelerin primer tiimor olarak meme

dokusuna ortotopik enjeksiyonu yapilmis ve olusturulan in vivo modelde, primer timor ve uzak

metastatik organlar olarak da akciger ve karacigerin degerlendirmeleri yapilmistir. Bu meme

kanseri modelinde, in vivo primer timdr ve organ metastazlarinda melatoninin timor

enjeksiyonundan once kullanilmasi ilk defa yapilmus, literatiirde var olan in vitro ¢aligmalar1 da

dogrulamistir. Metastatik organlardaki immiin yanit ve anjiyogenez molekiillerinin ekspresyon

sonuclart da literatiire ilk defa kazandirilmig bir bilgi oldugundan sonuglarin yorumlanmasi ile

yeni proje ve klinige yansiyabilecek yeni calismalara 151k tutabilecegi kanaatindeyiz.

1-

Olusturulan fare meme kanseri modelinde tiimor enjeksiyonuyla seyreden immun
yanitlara da paralel olarak; periferik yayma analizleri yapildi. Melatonin uygulamasinin
periferik yayma yanitlarini azalttig1 gortildii.

Tiimorden once ve tlimorle birlikte uygulanan melatoninin, primer tiimor iizerine
etkilerini degerlendirmek igin; timor biiyiime hizlar, timoér agirliklari ve hayvan
agirliklan takip edildi. Melatonin uygulamasinin, dnce yada tiimorle olmasi ciddi bir fark
yaratmaksizin; timor biiylime hizlar1 ve agirliklarinin diisiik oldugu goriildii. Hayvan
agirliklar tizerine bir etkinin olmadigi da belirlendi.

Primer timoérdeki MKSH ve anjiyogenik belirtecler {izerine yanitlar hem
immunohistokimyasal hem de western blot yontemiyle degerlendirildi.  Tiimoriin
biiyiimesine ve metastazina eslik eden MKSH’lerin belirtegleri olan CD11b, GR1 ve
CD33 ekspresyonlarinin melatonin uygulanan gruplarda sadece tiimor enjeksiyonuna
maruz kalmis hayvanlara gore daha az ekspre oldugu goriildi. VEGF-A, VEGFR-1 ve
VEGFR-2 gibi anjiyogenik belirteclerin de; melatonin uygulanan gruplarda sadece timor
enjeksiyonuna maruz kalmis hayvanlara gore ekspresyonunun daha az oldugu goriildii.
Tiim immunohistokimyasal veriler de western blot analizleri ile dogrulandi.

Metastatik organlar olarak seg¢tigimiz karaciger ve akciger dokularinda yapilan metastaz
analizlerinde; melatonin uygulanan gruplarda metastatik odaklarin daha kiigiik oldugu

dikkati ¢ekti.
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5- Karaciger dokularinda o6zellikle metastaz alanlarinda yapilan immunohistokimyasal
analizlerde; metastatik mikrocevrede yer alan MKSH belirteclerinin ve metastatik
alanlarda anjiyogenik belirteglerin de melatonin uygulanan gruplarda ekspresyonlarinin

azaldig goriildii.
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