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OZET

Akciger Kanseri Hiicre Hattinda Cetuximab, Cisplatin ve Melatonin
Uygulamalarinin P53 Geni ve Apoptoz Aktivasyonu Uzerine Etkilerinin
Arastirilmasi

Amacg: Akciger kanserinde kemoterapdtiklere karst gelisen direngten dolayi,
akciger kanseri nedenli Oliim oranlari her gegen yil biraz daha yiikselmektedir.
Kemoterapdtiklerden kaynaklanan toksik etkiyi elimine edebilmek i¢in son yillarda
antioksidan maddelerin kullanimi1 yayginlagmistir. Bu ¢alismada anti-biiytime faktorii
ajan1 olan cetuximabin ve kanser tedavisinde siklikla basgvurulan cisplatinin, melatonin
ile kombine kullanimlarinda kanser hiicreleri iizerinde olusturduklar1 apoptotik ve
sitotoksik etkilerinin arastiritlmast amaglandi.

Materyal ve Metot: Bu calismada, akciger kanseri hiicre hattina (A549) kontrol
grubu ile anti-kanserojenik maddelerin kombinasyon gruplarina (melatonin, cisplatin,
cetuximab, cisplatin-ceuximab, melatonin-cisplatin-cetuximab, melatonin-cisplatin,
melatonin-cetuximab) etken dozlarin uygulanmasinin ardindan MTT analizi yapildi.
Daha sonra sirastyla, ICC boyama metodu ile pro-apoptotik Bax immiin pozitifligi ve
RT-PCR metodu ile de P53 ve MDM2 gen ekspresyon seviyeleri belirlendi.

Bulgular: Calisma bulgular1 sonucunda melatoninin hiicrede 6nemli bir
sitotoksik etkiye sahip olmadigi belirlenirken, ozellikle cisplatin ve cetuximab
uygulanan gruplarda sitotoksik etkinin oldugu goriildii. RT-PCR analizi sonuglarinda,
melatonin, cisplatin ve melatonin-cisplatin uygulanan gruplarda yiiksek bir P53 gen
ekpresyonu belirlendi. Benzer olarak cisplatin, melatonin-cetuximab ve melatonin-
cisplatin-cetuximab uygulamalar1 yapilan gruplarda MDM2 ekspresyon diisiisii oldugu
belirlendi. Pro-apoptotik Bax immiin boyamasinda ise cisplatin, cetuximab, melatonin-
cetuximab ve melatonin-cisplatin uygulamalarinin apoptotik aktivitede artisa sebep
oldugu belirlendi.

Sonu¢: Calisma sonuglari; melatonin, cisplatin ve cetuximab ile bunlarin
kombine uygulamalarinin P53 ve MDM2 gen ekspresyonlarindaki apoptotik aktiviteyi
arttiracagini gostermektedir. Melatonin, cisplatin ve cetuximab gruplarinin etkileri géz
Oniline alindiginda melatoninin kanser tedavisinde kullanilabilecek bir ajan olabilecegi
sonucuna varilabilir.

Anahtar Kelimeler: Akciger Kanseri, Cetuximab, Cisplatin, Melatonin, P53



ABSTRACT

Investigation of the Effects of Cetuximab, Cisplatin and Melatonin Administration
on P53 Gene and Apoptosis Activations in Lung Cancer Cell Lines

Aim: Because of the development of resistance against chemotherapeutics in
lung cancer, the mortality rate caused by lung cancer is increasing in every year. Use of
antioxidant compounds has been become widespread to prevent the toxic effect due to
chemotherapeutics. In this study, the apoptotic and cytotoxic effects of cetuximab, as an
anti-growth factor, has been aimed to investigate along with the combination of
cisplatin and melatonin on the cancer cells.

Material and method: In this study, MTT analysis was performed to the lung
cancer lines (A549) in control group and combination groups of anti-cancerogenic
compounds (melatonin, cisplatin, cetuximab, cisplatin-ceuximab, melatonin-cisplatin-
cetuximab, melatonin-cisplatin, melatonin-cetuximab) after the administration.
Afterwards, pro-apoptotic Bax immune positivity by ICC and levels of P53 and MDM2
gene expression were determined in an order.

Results: It was observed that melatonin had no significant cytotoxic effect on the
cell while cisplatin and cetuximab groups had cytotoxic effects based on the results of
study. A high P53 gene expression was detected in melatonin, cisplatin and melatonin-
cisplatin administration groups by the results of RT-PCR analysis. Similarly, MDM2
expression level was found to be low in cisplatin, melatonin-cetuximab and melatonin-
cisplatin-cetuximab administrated groups. Cisplatin, cetuximab, melatonin-cetuximab
and melatonin-cisplatin administrations had the effect of increasing apoptotic activity in
proapoptotic Bax immune staining.

Conclusion: As a result, administrations of melatonin, cisplatin and cetuximab
and the combination of these compounds may increase the apoptotic activity of P53 and
MDM2 gene expressions. When the effects of melatonin, cisplatin and cetuximab
groups have been evaluated, it can be concluded that the melatonin compound be used
in the treatment of cancer.

Key Words: Cetuximab, Cisplatin, Lung Cancer, Melatonin, P53



SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

ALT : Alanin aminotransferaz

AST : Aspartat aminotransferaz

ATP : Adenozin trifosfat

BSA : S1g1r serum albiimini

CAT : Katalaz

CDK : Siklin bagimli kinaz

cDNA : Komplementer deoksiriboniikleik asit
CO, : Karbon dioksit

DMEM : Dulbecco's modified Eagle's medium
DMSO : Dimetil siilfoksit

DNA : Deoksiriboniikleik asit

DSO : Diinya saglik orgiitii

EGF : Epidermal biiylime faktorii

EGFR : Epidermal biiylime faktor reseptorii
GSH-Px : Glutatyon peroksidaz

GST : Glutatyon-s-transferaz

HRP : Horseradish peroksidaz

H,0, : Hidrojen peroksit

I1C50 : Baskilayici konsatrasyon 50

ICC : Immiinositokimyasal

KHAK : Kiigiik hiicreli akciger kanseri
KHDAK : Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri
pM : Mikro molar

MTT : 3-(4,5-Dimetiltiytizol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium bromid, 1 sar1
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1. GIRIS

Akcigerler viicudumuzun oksijen gereksinimini saglayan gogiis kafesi igerisinde
bulunan solunumdan sorumlu organmimizdir. Akciger kanseri, yapisal olarak normal
akciger dokusuna ait hiicrelerin bazi nedenlerden dolay1 kontrol disi ¢ogalmasinin bir
sonucu olarak olusan hastaliktir."

Kanser ve kanser nedenli oliimlerin her gegcen gilin artis gdstermesi glinlimiiz
diinyasinin en 6nemli problemlerinden biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir.” Diinya Saglik
Orgiitiiniin (DSO) 2008 yil1 verilerine gore oliimlerin yaklasik olarak dortte birinin
kanser nedenli oldugu bildirilmektedir.’ Tiirkiye’de ise kanserin sebep oldugu 6lim
orani kalp ve damar hastaliklarindan sonra ikinci siray1 almaktadir. Diinya Saglik
Orgiitii ve Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi’nin yapmis olduklar1 tahminlere gére
2030 yilinda 27 milyon insan kansere yakalanacak, 17 milyon insan ise ayni yil kanser
nedeniyle hayatlarini kaybedecektir.’

Diger kanser tiplerinde oldugu gibi akciger kanserinde de birinci siray1 sigara
icimi almaktadir. Amerika Birlesik Devletlerinde yapilan bir ¢alismada akciger
kanserinden Olen erkeklerin %90’1min kadinlarin ise %75-80’inin sigara ictigi tespit
edilmistir. Geriye kalan % 20’lik kisimda ise akciger kanserinden Oliimlerin tek
nedeninin sadece sigara olmadigi bunun yaninda c¢evre kirliligine ve kanserojen
maddelere mesleki olarak maruz kalmanin da oldugu gosterilmistir.®’

Gegmis yillarla kiyaslandiginda giliniimiizde kanser hastalarinin hayatta kalma
oranlar1 teknolojinin gelismesiyle birlikte %60’lara kadar yiikselmis olmasina® ragmen
diinyada her y1l bir buguk milyon kadar insan kansere yakalanmaktadir.?

Kansere yakalanma oranimin ve kanserden 6liim oraninin artmasi sebebiyle bu
hastalikla miicadele etmek ve halki bilinglendirmek amactyla bir¢cok sosyal sorumluluk
projeleri yapilmaktadir. Giiniimiiziin en énemli saglik sorunu olarak goriilen kanserden

1



korunmak, hastaligin seyrini diizeltmek veya bu hastaliga yakalanan insanlarin yasam
standartlarim1 diizeltmek amaciyla bilim insanlar1 tarafindan her yil binlerce g¢alisma
yapilmaktadir. Yapilan bu calismada, endotelyal biiytime faktérii (EGF) antagonisti
monoklonal bir antikor olan cetuximabin, bir¢ok kanser tedavisinde yaygin olarak
kullanilan cisplatinin ve viicutta sentezlenen en giiclii antioksidanlardan biri olan
melatoninin kombine kullaniminin, p53 gen ekspresyonu ve apoptoz iizerine etkilerinin

arastirilmasi amaclanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde g¢ogalarak, bu hiicrelerin meydana
getirdigi dokularin islevlerini yitirdigi ve diinya genelinde kalp-damar hastaliklarindan
sonra ikinci sirada yer alan son derece dliimeiil bir hastaliktir.®’

M.O. 400’li yillarda yasayan donemin {inlii hekimleri, baz1 insanlarmn
viicutlarinda kirmiz1 renkte, sicak ve agrili karaktere sahip sislikler fark ettiler ve
hastalarda bu belirtilerle beraber yliksek atesin de bulunmasi nedeniyle hastalara
siipheyle yaklastilar.'™ '' Daha sonra, bunlarin ilk basta tipk: viicudun yag tabakasi gibi
yumusak oldugu sonradan irine doniistiiklerini gordiiler. Bu yapilar zararsiz olmasina
ragmen sonradan fark edilen tamamen farkli bir karakteristige sahip, yavas yavas
biiyliyen malign bir tipini gordiiler. Hipokrat (M.O. 460-377) bu yapilara ilk kez
‘Carcinoma’ demistir. M.S. II. yiizyilda ise Galen bu yapilarin yengece benzemesinden
dolay1 ‘kanser’ adin1 vermistir.'°

Eski donemlerde kanser tedavisinde iilser tedavisinde kullanilan yontemler
denenmistir. Bundan dolay1 hastalara bakir, kursun, siilfiir ve arsenik gibi metalik tuzlar
uygulanmistir. Daha sonralar da ise daglama ve bicakla kesip ¢ikarma yontemleri
denenmesine ragmen tedavide basarili olunamamustir.”® Gegmisten glinlimiize kadar
bilim ve teknolojinin ilerlemesi ve kemoterapdtiklerin kombine kullanimiyla ¢ok biiytik
ilerlemeler gosterilmesine ragmen hala Hipokrat’in tavsiye ettigi yontemler kanser
tedavisinin temeli olarak kullanilmaktadr.® '°

Kanser tedavisinde temel olarak ti¢ teknik kullanilmaktadir; kemoterapi,
radyoterapi ve cerrahi. Cerrahi yontem ile tiimor dokusu kesilerek ¢ikarilmaktadir.
Kemoterapi ve radyoterapi ise kanser hiicrelerini o6ldiirmeye yonelik olarak

kullanilmaktadir. Kemoterapdtikler —sitotoksik etkileri ile kanser hiicrelerinin



cogalmasii Onlerler. Ancak bu ilaglara karsi tiimor hiicrelerinin gelistirdigi direng,
kanser tedavisinde karsilasilan en biiyiik problemlerden biri olmaktadir.®

Kanser, hiicrelerin mekanizmalarinda gelisen molekiiler bozukluklardan
meydana gelmektedir. Bu yilizden kanser caligmalarinda hiicreler yillardir molekiiler
diizeyde calisilmaktadir. Bu normal hiicrelerin  mekanizmalarinin  isleyisini
aydinlatmada biiyiik katkilar saglanustir. Ornegin, sinyal iletim yollarinda, hiicre
siklusunda ve apoptozda yer alan proteinler ve bunlarin gorevleri, hiicrelerin kontrolsiiz
bir sekilde isleyen mekanizmalar incelenirken aydinlanmistir.'

2.1.1. Kanser Olusumu ve Gelisimi

Karsinogenez ii¢ basamaktan olusmaktadur;"

> Inisiyasyon (Baslangig)
» Promosyon (Artma)
> Progresyon (Ilerleme)

Bu asamalarin sonunda ¢ogalma, hayatta kalma, invazyon ve metastaz yapma
yetenekleri son derece artmus olan hiicreler digerleri arasindan segilerek ayrilmis olur.'?

Baslangicta, baglatici etken tek bir hiicrede DNA’yr mutasyona ugratarak,
hiicrenin anormal sekilde ¢ogalmasini tetiklemektedir.'> '* Burada olusan mutasyon
déniistimsiizdiir."

Daha sonra proliferasyonu saglayan promotor etkenler devreye girerek DNA
tizerinde doniisiimlii mutasyonlara neden olurlar. DNA iizerinde olusan degisimler
epigenetik degisimlerdir. Eger DNA’da radikaller promotor olarak rol alirsa, bu
mutasyonlar kalici 6zellikte olurlar.”> Béylece klon hiicrelerden olusan topluluk hizla
bilyiimeye devam eder.'?

Promosyon sathasindan sonra gelen progresyon, genomik instabilitenin gelistigi

sathadir. Burada karyotipik degisimler ve ¢ogul mutasyonlar vuku bulmaktadir.”’ Bu



degisimleri geciren hiicreler, daha hizli ¢ogalma, sag kalim ve metastaz yapma
Ozellikleri bakimindan daha avantajli hale gelirler ve tamamen malign hale
déniigiirler.'> 13

Cogalma hizlar1 iyice artmis olan hiicreler nihayetinde bulundugu bélgenin
cevresindeki dokulara yayilmaya baslar. Bunun haricinde kan ve lenf dolasimina
katilarak daha uzak bolgelere de ulasabilir ve yeni tiimdr dokular1 olusturabilirler. Bu
diger doku ve organlara yayilma siirecine metastaz adi verilmektedir.'> Metastazin
mekanizmasini nasil isledigi tam olarak bilinmemektedir."?

2.1.2. Kanser Hiicrelerinin Ozellikleri

» Normal hiicreler yogunluga bagli inhibisyondan etkilenirken, kanser hiicreleri
etkilenmezler.

» Kanser hiicreleri kendi biiytime faktorlerini salgilayabilirler.

» Tutunma yetenekleri normal hiicrelerden diistiktiir. Bu o6zellik timor
hiicrelerinin metastaz yapma yeteneklerini arttirmaktadir.

» Normal hiicreler, hiicre-hiicre temaslarinda hareket ve ¢ogalma yeteneklerini
kaybederlerken kanser hiicreleri hareket etmeye ve ¢ogalmaya devam ederler.
Bu sekilde birbirleri lizerine ¢ikarak ¢ok katmanli yapilar olusturabilirler.

» Kanser hiicreleri salgiladiklar1 proteazlar sayesinde komsu dokulari parcalayarak
iclerine girebilirler. Bu sekilde metastaz yetenekleri artmis olur.

» Kanser hiicreleri yeteri kadar besin ve oksijeni karsilayamadiklarinda yeni
kapiller olusturacak olan biiyiime faktorleri salgilarlar. Bu 6zellik yine metastaz
yapmada 6nemli bir faktordiir.

» Normal hiicrelerde bulunan farklilagma yetenegi biiyiimenin inhibisyonu i¢in
onemli faktorlerden biridir. Kanser hiicrelerinde farklilasma 6zelligi

bulunmadigindan dolay1 biiylime siirekli olarak devam etmektedir.



> Kanser hiicrelerinin biiyiik bir cogunlugunda apoptoz goriilmemektedir.'>'*

2.1.3. Kanser Olusumunda Etkili Olan Faktorler

Kanser olusumunda, c¢evresel ve genetik degisimler rol oynamaktadir.
Onkogenlerde ve tiimor baskilayici genlerde olusan genetik mutasyonlar, proliferasyon,
farklilasma ve apoptoz gibi hiicrelerin temel fonksiyonlarinda anomalilikler meydana
getirmektedir. Boylece tiimor hiicreleri metastaz yapma oOzelligi kazanarak cevre
dokulart istila ederler.’

2.1.3.1. Kanser Olusumunda Karsinojenlerin Rolii

Kansere yol acan maddelere karsinojen adi verilmektedir.'* "> Kanser olusumu
kompleks bir olay oldugundan dolay1, tek bir etkenin kanser olusturdugunu sdylemek
¢ok dogru olmamaktadir.'” Yine de bir genelleme yapilacak olursa karsinojenler;
kimyasal, fiziksel ve viral olmak iizere ii¢ grupta toplanabilirler.'> * Karsinojenleri
kisaca acgiklayacak olursak;

Kimyasal Karsinojenler; Kimyasal maddelerin karsinojenik etkileri ilk defa
skrotum kanserinde baca temizleyicilerin rol oynadig1 anlasildiktan sonra
belirlenmistir."> Kimyasal maddelerin ¢ogu karsinojenik etkiye sahiptir."” '° Bu
maddeler karsinojen Ozelliklerini DNA iizerinde gerceklestirdikleri mutasyonlarla
gostermektedirler.'”” Kimyasal karsinojenlere &rnek olarak kurum ve katrandaki
polisiklik aromatik hidrokarbonlar verilebilir."

Fiziksel Karsinojenler; Ultraviyole, x ve v 1sinlar1 son derece karsinojen etkiye

12 1315 Fiziksel karsinojenlerin en biiyiik 6rnegini 2. Diinya Savasinda

sahiptirler.
Hirosima’ya atilan atom bombasinin radyoaktif etkilerinin glinlimiizde bir¢ok kansere

neden olmasi gosterilebilir.”’ Fiziksel karsinojenlerin de tiimér olusturma yetenekleri

DNA’da meydana getirdikleri mutasyonlardan gelmektedir. DNA {izerinde dogrudan



etkilerinin yan sira dokularda serbest radikallerin olugsmasiyla da dolayli yoldan tiimor
olusumuna neden olabilmektedir.'* "> °

Viral Karsinojenler; Kanser olusturan genlere onkogen ismi verilmektedir ve
kanser olusumunda en biiyiik role sahip olan faktorlerden biridir.'”” Onkogenlere ilk kez
viriislerde rastlanilmustir.”® Viriislerin kanser olusumunda %15°lik bir etkiye sahip
oldugu bildirilmektedir."”” Kimyasal ve fiziksel karsinojenlerin aksine viriisler DNA
tizerinde direkt olarak mutasyonla degil de hiicre DNA’sina kendi genlerini aktararak
kansere neden olmaktadirlar."

Karsinojenler, kanser olusumunda hiicre i¢i aktif gen bolgelerini hedef alarak
DNA mutasyonu aracili kanser olusumunu tetiklemektedir."”> Ancak bazi karsinojenler
ise hiicre proliferasyonunu uyararak kanserojen etkilerini gosterirler. Bu tiir etkenlere
timor kamgcilayicilar adi verilmektedir. Tiimor kamgilayicilarin en iyi 6rnegine, forbol
esterlerinin protein kinaz C’yi aktiflestirerek hiicre bdliinmesini indiiklemesi
verilebilir."?

2.1.3.2. Kanser Olusumunda Serbest Radikallerin Rolii

Son yillarda bilim adamlar serbest radikaller ile karsinogenez arasindaki iligkiye
biiylik 6nem vermektedir. Serbest radikallerin hiicre i¢in spesifik rolleri bulunmasina
ragmen bazi durumlarda, komsu hiicreler i¢in son derece toksik olabilmektedir. Bu
toksisite farkli reaktif tiirlere déniismesiyle ger¢eklesmektedir.'®

Bir veya daha fazla ortaklasmamis elektrona sahip olan serbest radikaller reaktif
ozellikte olup kararsiz bir yapiya sahiptirler.'® Kisacasi dis orbitallerinde paylasiimamis
bir elektron tasiyan molekiillerdir. Omiirleri ¢ok kisa olan ve karasiz bir yap1 gdsteren
bu tanecikler, etrafindaki molekiillerle etkilesime girerek kararli hale ulasmak isterler.

Bu sekilde baska molekiillerden kolaylikla elektron alabilir ya da diger molekiillere

elektron verebilirler. Bu sekilde etrafindaki molekiillerle kolaylikla elektron aligverisi



yapip onlarin yapisim1 bozan molekiillere ‘Serbest Radikaller’ ya da ‘Reaktif Oksijen
Tiirleri (ROS)’ denir.”” Olusan serbest radikaller, oksidatif reaksiyonlar sonucunda
protein, lipid, karbohidrat ve DNA gibi viicuttaki 6nemli molekiillere etki ederek
yapilarinin bozulmasina yol acarlar.*’

Aerobik organizmalar yasamlarini devam ettirmek icin oksijene ihtiya¢ duyarlar.
Oksijen hiicrede bir dizi reaksiyondan gecerek suya doniisiir ve bu sayede hiicre kendisi
icin gerekli olan enerjiyi saglar. Fakat bu siirecte oksijenin %?2-3 kadar1 suya
doniismeyip oksijen kaynakli radikaller olusturur. Oksijenin bir elektron alarak
indirgenmesi ile siiperoksit radikali (20,7), iki elektron alarak indirgenmesi ile hidrojen
peroksit (H,O,) olusur. Ayrica, ligiincli elektronun eklenmesi ile yiiksek derecede

reaktif hidroksil radikali (OH) ve dordiincii elektron eklenmesiyle de su (H>O) olusur."

Tablo 2.1. Organizmada bulunan antioksidan sistemler."

Enzimler Suda ¢oziinen Yagda coziinen Metal iyonlarini
radikal tutucular radikal tutucularn baglayan proteinler

Stiperoksit Glutatyon E vitamini Ferritin
dismutaz

Katalaz C vitamini B-Karoten Transferrin
Glutatyon Urik asit Bilirubin Haptoglobin
peroksidaz

Glutatyon Ubikinol Seruloplazmin
rediiktaz

Glutatyon Flavonoidler Alblimin
transferaz

Normal metabolik islevlerin bir sonucu olarak olusan oksidan molekiiller, baslica

glikoz oksidasyonu olmak iizere tiim anabolik ve katabolik reaksiyonlar sonucunda



meydana gelmektedir. Serbest radikallerin belirli diizeyde olmalar1 organizmanin
yabanc1 molekiillere ve enfeksiyonlara kargi immiin sistemin olugmasi agisindan
onemlidir.”” Viicutta ROS’un olusumunu ve neden olabilecegi hasari engellemek icin
antioksidan savunma sistemi adi verilen bir mekanizma bulunmaktadir. Bu mekanizma
radikal olusumunu sinirlandirma, tetiklenen biyokimyasal reaksiyonlarin kirilmasini
saglama, olusan radikalleri ortadan kaldirma ve hasarli molekiilleri tamir etme ve
temizleme gibi c¢esitli mekanizmalarla etkilerini gdstermektedirler. Antioksidan
sistemler; enzimleri, suda ve yagda ¢Ozlinen radikal tutucularini ve metal iyonlarini
baglayan proteinleri kapsamaktadir. Antioksidan sistemler ve ROS arasinda bir denge
s0z konusudur. Fakat bu dengenin bazi nedenlerden dolay1 serbest radikallerin olusumu
yoniinde bozulmasi sonucu oksidatif stres meydana gelir. Bu durum engellenemedigi
takdirde kanser, aterosklerozis, diyabet, Alzheimer gibi bir¢ok hastaligin olusmasina
neden olmaktadir."> *'** ROS’un etkisi ile DNA yapisinda yapisal degisimler meydana
gelmektedir. Bu yapisal degisimler plirin ve pirimidin bazlarinda pargalanma, zincir
kirilmalar1 ve DNA denatiirasyonu gibi olaylar1 kapsamaktadir."> Oksidatif hasara bagh
olarak gelisen DNA hasar1 eger onarillamaz ise premutajenik etki gdsterir. Mitoz
boliinme sirasinda hasarli olan DNA’nin kopyalanmasi sonucu da tiimor hiicresi

olusumuyla sonuglanabilmektedir.” **

ROS protein ve lipid peroksidasyonu ile plazma
membraninda hiicresel aktiviteleri etkileyecek yapisal degisiklikleri olugturabilmektedir.
Bundan dolayr ROS, membrana bagli protein kinazlari, biiyiime faktorlerini ve
reseptorlerini etkileyerek sinyal iletiminin bozulmasina, onkogen aktivasyonuna ve
baskilayic1 genlerin inaktivasyonuna neden olarak kanser olusumu {iizerine de etki
g6stermektedir.”

ROS hiicre membranlarindaki lipitlerle, DNA’daki niikleotidlerle ve

proteinlerdeki siilfhidril gruplariyla reaksiyona girerek dokulara zarar vermektedir.*



Mitokondriyal solunum sirasinda tekli elektron transferiyle oksijen molekiiliinden
siiperoksit iiretimi sonucunda ROS olusur. Bu olusum hidroksil radikallerinin de
kaynagimi teskil etmektedir. Olusan siiperoksit radikali dismutasyona ugrayarak
siiperoksid dismutaz enzimi tarafindan H,O;’ ye doniistiriiliir. H,O, hiicre i¢indeki
katalaz veya glutatyon peroksidaz tarafindan toksik olmayan iiriinlere doniistiiriiliir.*®

Serbest radikaller organizmada metabolik olaylar sirasinda olustuklart gibi,
radyasyon, ilaglar ve zararli kimyasal maddeler gibi dis etkenler nedeniyle de
olusabilmektedir."

2.1.3.3. Kanserogenezisde Apoptoz

Hiicre proliferasyonunun dengelenmesi'?, hasar gorerek islevlerini yitiren
hiicrelerin organizmadan uzaklastirilmasi®’ ve homeostazin dengelenmesi amaciyla
hiicrelerin programli bir sekilde 6liim siirecine girmesi olayina ‘ayri diisme’ anlamina
gelen apoptozis adi verilmektedir.”® 1971 yilinda Currie, Wylie ve Kerr programli hiicre
limiinii ilk kez tammlamislar ve bu olaya ‘apoptoz’ kelimesini vermislerdir.” Gelisim,
yaslanma ve dokulardaki hiicrelerin devamini saglamak amaciyla karsimiza c¢ikan
apoptozis ayni zamanda hastalik ya da zararli ajanlar nedeniyle hiicreler zarar gordiigii
zaman immiin sistemde oldugu gibi bir savunma mekanizmasi seklinde de
gerceklesebilmektedir.’® Apoptozis sirasinda gelen uyarmin hemen ardindan hiicre
yapistig1 zeminden ve komsu hiicrelerden ayrilarak kiigiilmeye baglar. Daha sonra DNA
fragmantasyonu, kromatin kondenzasyonu olusmaya ve membranla c¢evrelenmis
tomurcuklar (vezikiil) goriilmeye baglar. Bu siirecin sonunda da vezikiiller, komsu
hiicreler ya da fagositler tarafindan parcalanir. Bu siirecte inflamasyon olugsmaz.”’

Hiicre 6liimiiniin bir baska sekli de nekrozisdir. Nekrozis, apoptozisden tamamen
farkli ozelliklere sahiptir. Nekrozisde hiicre membranlar1 ya da hiicredeki metabolik

mekanizmalar zarar goriir ve hiicre membraninin segici gegirgenligi bozularak sismeye
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baslar. Bunun sonucunda da hiicre patlayarak hiicrenin i¢inde bulunan maddeler disar
sizar ve inflamasyon mekanizmasi uyarilmus olur.”” *' Bir hiicrenin apoptoza mi yoksa
nekroza mi gidecegine uyaranin derecesi ve sekli belirlemektedir. Cevrenin 1sisi,
radyasyona maruz kalma, hipoksi ve antikanserojenik ilaglarin kullanimi gibi
durumlarin  diisiik  dozlarinda  apoptoz, yiiksek dozlarinda ise nekroz
gergeklesmektedir.*?

Kanser iligkili apoptozun aktivasyonunda ve inhibisyonunda bir takim genler rol
oynamaktadir. Bu genlere proapoptotik genler ve antiapoptotik genler denilmektedir.
Proapoptotik genler Bad, Bax, p53, Bid, Bcl-xs, Bak, Bim, Puma ve Noxa’dir.
Antiapoptotik genler ise Bcl-2, Bel-xL ve Mcl-1’dir. Bir hiicrenin apoptoza gidecegini
belirlemede o hiicrenin i¢gindeki Bel-2/Bax orani 6nemlilik arz etmektedir. Eger hiicrede
Bax orani fazla ise hiicre apoptoza gider, fakat tam tersi bir sekilde hiicrede Bcl-2 geni
fazla ise apoptoz inhibisyona ugrar.'> >

Kanser hiicrelerinde, timor siipresor geni olan p53 geni apoptozu kaspaz 3, 7, 8
ve 9 enzimlerini aktive ederek saglamaktadir. Fakat kanser hiicrelerinde P53 geni
mutasyona ugramaktadir. Bu mutasyonlar her kanser tiirii i¢in farkli spektrumda goriiliir
ve p53 geninin inaktivasyonuna neden olur. Bunun sonucu olarak da apoptoz

engellenerek malignant gelisime neden olur.”**37
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Hiicre Olim Sinyalleri

1 = Bcl-2 Bu basamagi

bloke eder.
Mitokondriden Sitokrom-C
serbestlesir.

2

Kaspaslar aktive olur.

1

Hiicresel substratlar
pargalanir (PARP gibi)

1

Apoptoz
« DNA fragmentasyonu
« Niikleer integrasyon bozukludgu
* Kromatinde yogunlasma
« Diger olaylar

Sekil 2.1. Bcl-2’nin antiapoptotik 6zelligi gosterilmektedir. PARP: poli ADP riboz
polimeraz.™®

2.1.3.4. Kanser ve P53 Geni Arasindaki Iliski

DNA hasar verici ajanlara maruz kaldiktan sonra, hiicre siklusundaki gecici
degisimler hiicre tiplerinin ¢ogunda gézlenmektedir.”” ** Hiicre, replikatif tamire ve
mitoza baslamadan Once bu degisimler sayesinde hasart minimuma indirecek sekilde
hasar1 onarabilme yetenegine sahip olur.”” Hiicrenin replikatif sentezden 6nce DNA
hasarin1 onaramamasi durumunda mutajenik lezyonlar yayilabilir ve boylece neoplastik

40, 41 .
33-40:41 By genomik

doniistimler icin gerekli olan genomik degisimler birikmeye baslar.
degisimlerin  birikimi  hiicre = dongiisiindeki  kontrol  noktalar1  sayesinde
diisiiriilebilmektedir.*

Tiimor sitipresor gen ailesi iiyesinden biri olan p53 geni 17p 13.1 kromozomunda
bulunur. Bu gen pRb iizerinden biiylimeyi engelleyerek islevini yerine getirmektedir.
Birgok kanser tiiriinde p53 geninin homozigot kayb1 s6z konusudur. Rb geni gibi bir
mutant p53 allelinin kalitimla gegmesi sonucunda kisiyi tiimor gelisimine duyarli hale
getirir. Hiicre radyasyona veya karsinojen etkenlere maruz kaldigi zaman p53 geni p53

proteinini sentezler. P53 proteininin hiicre ¢ekirdeginde birikmesi sonucunda bir siklin

bagimli kinaz (CDK) inhibitorii olan p21 kodlanir ve bdylece hiicrenin S fazina girmesi
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i¢cin gerekli olan pRb fosforillenerek hiicre G1 fazinda bekletilir. Bu durumda hiicrenin
hasara ugramis DNA’sinin uyarilmasi i¢in zaman kazanilmis olur.*

P53 tiimor baskilayic1 geni kanser arastirmalarinin 6n planinda bulunmasinin
sebebi bu genin timér hiicrelerinde yaygin olarak mutasyona ugramasidir.”® * Bazi
DNA hasar modellerinde endojen p53 katiliminin hiicre siklusu kontroliinde oldugu
sdylenmektedir.*® **
2.1.3.5. Kanser ve MDM2 Geni Arasindaki fliski
MDM2 geni ilk olarak, immortal murin hiicre hattinin spontan

transformasyonundan sorumlu gen olarak tanimlanmistir.*’

Daha sonra bu genin
kromozom tizerinde 12q 13.14 bdlgesinde lokalize oldugu goriilmiistiir. 1991 yilinda bir
onkogen oldugu anlagilan MDM2 geni, kromozal bdlgesinden kodlanan MDM?2 proteini
p53’ii kontrol altinda tutarak p53’iin apoptoz etkisini engellemektedir.*®

Normal hiicrelerde p53 ve MDM2 genlerinin sentezlenmesinde bir denge s6z
konusudur. P53, kendi inhibitorii olan MDM2’nin ekspresyonunu arttirarak hiicredeki
bu dengenin korunmasini saglamaktadir. Hiicrede bir hasar olustugu sinyalini aldig1
zaman p53 ve MDM2’de meydana gelen modifikasyonlar bu iki protein arasindaki
etkilesimi inhibe eder ve bu sayede p53 geni aktif hale geger. MDM2 geni asir1 eksprese
oldugu zaman ise p53 proteini fazla miktarda yikilarak fonksiyon gdremez hale gelir.
Normal hiicrelerde hasar durumunda p53 ve MDM2 geni arasindaki kompleks
bozularak, p53 proteininin normal islevlerinin yerine getirilmesi saglanmaktadir. Ancak
kanser hiicrelerinde MDM2 geni ¢ok fazla eksprese edildiginden dolayr p53
aktivasyonu inhibe edilmekte ve hiicre déngiisii devam etmektedir.* " **

MDM2 geni p53 ilizerinde negatif kontrole sahiptir. Normal hiicrelerde DNA

hasari olustugunda bu iki gen fosforillenerek aralarindaki iliski kesilmektedir.**
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MDM?2 geninin p53 aktivasyonunu durdurma mekanizmasi ii¢ sekilde
ger<;el<le§mektedir;48'5 !
- MDM2, p53’iin transkripsiyon bolgesine baglanarak, ekspresyonunu inhibe
eder.
- MDM?2, p53 proteininin proteazlar tarafindan pargalanmasini tetikler.
- MDM2, p53 geninin asetilasyonunu engeller.
2.2. Akciger Kanseri
Akciger kanseri, gelismis ve gelismekte olan iilkelerde 6liimciil kanser tiirleri
arasinda erkeklerde birinci kadinlarda ise meme kanserinden sonra ikinci sirada yer
almaktadir. Akciger kanseri nedeniyle olenlerin oram1 her gegen yil biraz daha
artmaktadir.”> > Akciger kanserinin erkeklerde gériilme orami kadmlarda goriilme
oranindan daha yiiksek olmasina ragmen, sigara iciminin kadinlarda da artmasi

52, 5% Kadinlarin ve

nedeniyle aradaki fark belirgin bir sekilde diismeye baslamistir.
erkeklerin akciger kanserine yakalanma ihtimali arasindaki farkin sigara igme
aliskanligindan geldigi diisiiniilmektedir.>

Akciger kanserinin nedenleri arasinda en biiylik etkenin sigara dumaninda
bulunan kimyasal karsinojenler oldugu kanis1 ¢ok yiiksektir.”® Bu karsinojenlerin DNA
iizerinde olusturduklar1 hasarlardan dolay1™ ve oksidatif hasarin birikmesine yol
acarak™ mutasyonlarin meydana gelmesine neden olur ve sonug olarak hiicrelerin
neoplastik siirece girmesine sebep olur.” Sigaranim tiimor baskilayic gen olan p53 gen
mutasyonlarina neden olarak kanser gelisimine katkida bulundugu diisiiniilmektedir.”®

Akciger kanserinde sigaradan sonra etkili olan diger faktdrlerde; radon gazi,
mesleki maruziyet, beslenme aligkanliklari, cevre kirliligi ve genetik yatkinlik

bulunmaktadir.>”*°
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2.2.1. Akciger Kanserinin Siniflandirilmasi

Akciger kanseri histopatolojik olarak iki ana gruba ayrilmaktadir.

a) Kiigiik Hiicreli Akciger Kanseri (KHAK)

b) Kii¢iik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri (KHDAK)

DSO’niin akciger ve plevra tiimérleri igin 1999°da yaptig1 siniflandirma asagida

gosterilmektedir.

Tablo 2.2. Akciger kanserinde malign tiimorlerin siniflandirilmasi

61-63

1. Skuamoz hiicreli karsinoma
Varyantlar;
Papiler
Berrak hiicreli
Kiigiik hiicreli
Bazaloid

2. Kiigiik hiicreli karsinoma
Varyant;
Kombine kii¢iik hiicreli karsinoma

3. Adenokarsinoma

Asiner

Papiler

Bronkioloalveoller
Non-miisinéz
Miisinoz
Miks miisindz ve non-miisindz
ya da intermedier hiicre tipi

Miisin salgilayan solid
Miks subtipler
Varyantlar;
Iyi diferansiye fotal
Miisinéz (kolloid)
Miisinoz kist
Tash yliziik hiicreli
Berrak hiicreli

4. Biiyiik hiicreli karsinoma
Varyantlar;
Biiyiik hiicreli néroendokrin
karsinoma
Kombine biiyiik hiicreli
noéroendokrin
Bazaloid
Lenfoepitelyoma benzeri
Berrak hiicreli
Rabdoid fenotipinde biiyiik
hiicreli
5. Adenoskuaméz karsinoma

6. Pleorfik, sarkomatoid ya da
sarkomoz elemanlar iceren
karsinomlar
Ig hiicreli ve/veya dev hiicreli
Pleomorfik
Ig hiicreli
Dev hiicreli
Karsinosarkom
Pulmoner blastom

7. Karsinoid Tiimorler
Tipik karsinoid
Atipik karsinoid

8. Tikrik bezi
karsinomlar

tipindeki

9. Simiflandirilamayan karsinomlar
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2.2.2. Akciger Kanserinin Evreleri

Akciger kanserinin evrelendirilmesi icin, birincil tiimor biiyiikligii ve yayilimina
(T), bolgesel lenf bezi tutulumuna (N) ve uzak metastaz varligima (M) dayanan TNM
evrelendirilmesi yapilmstir.**

Sonraki yillarda daha saglikli evrelendirme yapabilmek amaciyla TNM
sisteminin yeniden gelistirilmesi ile skuamoz, biiyiik hiicreli ve adenokarsinomlu
(Kiigtik hiicreli dis1 akciger kanseri, Non-small cell lung cancer, NSCLC) hastalar
yapilacak tedavi ve prognoz yoniinden Evre 1A, IB, IIA, IIB, IITA, IIIB ve IV seklinde
siiflandirilmigtir. Kiigiik hiicreli akciger kanserli hastalarda TNM sistemi yerine VALG
(Veterans Administration Lung Cancer Group) tarafindan Onerilen evreleme sistemi
kullanilmaktadir. Buna gore hastaligin konumu go6giis kafesinin yarisinda (bir
hemitoraksta) ise "sinirli" ve hemitoraksin disinda daha yaygin ise "yaygin" olarak
evrelendirilmektedir. Bununla beraber TNM evreleme sistemi kiigiik hiicreli hastalarda
da kullanilabilmektedir.®

Evre 1: Timoriin sadece akcigerin kii¢lik bir boliimiinde goriilme halidir.

> Evre 1A: Kanser sadece bir akcigerdedir.

> Evre 1B: Kanser ya (a) akciger icinde biiyiir, ya (b) akcigerin ana
bronsuna yayilir, ya da (c) akcigeri kaplayan plevranin i¢ tabakasina
yayilir.

Evre 2: Hastalik, en yakin lenf bezlerine atlamis durumdadir.

> Evre 2A: Kanser gogiiste bulundugu taraftaki lenf bezlerine yayilir.
> Evre 2B: Kanser ya Evre 1B'deki gibidir ve ayni taraftaki lenf bezlerine
yayillmistir veya kanser lenf bezlerine yayillmamistir ama sunlardan bir

veya daha fazlasina yayilmistir: (a) Gogilis duvarina (b) diyaframa veya
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(c) akcigerler arasindaki plevraya, (d) kalbin etrafindaki zara ve/veya (e)
ana bronsa.
Evre 3: Tiimor, plevra veya iki akciger arasindaki mediasten denen bosluga veya
buradaki bezelere yayilmissa bu durum 3. evredir.
> Evre 3A: Kanser kendisiyle ayni taraftaki lenf bezlerine yayilmistir.
Ayrica sunlardan bir veya daha fazlasina da yayilmis olabilir: (a) Gogiis
duvarina (b) diyaframa veya (c) akcigerler arasindaki plevraya, (d)
kalbin etrafindaki zara (perikardiyum) ve/veya (e) ana bronsa.
> Evre 3B: Kanser kopriiciik kemiginin istiindeki lenf bezlerine veya
gbgstin karst tarafindaki lenf bezlerine yayilmistir ve/veya sunlardan biri
veya daha fazlasina yayilmistir: (a) Kalbe, (b) asag1 vena kava ve aorta,
(c) gogis duvarina, (d) diyaframa, (e) trakeaya, (f) sternum ve (g)
yutaga.
> Evre 3C: Kanser ayrica plevra tabakalar1 arasindaki siviya da yayilmis
olabilir.
Evre 4: Karaciger, kemik, bobrek listii bezi gibi uzak organlara yayilmis
durumudur.
2.2.3. Akciger Kanser Tedavisinde Kullamilan Antikonserojenik Maddeler
2.2.3.1. Cetuximab
Epidermal biiyiime faktor reseptorii (EGFR) hiicre igi, hiicre disi ve o-heliks
transmembran boliimlerine sahip olan tirozin kinaz aktivitesi gosteren bir membran
reseptoridiir. EGFR sinyali, proliferasyonu ve metastazi arttirirken apoptozisi
diisiirmektedir. EGFR aktivitesi, ATP ile yarisan kiigiik bir molekiiliin kinaz bolgesine
baglanmasiyla diistiriilebilir. Bunun yaninda reseptoriin dis kismima monoklonal

antikorun dogrudan uygulanmasiyla da bu islem gerceklestirilebilir. Fare-insan
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monoklonal antikoru olan cetuximab EGFR aktivitesini diisiirmektedir. EGFR’ye
yonelik terapiler tutarlilik gostermektedir fakat tiimor tiplerine karsi klinik aktivitesinin
diisiik seviyeleri ve onlarin etkinligini belirleyen faktorler tam olarak bilinmemektedir.
Ayrica EGFR hedefli ajanlarin etkinligi hakkinda, bu ajanlarin hiicre mekanizmasini
aydinlatan cevap ve bu cevabin dogal ve kendiliginden elde edilmis direngle ilgili olup
olmadig1 hakkinda az sey bilinmektedir.®®

Yapilan c¢aligmalarda cetuximabin in vitro ortamda EGFR ekpresyonlu kanser
hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi ve xenograf modellerde tiimor biiytimesini
engelledigi belirtilmektedir. Diger kemoterapotik ajanlarla kombine kullaniminin
antitimor etkinligini arttirdig1 da bildirilmektedir. Cetuximabin hiicre proliferasyonunu
engelledigi ve apoptozu baslattigi histolojik analizlerle de gosterilmektedir. Ayrica
cetuximab endotelyal hiicrelerin apoptozunu ve antianjiogenik etkiyi de tetiklemis
oldugu yapilan calismalarda gosterilmektedir. ©’

2.2.3.2. Cisplatin

Birgok kanser tiirlinde platin kdkenli bir kemoterapdtik olan cisplatin yillardir
basarili bir sekilde uygulanmaktadir.’® ® DNA ve RNA gibi niikleofilik molekiillerle
kolaylikla etkilesime girebilme 0Ozelligine sahip bir ilagtir. Sitotoksisitesinin bu
ozelliginden kaynaklandigina inanilmaktadir. Cisplatinin anti kanser o6zelligi, hiicre
dongiisiine girerek onu bloke etmesinden, RNA transkripsiyonunu ve DNA
replikasyonunu engellemesinden ve apoptoza neden olmasindan ileri gelmektedir.®’

Diger kemoterapotikler gibi cisplatine karsi da bir direng olugsmaktadir. Cisplatin
uygulamas1 ile kanser hiicrelerinde anti-apoptotik genlerin ekpresyon artiginin
uyarilmasi neticesinde kemoresistans gelisimi sekillenmektedir.”” Bu direnci kirmak
icin cisplatinin yiiksek dozlarda uygulanmasi gerekmektedir ancak yiiksek dozlarda

cisplatinin nefrotoksisite ve hepatotoksisite gibi toksik yan etkileri meydana
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getirmektedir.®® 7 Diisiik dozlarda ise cisplatinin etki orami diismektedir. Bu oran
cisplatinin diger kemoterapdtiklerle kombine kullanilmasi ile arttirilabilir ve boylece
toksik etkisi de diisiiriilebilir.®® Yapilan bir calismada gemcitabin ile cisplatinin
kombine kullanimi yalniz gemcitabin kullanimina oranla daha iyi etki ve daha hafif
toksisite gosterdigi rapor edilmektedir.”' Ayrica bu kemoterapotiklerden birkacinin
kombine kullanimi son yillarda birgok kanser tedavisinde basvurulan segencklerden
birisi olmaktadir. Boyle kombine kullanimin sonucu olarak kanser tedavisinde daha
etkin bir sonug ve daha diisiik toksisitenin olusmasi saglanabilmektedir.”

Cisplatinin toksisitesinde en biiyiik hedefi mitokondride gerceklesen oksidatif
strestir. Bunun sonucu olarak mitokondriyal protein-siilfhidril kaybolmaya baslamakta
ve mitokondriyal membran potansiyeli diismektedir. Yapilan incelemelerde cisplatinin,
ALT ve AST seviyelerinde yilikselmeye ve nitrit oksit, kalsiyum ve albiimin
seviyelerinde de diismeye neden oldugu belirtilmektedir.”

2.3. Kanser Tedavisinde Antioksidanlarin Rolii

Antioksidanlar iki sekilde etkilerini gostermektedirler. Bu etkilerini ya direkt
olarak serbest radikalleri ve ROS’lar1 ortamdan temizleyerek ya da indirekt olarak
serbest radikallerin kendilerini veya ara {iriinlerini metabolize ederek zararsiz iiriinlere
doniistiirerek gostermektedirler.”

Antioksidanlar endojen ve ekzojen olarak iki sinifa ayrilmaktadir.

» Endojen-Enzimatik Olanlar; Siiperoksit Dismutaz (SOD), Glutatyon Peroksidaz
(GSH-Px), Katalaz (CAT), Glutatyon-s-transferaz (GST) ve mikrobiyal sitokrom
oksidaz sistemidir.

» Endojen-Enzimatik Olmayanlar; Vitamin E, B-karoten, melatonin, bilirubin,
alblimin, ferritin, transferrin vb.

Ekzojen antioksidanlar ise folik asit, vitamin C, mannitol vb./4 7
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Bilinen en gii¢lii antioksidan 6zellige sahip olan melatoninin farkli dokulardaki
pozitif etkileri arastirilmaktadir.”* Insanlarda yapilan klinik calismalarda, melatoninle
kemoterapinin kombine kullaniminin, yalniz kemoterapi kullanimindan daha etkili
oldugu goriilmiistiir.”®

2.3.1. Melatonin

Melatonin hormonunun kesfi 1950°li yillarin sonlarinda yapilmistir. Fakat bu
tarihten tam {i¢ yliz yil Once iinli Fransiz Filozof Rene Descartes melatonin
hormonunun salgilandig1 yer olan pineal bezi ruhun siginagi olarak tanimlamistir.
Glniimiizde ise bircok makalede melatoninin uyku, ruh hali, timor biiylimesi ve
yaslanmanin biyolojik diizenlenmesinde gorevli oldugu bulgularina rastlanmaktadir.
Yapilan bircok hayvan deneyi ¢alismalarinda melatonin hormonunun asil gérevlerinden
baska oOzelliklerinin kesfedilmeye baslanmasiyla birlikte bu hormon popiilar hale
gelmigtir. Ancak melatoninin insan fizyolojisi ve patofizyolojisi lizerine etkileri hala
tam olarak belirsizligini korumaktadir.””7®

N-asetil 5S-metoksi triptamin olarak da bilinen melatonin hormonu ilk olarak sigir
pineal bez kaynakli molekiiliin kurbaga derisinin rengini agmasi ve bu derinin pigment
hiicrelerindeki melatonin graniillerini aglutine etmesiyle tanimlanmugtir.”” ™

Melatonin memelilerde baslica beynin serebral yarim kiireleri arasinda bulunan
pineal bezden salgilanmakla birlikte ayrica over, retina, harder bezi, lakrimal bez,
eritrositler, trombositler ile gastrointestinal sistemden de sentezlenip salgilanan
ndrotransmitter bir hormondur. Bu hormon hem yagda hem de suda ¢oziinebilir
ozelliginde oldugu i¢in niikleus dahil hiicrenin her organeline ulasabilir.** *'
Melatoninin sentezi ve salinimi karanlikla uyarilir 1sikla inhibe edilir. Giin 15181

boyunca, fotoreseptdr hiicreleri hiperpolarizedir yani nérepinefrin salinimi inhibe edilir.

Sistem c¢ok az miktarda melatonin salgilar. Karanlikla birlikte fotoreseptorler
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norepinefrin salar ve boylece sistem aktif hale gecer. Arilalkilamin enziminin
seviyesinin artmasiyla da melatonin sentezi ve salinimi artar. Melatonin sentezi arttikca
kan dolasimina giren melatonin seviyesi de orantili bicimde artmaktadir. Insanlarda
melatonin salgilanmasi karanlikla birlikte artmaya baslar ve gece 2-4 saatleri arasinda
pik noktaya ulasir ve sonrasinda yavas yavas diismeye baslar.®*

2.3.2. Melatonin Hormonunun Biyosentezi ve Salgilanmasi

Memelilerde pineal bez hormonu olan melatonin esansiyel bir amino asit olan
triptofandan sentezlenmektedir. Ik basamakta triptofan hidroksilaz enzimi tarafindan 5-
hidroksi triptofana daha sonrada bunun dekarboksile olmasiyla 5-hidroksitriptamine
(seratonine) doniisiir.

Seratonin arilalkilamin-N- asetiltransferaz enzimiyle N-asetilseratonin formuna
dontstiiriiliir. Son olarak N-asetilserotonin hidroksiindole-O-metiltransferaz enzimi
aracilifiyla N-asetil-metoksitriptamine (melatonin) doniisiir. Sentezin diizenlenmesi
primer olarak karanliga baglidir. Sentezden sorumlu N-asetiltransferaz’in aktivitesi
fotoperiyotik sartlar altinda diizenlenmektedir. Isik altinda retinada olusan sinirsel
impulslar hipotalamusta bulunan suprakiazmatik niikleus ve diger hipotalamusta
bulunan yapilara aktarilir. Bu boélgelerin uyarilmasiyla beraber karanligin da etkisiyle
postgangliyonik sempatik liflerden saliverilen néradrenalin ; reseptorlerine baglanarak
serotonin ve N-asetiltransferaz’in saliverilmesine neden olur. Noronlarda ve pineal
bezdeki biyokimyasal sinyallerin etkisiyle melatonin anabolizmasi hizlanir ve bu

. . . o . . . 13.84-
hormonun sirkadiyen ritme bagli olarak sentez ve saliverilmesi gergeklegir.'> ***
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Melatonin, 6zellikle karacigerde olmak iizere, 6-hidroksimelatonine hidroksilasyonla

metabolize olur ve siilfirik asit ve glukuronik asitle birleserek idrar yoluyla atilir.”” % 5

Sekil 2.2. Melatonin salgilanmasimin fizyolojisi.”’

Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin)
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2.3.3. Melatoninin Apoptotik ve Anti-kanserojenik Etkisi

Melatoninin ile ilgili yapilan bir¢ok in vivo ve in vitro ¢aligmalarda bu
hormonun onkostatik etkiye sahip oldugu, bircok kanser tiiriinde olusan semptomlari
hafiflettigi, timdr anjiogenezisini, poliferasyonunu ve metastaz olusumunu yok edici
etkiye sahip oldugu goriilmektedir.*” * Pinealektomi yapilan hayvanlarda timor
biiyiimesinin artti1 ve daha sonra bu hayvanlara melatonin uygulamas: yapildiktan
sonra timdr gelisiminin yavasladig: bildirilmistir.”” *
Melatoninin etkileri, ileri derece kanserli bazi hastalarda ¢alisilmis ve olumlu

sonuglar alinmistir. Ornegin, glioblastomali hastalarmn bir kismina yalmz radyoterapi
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verilirken diger bir kismina melatonin ile kombinasyon uygulanmistir. Kombine
kullanim yalniz radyoterapiye gore ¢ok daha iyi sonuglar alinmasini saglamstir.”’

Melatoninin tiimor gelisimine karsi olumlu etkileri;

1- Kanser hiicreleri tarafindan yag asidi biiylime faktorii alinimini kisitlamast,

2- Telomer uzunlugunun azaltilmasi yoluyla telomeraz aktivitesini kisitlayarak

kanser hiicrelerinde apoptoza neden olmast,

3- Timorlerde damar gelismesine sebep olan anjiogenik bir faktor olan

endotelin-1 sentezini baskilamasi,

4- P53 geninin ekspresyonunu saglamast ile gergeklesmektedir.”’

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda hastalarda tiimor olusumuyla birlikte uyku
bozuklugunun da goriildigii bildirilmistir.”’ Melatoninin kanser hastalarinda biyolojik
regiilasyonu diizenleyerek yeni tiimor olusumlarini engelledigi ve kanser hastalarinin
yasam Kkalitesini iyilestirdigi goriilmiistir.”® Hayvan deneyi calismalari ve klinik
denemelerde melatonin hormonunun meme kanseri, prostat kanseri, akciger kanseri,
kolon kanseri ve diger kanser tiirlerinin gelismesini baskilayict 6zelliginin oldugu

gorillmiistiir.” >

Ayrica melatoninin kemoterapétik ilaglarla beraber kullanildiginda
ilaglarin yan etkilerini azalttigi, bu sebepten dolay1 da hastalarin yasam standartlarini
iyilestirdigi goriilmiistiir.””

Shilian Hu ve ark.”* akciger kanserli hastalarda yapmus olduklar1 bir ¢alismada
kemoterapi uygulanan hastalarin serumlarinda triptofan ve melatonin hormonunun

diisiik oldugunu ve bu hastalara disaridan triptofan verilerek melatonin sentezini

arttirmanin 6nemli olabilecegini bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Hiicre Kiiltiirii
3.1.1. Hiicre Kiiltiir Medyumunun Hazirlamsi
» 85 ml Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM)
» 10 ml fetal bovine serum
» 1 ml Penisilin-Streptomisin-Amfoterisin B
» 2 ml L-glutamine

Maddeleri eklenerek kullanima hazir hiicre kiiltiir medyumu elde edildi.

3.1.2. Hiicre Kiiltiirii inkiibasyon Kosullar1

Akciger kanseri hiicre hatt1 (A549), 23. Pasaj olarak Atatiirk Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Laboratuvarinda -196 °C’de hazir olarak
bulunmaktadir. DMEM besi yeri medyumu igerisinde %5 CO, ve 37 °C sicakliktaki
etiivde (Nuaire) 25 cm”lik flasklarda steril sartlarda inkiibe edilerek hiicrelerin
cogalmasi saglandi.

3.1.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi (Subculturing)

Uremekte olan hiicreler flasklarin zemininin  %80-90’m1  kapladiginda
(confluent) hiicreler pasajlandi.”> *® Bu amagcla iiremekte olan hiicreler yeteri kadar
cogaldiginda;

» Flasklarda bulunan kiiltir medyumu uzaklastirilarak steril fosfat tampon
soliisyonu (PBS) (25 c¢m? i¢in 2 ml) ile yikandi.

» PBS’i de uzaklastirdiktan sonra zemine yapisan hiicreleri kaldirmak i¢in 3 ml
tripsin-EDTA soliisyonu ilave edildi ve etiivde 10 dk. bekletildi.

» Flaskin ylizeyinde yapisik olan hiicreler kaldirildiktan sonra tripsin-EDTA

sollisyonunda siispansiyon halinde 15 ml hacimli bir tiip igerisine aktarildi.
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Soliisyonun {izerine tripsinin inkiibasyonu i¢in tripsin hacminin 2 katt medyum
eklendi.

Tiipe aktarilan siispansiyonun 1300 rpm’de 10 dk.’lik santrifiij islemine tabii
tutulmasinin  ardindan st kistmda bulunan tripsin-EDTA  soliisyonu
uzaklastirildi.

Tiipiin dibinde pellet seklinde bulunan hiicrelerin iizerine taze medyumdan ilave
edilerek olusan siispansiyon 5 adet 25 cm®lik flasklara boliinerek tekrar
pasajlandi.

Yeniden pasajlanan hiicreler 37 °C’de %5 CO; ortaminda inkiibasyona birakildi.
3.1.4. Hiicrelerin Dondurulma ve Saklanma Islemleri

Tripsin-EDTA soliisyonu ile yilizeye yapisan hiicreler kaldirilarak santrifiij
edildi.

Tripsin-EDTA soliisyonu uzaklastirilarak pellet halinde bulunan hiicrelerin
tizerine Iml medyum ilave edildi ve sayildu.

Tripsin, hacminin en az iki kat1 serumlu besi yeriyle inkiibe edildi.

Hiicreler pipetlenerek tek hiicre siispansiyonu haline getirilip bir falkon tiipe
aktarildi. Uzerine 2-3 ml daha medyum ilave edildi.

Hiicre siispansiyonu 1300 rpm’de 10 dk. santriflij edildikten sonra iistte kalan
kisim uzaklastirildi.

Pelletin tlizerine 900 ul hiicre medyumu koyularak sayildi.

Dondurma tiipleri igerisine 100 pl dimetil siilfoksit (DMSO) ve 900 ul hiicre
medyumu ile siispanse edilen hiicre soliisyonu eklendi.

Tiipler dondurma kabina yerlestirilerek -80 °C’de derin dondurucuda

gerektiginde kullanilmak tizere saklandi.

25



3.1.5. Hiicre Sayilarinin Hesaplanmasi

Ependorf tiipe, 1 ml kiiltiir medyumu ile sulandirilan hiicrelerden 10 ul alinarak
tizerine 90 pl tripan blue boyasi eklenerek karistirildi. Bu karisim Neubauer lami
tizerine konularak 5 bdélmedeki hiicre sayimlar1 yapildi, daha sonra bulunan bu say1
sulandirma miktar1 x50.000 ile ¢arpildi. Cikan sonug¢ 1 ml medyumda ka¢ milyon hiicre
oldugunu gostermektedir. Boylece ekim yapilacak sayir belirlenip hiicrelerin petriye
ekimleri yapildi. 100 mm’lik kiltiir petrisine 5x10° hiicre ve 96 kuyucuklu kiiltiir
plagimin her kuyucuguna 5000 hiicre transfer edilmis oldu.

3.2. Deney Gruplarinda Kullanilan Maddelerin Doz Ayarlamalari

Melatonin hazirlanisi:

Melatonin (Sigma Aldrich, M5250), %99,8’lik etil alkolle (Sigma Aldrich,
UN1170) mililitrede 50 mg olacak sekilde ¢oziildiikten sonra, besi yeri medyumu ile
%1°den az olacak sekilde seyreltilerek 10 nM’lik konsantrasyondaki elde edilen
melatonin solusyonu A549 hiicrelerine uyguland1.”’

Cisplatin

Kocgak Farma’dan temin edilen cisplatin maddesi, besi yeri medyumunda daha
once yapilan caligmalar dogrultusunda belirlenen konsantrasyon olan 50 puM olacak
sekilde besi yeri ile seyreltildi ve deney gruplarina uygulands.”

Cetuximab:

Ticari ad1 Erbitux olan (Merck, Darmstadt-Germany) cetuximab, daha once
yapilan ¢aligsmalar referans alinarak besi yerinde konsantrasyonu 100 uM olacak sekilde

A549 hiicrelerine uyguland:.”
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3.2. Hiicre Sitotoksisite Analizi

MTT Yontemi

MTT analizi, formazon boyalarinin ya da MTT azalmasma bagli olarak
enzimatik aktivitenin kolorimetrik olarak oOl¢limiine dayanan ve bdylece hiicre
cogalmasimin ne diizeyde oldugunu belirleyen yontemdir. Bu metotla, hiicrelere
uygulanan terapdtiklerin, hiicrelerin lizerindeki sitotoksik ya da proliferatif etkinlikleri
belirlenebilmektedir.'®

Melatonin, cetuximab ve cisplatin ile bunlarin farkli kombinasyonlarda kombine
kullaniminin A549 hiicre hatti lizerinde olusan sitotoksik etkileri MTT kiti ile iiretici
firmanin (Sigma Co. Germany) kullanim talimatina goére uygulandi. Yontem MTT
ajaninin hiicrelere eklendikten sonra inkiibasyona birakilmasiyla meydana gelen renk
degisiminin kolorimetrik olarak belirlenmesi prensibine dayanmaktadir. Olugan renk
degisikligi sar1 ile renklendirilmis formazon tuzlarinin aktif hiicre mitokondrilerinde
tetrazolyum tuzunun azalmasi sonucunda olusmaktadir. Bu bilesiklerin absorbans degeri
metabolik olarak aktivitelerinin belirlenebilmesi ile orantilidir.

Yapilis Yontemi;

MTT ajaninin uygulanmasindan 1 giin 6nce 96’lik plak icerisinde her kuyucuga
5000 hiicre gelecek sekilde 100 pl kiiltir medyumu ile hiicrelerin ekimi yapildi.
Mikroplak 24 saat 37°C ve %5 CO, ayarl inkiibatorde bekletilerek hiicrelerin yiizeye
yapigmalar1 saglandi. Bu yolla tripsin enziminin hiicre membran proteinleri ve biiylime
faktor reseptorleri lizerinde olusturdugu zararlar ortadan kaldirilmis oldu. Bu protein ve
faktorlerin yeniden sentezlenebilmesi igin 24 saatlik bir siireye ihtiya¢ duyulmaktadir.'"'
Aynt zamanda bu yolla medyum icerisindeki terapdtik ajanlarin  hiicreyle

muamelesinden 6nce hiicrelerin metabolik aktivite kazanmasi saglanir.
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24 saatlik inkiibasyondan sonra diliisyon halinde hazirlanan melatonin, cisplatin
ve cetuximab maddeleri mikroplaklar i¢erisinde seriler halinde gruplara boliinerek hiicre
hattt medyumuna ilave edildi. Her bir mikroplak kuyucugunda toplam hacim 200 pl
olacak sekilde madde uygulamalar1 yapildi. A serisinin birinci siitunu hiicre kontrol ve
ikinci siitunu ise medyum kontrol olarak ayarlandi.

Tiim madde uygulamalarindan sonra hiicre hatlarina 24 ve 48 saat siireli
inkiibasyonda tutuldu, MTT y&ntemi uygulandi. Bu yontem analizine baslanmadan dnce
96’11k plaklarda bulunan medyumun 100 pl’si uzaklastirilarak MTT analizine baglandi.

MTT analizi;

I- 96’lik plak kuyucuklarinda bulunan 100 pl medyum ve hiicre karisimi
tizerine, hazirlanmis tiazolil mavi tetrazolium bromid soliisyonundan 10 pl ilave edildi.
Bu soliisyon ilavesini takiben 96’lik plak inkiibatore alinarak 3 saat bekletildi.

2- Ug saatlik inkiibasyonun ardindan hiicrelerin yiizeyinde bulunan medyum bir
pipet ile almarak MTT ¢oziicii soliisyonundan 100 pl ilave edildi ve 20 dk. daha
inkiibatorde bekletildi.

3- Inkiibasyonu yapilan hiicrelerin, mikroplak okuyucu spektrofotometre (p-
Quant, BioTek Instruments, Winooski, Vermont, USA) ile 570 nm absorbans degerinde
Olgiimleri 3 tekrarli olarak yapildi.

Microsoft Excel programi yardimi ile uygulanan doz ve % hiicre viabilite egrisi
belirlenerek %50 baskilayici konsantrasyon (IC50) degeri logaritmik egim grafigi ile
hesaplandi.

3.3. Immiinositokimyasal (ICC) Boyama Metodu

Hiicrelerin Lamda Uretilmesi
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1. Poly-L-lysine kapli lamlar (Thermo Fisher Scientific, USA) 10 cm ¢apindaki
petri kutularina hiicre ekimi yapilmadan once yerlestirilerek class II tip biyogiivenlik
kabini igerisinde 4 saat siireyle ultraviyole 151k altinda sterilize edildi.

2. 25 cm®lik flasklarda cogaltilan hiicrelerden, UV 151k altinda steril edilen
petrilere her bir petri igerisindeki lamlarin {ist yiizeylerine esit miktarda (100 pL
medyumda stispanse yaklasik 5000) hiicre gelecek sekilde ekim yapildi.

3. Lam tizerine hiicrelerin yapigmasini takiben (ortalama 24 saat sonra), petriler
gruplara ayrildi ve yalniz ve kombine olarak uygulanacak olan cisplatin, cetuximab ve
melatonin gruplarinin petrilerine ¢esitli konsantrasyonlarda bu kombinasyonlar
eklenirken, kontrol grubundakilere ayni miktarda kiiltiir medyumu konuldu.

4. Inkiibasyon siiresinin bitimini takiben (24 saat sonra) petri icindeki medyum
pipet yardimiyla uzaklagtirildi ve fosfat tampon soliisyonu (PBS) eklenerek hiicre
yikama islemi yapildi.

Fiksasyon;

1. PBS ile yikanan ve lam iizerinde yapisik bulunan hiicreler petrilerden
cikarilarak -20 °C’de sogutulmus metanol igerisinde 10 dakika tespit edildi.

2. Tespit edilen lamlar PBS ile yikandi, kurutuldu ve boyama prosediiriine
baslanincaya kadar -20 °C’de saklandi.

ICC boyama;
> Boyama islemine alinacak lamlar derin dondurucudan cikarilarak oda isisina
gelinceye kadar bir siire bekletildi ve takiben PBS ile yikandi.
> Endojen peroksitlerin bloklanmasi i¢in %3’lik H,O, soliisyonunda 10 dk.
bekletildi.

> Daha sonra 5 dk. siire ile 3 kez PBS soliisyonuyla yikandi.
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> Permeabilizasyon icin (intraselliiler protein tespiti i¢in olduk¢a Onemlidir);
lamlar %0,1 Triton X-100-PBS soliisyonunda 10 dk. bekletildi.
> Lamlar 3 kez PBS ile yikandiktan sonra %1 BSA—PBS (bloklama) soliisyonunda
30 dk. bekletilerek non-spesifik baglanmalarin 6niine gegildi.
> Daha sonra %1 BSA-PBS soliisyonu ile sulandirilan primer antikorda (Bax,
Mouse monoclonal, ab5714) 37 °C’de 1 saat nemlendiricili kabinde bekletildi.
> Lamlar iizerindeki primer antikor soliisyonu lami egip kenarindan dokiildiikten
sonra, PBS soliisyonu ile her biri 5 dk. olmak iizere 3 kez yikandiktan sonra {izerine
sekonder antikor solisyonu dokiildii. Sonra 1 saat boyunca nemlendiricili kabin
igerisinde inkiibe edildi.
> Sekonder antikor lamlarin lizerinden uzaklastirildiktan sonra, her biri 5’er dk.
olacak sekilde PBS ile 3 kez yikandu.
> Lamlarin {izerine Horseradish peroksidaz (HRP) konjugeli streptovidin biotin
damlatilarak 30 dk. inkiibe edildi.
> Streptovidin biotin soliisyonu lamlardan uzaklastirildiktan sonra 3 kez 5 dk.
stireli PBS ile yikandi.
> Lamlar g¢ekirdek boyamasi i¢in Harris’in Hematoksilen soliisyonunda 5 dk.
bekletildikten sonra dereceli alkol ve ksilol serilerinden gegirilip entellan (Merck,
Germany) ile kapatildi.

3.4. Immiinositokimyasal Degerlendirme

Immiinositokimyasal boyama sonuclarinin gruplar aras1 kryaslamalarini
yapabilmek icin “Stereolojik Fractionator Frame” metodu kullanildi. Bu analizler
stereoloji workstation sistemi (BioPrecision MAC 5000 controller system) ve stereoloji
software (Stereo Investigator version 9.0, Microbrightfield, Colchester, VT) atagmanli

151k mikroskobu (Leica DM4000 B, Tokyo, Japan) altinda yapildi.'>'*
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Calismamizda AS549 hiicre preparatlart iizerinde Bax immiinopozitifligi
“Unbiased Counting Frame and Fractionator” metodu'’"" ' kullanilarak tim gruplara
ait her bir preparattaki 1000 adet hiicre sayilarak bunlar igerisinde pozitif hiicreler
fractinator programiyla isaretlendi. Preparattaki sayim sonrasi bin hiicre igerisindeki
pozitif hiicre yogunlugu Tablo 4.3 ve 4.4’te verilmistir. Stereolojik Fractionator
programi ile hiicrelerin sayimi Sekil 3.1°de gosterilmektedir.

3.5. Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real Time PCR)
Analizleri

3.5.1. RNA izolasyon Safhasi

Hazirlanmis olan hiicre kiiltlirlerinden elde edilen ekstraktan 200ul ROCHE
MagNA Pure Compact otomatik DNA-RNA izolasyon cihazina konuldu. Ardindan
Roche MagNA Pure Compact RNA izolasyon kiti ile RNA izolasyonu yapilarak 50 pl
ornek elde edildi.

3.5.2. Komplementer DNA (¢cDNA) Sentez Safhasi

Elde edilen mRNA’larin konsantrasyonu 0l¢iildii ve mRNA konsantrasyonuna
gore cDNA yapim agamasinda 15-20 ng arasinda bir deger saglanmasi i¢in bir miktar
sulandirildi. Konsantrasyonu ayarlanan 6rneklerden 10 pl alinarak iizerine Transcriptor
First Strand cDNA Synthesis kitinden ¢ikan Random Primerden 2 pl ile, 1 pl distile su
(her bir 6rnek i¢in) 0.2 ml’lik polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) tiiplerine konuldu.
Daha sonra Reverse Transcriptor PCR cihazinda 65 °C’de 10 dk. denatiirasyon yapildi.
PCR’de bu islem devam ederken denatiire olan RNA’larin iizerine cDNA’y1
olusturmasti i¢in igerisine koyulan mix hazirlandi.

3.5.3. Real Time PCR Cihazina Yiikleme Asamasi

Oncelikle karisim hazirlandi. Her bir 6rnek igin;

- 8 ul distile su
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- 5 pl probe master mix
- 2 ul P53 ve 2 ul MDM2 primeri
- 5ul cDNA

Standartlar I¢in Hazirlanan Mix;

8 ul distile su

5 ul probe master mix

2 ul beta aktin primer standard1

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis standartlardan 5 pl cDNA

Standartlarin Hazirlanis,

Standart 1: Hig¢ sulandirma yapilmaz. Konsantrasyon: 10000

Standart 2: Standartl’den alinan 5 pl cDNA iizerine 45 pl distile su eklenir ve elde
edilen konsantrasyon : 1000

- Standart3: Standart2’den alinan 5 pul cDNA iizerine 45 pl distile su eklenir ve elde
edilen konsantrasyon :100

- Standart4: Standart3’den alinan 5 pul cDNA iizerine 45 pl distile su eklenir ve elde
edilen konsantrasyon :10

Real Time PCR da Costom Assay PCR programu segilir.

Preinkibasyon

1 cycles Analiz modu None.

95 te 10 dk. Ramprate 4.4 Cooling

1 Cycles Analis Mode None

40 te 30 sn. None Ramp Rate: 2.2
Absolite kuantifikasyonda deger elde edebilmemiz i¢in 4 adet standart kullanildi.
Hazirlanan karigimlar plak iizerindeki her bir kuyucuga uygun sekilde total hacim 20 pl

olacak sekilde yiiklenerek plaktaki yiikleme cihazina tanitip program baslatildi. Real
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Time PCR programi tamamladiktan sonra Absolite kuantifikasyonda analizi yapilarak
standartlarin baz alinmasiyla cihazin 6rneklere verdigi degerler not edildi.

3.5.4. RT-PCR (Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu) P53 ve MDM?2
Gen Ekspresyonlarimin Olgiilmesi

Her bir ornege ait cDNA’lar kullanilarak genlerinin ekspresyonlar1 (P53 ve
MDM2) Roche LightCycler 480 Real-Time PCR cihazinda calisildi.  Cihazin 96
kuyucuklu PCR plagt vardir. PCR islemleri gergeklesirken, her bir kuyucuktaki
amplifikasyon miktarin1 kuantitatif olarak es zamanli verme 6zelligine sahiptir. Bir
plaga her bir 6rnek 7 kuyu kullanilacak sekilde yiikleme yapildi. Calismada P53,
MDM2 ve farkli konsantrasyonlarda hazirlanmig standart G6PD kullanildi. Her bir
ornek i¢in kullanilan Spl ¢cDNA, 8 pl ddH,O, 5 pl Probe Master mix 2 pl P53 ve 2 pl
MDM2 primeri aktarildi. P53 ve MDM2 Genlerinin Ekspresyon tayinini Roche
Lightcycler 480 Real-Time PCR Cihazit PCR Programi Real Time PCR da Costom
Assay PCR programi segildi. Absolite kuantifikasyonda deger elde edebilmemiz i¢in 4
adet standart kullanildi. Hazirlanan karigimlar mikro plak iizerindeki her bir kuyucuga
uygun sekilde total hacim 20 pl olacak sekilde yiiklendi. Ardindan plaktaki yiikleme
cihaza tanitilip program baslatildi. Real Time PCR programi tamamladiktan sonra
Absolite kuantifikasyonda analiz yapilarak standartlar1 baz alarak cihazin drneklere P53
ve MDM2 verdigi degerler not edildi.

3.6. Istatistiksel Analiz

Calismadan elde edilen MTT analizi sonuglarimizin istatiksel analizinde
homojen dagilim gosterdigi belirlendikten sonra tek yonlii varyans analizi (ANOVA)

Post hoc. Duncan testi yapildi. Onemlilik derecesi 0.05 olarak alind.
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4. BULGULAR

4.1. Sitotoksisite (MTT) Analizi Sonuclari

Akciger kanseri hiicre hattinda melatonin, cisplatin ve cetuximab uygulamalari
sonrast  hiicrelerin ~ MTT  yOntemiyle  sitotoksisite  analizi  sonuglarinin
degerlendirmesinde; 24 saatlik gruplarimizda en yiiksek hiicre oraninin kontrol
grubunda oldugu belirlenirken, o6zellikle melatonin ve cetuximab kombinasyonu
uygulanan grubun sitotoksisitesinin oldukca yiliksek oldugu ve cetuximab uygulanan
grubun degerinin diger gruplardan istatistiksel olarak diisiik oldugu gorildii (P<0.05).
Diger gruplarin karsilastirmalarinda ise gruplar arast anlamli bir farkin olmadigi
belirlendi (P>0.05). Melatonin, cisplatin ve cetuximab uygulanan gruplara ait 24 saat
inkiibasyon siireli MTT sonuglar1 ve istatistiksel karsilastirmalar Tablo 4.1 ve Sekil
4.1°de de sunulmaktadir.

Akciger kanser hiicrelerine (A549) 48 saat siireli melatonin, cisplatin ve
cetuximab uygulamalar1 sonrast MTT analizi degerlendirmelerimizde; en yliksek hiicre
konsantrasyonunun kontrol grubunda oldugu goriiliirken cisplatin ve cetuximab,
melatonin, cisplatin ve cetuximab ile melatonin ve cisplatin kombinasyonlar1 uygulanan
gruplarda hiicre yogunluklarinin anlamli bir fark olusturacak sekilde diistiigii belirlendi
(P<0.05). Melatonin uygulanan grupta ise kontrol grubuna yakin bir deger goriiliirken
karsilagtirmamizda anlamli bir farkin olmadig1 goriildii. Diger taraftan melatonin ve
cetuximab uygulanan grupta kontrol grubuna oranla anlamli bir diisiis belirlenirken bu
diisiistin diger melatonin, cisplatin ve cetuximab kombinasyonlar1 uygulanan gruplara
oranla daha az oldugu fakat kontrol grubundan anlamli derecede diisiik oldugu tespit
edildi (P<0.05). Cisplatin ve cetuximab uygulanan gruplarda ise kontrol ve melatonin

gruplarma gore anlamli diisiis oldugu belirlendi (P<0.05). Tiim gruplara ait 48 saat
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siireli inkiibasyon sonucu elde edilen sitotoksisite degerleri Tablo 4.1 ve Sekil 4.1°de

gosterilmektedir.

Tablo 4.1. Melatonin, cisplatin ve cetuximab uygulamalar1 sonrasi 24 ve 48 saat

inkiibasyonlu gruplara ait sitotoksisite sonuglari

Gruplar 24 saat 48 saat

Kontrol 0,443+0,047% 0,711%0,033*
Mel 0,421+0,032%® 0,715+0,086°
CP 0,415+0,024%® 0,377+0,041°
CTX 0,430+0,061% 0,582+0,043¢
CP-CTX 0,419+0,016 0,283+0,025"
Mel-CP-CTX 0,404+0,032° 0,267+0,024°
Mel-CP 0,42040,017° 0,245+0,032°
Mel-CTX 0,341+0,043¢ 0,430+0,047¢

®harfleri gruplar aras: istatistiki farkliligi gostermektedir.
Tiim veriler ortalama =+ standart deviation (SD) olarak ifade edilmistir.

Istatistiksel degerlendirme Tek yonlii varyans analizi Duncan Testi ile yapilmustir.

Istatistiksel Gnem P<0.05 olarak kabul edilmistir.

o

Vo)

o

o
)

W 24 saat

W 48 saat

MTT analizi sonuglan

Gruplar

Sekil 4.1. Akciger hiicre hatt1 (A549); melatonin, cisplatin ve cetuximab uygulamalari
sonrasi 24 ve 48 saat inkiibasyonlu hiicre hatlari sitotoksisite (MTT) analizi sonuglar1
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Sekil 4.2. Tiim gruplara ait 24 saat siireli melatonin, cistplatin ve cetuximab uygulanan
A549 hiicreleri invert mikroskop goriintiisii; A: Kontrol, B: Melatonin, C: Cisplatin, D:

Cetuximab, E: Melatonin-Cisplatin, F: Melatonin-cetuximab, G: Cisplatin-cetuximab
ve H: Melatonin-cisplatin-cetuximab gruplari.
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Sekil 4.3. Tiim gruplara ait 48 saat siireli melatonin, cistplatin ve cetuximab uygulanan
A549 hiicreleri invert mikroskop goriintiisli; A: Kontrol, B: Melatonin, C: Cisplatin, D:

Cetuximab, E: Melatonin-Cisplatin, F: Melatonin-cetuximab, G: Cisplatin-cetuximab
ve H: Melatonin-cisplatin-cetuximab gruplari.
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4.2. Immiinositokimyasal (ICC) Bax Boyamasi Sonuclar

Immiinositokimyasal Bax boyama sonuglarmin stereolojik analizi sonuglarinin
degerlendirmesinde; 24 saat inkiibasyonlu grupta en yiiksek immiin pozitifligin cisplatin
ve melatonin-cetuximab uygulanan gruplarda oldugu goériiliirken, kontrol ve melatonin
uygulanan gruplarda pozitifligin az oldugu goriildii. Melatonin, cisplatin ve cetuximab
kombinasyonlar1 uygulanan gruplarda ise pozitifligin kontrol grubuna gore nispeten
arttig1 gorildi.

Tim gruplara ait immiinositokimyasal Bax boyamasi 48 saatlik gruplarin
sonuclarinin  degerlendirmesinde, en yiiksek pozitifligi cisplatin ve cetuximab
uygulanan gruplarda oldugu goriiliirken, bunlarin kombine uygulandigi gruplarda da
benzer pozitiflik artiglariin oldugu belirlendi.

Tablo 4.2. Immiinositokimyasal Bax pozitif hiicrelerin Stereolojik Optic Fractinator
metoduyla hesaplanmasi

Gruplar Bax immunopozitif hiicre
yogunlugu
24h 48h
Kontrol 0.107 0.142
Mel 0.184 0.162
CP 0.662 0.732
CTX 0.537 0.673
CP-CTX 0.383 0.463
Mel-CP-CTX 0.428 0.563
Mel-CP 0.552 0.682
Mel-CTX 0.605 0.721
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Sekil 4.4. Tiim gruplara ait 24 saat siireli melatonin, cistplatin ve cetuximab uygulanan
Bax immunopozitif A549 hiicreleri goriintiisii; A: Kontrol, B: Melatonin, C: Cisplatin,

D: Cetuximab, E: Melatonin-Cisplatin, F: Melatonin-cetuximab, G: Cisplatin-
cetuximab ve H: Melatonin-cisplatin-cetuximab gruplari.
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Sekil 4.5. Tiim gruplara ait 48 saat siireli melatonin, cistplatin ve cetuximab uygulanan
Bax immunopozitif A549 hiicreleri goriintiisii; A: Kontrol, B: Melatonin, C: Cisplatin,
D: Cetuximab, E: Melatonin-Cisplatin, F: Melatonin-cetuximab, G: Cisplatin-
cetuximab ve H: Melatonin-cisplatin-cetuximab gruplari.
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4.3. RT-PCR Analizi Sonuc¢lari

Tim gruplara paralel kosullarda uygulanan ve 24 ile 48 saat inkiibasyonlari
saglanan melatonin, cisplatin ve cetuximab maddelerinin 2 paralel 6rnegi kuantitatif
RT-PCR’de analiz edildi. Elde edilen sonuglarin 24 saat inkiibasyonlu gruplarda
degerlendirmesinde, kontrol grubu P53 geni ekspresyonunun diger gruplara gore
oldukea diisiik oldugu goriiliirken 6zellikle melatonin, cisplatin ve melatonin-cetuximab
uygulamasi yapilan gruplarin P53 geni ekpresyonlarinin oldukg¢a arttigr belirlendi.
melatonin-cisplatin-cetuximab, cisplatin-cetuximab ve melatonin-cisplatin uygulanan
gruplarda ise ekspresyonun kontrol grubuna oranla nispeten arttig1 fakat bu artisin ¢ok
yiiksek olmadigi belirlendi.

RT-PCR analizi 48 saat inkiibasyonlu gruplarin P53 ekspresyonlari
degerlendirmesinde ise; kontrol grubu dahil tim gruplarda ekspresyon artisina
rastlanirken 6zellikle melatonin-cisplatin-cetuximab, melatonin-cisplatin ve melatonin-
cetuximab uygulamasi yapilan gruplarda P53 ekspresyonunun azaldigi belirlendi. Diisiis
goriilen gruplardan melatonin-cetuximab grubu degerinin oldukga yiiksek oldugu tespit
edildi.

Tim gruplara ait RT-PCR analizi sonuglarmin degerlendirilmesinde, P53
ekspresyon diizeyleri 24 ve 48 saat inkiibasyonlu siirelerin karsilastirmasinda; kontrol,
melatonin ve cisplatin gruplar arasinda biiyiik bir farklilik goriilmezken, 6zellikle
cisplatin ve cetuximab uygulamalarinin 48 saat inkiibasyon periyodunda artisa sebep
oldugu belirlendi. Cetuximab uygulamasinin gen ekspresyonunu yiiksek bir oranda
arttirdig1 belirlenmistir. Tim gruplara ait 24 ve 48 saat inkiibasyon siireli P53 gen
ekpresyon diizeyleri Tablo 4.3’de sunulmustur.

Tim gruplara ait RT-PCR analizi MDM2 geni ekspresyon diizeylerinin

kuantitatif analizi sonuglar1 degerlendirmesinde, 24 saatlik gruplar igerisinde en yliksek
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MDM?2 gen ekpresyonu artisinin cisplatin uygulamasi yapilan grupta oldugu
belirlenirken, cetuximab ve ciplatin-melatonin tedavisi uygulanan gruplarda en diisiik
degerlerin oldugu goriildii. Melatonin, cisplatin-cetuximab ve melatonin-cisplatin-
cetuximab uygulamasi yapilan gruplarda gen ekspresyonu kontrol grubuna gore diistik
diizeyde bir artis gosterdigi tespit edildi.

Tiim gruplara ait MDM?2 gen ekspresyonlarinin 48 saat inkiibasyonlu gruplarda
sonuclarin karsilastirilmasinda, en yiiksek ekspresyon artiginin cetuximab uygulanan
grupta oldugu, melatonin ve cisplatin uygulamasi yapilan gruplarda ise artisin oldugu
fakat cetuximab grubuna gore diisik oldugu belirlendi. Diger taraftan madde
kombinasyonlar1 uygulanan gruplarda degerlerin diistiigii belirlendi.

Gruplarin 24 ve 48 saat inkiibasyonlar1 karsilastirmalarinda ise cisplatin ve
cetuximab uygulanan gruplarda MDM?2 geni ekpresyonu artigi belirlenirken, madde
kombinasyonlar1 uygulanan gruplarda bu degerlerin 24 saat inkiibasyonlu gruplara gore
diistiigii belirlendi.

Tablo 4.3. Tiim gruplara ait kuantitatif RT-PCR P53 ve MDM2 geni internal kontrol
(Beta-Aktin) orani ile ekspresyonu diizeyleri

Gruplar PS3/ACTB MDM2/ACTB
24h 48h 24h 48h
Knt 25,00 27,50 120,00 125,00
Mel 2493,33 2940,00 126,67 166,67
Ccp 2210,00 4010,00 215,00 210,00
CTX 99,50 3460,00 11,00 410,00
CP-CTX 62,50 372,22 125,50 27,78
CP-CTX-Mel 304,50 61,00 161,00 6,00
CP-Mel 96,50 37,50 18,50 2,63
CTX-Mel 3170,00 108,00 235,00 16,00
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S. TARTISMA

Akciger kanseri son yillarda insidansi oldukg¢a artan ve yiiksek mortaliteyle
seyreden, giiniimilizde hayati risk tasiyan onemli kanser tiirleri arasinda yer almaktadir.
Akciger kanseri hizli yayilim gosterdiginden ve niiks riskinin yiiksek olmasindan dolay1
tedavisi biiyiik onem tasimaktadir. Ancak yapilan bir¢ok farkli tedavi girisimine ragmen
akciger kanserli hastalarda sag kalim orami yillik %22°dir.'® Giiniimiizde akciger
kanseri tedavisinde cerrahi, palyatif (radyoterapi) ve kemoterapétiklere sikca
basvurulmaktadir. Ayrica kanser niiksiiniin erken tanisina yonelik de arastirmalar
yogunlagmistir. Bu arastirmalar cerrahi uygulama sonrasi niiksii 6nlemeye ve sag kalim
oranini arttirmaya yonelik olup farkli karakteristiklere sahip kimyasal ve dogal ajanlarin
kombine kullanimlarin1 giindeme getirmektedir. Bu sebeple son yillarda birgok
arastirmact akciger kanseri tedavisinde daha etkili dogal ya da kimyasal ajanlar
aragtirmaktadir.

Akciger kanseri olusumunda diger tiim kanser tiplerinde de oldugu gibi biiylime
faktorleri, bliylime faktor reseptorleri, anjiyogenik faktorler, hiicre dongii regiilatorleri
ya da DNA tamir genleri gibi pek cok gende olusan cesitli genetik ve epigenetik
degisimlerin birikmesi etkili olmaktadir. Akciger kanseri iizerine yapilan bircok
calisma, giiniimiizde kanser riski ya da ilerleyisi ile iliskili ve ayn1 zamanda anti-kanser
ilaglarin toksisitesi ve tedavideki etkinligi gibi pek ¢ok 6nemli konuda hastaligin teshis
ve tedavi siirecinde oncii olabilecek aydinlatict bilgiler sunmaktadir.'® '° Hiicre
dongiisiiniin isleyisinde 6nemli rolii bulunan P53 proteini spesifik bir anti-proliferatif
inhibitér ve apoptotik bir protein olup malignitelerin c¢ogunda mutant olarak
rastlanmaktadir.*® * P53 proteininin islev kaybi, onun hiicre biiyiimesi, hiicre boliinme
kontroliindeki etkinliginin ve apoptoz uyarilmasindaki etkisinin kaybedilmesine yol

agmaktadir.'”’” Yapilan ¢alismalarda kanser hiicrelerinde P53 geni mutasyonu aracili
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apoptozun inaktive oldugu belirlenmistir.*® *** "7 Bu gen bélgesinin ayni zamanda P21
geni ekspresyonunu kontrol ederek hiicre proliferasyonunda rol alan CDK’larin
sentezini de saglamaktadir. Bu sebeple P53 mutasyonu geg¢irmis hiicreler {izerinde
kontrolsiiz bir cogalmanin gerceklestigi bildirilmistir.'®® Bu gen sitotoksik ajanlara karst
tiimor hiicrelerinin duyarliliginin 6nemli bir belirtecidir ve DNA hasarinda hiicresel
cevabin olusmasini saglamaktadir. P53 gen bolgesinin sentezledigi P53 proteini hiicrede
kisa siireli sentezlendigi i¢cin normal hiicrelerde c¢ok fazla birikememektedir. Fakat
timor hiicrelerinde mutant P53 miktari, olusan DNA hasarina bagli olarak ¢ok miktarda
sentezlenmektedir.'”

Bu c¢alisgmada melatonin, cisplatin ve kombine melatonin-cetuximab
uygulamalarinin P53 ekspresyon diizeylerinin 24 ve 48 saat inkiibasyonlu perioyotlarda
arttigi goriliirken, cetuximab ve cisplatin-cetuximab uygulanan gruplarda artigin az
oldugu belirlenmistir. Yapilan bir calismada MCF-7 hiicre hattina adriamisin
uygulamasi ile P53 miktarmin azaldigi belirlenirken''’, Singh ve ark. resveratrol ve
cyclophosphamide uygulamasi ile P53 ekspresyonunun arttigimi rapor etmislerdir.'"'
Insan A431 SCC tiimér ksenograflarinda uygulanan cetuximabin hiicresel anjiyogenik

"2 Yine insan transisyonel hiicre

biiyiime faktorlerini azalttigi rapor edilmistir.
karsinomlarina cetuximab uygulamasi ile hiicresel VEGF, bFGF ve IL-8’in mRNA ve
protein diizeyinin baskiladigini 6ne siirmiislerdir.'"” Cisplatin uygulamas: yapilan non-
small hiicreli akciger kanserinde hastalara intratiimoral olarak enjekte edilen adeno
viriis aracili P53 geni ile cisplatin konjugeli plazmid tedavisinde, bazi hastalarda (%43)
ciplatinin tedaviye yiiksek oranda cevap verdigi ve tiimoral olusumun geriledigi
gosterilmistir."'* Benzer olarak Swisher ve ark. c¢alismalarinda P53 plazmidi

uyguladiklar1 akciger kanserli hastalarda kanser biiylimesinin yavasladigini bazi

hastalarda ise durdugunu rapor etmislerdir.''> Ayrica Pfister ve ark. ¢alismalarinda
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cetuximab ve cisplatin kombinasyonu ile birlikte radyoterapi uyguladiklari
calismalarinda hastalarin (%95 oraninda) biiylik cogunlugunun kombine tedaviye cevap

16 Kim ve ark.

verdigi ve 3 yillik tedavi siiresinde 1 hastanin 6ldiigiinii bildirmislerdir.
doz bagimli melatonin uygulamasi yaptiklar1 antrojen pozitif prostat kanseri
hiicrelerinde P53 ve P21 ekspresyonlarnda artist bildirmislerdir.''” Literatiire paralel
olarak calisma bulgularimizda melatonin, cisplatin ve kombine melatonin-cetuximab
uygulanan gruplarin P53 ekspresyonu diizeylerinde meydana gelen artigin tiimoral
hiicrelere uygulanan maddeler aracili olarak uyarilan bazi gen bolgeleri ya da proteinleri
direk ya da indirek olarak uyararak P53 gen artisina sebep olabilecekleri sonucuna
varilirken bu yolak ve mekanizmasinin tam olarak ortaya konulabilmesi i¢in daha
detayli molekiiler caligsmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

MDM2 gen bolgesinden kodlanan MDM2 proteini (pMDM?2), P53°1i baglayarak
P53’iin G1/S gegisinde hiicre siklusunu durdurmasini ve apoptotik etkisini engeller.''®
MDM2 proteini sitoplazmada P53’e baglanarak ve ‘E3 ubiquitin ligase’ aktivitesi ile
P53’ yikarak P53’e karsi calisan bir proteindir. Hiicrede meydana gelebilecek bir
takim patolojik degisikliklere (asetilasyon, metilasyon gibi) bagli olarak MDM?2 geni
eksprese edilemez. Bu ylizden MDM2 proteini P53’ii baglayamaz ve serbest kalan P53
transkripsiyonel aktivitesini gostererek G1 ve G2 kontrol noktalarinda siklusun
durdurulmas: ve Bax geni aktivasyonu ile apoptoza neden olur.''® ' MDM2 geninde
olusabilecek bir mutasyon MDM2 protein ekspresyonu artisina sebep olacagindan P53
geni kontrolsiiz olarak baskilanir ve hiicre proliferasyonu artis gosterir.'® Mutant
MDM2 geni kanser gelisimi i¢in etiyolojik bir neden olabileceginden ve P53 geni
negatif baskilayicis1 oldugundan kanser c¢alismalari ve P53 aracili apoptozun
belirlenebilmesi i¢in Onemli bir alan olusturmaktadir. Yapilan bir ¢alismada

immiinohistokimyasal yontemle degerlendirilen MDM?2 ekspresyonu ile prognoz
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arasinda anlamli iligki tespit edilmemistir.'””' Calismamiza ait kuantitatif RT-PCR
analizi sonuglariin MDM2 geni ekspresyonu seviyesine bakildiginda (Tablo 4.3), 24
saatlik inkiibasyon siiresinde cisplatin ve melatonin-cisplatin-cetuximab ve melatonin-
cisplatin kombinasyonlar1 uygulanan gruplarda artiglarin oldugu goriildii. Diger taraftan
48 saat siireli inkiibasyon gruplarindan cetuximab, cisplatin ve melatonin uygulanan
gruplarda MDM2 geni ekspresyonu artis1 goriildii. Bu maddelerin kombine uygulandigi
gruplarda ise ekspresyonda azalisi tespit edildi. Yapilan bir ¢alismada ekstremitelere
yerlesen retroperitoneal liposarkomlarda MDM2’nin yiiksek oranda ekspresyonu

belirtilmistir.'*

Yapilan bir c¢alismaya gore cisplatin ve FUS1 gen konjugeli
nanopartikiil uyguladiklar1 akciger kanseri hiicrelerinde MDM2 geni ekspresyonunun
diistiigiini belirlemistir.'> Ayrica doz bagimli melatonin uygulamasi yapilan antrojen
reseptor pozitif prostat kanser hiicrelerinde MDM2 proteini artigina sebep oldugu rapor
edilmistir."'” Bu bulgular, baz1 literatiirlere paralel olarak akciger kanseri hiicrelerinde
(A549)  melatonin, cisplatin ve cetuximab ile bunlara ait kombinasyonlari
uygulamalarinin MDM2 gen ekspresyonunu arttirabilecegi gosterdi.

Tiimor hiicrelerinde apoptozun tetiklenmesinde rol alan bir takim pro-apoptotik
ve anti-apoptotik proteinlerin yani sira mitokondriyal disfonksiyonun, hiicre 6lim
reseptor sentezi, kaspazlarin aktivasyonlart ve ROS’larin iiretimindeki artis1 gibi
sebepler yer almaktadir.®® Apoptozun tetiklenmesinde P53 geni 6nemli bir rol oynar.
Ancak P53 geninin mutasyonuna veya fonksiyon kaybina akciger karsinomunda %80
oraninda rastlanmaktadir.'** """ Bcl-2 ailesi proteinler antiapoptotik ve proapoptotik
tiyelerden olusur ve apoptozun diizenlenmesinde rol alirlar. Bel-2 ve Bcel-XL proteinleri
hiicrede ya kaspazlarin 6ncii formlarin1 durdururlar ya da kaspas aktivesine sebep olan

sitoplazmik apoptoz uyarici faktor (AIF) ve mitokondriyal sitokrom-c gibi apoptoz

uyarici faktorleri baskilayarak etkilerini gésterirler.”® Bax ya da Bak gibi proaoptotik
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tiyeler ise hiicrede kaspaz aktivasyonunu tetikler ve mitokondriyon membraninin
porlarinin agikligini degistirerek sitokrom- c’yi uyarir ve bu yolla apoptoz aktive edilir.
P53 geni ise hiicresel siklusta hasar goren hiicrelerde Bax’1 uyararak hiicrede apoptozu
saglar. P53 ile Bax arasindaki fiziksel baglant1 ile bir¢ok hiicre tipinde apoptoz rapor
edilmistir.'*> '?® Diger taraftan bir¢ok kanser hiicresinde timér siipresér gen olarak da
bilinen p53 geni mutasyona ugramaktadir ve DNA hasarinin onarimini ya da hiicrede
apoptozun uyarilmasma aracilik edememektedir.’® Bu gende mutasyon sebebiyle fazla
miktarda mutant P53 eksprese edilir. Oysa mutant P53 hiicrede ne siklusun kontrol
edilebilmesine ne de apoptozun tetiklenmesine aracilik edebilmektedir.'’ Kiigiik hiicreli
akciger kanserinde P53 mutasyon oran1 %90 iken yass1 hiicre akciger kanseri hiicrelerde
P53 geni mutasyonu %65 oraninda goriilmektedir.*

Bu calismaya ait immiinositokimyasal Bax boyama sonuglarinda, cisplatin,
cetuximab ve melatonin-cislatin-cetuximab kombinasyonu uygulanan gruplara ait 24 ve
48 saat siireli inkiibasyon sonrasinda kontrol grubuna gore Bax pozitif hiicre
yogunlugunun arttigi belirlenirken melatonin ve cisplatin-cetuximab uygulanan
gruplarda pozitifligin diistigli belirlenmistir. Kim ve ark. melatonin uygulamasi
yaptiklar1 prostat kanseri hiicrelerinde apoptozun arttigini rapor etmislerdir.''’” Deng ve
ark. cisplatin ve FUS1 geni konjugeli nanopartikiil uyguladiklar1 akciger hiicre

12
> Mukohora ve ark.

gruplarinda apoptotik hiicre miktarinin arttigini tespit etmislerdir.
ise gefinitib ve cetuximab uygulamas: yaptiklari ¢alismalarinda her iki maddenin de
apoptotik hiicre miktarini arttirdigini belirlerken en ytliksek miktarin gefinitib uygulanan
grupta oldugunu belirtmislerdir.'®® Literatiirden elde edilen bulgular ile calisma
bulgularimiz karsilastirildiginda, melatonin grubunda farkliligin oldugu belirlenirken,

kombine melatonin, cisplatin ve cetuximab uygulamalar1 yapilan gruplarda literatiire

paralel olarak apoptotik artis tespit edildi.
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Ozetle, ¢alismamizda uygulanan melatonin, cisplatin ve cetuximabin yalniz ve
kombine kullanimlarinin akciger kanseri hiicre kiiltiiriinde hiicresel siklusu G1/S kontrol
noktasinda durduran ve hiicrede olusabilecek muhtemel DNA hasarlarina kars1 koruyan
P53 geni ve bunun negatif kontrolii niteligindeki MDM2 geni ekspresyon diizeyleri,
melatonin, cisplatin ve melatonin-cetuximab uygulanan gruplarda belirgin bir sekilde
arttig1 goriildii. Ayrica programli hiicre 6liimiinde (apopotoz) P53 aracili olarak aktive
olan ve apoptozu uyaran Bcl-2 gen ailesi pro-apoptotik Bax proteini
immiinositokimyasal analizi sonucunda ise 6zellikle cisplatin ve cetuximab ile bunlarin
kombinasyonlarinin uygulandig1 gruplarda immiin pozitifligin arttig1 tespit edildi. Bu
bilgiler 151¢1nda melatonin ve melatonin-cetuximab uygulamalarinin akciger kanseri
tedavisinde bagvurulabilecek alternatif kombine tedaviler arasinda en etkin olani oldugu
ve bunlarin cisplatin ile kombine kullanimlarinin etkinliginin nispeten az oldugu

sonucuna varildi.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismadan elde edilen sonuglar 6zetleyecek olursak;

1- Melatonin, cisplatin ve cetuximab maddeleri ile bunlarin kombinasyon
uygulamalarinin sitotoksitite analizleri yapilarak bu maddeler ile en etkili kombine
uygulama belirlendi.

2- Akciger kanseri gibi hasta sag kalim orani %22 olan kotii prognozlu bir kanser
tiiri i¢in en etkin tedavi segeneginin belirlenmesine yonelik ¢oklu kombinasyonlarin
etkileri degerlendirildi.

3- Antioksidan bir madde olan melatonin ile toksik etkisi yiiksek olan cisplatin
ve monoklonal bir antikor olan cetuximabin birlikte kullaniminin hiicresel siklusta rol
alan ve DNA hasar1 ile apoptozun uyarilmasindan sorumlu olan P53 geni ekspresyonu
tizerindeki etkileri belirlenirken bunlarin yalniz kullanimlar1 da degerlendirildi.

4- Hiicresel siklusta birgok arastirmaciya gore kanser hiicrelerinde prognozun
belirlenmesinde onemli bir bulgu olan MDM2 gen ekspresyon diizeyi, melatonin,
cisplatin ve cetuximab uygulamalar1 sonrasi1 24 ve 48 saat siireli inkiibasyon gruplarinda
degerlendirilerek, MDM?2 ekspresyonunun P53 ile karsilagtirmali olarak etkinligi
belirlendi.

5- Akciger kanser hiicresi iizerine melatonin, cisplatin ve cetuximab
uygulamalarinin apoptotik etkinliginin belirlenmesi i¢in yapilan immiinositokimyasal
Bax boyasi ile apoptoz aktivasyon diizeyi belirlendi.

6- Calismadan elde edilen bulgularin degerlendirilmesi, yeni ilag tedavi
stratejilerinin ya da yeni tedavi kombinasyonlarinin gelistirilmesine katkida
bulunabilecektir. Ozellikle akciger kanserli hastalarda tedavide basarisizliklar sik
rastlanan bir durumdur. Bu tiir durumlarin 6nlenmesi amaciyla dogal ve kimyasal

maddelerin kullaniminin 6nemi tekrar edilmis oldu.
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Calismamizda elde edilebilecek ¢ikarimlar1 6zetledigimizde ise;

Son yillarda kanser tedavisi i¢in diinyada birgok yeni stratejiler calisiimaktadir.
Kanser tedavilerinde kullanilan kemoterapotiklerin hedef hiicrelerden baska 6zellikle
karaciger ve bobrek gibi hayati organlar iizerinde de oldukca toksik etkileri
bulunmaktadir. Bu etkiler gdz Oniine alindiginda, antikanserojen ozellik tasiyan
maddelerin farmakolojik ajanlar ile kombine kullaniminin 6nemi ortaya ¢ikmaktadir.

Bunlara ¢k olarak, kanser tedavisinde kullanilan ilag¢larin ROS artis1 ile hiicre
Olumiint tetikledigi bilinmektedir. Bu durumda, hedef hiicrelerde daha fazla DNA
hasar1 ve mutasyon olusumu tetiklenebilmektedir. Boylece hiicrelerde proliferasyonu
arttiran bir diger faktor gelisebilmektedir.

Bu c¢alismadan elde ettigimiz bulgular dogrultusunda, melatonin, cisplatin ve
cetuximab kombine uygulamalarinin Bax protein ekspresyonu ve P53 geni ekspresyonu
diizeylerinde, kontrol grubu ile karsilagtirildiginda anlamli farklar olusturdugu
goriiliirken, bu uygulamalarin alveoler akciger kanseri tedavisinde alternatif tedavi

secenegi olabilecegi sonucuna varildu.
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