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ETIiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢calisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim agsamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
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Alaaddin Keykubat Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit progranyla
tarandigin1 ve “intihal igermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuglara razi oldugumu bildiririm.
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OZET

SISPLATIN UYGULANAN PANKREAS VE MIDE KANSERI HUCRELERINDE
MELATONININ TRPV1 KANALLARI ARACILI ROLU

Aysegiil YUR
Molekiiler Tip Anabilim Dali
Alanya Alaaddin Keykubat Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitisii,
Nisan,2022 (67 Sayfa)

Mide ve pankreas kanserleri toplumda sikc¢a goriilen ve mortalite oranlar yiiksek
kanser c¢esitleridir. Sisplatin, DNA hasarina neden olan ve bircok kanser tiiriiniin
tedavisinde tercih edilen neoplastik bir ajandir. Mevcut tez calismasi ile sisplatin ve
melatoninin birlikte kullaniminin mide ve pankreas kanseri hiicreleri iizerindeki TRPV1
kanallar1 aracili olas1 etkileri arastirildi. Bunun i¢in mide ve pankreas hiicreleri; kontrol,
sisplatin, sisplatintkapsazepin, sisplatin+tmelatonin, sisplatin+melatonintkapsazepin,
melatonin ve melatonintkapsazepin olmak {iizere 7 gruba ayrildi. TRPVI1 kanal
aktivasyonu i¢in de kapsaisin kullanildi. Hiicrelerde hiicre i¢i kalsiyum iyonu diizeyi,
reaktif oksijen radikalleri, mitokondriyal depolarizasyon, kaspaz 3 ve kaspaz 9 enzim

aktivasyonu ve apoptozis diizeyleri 6l¢iildii.

Mide ve pankreas kanseri hiicrelerinde kalsiyum sinyali analizi sonuglari
incelendiginde, kontrol grubuna kiyasla sisplatin, sisplatin+melatonin ve melatonin
gruplar1 daha yiikksek bulunmustur (p<0.001). Sisplatin grubu ile sisplatin+tmelatonin
gruplar1 kiyaslandiginda sisplatintmelatonin grubundaki sitozolik serbest kalsiyum
diizeyi daha yiiksektir (p<0.001). Yine mide ve pankreas kanser hiicrelerinde apoptozis,
reaktif oksijen tiirleri, mitokondrial depolarizasyon diizeyleri ile kaspaz 3 ve kaspaz 9
enzim  aktivasyonlar1 incelendiginde, kontrol grubuna kiyasla  sisplatin,
sisplatintmelatonin ve melatonin gruplarmin daha yiiksek oldugu (p<0.001), sisplatin
grubu ile sisplatin+melatonin grubu kiyaslandiginda ise genel olarak sisplatin+melatonin
grubunun daha yiiksek (p<0.05 ve p<0.001) oldugu goriildii. Ilgili analizlerde, TRPV1
kanal blokir1 kapsazepin kullanilan sisplatin ve melatoninin ayr1 veya birlikte kullanildig:
gruplarda, kapsazepin kullanilmayan benzer gruplara kiyasla degerlerin daha diisiik

(p<0.05 ve p<0.001) oldugu goriildii.



Sonu¢ olarak; sisplatin grubuna kiyasla sisplatintmelatoninin  birlikte
kullaniminin kanser hiicrelerinde daha fazla apoptotik etki olusturdugu ve olusan bu

etkinlige TRPV1 kanallarimin da aracilik ettigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Pankreas Kanseri, Mide Kanseri, Apoptozis, Oksidatif Stres,
TRPV1



ABSTRACT

THE ROLE OF MELATONIN MEDIATED BY TRPV1 CHANNELS IN CISPLATIN
APPLIED PANCREASE AND STOMACH CANCER CELLS

Aysegiil YUR
Department of Molecular Medicine
Graduate School of Alanya Alaaddin Keykubat University,
April,2022 (67 Pages)

Gastric and pancreatic cancers are frequently seen in the World and they have high
mortality rates. Cisplatin is a neoplastic agent that damages the DNA and it is the
preferred treatment of many types of cancer. In the current thesis, the possible effects of
the combined use of cisplatin and melatonin on gastric and pancreatic cancer cells via
TRPV1 channels were investigated. For this reason, gastric and pancreatic cells were
divided into 7 groups as control, cisplatin, cisplatin+capsazepine, cisplatin+melatonin,
cisplatin+melatonin+capsazepine, melatonin and melatonin+capsazepine. Capsaicin was
also used for TRPV1 channel activation. Intracellular calcium ion level, reactive oxygen
radicals, mitochondrial depolarization, caspase 3 and caspase 9 enzyme activation and

apoptosis levels were measured in the cells.

When the results of calcium signal analysis in gastric and pancreatic cancer cells
were examined, cisplatin, cisplatin+melatonin and melatonin groups were found to be
higher compared to the control group (p<0.001). When the cisplatin group and
cisplatintmelatonin groups are compared, the cytosolic free calcium level in the
cisplatin+tmelatonin group was higher (p<0.001). However, when apoptosis, reactive
oxygen species, mitochondrial depolarization levels, and caspase 3 and caspase 9 enzyme
activations in gastric and pancreatic cancer cells were examined, cisplatin,
cisplatin+melatonin and melatonin groups were higher than the control group (p<0.001),
cisplatin group and cisplatint When the melatonin group was compared, it was observed
that the cisplatin+melatonin group was higher (p<0.05 and p<0.001) In sum, in the related
analyzes, it was observed that the values in the groups that used the TRPV1 channel
blocker is capsazepine, cisplatin and melatonin separately or together, were lower (p<0.05

and p<0.001) compared to similar groups that did not use capsazepine.

Vi



As a result; It was determined that the combined use of cisplatin + melatonin
compared to the cisplatin group caused more apoptotic effects in cancer cells and this

activity was also mediated by TRPV1 channels.

Keywords: Pancreatic Cancer, Gastric Cancer, Apoptosis, Oxidative Stress, TRPV1

Vi
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1.GIRIS

Kanser, halk arasinda en ¢ok endise duyulan ve muhtemelen degisen yasam
tarzimiz, aligkanliklarimiz, artan yasam beklentilerimiz nedenleriyle insidansi yiikselen
saglik sorunlar1 arasinda en 6nemlilerinden biridir [1]. Diinyada yaklasik olarak her 6
Olimden biri, iilkemizde de her 5 olimden biri kanser nedeniyledir [2]. Kanser
Oliimlerinin yaklasik ticte biri; tiitiin kullanimi, yiiksek beden kiitle indeksi (fazla kilolu
ya da sisman olma), meyve ve sebzeyi az tiikketme, yetersiz fiziksel aktivite, alkol

kullanimi gibi bir¢ok sebep kanser hastaliginin goriilme sikligini artrmaktadir [1,2].

Kanser, viicudun herhangi bir organ ya da dokusunda ki hiicrelerin kontrolsiiz
cogalmasi ve biiylimesi sonucu ortaya ¢ikan onemli bir hastaliktir. Kanser tiirlerinin
biiyiik bir boliimii edinsel olarak kendiliginden veya ¢evresel kaynakli travma siireclerine
bagl olarak DNA mutasyonlariyla ortaya ¢ikmaktadir [3]. Saglikli bir insanda, viicut
hiicreleri, yalnizca viicut ihtiyag duydugu anda, yeni hiicreler olusturmak tizere biiyliyiip
boliinerek cogalirlar ancak hiicreler yaslandiysa ya da hasar gordiiyse oliirler ve 6len
hiicrelerin yerini yeni hiicreler alir. Genetik faktorler, enfeksiyon ya da diger bir¢ok
sebepten dolay1 bir insanda kanser gelistiginde diizenli isleyen hiicresel siire¢ bozulur.
Hiicreler giderek daha anormal hale gelir, yash veya hasar gormiis hiicreler 6lmeleri
gereken zamanda yagamlarini siirdiirerek ihtiya¢ duyulmasa da yeni hiicreler olusturmak

icin bollinmeye devam ederler. Tiimor olarak adlandirilan kitleler olusturabilirler [4].

Kanserli hiicre ya da dokular viicutta ilerlerken; hiicrenin yasam dongiisiinede
dogrudan etki ederek hiicrenin apoptozise gecis yollarmi baskilayip mekanizmayi
proliferasyona yonlendirirler. Tiim bu degisenlerin temelini sitoplazmik, mitokondriyal
veya endoplazmik retikulum (ER) aracili mekanizmalar ve Ca*? igeren pro-proliferatuar
yollar ile iliskili pro-apoptotik degisiklikler ve beraberinde hiicrelerdeki Ca' iyon
homeostazisindeki degisiklikleri kapsadigi diisliniilmektedir. Plazma membraninda (PM)
bulunan iyon kanallar1 araciligi ile hiicreye Ca'?iyon girisi, TRP kanallarinda sinyal
olusumuna yol acar ve sonrasinda yeni olugsmus hiicreler, organ ya da dokuya bagl tiimor
hiicrelerinde de kalsiyum sinyallerine kars1 duyarlilik kaybinin olugmas: ve sonucunda

proliferasyon i¢inde Ca *? iyonlarmin rol aldig1 goriilmiistiir [5].

Kalsiyum iyonunun hiicre i¢ine salinmasmda sadece membranda bulunan iyon
kanallar1 araciligi ile olmadig1 gozlenmistir [6]. ER'de lokalize olarak yer alan ve

apoptozun diizenlenmesine katildig1 bilinen iyon kanallarinin karakterize drneklerinden



olan IP3R ve RyR kanallarinin yani sira 6zellikle TRP siiper ailesinden TRPM2 ve
TRPMS c¢aligmalar1 dikkat ¢ekmektedir [7].

Bu tezin amaci; literatiirde ilk kez HGC-27 ve Panc-1 hiicrelerinde melatonin
sisplatinin birlikte kullanimi sonucu, hiicreler i¢i kalsiyum yogunluk degisiminde TRPV 1
kanalinin roliiniin belirlenmesi ve TRPV1 kanal aktivasyonu araciligi ile hiicrelerde ki

apoptozis seviyesini nasil etkiledigini arastirmaktir.



2. GENEL BILGIi

2.1. Pankreas kanseri

Pankreas hem endokrin hem ekzokrin 6zellik gosteren karma 6zellikte olan bir
organdir. Yapisal olarak iki ayr1 bilesenden olusur. Ekzokrin pankreasin; esas gorevi
giinliik beslenme sonucunda besinlerin ince bagirsakta sindiriminden sorumlu sindirim
enzimlerini sentezleyerek sonucunda besinlerin assimilasyonunda gorev alir. Ayrica
pankreatik ekzokrin bezde, sindirim enzimlerini iireten acinar hiicreleri ile sodyum
bikarbonat tuzlarimni tireten kanal hiicreleri bulunur [8]. Endokrin pankreas ise langerhans
adaciklarindan olusur. Endokrin iirlinler, kanda seker homeostazisi i¢in viicutta seker
rezervlerinin olusmasinda gorev alan peptid yapili hormonlar1 salgilar. Pankreas
foksiyonunu endokrin, norokrin ve parakrin ile intakrin mekanizmalar1 yolu ile

diizenleyen organdir [9].

Pankreas kanseri, kansere baglh 6liim vakalarinda ABD de 4. sirada yer alirken
Tirkiyede 5. swradadir. Erken teshis yontemlerinin bulunamamis olmasit ve etkili
biyobelirteglerin olmamasi nedeniyle hastalarda genellikle bes yillik sagkalim orani %5
olup, ge¢ bir asamada teshis edilebilmektedir [10]. Giiniimiizde agrasif 6zellikte olan bu

kanser tiiriiniin heniiz tedavisi de yoktur.

Pankreas kanseri i¢in klinik deneylerde incelenmekte olan spesifik iyon kanali
inhibitorleri hala tam olarak bilinmesede ilag caligmalarinda spesifik mitokondriyal
inhibitorlerin kullanilmasi 6nemli bir caligma alanidir. Bu sebeple mitokondri organeli i¢
ve dis membrani hiicre membraninda oldugu gibi ¢ok sayida iyon kanali bulundurdugu

icin ila¢ calismalarina arastirmaya deger konu olmaktadir [10, 11].

Insanin giinliik yasammi dogrudan etkileyen tiim bu fonksiyonel molekiillerin
salg1 organi olmasi nedeni ile pankreatik hastaliklarin tanisi i¢in belirteclerin ve terdpatik
yaklagimlarin dnemi artmaktadir. insanda pankreatik hastaliklar ya dogrudan ortaya ¢ikar
ya da salgilarmin eksikligi ile dolayli olarak saglik sorunlarma sebep olur. Akut
pankreatik hastaliginda beslenme ve hipertriglisemi nedeni olarak gosterilirken, kronik
pankreatik tanilarinda sekretin hormonunun etkisi MRCP-manyetik rezonans
kolanjiyopankreatografi aracili olarak incelenip tani kaynagi olarak kullanilmaktadir
[12]. Kronik pankreatitte; kemik yogunlugu kaybi sonucunda kirik kemik prevelansi
artmakta ve bu durumda D vitamininin pankreatik kanserde iligkisi oldugu

diistiniilmektedir [12].



Pankreatik kanser tedavisi sonrasinda kemoterapi, hormon tedavisi, radyoterapi ya da
akilli ilaglar gibi c¢esitli adjuvanlardan yararlanilarak kanserin tekrar etme riskini

azaltmay1 hedeflenmektedir [13].

2.2. Mide kanseri

Mide insanda {ist abdominalde yeralan, kasli ve rugal yapili bir organdir. Midede
kardia ve pilor olarak adlandirilan giriste ve ¢ikista iki tip sfinkter yap1 bulundurur [14].
Ozofagustan gelen besinlerin mideye girdikten sonra Ozofagusa geri kagmasmi
engelleyen kardia sfinkteri, duedonuma gegisi saglanmis besinlerin ise mideye geri
kacisini engelleyen pilor sfinkteri midenin giris ve ¢ikislarini blizerek kapanmasimi saglar
[15]. Fonksiyonel olarak mide kaslarmin besinleri ileri geri peristaltik hareketlerle
calkanmasina olanak saglayan sfinkter yap1 sindirim kanalinda mideyi ayr1 bir boliim
olarak tutma imkani verir [16]. Gastrointenstinal sistemin dnemli bir parcasi olan mide
0zofagustan gelen besinlerin ince bagirsaga gegmeden 6nce dinlendirerek sindirime de
hazirlar. Mide 6zsuyu salgis1 olan hidroklorik asit (HCI) yiiksek asit salgisi araciligi ile
protein kaynakli besinleri kimyasal sindirimini baslatirken diger besinlerin fiziksel
sindirimini yapar. Sindirimin devam edip tamamlanacagi ince bagirsaga kimusun gecisini
saglar. Midenin sindirimdeki bu fonksiyonel gorevleri nedeniyle bazi hastaliklarin
olusumunda dogrudan bazi hastaliklarin olusumunda da dolayli olarak etkilidir [17].
Bir¢ok mide rahatsizliklar1 tanimlanmistir. Kardial sfinkterin diizgiin kapanmamasi
sebebiyle olusan reflii gibi giinliik yasam kalitesini etkileyen hastaliklarin olusmasinin
yani sira epitelyal hiicre kokenli kanser ya da sarkoma kokenli kanser tiirleri de 6limciil

mide hastaliklarindandir [18].

Mide kanseri tiim hastaliklar i¢inde Diinyada goriilme siklig1 4. sirada Tiirkiyede
5. siradadir. Cinsiyete bagli olarak incelendiginde kanser tiirleri icinde mortalite olarak
Diinyada erkeklerde 3. sirada, kadinlarda 5. sirada oldugu kayda alinmistir. Tiirkiye’de
cinsiyete bagli olarak tiim kanser tiirleri arasinda ise mortalitesi erkeklerde 2. sirada ve
kadinlarda 4. sirada yer almaktadir [19]. Kanserle miicadelede alternatif olarak in vivo ve
in vitro kosullarda yeni ¢aligmalar ortaya konsada klinik ¢aliymalarda halen radyoterapi
ve kemoterapi uygulanmaya devam etmektedir [20]. Mide kanseride dahil tiim kanser
aragtirmalarinda da kullanilan kemoterapotik ajanlar viicutta bir¢ok hasara yol a¢tig1 i¢in
hasar1 azaltma hatta onarim i¢in melatonin gibi antioksidanlardan yararlanilmakta ya da

selenyum gibi antioksidanik 6zellik gosteren kimyasallara bagvurulmaktadir [21].



2.3. Kemoterapotik ajanlar

Bakteri, protozoa, mantar, viriisler, helmintlerin meydana getirdigi enfeksiyonlara
ya da tlimoral (neoplastik) hastaliklarin tedavisinde kullanilan ilagla tedaviye Kemoterapi
denir. Tedavide kullanilan kimyasal bilesiklere de Kemoterapotik Ajanlar denir.
Kanserde farkli tedavi yontemleri son on yilda ¢ok ilerleme kaydedilmis olmasina ragmen
kemoterapotik ajanlarin kullanilmasi ise halen klinik ¢alismalarda en etkin yontemler
arasinda yer almaktadir [21]. Kemoterapotik ajanlar 6zellikle etki mekanizmasma gore
farkli smiflarda degerlendirilir [22]. Kemoterapotik ajanlarin eldesinde bitkisel kdkenli
veya sentetik kokenli olarak iki farkli kokenden elde edilir [23]. Bu siniflar1 temel alarak
incelersek alkil etkide olan ajanlar, mitotik ig yapiy1 inhibe ederek miidahele eden ajanlar,

antimetabolitler ve topoizomeraz enzimini inhibe eden ajanlardir [24].

Alkilleyici mekanizmay1 tetikleyen ajanlar; platin yapida olanlar (sisplatin,
karboplatin ve oksaliplatin), hidrazin (temozolomid), nitrojen yapida olanlar (bisulfan,
klorambusil ve melfalan), oksazsafosforinler (siklofosfamid ve ifosfamid) ayrica
arastirmasi halen devam etmekte olan ajanlar; vinil-kinazolinon kemoterapotik ajanlardir
[24]. Kemoterapotik ajanlar hiicrede DNA'nin piirin bazi1 guanin kalintilarma capraz
baglar kurarak alkiller ve bunun sonucunda da hatali DNA ipligi olugsmasina yol acarak
DNA amplifikasyonunu durdurarak etkili olurlar [25]. DNA replikasyonunun enzimleri
topoizomeraz I enzimini ya da topoizomeraz II enzimini inhibe eden kemoterapotik
ajanlar DNA’da ise iplik kopmalarma neden olur [26]. Antimetabolit etkide
kemoterapotikleri piirin analoglar (6-merkaptopurin, kladribin ve azatioprin), pirimidin
bazlarla antagonist olanlar (sitarabin, 5-florourasil (5-FU), gemsitabin ve kapesitabin,
plirin bazlar1 antagonistleri (fludarabin), antifolatlar (metotreksat) , pemetrekset ve
pralatreksat ve riboniikleotid rediiktaz enzimleri inhibe edenler (hidroksiiire) olarak
cesitli gruplara ayrilirlar [27]. Antimetabolit 6zellikteki bu ilaglar biyosentetik yolaklar
araciligr ile DNA-RNA sentezini ya bozarak ya da sentezde etkili olan enzimleri
(dihidrofolat rediiktaz, riboniikleotid rediiktaz ve DNA polimeraz) inhibe ederek etkili
olurlar [28]. Tiim bunlarin disinda bazi antimetabolitler pirimidin-piirin bazlarmin hatali
eslenmelerine ve sonucunda DNA ipliklerinde zincir kirilmalarma sebep olurlar [29].
Dosetaksel ve paklitaksel gibi taksanlar, vinkristin ve vinblastin gibi vinka alkaloidler,
mitotik ig inhibitorler karyokinezi metafazda inhibe eder ve mikrotubiiler yapiy1
degistirerek hiicre 6liimiine yol acar [30]. Yeni sentezlenen N-karbonil akridinlerden bir

tanesinin insana ait meme kanseri hiicrelerinde MB-468'e etkinligi yiiksek proliferatif



aktivitiyi tersine c¢evirerek tiibiil yapilarin polimerizasyonunu inhibe ettigi de yapilan
calismalarda kanitlanmistir [31]. L- asparaginaz gibi bazi enzimler, bortezomib gibi
proteazom inhibitdrleri, tirozin kinaz enzimini inhibe eden molekiiller ve bazi
antibiyotiklerde dahil diger kemoterapotik ajanlarda karakterize kemoterapdtikler
arasinda yer almaktadir [32]. Coklu sinyal kanallarinda bulunan ve hiicre biiylimesinde
etkin tirozin kinaz enzimini inhibe eden imatinib ve erlotinib hiicreyi apoptoza siiriikleyen
mekanizmayi tetikler [33]. Bleomisin ise G2 evresinde olan hiicrede DNA iizerinde
hasara yol acarak hiicre siklusunun durmasma neden olan ROT ( serbest radikaller)’un

salmmasini indiikleyen bir antibyotiktir [34].

2.3.1. Sisplatin

Sisplatin, cis-diamindikloroplatin adiyla bilinen kemoterapotik etkili kanser
arastirmalarinda kullanilan platin kokenli ilagtir. Akciger, meme, bas - boyun, pankreas,
yumurtalik, kolon kanseri de dahil bir¢ok kanser tiirii tedavisinde kullanilmaktadir [35].
Yapilan arastirmalar sonucunda lenfoma, karsinom, germ hiicreli tiimér ve sarkoma
temelini farkli kokenden alan ¢ok ¢esitli kanser tiirlerine karsi etkili oldugu da tespit
edilmistir [36]. Sisplatin kanserli hiicrede DNA’nin niikleotid yapilarindan piirin
bazlariyla ¢apraz bag yaparak DNA’nin tamir mekanizmasia etki eder ve hiicreleri

apoptoza indikler [37].

Son ¢alismalar kanser hiicreleri sisplatine karsi ilag¢ direnci gelistirirken 6zellikle
geng hastalarda da c¢ok ciddi alerjik rahatsizliklar, bobrek rahatsizliklari, enfeksiyonel
hastaliklara kars1 immiin sistemin zayiflamasi, gastrointestinal etkisi ile de kanama ya da
isitme kayb1 gibi ¢ok sayida yan etkilere sebep olduguda ortaya ¢ikmustir [38]. Sisplatin
etkisi ile DNA hasar1 olusmus hiicreler ya hiicresel direnci se¢mekte ya da apoptotik
yolaklar1 aktif etmektedir. Kansere karsi ila¢ ¢alismalarinda en 6nemli hedef DNA'ya
zarar vererek etkili olan ajanlara kars1 hiicrelerde olusan hiicresel direnci azaltmaktir. Bu
nedenle sisplatine kars1 direng gelistirmis kanser hiicrelerinde DNA onarim yollarinda
etkili olan karakterize proteinlerdeki ve yolaklardaki degisimin tespit edilip

tanimlanmasidir [39].
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Sekil 2.1: Sisplatinin Hiicrede etki Mekanizmasi

Hiicresel direncin etkisini azaltmada etkili olan bir baska uygulama da sisplatinin
diger ilaglarla kombinlenmesidir. Ayrica bu yontemin toksisiteyi azalttigi yapilan

calismalarda kayda alinmistir [40].

2.3.1.1. Sisplatinin sulu cozeltide davranisi

Sisplatinin su igerisinde kimyasal doniisiimii Sekil.2.2’ de formiile edilmektedir
[41]. Parlak sar1 bir kat1 bir kimyasal olan sisplatin H>O ile girdigi tepkimede su
molekiilleri sisplatinin yapisina katilirken yapisindan bir Cl° iyonunu koparir ve
monoaqua olusur. Tkinci HoO molekiilii monoaquanimn yapisina katilir bir CI- iyonu daha
uzaklastirarak diaqua yapisinin olusmasimi saglar. Cl” salinmis ve H>O baglanmais s1vi cok

asidik hale gelir ve fizyolojik pH'da protonsuz hale gelir [42].
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Sekil 2.2: Sisplatinin sulu ¢ozeltideki davranisi

2.3.1.2. Hiicrelerde sisplatin tasinmasi

Sisplatin ilacinin dar etki alanina sahip olmasidan dolay1 sadece doz artirimina
gitmek hiicre direncini kirmak i¢in yetersizdir. Diren¢ mekanizmasinda 6zellikle hiicre
icinde DNA, RNA ya da g¢esitli proteinlerde eklenti olusturmasi etkili oldugu
diistiniilmektedir [43].
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Sekil 2.3. : Sisplatinin hiicredeki diren¢ mekanizmasi
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Sisplatin uygulanmis bir hiicrede sisplatinin hiicre i¢ine gegisi ve hiicrede etkili
oldugu mekanizmada hiicre icine geg¢isi pasif diflizyon ile gergeklesirken (1), hiicre disma
pasif diflizyon ile gecisi ise engellenir (2). ATP7A proteini bakiri organellere iletir ve

ATP7B proteini ise bir hiicreden fazla bakirin uzaklastirilmasindan sorumludur. A7TP74
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ve ATP7B sisplatin kaynakli direngte rol oynadigi disiiniilmektedir. ATP7B gen
lokusundaki mutasyon, Wilson hastaliginda da gozlenen bakir birikmesine yol
acar, ATP7A gen lokusunda ki mutasyon ise tersine etki eder Menkes hastaliginda
gozlenen bakir eksikligine neden olur [43]. ATP74 ve ATP7B, degisken olmayan Pt 2* -
S bagi kuran N-terminal metal baglama alanlarindaki sistein kalintisinda sisplatini
baglayabilir. ilgili proteinlerin hiicrede yiiksek seviyelerdeki degerlerde sisplatin

birikiminin azalmasina ve dolayisiyla daha diisiik sitotoksisite ile iliskilidir [44].

Bakir tastyici proteinler gibi GSH ve metallotionein yapili molekiillerde
sisplatinin taginimini etkileyebilir. Bu molekiiller yapisal olarak sistein agisindan zengin,
molekiiler agirhig: diistik proteinler, tiyol gruplarmma koordineli olarak sisplatin ve benzer
ilaglarin hiicre i¢inde inaktivasyonunda etkili olarak direng gelistirmede sorumlu oldugu

diistiniilmektedir [45].

2.3.1.3. Genetik arka planda sisplatine karsi hiicrede olusan mekanizma

Genetik arka planda hiicrenin sisplatine karsi olusturdugu tepkiyi anlamak ve
diren¢ mekanizmasin1 ¢ézmek ila¢ etkinligini anlamli yorumlamak i¢in son derece
onemlidir [46]. Hiicresel direng sistemi 6zellikle mutasyon ile gen lokuslarinda meydana
gelen degisimler sonucunda ortaya c¢iktig1 diisiiniilmektedir [47]. Bu mutasyon
bolgelerinde ortaya c¢ikan genetik polimorfizmler; genetik faktorlerin belirte¢ olarak
tanimlanabilmesinde 6zellikle bireysellestirilmis tedavi temelleri i¢in idealize - optimum

sisplatin kompleksleri olusturmak i¢in bilgi verecegi diistiniilmektedir [48].

Arastirmalar sonucunda sisplatinin hiicre i¢ine aliminda ve hiicrede tasinmasinda
etken yapilarin mutasyona dayali genetik degiskenlikle karsi karsiya kalarak ortaya ¢ikan
polimorfizmin etkisinde oldugu tahmin edilmektedir [49]. Hiicrede polimorfik olarak
katki saglayan tasiyicilar, sisplatinin hiicre i¢i seviyesini artirict yonde islemlerde etkili
olmaktadir. Bunlarin basmda Cu iyonu tasiyicisi olarak etken Ctrl ve Ctr2, organik
katyon tastyici etkenler OCT 1 ve OCT 2, Cu iyon tastyicisiroliinde ATPazlardan ATP7A
ve ATP7B, organik anyon tastyict OAT, glutatyon ve metallotiyonein, ¢oklu ila¢ direnci
ile iligkili protein MRP2, coklu ilag ekstriizyon tastyici-1 (MATE1) 6zelliktedir [50].



2.4.Antioksidan

Antioksidanlar ve antioksidan davranis gdsteren kimyasallar ¢esitli hastaliklarda
incelemelere ya dogrudan konu olmus ya da aracili rolleri arastirilmis molekiillerdir. Bu
kimyasallarin bir¢ok arastirmada bazi hastalik tiirlerinde tedavi sebebiyle kalpte olusan
hasarlara karsi iyilestirici etkisi oldugu sonucuna varilirken, melanom kdkenli kanser
tiirlerinde oldugu gibi bazi1 hastaliklarda da bazi antioksidanlarin kanser hiicrelerinde

proliferatif etki olusturdugu diistiniilmektedir [51].
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Sekil 2.4: Antioksidanlarin etki mekanizmasi

Ozellikle yaslanmaya dayali hastaliklarin tedavisinde ya da kardiyovaskiiler
rahatsizliklarm tedavisinde uygulanan cesitli ilaglar asir1 ROT iiretimine yol acarak
kardiyovaskiiler sisteme ait hiicrelerde fonksiyonel bozukluklara, protein ve lipitte
peroksidasyona ve bunlarin sonucunda da DNA hasarna neden olur [52]. Antioksidanlar
hiicrelerde olusan oksidatif stresi azalttig1 ve olusan hasara kars1 protektif etki ettigi

yapilan ¢aligmalarda ortaya konmustur [53].

2.4.1.Melatonin

Melatonin kimyasal olarak N-asetil-5-metoksitriptamin olarak adlandirilan ve
hem insanlarda hem de diger memelilerde epifiz bezi tarafindan karanlikta sentezlenen

0zel bir biyokimyasal molekiildiir. Melatonin indolik yapida bir bilesiktir [54].

10



Canlida ayrica melatonin hormonu gastrointestinal sistem, retina, lenfositler, deri ve

kemik iligi gibi bircok organda da sentezi mevcuttur [55].

Sirkadiyen ritim olarak adlandirilan ve uzun yillar almig 6nemli bir ¢aligmaninda
sonucunda ortaya konmus uyku-uyaniklik halinde etkili; 24 saatlik biyoritim dongiistdiir.
Tiim hiicrelerde bulunan sirkadiyen saatler hiicrede en az 12 gen tarafindan kontrol
edilmektedir. Hiicrede santral dogma sirkadiyen saatler ile iliskilidir [56]. Biyoritmin
genler tarafindan kontrol edilmesi, DNA da meydana gelen mutasyonlara dayali olarak
ortaya c¢ikan hastaliklar, degisen melatonin seviyeside dikkate alindiginda sirkadiyen

saatler kanser ve ndrodejeneratif hastaliklarda dogrudan etkilidir [57].
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Sekil 2.5.: Melatoninin Biyosentezi

Sirkadiyen melatonin seviyesinin artirmasinda etkili oldugu ve birincil metabolit 6-
stilfatoksimelatonin (aMT6s) yapisina katildigi gosterilmistir. Melatonin sentezi ve
salgilanmasi, hipotalamusun suprakiazmatik ¢ekirdeginde (SCN) bulunan 'ana biyolojik

saat-biyoritim' kontroliinde diizenlenir [58].

2.4.1.1.Melatoninin diger hastahiklarda etkisi

Melatonin antiapoptotik 6zellikte bir antioksidandir. Kanser onleyici ilaglar ile
birlikte kombinlendiginde kanser ve norodejeneratif hastaliklarda ila¢ kullanimlarindan
dolay1 bir¢ok hasara karsi korudugu ve onardig1 gozlenmistir. Kardiyal sistemde olusan
hasarlara kars1 melatonin kardiyoprotektif etkidedir [59]. In vivo ve in vitro kosullarda
yapilan deneylerde melatonin antioksidan mekanizmasinin bir¢ok yolunu kullanak

hiicreye etki etmekte oldugu gdzlenmistir [60]. Ozellikle antikanser etkisini arastirmak
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icin melanom kanser incelemelerinde ER stresi ile kombine edildiginde PI3K/Akt/mTOR
yolak aracilig1 ile melanomlarda hiicre canliligin1 azalttigi tespit edilmistir [61]. Ayrica
melatoninin melanom hiicrelerinde hiicre canlilifi, hiicre gog¢ii ve klon olusumlari
iizerindeki inhibisyonlarm artmasi sonucu hiicrelerin apoptoza yonlenmesi antitimor
aktivitesinde etkin odugunu kuvvetlendirmektedir [62]. Antikanser mekanizmasi,
sitokrom c'ye bagli apoptotik yolun aktivasyonu ile baslayip COX-2/iNOS ve NF-kB/p300

sinyal yolaklarmin inhibisyonu ile katki sunar [63].

Doza bagl olarak yapilan calismalarda ise melatonin (diisiik:10 ¥ -10 "M —
yiiksek: 10-4-10-2 M) hem melanom hiicrelerinin hiicre canliligini inhibe etmekte hemde
fibroblastlar {izerinde inhibisyonunu baskilamadan B16 melanom hiicrelerinin
proliferasyonunu 6nlemektedir [64]. Hiicrede serbest radikaller olan ROT molekiillerinin
aciga cikmasi, yiliksek melatonin konsantrasyonlarmnda hiicre canliligi inhibisyonuna
neden olabilir [65]. Losemi kanser tiirlinde melatonin uygulanmis ve kaspaz-3 ve kaspaz-
9 aktivitelerini inhibe ettigi bu durumda da canlida eozinofil, lenfosit ve ndtrofil
hiicrelerinin oranlarini bazal seviyelerde olgiilmiistiir [66]. Bu 6zel antioksidan sadece
melanom hiicreleri apoptoza yonlendirmedigi gibi ayrica hasar gormiis Fas, DR4 ve DR5
Oliim reseptorleri ile ligandlar1 Fas L ve TRAIL'in ekspresyonlarinda protektif 6zellikte
tyilesme gézlenmistir [67]. Daha sonra in vitro kosulda da incelenen melatonin insana ait
malign hematolojik hiicre hatlarinda apoptozun aktive oldugu ve hiicre olimii ile
sonuglandig1 gozlenmistir [68]. Birka¢ arastirmada da melatoninin 6zellikle kadinlarda
goriilme siklig1 ¢cok yliksek olan rahim agzi kanseri tizerindeki antikanser etkisi ¢alisilmis
ve melatoninin bu hiicrelerde kaspaz-3 aktivasyonu artarak Hela hiicre canliligmi
azalttig1 ve 3 kemoterapotik ajanin (sisplatin, S-florourasil ve doksorubisin) sitotoksik

etkisinin kanser hatti hiicrelerinde 6nemli 6l¢iide artirdig1 gézlenmistir [69].

Rahim agz1 kanserinde Ozellikle melatonin ve sisplatinin birlikte tedavisi ile
sisplatinin tek basina tedavisi karsilastirilmali deneylenmis olup birlikte kullanimlarmin
yiiksek mitokonriyal ROT iiretimine ragmen apoptoza giren hiicrelerin oraninin arttigi

gbzlenmistir [70].

Sirtuinler histon deasetilazdir ve nikotinamid adenin niikleotidine bagl yapilardir
[71]. Sirtuin-3 (SIRT3) mitokondride bulunan ve oksidatif strese bagli hastaliklara ve
ayrica miyokardiyal iskemi/reperfiizyon (MI/R) karst korucu ozellikte olan sirtuin
cesididir [72]. Melatonin varhiginda SIRT3’ilin sinyal yolagini tetikleyerek MI/R hasarini

iyilestirme roliinii tistlenerek kardiyoprotektif 6zellikte oldugu ¢aligmalarla kanitlanmak
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istenmigtir. Farelerle yapilan bir ¢aligma melatoninin kardiyoprotektif 6zelligini ortaya
koymakta kanitlar sunmaktadir. Bu ¢alismada fare hasta edilip yeniden iyilestirilmis ve
sonrasinda olusan kalp hasarinda ortamda SIRT3 inbitorii olsun olmasin MI/R islemine
fareler tabi tutulmustur [73]. Calismada reperflizyondan 10 dk 6nce intraperitonel olarak
(20mg/kg) melatonin verilerek takibe alinarak kasilma fonksiyonunun azaldigi, enfarktiis
boyutunun kiigiildiigii, laktat dehidrojenaz salinimi azalarak, oksidatif hasardan
etkilenmeden apoptotik etkinin azaldig1r raporlanmigtir [74]. Sonu¢ olarak MI/R
miyokardial yapilarda melatonin tedavisinde SIRT3 expresyonunu regiile ederek ve
aktivasyonunu artirma yoluna gittigi dikkate deger bulunmustur [75]. Hiicrelerde
stiperoksit dismutaz 2’nin asetilasyonunu diisiirmii beraberinde melatonin Bcl-2
ekspresyonunu artirmistir [76]. Melatonin miyokardiallarde postiskemik kardiyakta
tyilesme ve enfarktiiste kiigiilme, apoptotik oranlarini azalma deneylenmistir [77]. Serum
kreatin kinazim1i ve laktat dehidrojenaz salmimmi indiikleyerek, SIRT1'in etkisini
artrrmak gibi daha bir¢ok yol kullanarak melatonin kanser ve norodejeneratif

hastaliklarda koruyucu 6zellikte oldugu deneylenmistir [78].

Melatonin i¢in yapilan in vitro ve in vivo kosullarda hayvan deney calismalari
sonucu elde edilen veriler kemotdropatik etkide oldugunu gostermekte olup kesin
sonucuna varmak i¢in daha ¢ok arastirmaya ihtiya¢ oldugu bir¢ok arastirmaci tarafindan

tavsiye edilir [79].

2.5.Transient receptor potential (TRP) kanallar

TRP kanallari, ilk olarak 1960’larda Drosophila cinsi meyve sineklerinin
fotoreseptor hiicrelerinde tespit edilmistir, genel olarak Ca*? gegirgen transmembran iyon
kanallaridir [80]. Hiicre dis1 s1vi, hiicre i¢ine oranla yaklasik 10.000 ila 20.000 kat daha
fazla oranda Ca*? bulundurdugu dikkate alindiginda, sitozoldeki Ca*? konsantrasyonunun
degisimine bagli olarak acilip kapanan ve bu kanallardan iyon gecisinin hiicrenin
yasamsal fonksiyonlarini yerine getirmesinde ¢ok dnemli oldugu tespit edilmistir. TRP
iyon kanal iist ailesi memelilerde, kendi icerisinde spesifik baglanma bdlgelerine gore

cok sayida alt tipten olusmakta ve temelde alt1 alt ailede incelenmektedir [81].
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Sekil 2.6: TRP Kanali Siiperalt Ailesi

Ankyrin (TRPA), Vanilloid (TRPV), Canonical (TRPC), Melastatin (TRPM),
Polycystin (TRPP), Mucolipin (TRPML)’dir. Her bir alt aile 6zgiin tanimlayici
bolgelerine gore belirlenmis alt birimlere ayrilir ve her alt birim kendi i¢inde degisik
sayida kanal alt birimlerine sahiptir. Bunlar ayni zamanda anilan alt ailelerinin
iiyeleridirler. Memeli bir canli i¢in TRPA alt ailesinin bir, TRPV alt ailesinin alti, TPC
alt ailesinin yedi, TRPM alt ailesinin sekiz, TRPP alt ailesinin dort ve TRPML alt
ailesinin simdiye kadar kesfedilen {i¢ alt birimi veya iiyesi mevcuttur [82]. Son yillarda
yapilan caligmalarla TRP iyon kanallarmin; apoptozis, kanser, diabet gibi pek c¢ok
arastirmada konu olmasinin yani sira alzheimer (AH) gibi norodejeneratif hastaliklarla

baglantis1 oldugu calismalarla ispatlanmistir [83].
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Sekil 2.7: Ca"" iyon kanal1 aktivasyonu

Katyon kanallar1 ile TRP siiper ailesinin ortak bir 6zelligi, alt1 transmembran
segmenti ve belirli bir sekans homolojisidir. Ancak, TRP kanallar1 diger iyon kanali
ailelerine gore en belirleyici fark: ise katyon segiciliklerinin ¢esitliliginde ve spesifik
aktivasyon mekanizmalarmdan kaynaklanir. Ozellikle, belirli bir TRP kanal
etkinlestirilebilir ve yanit1 tamamen farkli mekanizmalar tarafindan cevap bulabilir, bu da
TRP kanallarmin '¢oklu sinyal entegrasyonu' kavramina yol agmistir. Ayrica, diger bir
ortak Ozellikte, TRP kanallarmin 151k, ses, kimyasallar, sicaklik, ozmolaritedeki
degisimler ve dogrudan temas gibi tiim biiylik dis uyaran smiflarina tepkisinde yatiyor

gibi goriinmektedir [84].

TRP kanallari, kanserojen veya potansiyel olarak zararli maddeler i¢inde 6zgiin
reseptor molekiilleri olarak hareket ettigi yapilan ¢alismalar ile saptanmistir. Bununla
birlikte bu kanallarin sinirsel olmayan hiicrelerde, 6rnegin solunum yolunun epitel
dokusunda fonksiyonel olarak ekspresyona ugradigi da son yillardaki calismalar ile
ortaya konmustur [85]. TRP kanallar1 bir dizi kanser tiirlinde de tanimlanmistir. Zararh
bilesikler i¢in de duyarli sinyal olusturan TRP kanallari, hiicre savunma
mekanizmalarinda da yer alir ve apoptotik sinyal iletimi yoluyla toksik maddelere maruz
kalmanm ardindan da hiicre canlilig: etkilenir. Baz1 spesifik ilag veya ilag metabolitleri
bu TRP kanallarin1 aktive edebilir ve bu da bu sitostatiklerin terapdtik etkinligini
etkileyebilir [86].
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2.5.1.TRPV Kanal alt ailesi

TRPV kanallari, bazi bitkilerin yapisinda bulundugu kanitlanmis vanilik asit,
vanilin ve kapsaisin gibi dogal vaniloidler araciligi ile aktive edildigi tespit edilmis adin1

da buradan koken alan TRP kanallaridir [87].

Sekil 2.8: TRPV Kanal alt ailesi filogenetik gosterimi

TRPV kanallar1 hem hiicre membraninda hem de birim zar ile ¢evrili olan
organellerin zarmda bulundugu tespit edilmistir. TRPV kanallar1 fiziksel etkide basing,
pH, sicaklik ve kimyasal 6zellikteki uyaranlarla ve biyolojik ajanlarla aktive oldugu tespit
edilmistir. TRPV kanallar1 hem nosiseptor olarak gorev alir hem de kemo-sensor olarak
gorev alirlar. TRPV1, TRPV2, TRPV3, TRPV4, TRPVS5 ve TRPV6 olmak lizere alt1 alt
tipi bulunmaktadir. TRPV1’den TRPV4’ e kadar olanlarin nosiseptdr 6zellikte olduklari
varsayllmaktadir. TRPVS ve TRPV6 tiplerinin ise epitelyal kokenli Ca*? kanali olarak
gorev yaptiklar1 disliniilmektedir. TRPV kanallar1 katyon gecislerine olanak
saglamasinn  yam1 swra Ca™ iyon segicilifi sayesinde hiicre i¢i kalsiyum

konsantrasyonunun dengede tutulmasinda da etkilidir [88].

2.5.1.1.TRPV1 Kanallan

Memelilerde bir¢ok fizyolojik ve patolojik durumlarda rol oynayan TRPV1
kanallar1 periferal agrinin olusumunda etkili oldugu diistiniilmektedir. Se¢ici olmayan
kanallar da kapsaisin (ac1t kirmizibiberin keskin bileseni) ve resiniferatoksin gibi

vanilloidler, yiiksek 1s1 (>43 °C), asit (pH<5), hiicresel voltaj degisikligi, oksidatif stres
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ve inflamatuar medyatdrlerin uyarimlarin birgogu hiicre igine Ca*? gegisine sebep olur.

TRPV1 kanali zararli bircok uyarimda sinyal verici olarak gorev alabilir [89].
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Sekil 2.9: TRPV1 kanal1 aktivasyonu

TRPV 1 nin tekrar tekrar aktivasyonu 6liimciil hiicresel yaralanmalara, oksidatif
stres kaynakli ve serbest kalsiyum iyonlarinin sitozoldeki artis1 gibi faktorlerde etkili
oldugu saptanmistir. TRPV1 kanallar1 merkezi ve periferik primer duyusal néronlarda
varlig1 ve etkisi 6zellikle incelenmistir. Agrili uyaranlarin algilanmasina ve taginmasina
katilan TRPV 1'in, duysal fonksiyonlarindaki rolii izerinde ¢ok sayida calisma yapilmistir
[90]. TRPV1'in ekspresyonunun akciger adenokarsinom hiicrelerinde de etkili oldugu
tespit edilmistir. TRPV1 ekspresyonu ayni zamanda akciger fibroblastlarinda ve normal
akciger epitelinde ve duyusal sinir hiicrelerinde etkisi gozlenmistir. TRPA1 ve TRPV1
kanallarinin yapisinda ve aktivasyon mekanizmasinda tiyol ve siilfidril gruplarinin 6nemi

ortaya konmustur.

TRPA1 ve TRPV1 kanallar1 sarimsakta bulunan gallisin maddesi ve nitrik oksit
etkisi ile kovalent degisiklik olur ve sonucunda oksidatif stres baslar. Oksidatif stres ile
agr1 ve agriya karsi hassasiyet (hyperalgesia) olusur [91]. HO> gibi hiicre zarmi gegebilen
oksidanlar TRPV1 kanallarini1 aktive edebildikleri diisiiniilmektedir [96]. Oksidatif stres

elemanlar1 kinaz enzimleri ve hiicre zar1 proton yapilarinda degisikliklere neden olur [92].

Fizyolojik olarak TRPV1 kanallar1 inaktif haldeyken; rahatsiz edici kimyasal ve
termal uyarilar sebebiyle aktive olurlar. CAP, allisin, RTX gibi eksojen ajanlar kanali

aktive ederken, ayni zamanda yiiksek sicaklik, ekstraselliller ve intraselliiller pH
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dengesizlikleri ve anandamid gibi endojen uyaranlar da kanalin aktive olmasimi saglarlar.
TRPV1 kanallarinin iyonize olmayan elektromanyetik radyasyon (EMR) etkisiyle de
aktive oldugu ve kalsiyum iyon gegigine aracilik ederek hiicre i¢i kaspaz yollarmnin
aktivasyonuna ve hiicre Olimiine neden oldugu rapor edilmistir [93]. TRPV1'in
aktivasyonunda bir diger 6nemli yol ise kanalin prostaglandinler, bradikinin, endojen lipit

tiirevleri gibi enflamatuar medyatorlerle allosterik olarak diizenlenmesidir [94].

2.5.2. TRP Kanallarinin proliferatif etkisi

Kanser hiicre hatlar1 ile yapilan calismalarda TRP kanallarindan 6zellikle TRPV1
ve TRPV2, TRPM4 — TRPMS — TRPM7, TRPCS5 — TRPC6 pro-proliferatif etkide
iligkileri incelenmis ve gdzlenmistir [95]. TRPV ailesinde yapilan ¢aligmalarda ilk olarak
tanimlanan ayrica sicaklik degisimlerine ve voltaja duyarli olan TRPVI sinyal
yolaklaridir. TRPV Isinyal yolagi merkezi sinir sisteminde ve periferal sinir sisteminde
sensor gorevinde hiicre icin dnemli bir oyuncudur [95]. Ozellikle MCF-7 hiicre hattinda
yapilan calismalarda TRPV1 sinyal yolaginin sensér gorevinin disinda ayrica kanser
hiicre gelisiminde de etkili oldugu gozlenmistir. TRPV1 kanser hiicresinde agonist ve
antagonistleri hiicre biiylimesinde anti-proliferatif etki ile ihibisyonu indiiklemektedir

[96].

2.5.3. Pro-apoptotik oyuncular

TRP kanallarinin pro-apoptotik oyuncular1 herhangi bir model ayirmadan ¢oklu
TRP alt aileleri arasinda goriiniir. TRPC alt ailesi, TRPC3 ve TRPC4 kanal ile temsil
edilir, TRPM1 ve TRPM2, TRPM alt ailesini sunar ve TRPV alt ailesi, pro-apoptotik
olarak sadece TRPV1 kanali ile temsil eder. Kanitlarin biiyiik bir gogunlugu TRPM alt
ailesinde ve Ozellikle TRPM1 kanalina odaklanmistir. TRPM (melastatin) siiperailesi
adini, metastatik B16 fare melanom hiicrelerinde regiile edilen birka¢ genden biri oldugu
bulunan TRPM1 kanalindan almistir [97]. TRPM1, 2, 3, 4, 5 ve 8 kanallarmin birden ¢ok
ekleme varyantina sahip oldugu gosterilmistir, ancak bu varyantlarm 6nemi hala tam
olarak  tespit  edilmemistir [98]. TRPMI  kanalinin  yiilksek seviyede
ekspresyonunun, hiicre dist Ca™'e bagimli bir sekilde HEK293 hiicrelerinde sitoplazmik
Ca'? de artiga neden oldugu ve bunun La3 + ve Gd3+ tarafindan bloke edilebilecegi
gosterilmistir  [99]. Ancak, erken ¢aligmalar swrasinda kanalin elektrofizyolojik
aktivitesinin gdzlemlenememis olmasi 6ncelikli olarak bir sizint1 kanali olarak islevselligi

fikrini diislindiirmiis. Bu durum mGIuR6 reseptoriiniin aktivasyonu ve Go’mn aracilik
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ettigi TRPM1 kanalinin gegirgenlik 6zelliginden ziyade gegitin biitiinliyle kapanmasina
yol agtigin1 gosteren retinal bipolar hiicrelerde kanal aktivitesi ile ilgilisi sonraki
caligmalarla da desteklenmistir [100]. TRPC1'e benzer sekilde, TRPMI1 kanali, kanserin
evresine bagh olarak karmasik bir ifade modeli sergiler. Ornegin, insan melanom
hiicrelerinde TRPMI1, benign dokularda yiiksek seviyelerde saptanmig, TRPMI1
seviyeleri birincil melanomlarda azalirken ve metastatik dokularda kayda deger miktarda
TRPMI1 mRNA diisiis tespit edilmistir. Ayrica; TRPMI1 ekspresyonundaki bu azalma,
tiimorlerin boyutu ve tiimor saldirganliginin derecesi gibi tiimor progresyon dlctimleri ile

korelasyon gosterdigide tespit edilmistir [101].

TRPMI ekspresyonundaki degisiklikler, mikroftalmi transkripsiyon faktoriiniin
hiicresel farklilasma durumuna bagli olarak TRPMI1 kanalinin ekspresyonunu
diizenledigine dair ¢aligmalar ile kanitlanmistir. 7rpm/ geninin 6. intronunun miR-211
mikroRNA's1 modeli son yapilan ¢alismalar arasindadir [102]. Ekspresyonunun artig1 GO
ve G1 fazindaki hiicrelerin gelisimini durdurdugu ve hatta proliferasyonu inhibe ettigi
bilgisi epitelyal yumurtalik kanseri ve melanom hiicrelerinde yapilan g¢aligmalarla
apoptozu indiikledigi kanitlanmistir [103]. Baz1 ek kanitlar, tam uzunluktaki TRPM1'in
plazma membranima madde gegislerinin diizenlenmesinde rol oynayan kisa bir izoformun
(TRPM1-8) varligma isaret eder ve boylece TRPM1 aracili Ca*™' nin kontrollii ge¢isinde
aracilik eder. Son zamanlardaki bazi calismalarda TRPMI1'in varliginin melanom
metastazi gelisimi ile negatif korelasyon gdsterdigi tespit edilmistir. TRPM1'in saglikli
hiicrelerde apoptozu kontrol edebilecegini, kanserli hiicrelerde ise hiicre proliferasyonuna

yol agabilecegini diisiindiirmektedir [104].
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal
3.1.1. Kullanmilan Alet ve Malzemeler
Serolojik Pipet (Thermo Scientific, Italya)
Otomatik Pipet ( DLAB, Cin)
Sarjh Pipet Uclari: 1ml, 5ml,10 ml, 25 ml hacimlerinde (italya)
Cryo tiip (Greiner Bio-One GmbH, Almanya): 1ml, 2ml hacimde
T75 Flakslar: Cell Star, Greiner Bio-One GmbH, (Almanya) 75 ml 250 ml hacimde
T25 Flakslar: Cell Star, Greiner Bio-One GmbH, (Almanya)
Hassas Terazi (weightlab instruments, Tiirkiye)
Ependorf
Calkalamah Su Banyosu
Falkon Tiipleri: ISOLAB, 10 ml, 15 ml ve 50 ml hacimlerinde
Steril 96 hik plakalar
Hassas Terazi: Scaltec SPB 32 ( Isvigre)
Biotek Synergy H1 Microplate Reader; Kalsiyum sinyali, Apoptozis, Reaktif Oksijen
Tirleri, Kaspaz 3, Kaspaz 9 ve Mitokondriyal Depolarizasyon analizlerinin yapilmasi
Termo Scientific Forma Termo Cycle CO2 inkiibator; Hiicrelerinin ekilmesi,
pasajlanmasi ve kimyasallarla inkiibe edilmesi sonrasinda bekletilmesi
Termo Scientific Micro CL21R Santrifiij;, Medium degisimi ve kimyasallarla
inkiibasyon Oncesi ve sonrasi slipernatanti hiicrelerden uzaklastirmak i¢in
Termo Scientific Safe 2020 Laminar Air Flow; Hiicrelerinin ¢ozdiiriiliip flasklara
ekilmesi, pasajlanmasi ve kimyasallarla inkiibe edilmesi esnasinda kullanmak i¢in
Termo Scientific Cell Counter - Hiicre sayim cihazi; Esit sayida hiicre ile gruplarin
olusturulmasi, kimyasallarla inkiibasyon sonrasi analizi yapilacak tiim gruplarindaki
orneklerin esit sayida ayarlanmasi
Zeiss Axio Floresan Vert A.1 mikroskop; Flasklara ekilen hiicrelerin iiremelerinin

kontrolii (uygun konfluens oranima ulasip ulagsmadiklarini kontrol etmek) amaciyla
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3.1.2. Kullanilan kimyasal maddeler

HAM’S F12 (Biochrom, Almanya)

DMEM (Biochrom, Almanya)

Fetal Bovine Serum (Cegrogen biotech, Almanya)
Trypsin/EDTA (MULTICELL, Canada)

Penicillin Streptomycin (Biochrom, Almanya)

Etil alkol (%70)

Distile Su

1X Phosphate Buffered Saline (PBS, Biochrom, Almanya)
%0,25” lik Tripsin-EDTA (Sigma Aldrich, ABD)
APOpercentage, Apopotosis Assay (biocolor, U.K.)
APOpercentage Dye Release (biocolor, U.K.)

AC - DEVD - AMC

AC —LEHD - AMC

Dihydrorhodamine 123 (DHR 123, Sigma Aldrich, ABD)
NP-40

Floresan Kaspaz DTT Boyasi
5',6,6'-tetrachloro-1,1',3,3'tetracthylbenzimidazolylcarbocyanine iodide (JC-1, Life
Technologies, ABD) Mitokondriyal Membran Depolarizasyon boyasi
JC-1 (BioVision, ABD)

Cisplatin — 1911228 (Kogak Farma, Tiirkiye)

Melatonin (BioVision, ABD)

Capsazepine (Cayman Chemical, ABD)

Capsaicin (Sigma, ABD)

Probenecid (ChemCruz, Netherlands)

FURA-2 AM (BioVision, ABD)

Fura-2 AM (life technologies, ABD)

Pluronic F-127/ 230-50G (BioVision, ABD)

DME/F-12 1:1 (1X) (Cytiva, ABD)

RPMI 1640, w/o L-Glutamine Sterile Filtered (biowest, France)
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3.2. Metod

Mevcut laboratuvar analizleri Alanya Alaaddin Keykubat Universitesi Tip

Fakiiltesi Lisansiistii Arastirma laboratuvarlarinda gergeklestirildi.
3.2.1 Hiicrelerin iiretilmesi

3.2.1.1 Medyumlarin hazirlanmasi

HGC-27 ve Panc-1 hiicrelerinin ekim ve pasajlanmasinda hiicre hatlarina uygun
olarak farkli medyumunlar (HAM’S F12, Biochrom, Almanya ve DMEM, Biochrom,
Almanya) ve karigimlar1 kullanildi. HGC-27 ve Panc-1 hiicre hatt1 besi ortami; %89
Medyum (DMEM veya %50 HAM’S F12 + %50 DMEM karisimi), %10 Fetal Bovine
Serum (FBS, Biochrom, Almanya) ve %1°1 PenicillinStreptomycin (Biochrom, Almanya)
antibiyotik kombinasyonu olacak sekilde modifiye edildi. Hazirlanan bu karisim bundan

sonraki boliimlerde sadece ‘medyum’ olarak anildi1 [105].

3.2.1.2 Laminar akim kabini ve diger ekipmanlarin hazirlanmasi

HGC-27 ve Panc-1 hiicrelerinin ekim, pasajlama ve transfeksiyon islemleri steril
Laminar Akim Kabini (Laminar Flow) igerisinde gergeklestirildi. Tiim islemlerin
oncesinde laminar flowun (MSC 12, Jouan, ABD) kiiltiir kaplarinin yiizeyleri ile temas
edecek caligma alani, 15 dakika boyunca Ultra Viyole (UV) 1s18inda sterilize edildi.
Hiicrelerin ekim islemine ge¢meden Once laminar flowun ¢alisma yiizeyi, inverted
mikroskobun (Zeiss, Primo Vert, Almanya) tablas1 ve diger tek kullanimlik olmayan
malzemeler %70’lik etil alkol ile dezenfekte edildi. HGC-27 ve Panc-1 hiicreleri -196 °C
sicaklikta s1vi nitrojen tanki igerisinde bulunan 2 ml’lik cryo tiiplerde (Greiner Bio-One

GmbH, Almanya) muhafaza edildi [105].

3.2.1.3 Hiicrelerin ¢ozdiiriilmesi

Hazirlanan medyumdan tek kullammlik steril pipetler yardimiyla 75 cm?’lik
zemin alanmna ve 250 ml’lik hacme sahip olan T75 flask (Cell Star, Greiner Bio-One
GmbH, Almanya) paketi laminar flow kabini i¢erisinde agilip kapaklar1 agilmadan hazir
bir sekilde bekletildi. Bunun yan1 sira 15 ml’lik bir falkon tiip igerisine taze medyumdan
9 ml konuldu. HGC-27 ve Panc-1 hiicrelerini ihtiva eden cryo tiip siv1 nitrojen tanki
icerisinden alinarak sicakligi 37 °C’ye ayarlanmis c¢alkalamali su banyosunda (Termal

Laboratuvar Aletleri, Tiirkiye) yar1 siv1 yar1 buz haline gelinceye kadar 1sitilip cryo tiip i¢
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¢eperi eriyince 1sitma islemi sonlandirilarak ve tiipiin etrafi %70’lik etil alkol ile silinerek
laminar flow kabini igerisine yerlestirildi. Heniiz yar1 buz-yar1 stvi haldeyken cryo tiip
icerisindeki sivinin tamami daha 6nceden hazirlanan igerisinde 9 ml medyum bulunan 15
ml’lik falkon tiipe aktarildi. Falkon tiip 100G devirde 5 dakika siireyle ve 20-23 °C
sicaklikta santrifiij (Kubota 2800, Japonya) edildi. Siipernatant hassas bir sekilde
uzaklagtirildiktan sonra dipte kalan hiicreler iizerine 10 ml taze medyum eklendi. 20-25
kez hassas bir sekilde resiispense edip hiicrelerin homojen bir sekilde dagilmasi saglandi.
Pipetaj islemi bittikten sonra bu falkon tiip igerisindeki hiicre-medyum slispansiyonu daha
onceden hazirladigimiz bos flasklara aktarildi. Boylece hiicrelerin ¢6zme ve ekim
islemleri tamamlandiktan sonra steril inkiibatore alinarak burada 24 - 48 saat inkiibe (37

°C ve %5 CO2) edildi (HF 90, Heal Force, Smart Cell, ABD) [105].

3.2.1.4. Hiicrelerin pasajlanmasi

Hiicrelerin, 25 cm? yiizey alanina sahip T25 flasklara (Cell Star, Greiner Bio-One
GmbH, Almanya) pasajlandi. Laminar flow kabini icerisinde ambalajlar1 a¢ilan flasklar
kapaklar1 agilmadan hazir bir sekilde bekletildi. T75 flasklarda 24 - 48 saat inkiibe edilen
hiicrelerin iireme yogunluklar1 (konfluens) inverted mikroskop yardimiyla tespit edilerek
en az %80 konfluens olan flasklar caligmaya dahil edildi. Ayrica mikroskopta
kontaminasyon olup olmadig1 da degerlendirildikten sonra ¢aligmaya uygun flasklar

laminar flowa alindi1 [105].

HGC-27 ve Panc-1 hiicreleri bulunduklar1 kiiltiir kaplarinin zeminine tutunma
ozelligi gostermektedir. Deneysel c¢alismalarin yapilabilmesi i¢in flask zemininden
kaldirilmalar1 gerekmektedir. Hiicrelerin biiyilitme medyumu atik toplama sisesine
bosaltildiktan sonra her bir flaskin tizerine yaklasik 2,5 ml 1X Phosphate Buffered Saline
(PBS, Biochrom, Almanya) konularak yavas hareketlerle hiicreler nazikg¢e yikandi. Flask
icerisindeki PBS pipet yardimiyla hiicrelerin bulundugu flasktan uzaklastirildi. Boylelikle
Olii hiicre artiklar1 ve ekstraseliiler ortamda bulunan toksik metabolitler ortamdan
uzaklastirildi. Hiicrelerin iizerine %0,25° lik Tripsin-EDTA (Sigma Aldrich, ABD)
cozeltisinden flask zeminini kaplayacak miktarda (yaklasik olarak 1-2 ml) konularak
hiicrelerin inverted mikroskop ile tutunduklar1 ylizeyden ayrilip ayrilmadiklar1 kontrol
edildi. Mikroskop ile hiicrelerin flask yiizeyden ayrildiklar: tespit edilince flasklar
laminar flow kabinine alind1 ve {izerlerine 8-9 ml taze medyum eklendikten sonra ¢ok

hassas bir sekilde 10-15 kez pipeta;j islemi uyguland1. Pipetaj islemi bitince hiicreler steril
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bos bir 15 ml’lik falkon tiipe almip. 5 dakika boyunca 100G de santriflij edildi.
Stipernatantlar atik toplama sisesine dokiilecek, bdylece hiicreler %0,25 lik Tripsin-
EDTA’dan armdirilmis oldu. Falkon tiipiin dip kisminda biriken HGC-27 ve Panc-1 hiicre
toplulugu tizerine yaklasik 5 ml medyum eklendikten sonra tek kullanimlik steril bir pipet
yardimiyla hassas bir sekilde pipetaj islemi uygulandi. Daha 6nceden hazirladigimiz ve
icerisine 4’er ml medyum aktardigimiz T25 flasklara falkon tiipiinde bulunan hiicre
toplulugu-medyum karigimindan 1’er ml alinarak eklendi. Flasklarin kapagi kapatildiktan
sonra bulundugu zemin iizerinde 6ne arkaya ve saga-sola dogru c¢ok yavas hareket
ettirilerek hiicrelerin flask icerisindeki medyumda homojenenize bir sekilde dagilmasi
saglandi. Boylece pasajlama islemi tamamlanan hiicreler bese bdliindiikten sonra
inverted mikroskopta son kez kontrol edilerek tekrar inkiibatore alinip kullanilacak
kimyasallara uygun stirelerde (24 - 48 saat) inkiibe (37 °C ve %5 CO») edildi. Siire
sonunda hiicrelerin %80’den fazla konfluens ulasmasi durumunda; ‘Hiicrelerin
Pasajlanmas1’ baslig1 altindaki adimlar takip edilerek yeniden pasajlama islemi yapildi.
Pasajlama islemi flasklar igerisindeki hiicre yogunluguna bakilarak her 48-72 saatte bir

tekrarland1 [105].

3.2.2. Calisma gruplan

Pasajlama sonucunda deneylere hazir hale getirilen Pankreas kanseri (Pac-1) ve
Mide Kanseri (HGC-27) hiicreleri; kontrol, sisplatin, sisplatint+kapsazepin,
sisplatin+melatonin, sisplatin+tmelatonin+tkapsazepin, melatonin ve

melatonint+kapsazepin olmak iizere her hiicre hatti i¢in 7 gruba ayrilarak ¢alisma yapild.

Grup 1 (Kontrol Grubu): Hiicrelere herhangi bir ilag uygulanmadi. Sadece
hiicre kiiltiir ortaminda 24 saat bekletildi.

Grup 2 (Sisplatin Grubu): Hiicreler 5uM sisplatin ile 24 saat inkiibe edildi [39].

Grup 3 (Sisplatin + Kapsazepin): Hiicrelere SuM sisplatin uygulanarak 24 saat
inkiibe edildi ve sonrasinda 0.1 mM kapsazepin ile TRPV1 kanali bloke edildi [39].
(Kapsazepin TRPV1 antagonistidir; 0.1 mM, 30 dakika)

Grup 4 (Sisplatin + Melatonin Grubu): Hiicrelere sisplatin (5 pM. 24 saat) ve
Melatonin (2 uM, 24 saat) uygulanmistir [39].
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Grup 5 (Sisplatin + Melatonin + Kapsazepin Grubu): Hiicrelerde sisplatin (5
UM. 24 saat) ve Melatonin (2 uM, 24 saat) uygulanmistir. Ardindan TRPV1 kanal
Kapsazepin ile bloke edildi (Kapsazepin; 0.1 mM, 30 dakika) [39].

Grup 6 (Melatonin Grubu): Hiicrelere melatonin uygulanip 24 saat inkiibe
edildi (2uM, 24 saat) [39].

Grup 7 (Melatonin + Kapsazepin Grubu): Hiicrelere melatonin (2uM, 24 saat)
uygulandiktan sonra TRPV1 bloke edici olan kapsazepin uyguland1 (Kapsapezin; 0.1
mM, 30 dakika) [39].

Gruplarda TPV1 kanallar1 kalsiyum sinyali analizi disindaki analizler i¢in Ca*?
salmimini bloke eden kapsazepin (0.1 mM) 30 dakika uygulandiktan sonra TRPV1 kanali
stimiile edici kapsaisin 0.1lmM 10 dakika uygulanarak reaktif oksijen tiirleri,
mitokondriyal depolarizasyon, kaspaz3, kaspaz9 ve apoptozis (programli hiicre 6liimii)
diizeyi analizleri yapildi. Kalsiyum sinyal analizlerinde ise hiicreler 20. Siklusta 0.1mM
kapsaisin ile ekstraseliiler sivi iyon/madde konsantrasyonuna es hem kalsiyumlu hemde
kalsiyumsuz soliisyonlarda TRPV1 kanallar1 uyarilarak ile kalsiyum sinyali analizleri

yapild.

3.2.3. Laboratuvar analizleri
3.2.3.1. Hiicre ici sitozolik Ca** 6l¢iilmesi

Kalsiyum sinyali analizlerinde kullanilacak T25 flasklardaki HGC-27 ve Panc-1
hiicreleri %0.25” lik Tripsin EDTA ile kaldirildiktan sonra 2 ml hacimli ependorflara
aktarilarak 100G de 5dk siire ile santrifiij edildi. Daha sonra iistte kalan medium dibe
coken hiicrelerden dikkatlice uzaklastirilarak 1 kez de 1xPBS ile hiicreler pipetaj islemi
ile yikanarak tekrar 100G de S5dk. siire ile santrijiij edildi. Siipernatant tekrar
uzaklastirildiktan sonra hiicreler 1000 pl hacimde HEPES buffer saline [ HBS; 5SmM KCl,
10 mM D-glikoz, ImM MgCl,, 145 mM NaCl, I mM CaCly, (1.2 mM). 10 mM HEPES
ve %0.1 (w/v) sigir serum albiimini (BSA); pH 7.4] icerisine SuM Fura-2-AM ve % 0.05
Pluronic F-127 konulmus soliisyonda 1 saat 37 °C de karanhkta inkiibe edildi. Islemin
bitimini takiben hiicreler tekrar 100G de 5 dk siire ile santrifiij edilerek silipernatant
uzaklastirildi. Fura-2-AM’nin de-esterifikasyonu saglamak i¢in hiicreler her bir kuyucuga
200 ul HBS soliisyonu igerisinde 2.5 mM probenesid olacak sekilde (her grup esit hiicre
sayilarinda hem kalsiyumlu hem de kalsiyumsuz HBSS ve probenecid karigimi soliisyon

ile iki kez) 37°C de 20 dakika karanlikta inkiibe edildi. Daha sonra her bir kuyucuga 3x10*
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sayida hiicre gelecek sekilde siyah renkli 96 kuyucuklu plakalara (Grainer Cell Star, Life
Sciences ABD) konuldu. Fura-2 AM igin eksitasyon dalga boylar1 340 nm ve 380 nm,
emisyon dalga boyu 510 nm’de floresan 151k ile uyarilarak her 3 saniyede bir (1 siklus)
otomatik enjektorlii kuyucuk okuyucu cihazinda (SynergyTM H1, Biotek, ABD) kayit
alindi. Kayit bagladiktan sonraki 20. siklusta otomatik enjektor araciligiyla her bir
kuyucuga 0.1 mM kapsaisin (TRPV1 kanal agonisti) eklendi ve 50. siklusa kadar kayit
alinmaya devam edildi. Sitozolik Ca*? diizeyi analizi Martinez ve ark.’nin 2016 yilinda
yapmis olduklar1 calisma Uguz ve ark. ‘nin 2009 yilinda yapmis olduklar1 ¢alisma ile
modifiye edilerek gerceklestirildi [106,107].

3.2.3.2. Apoptozis analizi

HGC-27 ve Panc-1 hiicre hatlar1 i¢cin olusturulmus her grup i¢in ayr1 ependorflar
icerisinde 1 ml 1X PBS ile diliie edilen izole hiicrelerden 150 pul lik hacim, apoptozis testi
icin alind1. Alman 150 pl hiicre siispansiyonu her bir eppendorfta 50°ser ul’lik gruplar
olusturacak sekilde 3’e boliinerek herbiri iizerine 950 pl 1XPBS koyuldu. Pipetaj
yapildiktan sonra ilizerine 5 pl apoptozis boyasindan (APOPercentage, Biocolor,
Ingiltere) ilave edilerek 30 dk siireyle galkalama cihazinda cgalkalama islemine tabii
tutuldu. Calkalama sonrasi1 4x100 g’de 5 dk siire ile santrifiij edildi. Sonrasinda
siipernatant uzaklastirildi. Uzerine 1X PBS eklenerek tekrar santrifiij islemi uygulanarak
ortamdaki kullanilmayan boyanin fazlasi uzaklastirildi. Boya uzaklastirildiktan sonra 200
ul APOpercentage Dye Release’den eklenip pipetaj isleminden sonra tekrar santrifiij
islemi uygulandi. Siipernatant alinip sonrasinda kuyucuklara aktarilip 550 nm dalga
boyunda Infinite 200 Pro (Avusturya) marka kuyucuk okuyucu cihazinda okundu. HGC-
27 ve Panc-1 hiicre hatlarinda her grup icin okunan degerler kontrol ile kiyaslanarak

hesaplanip sonug grafikleri olusturuldu [108].

3.2.3.3. Hiicre ici ROT analizi

Ependorf icerisinde 1xPBS ile sulandirilmis izole hiicrelerden 150 ul’lik hacim
alinarak ROT iiretim tayini analizi i¢in yapilmasi i¢in her bir eppendorfta 50’ser pl olacak
sekilde 3’e boliinecek ve iizerlerine 950 ul 1XPBS koyuldu. Sonrasinda 810 kez pipetaj
yapilarak homojen hale getirilip {izerine 1 ul Dihydrorhodamine 123 (DHR 123, Sigma
Aldrich, ABD) ROT boyasindan konulduktan sonra tekrar 8-10 kez pipetaj islemi yapildi.
Bu islemi takiben ependorflar 30 dk siireyle ¢alkalamali su banyosunda 37°C’de inkiibe
edildi. Stire bitimini takiben 4x100G de 5 dakika boyunca santrifiij edildikten sonrasinda
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slipernatant atilarak tizerlerine 300 pul 1XPBS koyulup tekrar pipetaj islemi uygulandu.
Her bir plate kuyucuguna 100 pl hiicre silispansiyonu olacak sekilde boliinerek plate
reader cihazinda (Infinite 200 Pro, Avusturya) 488 nm eksitasyon (uyarim) ve 530 ve

590 nm emisyon dalga boylarinda okunup aradaki fark deger olarak belirlendi [108].

3.2.3.4. Mitokondriyal depolarizasyon analizi

Ependorf igerisinde 1xPBS ile sulandirilmis izole hiicrelerden 150 ul’lik hacim
alinarak her bir eppendorfta 50°ser pul olacak sekilde 3’e boliinerek tlizerlerine 950 pl
1XPBS konulduktan sonra homojen bir karisim saglanincaya kadar pipetaj islemi yapildi.
Uzerine 1 ul 5',6,6'-tetrachloro-1,1',3,3"tetraethylbenzimidazolyl carbocyanine iodide
(JC-1, Life Technologies, ABD) mitokondriyal membran depolarizasyon boyasindan
konularak tekrar pipetaj yapildi. Eppendorflar 30 dk siireyle calkalamali su banyosunda
37°C’de inkiibe edildikten sonra siire bitimini takiben 4x100 g de 5 dakika boyunca
santrifiij edildi. Sonrasinda siipernatant atilarak itizerlerine 300 pul 1XPBS koyularak
tekrar pipetaj yapildi. Her bir plate kuyucuguna 100 pl olacak sekilde hiicre
siispansiyonlar1 boliinerek plate reader’da 488 nm eksitasyon, 590 nm (JC-1
kiimelesmeleri) ve 525 nm (JC-1 monomerleri) emisyon dalga boylarinda okunup
590/525 nm emisyon oraniyla sonuclar hesaplandi.Veriler kontrol grubuna kiyasla nispi

artis seklinde grafiklendirildi [109].

3.2.3.5. Kaspaz-3 ve Kaspaz-9 aktivitesi analizleri

Kaspaz 3 ve kaspaz 9 substrat tamponlarinin hazirlanmasi i¢in 2,5 ml kaspaz 3 ve
kaspaz 9 tamponu ham soliisyonlarindan ayr1 ayr1 15 ml’lik falkon tiiplerine koyuldu. Her
2 tiipe de 2,5 pl NP-40 kimyasalindan ilave edildikten sonrasinda vortekslenip floresan
kaspaz DTT boyasindan 12,5 pl koyulup tekrar vortekste karigtirildi. 1 ml 1XPBS ile
seyreltilmis hiicrelerden 150 pl’si kaspaz 9, 150 pl’si kaspaz 3 analizi i¢in ayrilarak
calisildi. Her iki analiz i¢in de 150 pl hiicre siispansiyonu her bir eppendorfta 15 pl olacak
sekilde 10 kuyucuga esit bir sekilde koyulup iizerlerine Oncesinde hazirlayacak
oldugumuz kaspaz 3 ve kaspaz 9 tamponlarindan 50°ser pl eklendi. Sonrasinda agiga
cikan enzimler infinite 200 Pro marka (Avusturya) kuyucuk okuyucu cihazinda 360 nm
eksitasyon ve 460 nm emisyon dalga boylarinda okunarak kaspaz 3 ve 9 enzim aktiviteleri

olctildii. Elde edilen veriler kontrole kiyasla misli artis olarak degerlendirildi [109].
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4. BULGULAR
4.1. Laboratuvar analiz sonuclan

4.1.1 TRPV1 Kanah ve sitozolik Ca*? iyonu iliskisi
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Sekil. 4.1 (a, b, ¢): HGC-27 ve Panc-1 hiicre hatlarinda Sisplatin (5 uM, 24 saat) ve Melatoninin (2 pM,
24 saat) TRPVI1 kanali aracili sitozolik kalsiyum iyonu diizeyine etkisini gostermektedir. Hiicreler
analizlerden 30 dk. énce TRPV1 kanal inhibitorii olan kapsazepin (Cpz, 0.1 mM) ile inkiibe edildi.
Analizler esnasinda 20. siklusta TRPV1 kanal stimiilatorii olan kapsaisin (Cap, 0.1 mM) ile kanal
stimiilasyonlar1 yapildi. (Ort + SD ve n=3). %<0.001 Kontrol grubuna kiyasla, ®p<0.001 Cisp grubuna
kiyasla, °p<0.001 Cisp+Mel grubuna kiyasla, 9p<0.05 Mel grubuna kiyasla.
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HGC-27 ve Panc-1 hiicre hattindaki hiicrelerde CAP (0.1mM) ile uyarilan TRPV1
kanallarinmn aktivasyonunun sitozolik Ca*? miktarmdaki degisim {izerine etkisi
incelemesi yapildi. Fura-2 AM ile isaretlenmis Ca'? bulunan ortamda TPV1 kanallar:
analiz 6ncesinde kanal aktivasyonunu net bir sekilde gostermesi amactyla CPZ ( 0.1 mM,
30dk.) ile inhibe edildi ve kayit sirasinda CAP (kapsaisin) ile uyarim yapilarak toplamda
150 sn (50 siklus) kayit alind1 ve yaklagik 41-43 siklus sasamalarinda kalsiyum diizeyinin
kayitlarda stabil hale geldigi goriildii. HGC-27 ve Panc-1 hiicrelerinde Sisplatin (5 uM.
24 saat) ve melatoninin (2 pM, 24 saat) TRPV 1 kanal aracili sitozolik Ca*? iyon salmimi
iizerine etkisi Sekil 4.1.(a,b, c) grafiklerinde gosterilmistir. Her iki hiicre hattinda da tiim
gruplar kapsaisin ile uyarildi. Elde edilen sonuglar incelendiginde Kontrol grubuna
kiyasla Cisp, Cisp+Mel ve Mel gruplarmin hiicre i¢i Ca*? iyonu diizeylerinin daha yiiksek
oldugu gorildii (p<0.001). Cisp grubu ile Cisp+Mel grubu kiyaslandiginda Cisp+Mel
grubunda hiicre i¢i kalsiyum diizeyinin Cisp grubuna kiyasla daha fazla oldugu goriildii
(p<0.001). Fakat Cisp grubu ile Mel gruplar1 arasinda kiyaslama yapildiginda ise Mel
grubunda sitozolik Ca*? iyonu diizeyinin her iki hiicre hattinda da Cisp grubuna kiyasla
daha az oldugu sonucu elde edildi (p<0.001). Cisp grubu ile Cisp+Cpz grubu
kiyaslandiginda ise TRPV1 kanal inhibitérii uygulanan Cisp+Cpz grubunda hiicre i¢i
Ca+2 diizeyinin her iki hiicre hattinda da Cisp grubuna kiyasla daha diisiik oldugu gortildi
(p<0.001). Cisp+Mel ile Mel gruplar1 kiyaslandiginda ise her iki hiicre hattinda da Mel
gruparinda sitozolik kalsiyum diizeyinin daha diisiik oldugu gorildi (p<0.001).
Cisp+tMel gruplari ile Cisp+Mel+Cpz gruplari kiyaslandiginda ise Cisp+Mel gruplarinda
Ca™ diizeyinin daha fazla oldugu goriildii (p<0.001). Mel gruplar1 ile Mel+Cpz gruplar
kiyaslandiginda ise HGC-27 hiicrelerinde Mel+Cpz grubunda daha az sitozolik Ca™
diizeyi varlhigr goriilirken (p<0.05), Panc-1 hiicrelerinde ise Mel grubu ile Mel+Cpz
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak bir fark saptanmadi. (Degerler; Ortalama + Standart
Sapma, ?p<0.001 vs kontrol, ®p<0.001 vs Cisp., °p<0.001 vs Cisp+ Mel, 9p<0.05 vs)
[106,107].
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4.1.2. Programh hiicre oliimii (apoptozis) sonuglar
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Sekil 4.2. HGC-27 ve Panc-1 hiicre hatlarmin Sisplatin (5 uM, 24 saat) ve Melatoninin (2 pM, 24 saat)
TRPV1 kanali aracili apoptozis diizeyine etkisini gostermektedir. Hiicreler analizlerden 30 dk. 6nce TRPV1
kanal inhibitdrii olan kapsazepin (Cpz, 0.1 mM) ile 10 dk. énce de TRPV1 kanal stimiilatorii olan kapsaisin
(Cap, 0.1 mM) ile inkiibe edildi. (Ort + SD ve n=10). *p<0.001 kontrol grubuna kiyasla, ®p<0.001 Cisp
grubuna kiyasla, “p<0.001 Cisp+Mel grubuna kiyasla, ‘p<0.001 Mel grubuna kiyasla.

HGC-27 ve Panc-1 hiicre hatlarmin her ikisinde de tiim gruplar kapsaisin ile
uyarildi. Elde edilen sonuglar incelendiginde Kontrol grubuna kiyasla Cisp, Cisp+Mel ve
Mel gruplarinda apoptozis diizeylerinin daha yiiksek oldugu goriildii (p<0.001). Cisp
grubu ile Cisp+Mel grubu kiyaslandiginda Cisp+Mel grubunda apoptozis diizeyinin Cisp
grubuna kiyasla her iki hiicre hattinda da daha fazla oldugu goriildii (p<0.001). Cisp grubu
ile Mel gruplar1 arasinda kiyaslama yapildiginda ise Mel grubunda apoptozis diizeyinin
her iki hiicre hattinda da Cisp grubuna kiyasla daha az oldugu goriildi (p<0.001). Cisp
grubu ile Cisp+Cpz grubu kiyaslandiginda ise TRPV1 kanal inhibitérii uygulanan
Cisp+Cpz grubunda programli hiicre 6liimii diizeyinin her iki hiicre hattinda da Cisp
grubuna kiyasla daha diisiik oldugu goriildii (p<0.001). Cisp+Mel ile Mel gruplari
kiyaslandiginda ise her iki hiicre hattinda da Mel gruplarinda apoptozis diizeyinin daha
diisik oldugu goriildii (p<0.001). Cisp+Mel gruplar1 ile Cisp+Mel+Cpz gruplari
kiyaslandiginda ise Cisp+Mel gruplarinda apoptozis diizeyinin daha fazla oldugu goriildii
(p<0.001). Mel gruplar1 ile Mel+Cpz gruplar1 kiyaslandiginda ise HGC-27 ve Panc-1
hiicrelerinin her ikisinde de Mel+Cpz grubunda daha az apoptozis diizeyi goriildi

(p<0.001) [108].
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4.1.3. Hiicre ici reaktif oksijen tiirii sonuclan

35 4

3

—

25 4

2

ROT Dlzeyi
[MispiDegisim)

L5 4

1

0,5

o

Cisp+Cpe Cisp+Mel CisptMek-Cpz

B HGC-27 " Panc-1

Sekil 4.3. HGC-27 ve Panc-1 hiicre hatlarmin Sisplatin (5 uM, 24 saat) ve Melatoninin (2 uM, 24 saat)
TRPV1 kanali aracili hiicre igi reaktif oksijen tiirleri diizeyine etkisini gostermektedir. Hiicreler
analizlerden 30 dk. énce TRPV1 kanal inhibitérii olan kapsazepin (Cpz, 0.1 mM) ile 10 dk. énce de TRPV1
kanal stimiilatorii olan kapsaisin (Cap, 0.1 mM) ile inkiibe edildi. (Ort = SD ve n=10). *p<0.001 ve ®p<0.05
Kontrol grubuna kiyasla, p<0.001 Cisp grubuna kiyasla, p<0.001 Cisp+Mel grubuna kiyasla, ®p<0.001 ve
p<0.05 vs Mel grubuna kiyasla

HGC-27 ve Panc-1 hiicre hatlarinin her ikisinde de tiim gruplar kapsaisin ile
uyarildi. Elde edilen sonuglar incelendiginde Kontrol grubuna kiyasla Cisp, Cisp+Mel ve
Mel gruplarinda reaktif oksijen tiirleri diizeylerinin daha yiliksek oldugu goriildi
(p<0.001, p<0.05). Cisp grubu ile Cisp+Mel grubu kiyaslandiginda Cisp+Mel grubunda
reaktif oksijen tiirleri diizeyinin Cisp grubuna kiyasla her iki hiicre hattinda da daha fazla
oldugu gorildi (p<0.001). Cisp grubu ile Mel gruplar1 arasinda kiyaslama yapildiginda
ise Mel grubunda reaktif oksijen tiirleri diizeyinin her iki hiicre hattinda da Cisp grubuna
kiyasla daha az oldugu goriildi (p<0.001). Cisp grubu ile Cisp+Cpz grubu
kiyaslandiginda ise TRPV1 kanal inhibitorii uygulanan Cisp+Cpz grubunda reaktif
oksijen tiirleri diizeyinin her iki hiicre hattinda da Cisp grubuna kiyasla daha diistik
oldugu goriildii (p<0.001). Cisp+Mel ile Mel gruplar1 kiyaslandiginda ise her iki hiicre
hattinda da Mel gruparinda reaktif oksijen tiirleri diizeyinin daha diisiik oldugu goriildii
(p<0.001). Cisp+Mel gruplari ile Cisp+Mel+Cpz gruplar1 kiyaslandiginda ise Cisp+Mel
gruplarinda reaktif oksijen tiirleri diizeyinin daha fazla oldugu goriildii (p<0.001). Mel
gruplar1 ile Mel+Cpz gruplar1 kiyaslandiginda ise HGC-27 hiicrelerinde (p<0.001), Panc-
1 hiicrelerinde ise (p<0.05) diizeyinde Mel+Cpz gruplarinda daha az reaktif oksijen tiirleri

varlig1 goriildii [108].
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4.1.4. Mitokondriyal depolarizasyon analiz sonuclan
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Sekil 4.4. HGC-27 ve Panc-1 hiicre hatlarmin Sisplatin (5 uM, 24 saat) ve Melatoninin (2 uM, 24 saat)
TRPV1 kanali aracili mitokondriyal depolarizasyon diizeyine etkisini gostermektedir. Hiicreler
analizlerden 30 dk. énce TRPV1 kanal inhibitérii olan kapsazepin (Cpz, 0.1 mM) ile 10 dk. énce de TRPV1
kanal stimiilatorii olan kapsaisin (Cap, 0.1 mM) ile inkiibe edildi. (Ort = SD ve n=10). ?p<<0.001 Kontrol
grubuna kiyasla, °p<0.001 Cisp grubuna kiyasla, “p<0.001 Cisp+Mel grubuna kiyasla, 4p<0.001 Mel
grubuna kiyasla.

Hiicre hatlarmin her ikisinde de tiim gruplar kapsaisin ile uyarildi. Elde edilen
sonuglar incelendiginde Kontrol grubuna kiyasla Cisp, Cisp+Mel ve Mel gruplarinda
mitokondriyal depolarizasyon diizeylerinin daha yiiksek oldugu goriildii (p<0.001). Cisp
grubu ile Cisp+Mel grubu kiyaslandiginda Cispt+Mel grubunda a mitokondriyal
depolarizasyon diizeyinin Cisp grubuna kiyasla her iki hiicre hattinda da daha fazla
oldugu gorildi (p<0.001). Cisp grubu ile Mel gruplar1 arasinda kiyaslama yapildiginda
ise Mel grubunda mitokondriyal depolarizasyon diizeyinin her iki hiicre hattinda da Cisp
grubuna kiyasla daha az oldugu goriildii (p<0.001). Cisp grubu ile Cisp+Cpz grubu
kiyaslandiginda ise TRPV1 kanal inhibitérii uygulanan Cisp+Cpz grubunda
mitokondriyal depolarizasyon diizeyinin her iki hiicre hattinda da Cisp grubuna kiyasla
daha diisiik oldugu goriildii (p<0.001). Cisp+Mel ile Mel gruplar1 kiyaslandiginda ise her
iki hiicre hattinda da Mel gruparida mitokondriyal depolarizasyon diizeyinin daha diisiik
oldugu gorildi  (p<0.001). CisptMel gruplar1 ile CisptMel+Cpz gruplari
kiyaslandiginda ise Cisp+Mel gruplarinda mitokondriyal depolarizasyon diizeyinin daha
fazla oldugu goriildii (p<0.001). Mel gruplar1 ile Mel+Cpz gruplar1 kiyaslandiginda ise
HGC-27 ve Panc-1 hiicrelerinin her ikisinde de MelHCpz grubunda daha az
mitokondriyal depolarizasyon diizeyi goriildii (p<0.001) [109].
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4.1.5. Kaspaz — 3 aktivitesi sonuclar
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Sekil 4.5. HGC-27 ve Panc-1 hiicre hatlarinin Sisplatin (5 pM, 24 saat) ve Melatoninin (2 uM, 24 saat)
TRPV1 kanali aracili kaspaz 3 aktivitesi diizeyine etkisini géstermektedir. Hiicreler analizlerden 30 dk.
once TRPV1 kanal inhibitorii olan kapsazepin (Cpz, 0.1 mM) ile 10 dk. énce de TRPV1 kanal
stimiilatorii olan kapsaisin (Cap, 0.1 mM) ile inkiibe edildi. (Ort + SD ve n=10). *p<0.001 Kontrol
grubuna kiyasla, °p<0.001 Cisp grubuna kiyasla, °p<0.001 Cisp+Mel grubuna kiyasla, ‘p<0.001 Mel
grubuna kiyasla.

Hiicre hatlarmin her ikisinde de tiim gruplar kapsaisin ile uyarilmistir. Kaspaz 3
aktivasyonu sonuglari incelendiginde Kontrol grubuna kiyasla her iki hiicre hattinda da
Cisp, Cisp+Mel ve Mel gruplarinda kaspaz 3 aktivasyon diizeylerinin daha yiiksek oldugu
goriildii (p<0.001). Cisp grubu ile Cisp+Mel grubu kiyaslandiginda Cisp+Mel grubunda
Kaspaz 3 aktivasyon diizeyinin Cisp grubuna kiyasla her iki hiicre hattinda da daha fazla
oldugu gorildi (p<0.001). Cisp grubu ile Mel gruplar1 arasinda kiyaslama yapildiginda
ise Mel grubunda Kaspaz 3 aktivasyon diizeyinin her iki hiicre hattinda da Cisp grubuna
kiyasla daha az oldugu goriildi (p<0.001). Cisp grubu ile Cisp+Cpz grubu
kiyaslandiginda ise TRPV1 kanal inhibitorii uygulanan Cisp+Cpz grubunda Kaspaz 3
aktivasyon diizeyinin Panc-1 hiicre hattinda da Cisp grubuna kiyasla daha diisiik oldugu
goriiliirken (p<0.001), HGC-27 hiicre hattinda ise Cis ile Cis+Cpz gruplar1 arasinda
istatistiki bir fark goriilmedi. Cisp+Mel ile Mel gruplar1 kiyaslandiginda ise her iki hiicre
hattinda da Mel gruplarinda Kaspaz 3 diizeyinin daha diisiik oldugu goriildii (p<0.001).
Cisp+Mel gruplari ile Cisp+Mel+Cpz gruplari kiyaslandiginda ise Cisp+Mel gruplarinda
Kaspaz 3 aktivasyon diizeyinin HGC-27 ve Panc-1 hiicre hatlarinda da daha fazla oldugu
goriildii (p<0.001). Mel gruplar1 ile Mel+Cpz gruplar1 kiyaslandiginda ise HGC-27 ve
Panc-1 hiicrelerinin her ikisinde de Mel+Cpz grubunda daha az kaspas 3 aktivasyon

diizeyi goriildii (p<0.001) [109].

33



4.1.6. Kaspaz — 9 aktivitesi sonuclar
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Sekil 4.6. HGC-27 ve Panc-1 hiicre hatlarinin Sisplatin (5 pM, 24 saat) ve Melatoninin (2 uM, 24 saat)
TRPV1 kanali aracili kaspaz 9 aktivitesi diizeyine etkisini gostermektedir. Hiicreler analizlerden 30 dk.
once TRPV1 kanal inhibitorii olan kapsazepin (Cpz, 0.1 mM) ile 10 dk. énce de TRPV1 kanal
stimiilatrii olan kapsaisin (Cap, 0.1 mM) ile inkiibe edildi. (Ort £+ SD ve n=10). *p<0.001 ve °p<0.05
Kontrol grubuna kiyasla, °p<0.001 Cisp grubuna kiyasla, ¢p<0.001 Cisp+Mel grubuna kiyasla, ®p<0.001
ve <0.05 Mel grubuna kiyasla.

Hiicre hatlarmin her ikisinde de tiim gruplar kapsaisin ile uyarilmistir. Kaspaz 9
aktivasyonu sonuglar1 incelendiginde Kontrol grubuna kiyasla her iki hiicre hattinda da
Cisp ve Cisp+Mel gruplarinda kaspaz 9 aktivasyon diizeylerinin daha yiiksek oldugu
goriildii (p<0.001). HGC-27 grubunda control grubu ile Mel grubu kiyaslandiginda Mel
grubunda Kaspaz 9 aktivasyon diizeyinin daha diisiik oldugu goriildii(p<0.001), fakat
Panc-1 hiicrelerinde ise Kontrol ve Mel gruplar1 arasinda istatistiki olarak herhangi bir
fark saptanmadi. Cisp grubu ile Cisp+Mel grubu kiyaslandiginda Cisp+Mel grubunda
Kaspaz 9 aktivasyon diizeyinin Cisp grubuna kiyasla her iki hiicre hattinda da daha fazla
oldugu gorildi (p<0.001). Cisp grubu ile Mel gruplar1 arasinda kiyaslama yapildiginda
ise Mel grubunda Kaspaz 9 aktivasyon diizeyinin her iki hiicre hattinda da Cisp grubuna
kiyasla daha az oldugu goriildi (p<0.001). Cisp grubu ile Cisp+Cpz grubu
kiyaslandiginda ise TRPV1 kanal inhibitorii uygulanan Cisp+Cpz grubunda Kaspaz 9
aktivasyon diizeyinin HGC-27 ve Panc-1 hiicre hatlarinda da Cisp grubuna kiyasla daha
diistik oldugu goriildii (p<0.001). Cisp+Mel ile Mel gruplar1 kiyaslandiginda ise her iki
hiicre hattinda da Mel gruplarinda Kaspaz 9 diizeyinin daha diisiik oldugu goriildii
(p<0.001). Cisp+Mel gruplar1 ile Cisp+Mel+Cpz gruplar1 kiyaslandiginda ise Cisp+Mel
gruplarinda Kaspaz 9 aktivasyon diizeyinin her iki hiicre hattinda da daha fazla oldugu

goriildii (p<0.001). Mel gruplar1 ile Mel+Cpz gruplar1 kiyaslandiginda ise HGC-27
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hiicrelerinde (p<0.001), Panc-1 hiicrelerinde ise (p<0.05) diizeyinde Mel+Cpz
gruplarinda daha az kaspaz 9 aktivasyon diizeyi goriildii [109].
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5. Mide Kanseri ve Pankreas Kanseri Hiicrelerinin Mikroskop Goriintiileri

HGC-27-KontrolX10

HGE-27 + Mel.

HGC-27+Cisp.+Mel. X10

Sekil 5.1 : HGC-27 — Kontrol X10

Sekil 5.2 : HGC-27 + Sisplatin X10

Sekil 5.3 : HGC-27 + Melatonin X10

Sekil 5.4 : HGC-27 — Melatonin + Sisplatin X10
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Panc-1 KontrolX10 Panc-1 KontrolX10

Pamc:|-Clisp 310

Panc-1+ Mel. X10 Panc-1+Mel X10

Panc-1Cisp.+Mel. X20 Panc-1 Cisp.+Mel. X20

Sekil 5.5 : Panc-1 Kontrol Grubu  Sekil 5.6 : Pac-1 + Sisplatin X10 / Panc-1 + Sisplatin X20
Sekil 5.7: Pac-1 + Melatonin X10 Sekil 5.8 : Pac-1 Sisplatin + Melatonin X20
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Mikroskop (Zeiss Axio Floresan Vert A.l) ile her iki hiicre hattinda da
goriintiilenme yapilmistir. Yapilan bu goriintiilenmelerde her iki hiicre hattinda da kontrol
grubuna kiyasla melatonin grubunda apoptoza giden hiicre sayisi fazla iken sisplatin
grubunda ise hem kontrol hem de melatonin grubuna kiyasla daha fazla hiicre 6limii
gozlendi. Sisplatinin melatonin ile kombinlendigi her iki hiicre hatti1 gruplarinda ise
apoptozise giden hiicre sayist en fazla oldugu gozlenmistir. Mikroskop
goriintiilemelerinde hiicre gruplari ile yapilan her iki hiicre hatt1 laboratuvar analizleri ile

arasinda uyumlu sonu¢ vermistir.
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6.TARTISMA

Kanser, hiicrenin kontrol merkezi olarak gorev yapan cekirdekte yer alan
DNA’nin, ¢esitli nedenlerle hasarma bagli olarak goriilen kontrolsiiz hiicre tiremesi
olarak tanimlanir [110]. Kanser cocukluk doneminde daha nadir goriilen bir hastalik iken,
orta ve ileri yas donemlerinde ise daha sik goriilmektedir. Cocukluk doneminde daha ¢ok
16semi, noroblastom, glioblastom (beyin tiimdrii) gibi kanser tiirleri goriiliirken
yetigkinlerde cinsiyete gore farklilik gsterse de akciger, kolon, meme, prostat, ovaryum,
mide ve pankreas kanserleri degisen oranlarda sik¢a goriilmektedir. Dolayis1 ile ¢ocukluk

ve eriskin donemde goriilen kanser tiirleri farklilik gostermektedir.

Mide kanserinin erkek ve kadilarda goriilme siklig1 diinya geneline bakildiginda
5. sirada olmasima ragmen pankreas kanseri de mide kanseri ile neredeyse ayni goriilme
sikliga sahiptir, fakat mortalite oranlar1 pankreas kanserinde mide kanserine gore daha
yiiksek seyretmektedir. Her iki kanser tiirtinde de ilk etapta kemoterapdtik ilaclar ile
sagaltim Ongoriilitken daha da ilerlemis vakalarda cerrahi sagaltimda tercih
edilebilmektedir. Mide ve Pankreas kanseri tedavilerinde ¢esitli kemoterapi ilaclar1
kullanilsa de, 6zellikle kemoterapdtik ajan olarak sispilatinin ve kombinasyonlarinimn
tercih edilmesi hastalik sagaltiminda iyilesme oranimi 6nemli Olgiide artirmaktadir.
Sisplatinin etki mekanizmasi incelendiginde, kanser hiicrelerinde niikleer DNA ya
baglanarak ve transkripsiyonu ve/veya DNA replikasyon mekanizmasini bozarak DNA
biyosentezini engeller. Bu islem gerceklesirken, diger taraftan da hiicresel fonksiyonlarin
sekteye ugramasi neticesinde hiicre i¢i reaktif oksijen/nitrojen tiirlerinin saliniminda artis

meydana gelir [111].

Hiicresel homeostazisin saglanmasinda hiicre i¢i ve hiicre dis1 iyon konsantrasyon
dengesinin saglanmast mutlak suretle gereklidir. Bu hassas iyonik dengenin
saglanmasinda cesitli aktivasyon mekanizlarina sahip iyon kanallar1 ve tasiyici protein
mekanizmalar1 gorev alir. Bunlardan birisi de Transient Receptor Potantial (TRP)
kanallaridir. TRP kanallar1 da memelilerde 6 farkli subfamilyaya ayrilmis kanallar olup,
1s1, pH ve hiicrede artan reaktif oksijen tiirlerinin tiretimine bagl olarak olusan oksidatif
stres ile aktive olmaktadir. TRP Vanilloid 1 (V1) kanallar1 da oksidatif strese duyarh
olarak aktif olan kanallardir. Diger taraftan kanser tedavisinde kullanilan sisplatin gibi
antineoplastik ajanlar da hiicre i¢i serbest oksijen radikal diizeylerini artirdiklarindan

TRPV1 kanal aktivasyonuna neden olarak hiicre i¢i iyon dengesinin bozulmasina,
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hiicrenin apoptozise ugramasina neden olur. Bu durum kemoterapotik ajanlarin kendi etki
mekanizmalar1 haricinde de dolayli olarak TRPV1 kanallar1 tizerinden hiicre dliimiine

neden olduklarnin bir gostergesidir [112].

Bu tez caligmasinda da mide ve pankreas kanser hiicrelerinde sisplatin ve
melatoninin TRPV1 kanallar1 aracili etkileri arastirilmistir. Sisplatin kullaniminin her iki
hiicre kiiltiirlinde de hiicre i¢i serbest kalsiyum diizeylerinin artmasmma TRPV1
kanallarmin aracilik ettigi, sisplatinle birlikte melatoninin birlikte kullanimmin kanal
aktivasyonunun daha da artti1, sonu¢ olarak da kanser hiicrelerinde programli hiicre
Olimiinii (apoptozis) artirdigi belirlendi. Ayni sekilde Casado Zapico ve arkadaslarinin
2010 yilinda kemik kanser hiicrelerinde yapmis olduklar1 calismada, melatoninin
antineoplastik ilaclarla kombine kullanimi ile sinerjik etki gosterdigi, intraselliiler
apoptotik yolaklar1 tetikleyerek daha fazla apoptozise neden oldugu bildirilmistir. Uguz
ve arkadaslarinin 2012 yilinda pankreatik tiimor hiicrelerinde yapmis olduklar1 ¢galismada
da cisplatin ve melatonin kullaniminin hiicre kiiltiirii ortaminda apoptozisi artirdigi
bildirilmistir. Ayrica mide kanser hiicrelerinde 2015 yilinda Li ve ark.’nin yapmis
olduklar1 calismada da sispilatinin apoptotik etkisinin melatonin kullanimi ile daha da
arttigy, birlikte sinerjik etki gosterdikleri bildirilmistir. Ancak bizim ¢alismamizin aksine,
kanser hastalar1 veya hayvanlarda iizerinde yapilan klinik ¢aligmalar incelendiginde
melatoninin kemoterapotik ajanlarin viicutta olusturacagi toksik etkilerine karsi koruyucu
etkinlik gosterdikleri bildirilmistir (Basak k 2020; Pourhanifeh MH 2020; Lissoni P 1989)
[113].

TRPV1 kanallar1 hiicre ve baz1 organellerin membranlarinda eksprese edilen ve
43 °C < ve disiik pH, serbest radikaller ve kapsaisin gibi ac1 biber 6ziitii ile uyarilabilir
(Zhao R 2017, Zhang X 2012). Mevcut tez ¢aligmasinda da sisplatin ve melatoninin ayr1
ayr1 ve kombine kullanimlarmin hiicre i¢i reaktif oksijen radikalleri diizeyini artirdig1 ve
TRPV1 kanal aktivasyonunu tetikledigi belirlendi. Bu durumun sisplatin ve melatoninin
birlikte uygulandig1 gruplarda daha fazla oldugu goriildii. Sonugta kanser hiicrelerinde
daha fazla mitokondrial depolarizasyon ve akabinde mitokondrial islev bozukluguna
neden olarak daha fazla TRPV1 kanal aktivasyonuna bagl gelisen sitozolik kalsiyum
iyonu artigina neden oldugu belirlendi. Yapilan mevcut tez calismasina benzer olarak
Sakall1 Cetin ve ark. ‘nin 2017 yilinda yapmis olduklar1 bir ¢caligmada MCF-7 meme
kanseri hiicrelerinde sisplatin kullaniminin kanser hiicrelerinde TRPV1 kanal

aktivasyonuna neden olarak reaktif oksijen tiirlerinin diizeyini, hiicre i¢i kalsiyum iyon

40



diizeyini ve mitokondrial depolariasyonu artirdigi bildirilmistir. Ayrica yine ayni
calismada kaspaz 9 ve kaspaz 3 diizeylerinin artigina binaen sisplatinin TRPV1 kanallar1
aracilig1 ile apoptozisi tetikledigi bildirilmistir. Yine Sheth ve ark.’nin 2017 yilinda
kohlea hiicrelerinde yapmis olduklar1 bir calismada sisplatin kullaniminin bu hiicrelerde
reaktif oksijen tiirlerinin diizeylerini ve mitokondrial disfonksiyona neden oldugu,
dolayis1 ile TRPV1 kanal aktivasyonuna neden olarak bu hiicrelerde apoptozise neden
oldugu bildirilmis, klinik deneylerde de sisplatin kullanimmin kohlea hiicrelerinde
TRPV1 kanal asir1 aktivasyonuna neden olarak hiicre 6liimiine ve sonug olarak isitme
kaybma neden olabilecegi rapor edilmistir. Ayrica Shim ve ark.’nin 2019 yilinda 7-12
haftalik yetiskin C57BL/6N wki farelerde yapmis olduklar1 bir ¢alismada sisplatin
kullaniminin sinir hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerinde artisa neden olarak oksidatif
streste artisa neden oldugunu, olusan oksidatif stresinde TRPA1 ve TRPV1 kanallari
aktivasyonuna neden olarak sinir hiicrelerinde hassasiyete ve agriya neden oldugu

bildirilmistir [114].

Melatonin ve diger antioksidan 6zellikli hormon, madde veya elementler pro-
apoptotik veya anti-apoptotik Ozellikleri dolayis1 ile klinik ve hiicre kiiltiirii
calismalarinda herhang bir ilagla veya kemoterapdtik ajanlarla birlikte sikca
kullanilmaktadir. Mevcut tez ¢alismasinda da mide ve pankreas hiicrelerinde sisplatinle
birlikte melatonin kullanildi. Melatonin kullanimmin sisplatinin kanser hiicreleri
iizerindeki etkinligini daha da artirdifi ve bu etkinlikte asmr1 TRPV1 kanal
aktivasyonunun da hiicre i¢i kalsiyum iyon miktarmni artirarak sisplatinin etki
mekanizmasi haricinde dolayli olarak apoptozisi indiikledigi goriildii. Fernandez-Gil ve
ark. ‘nin 2019 yilinda bag ve boyun kanser hiicreleri lizerinde yapmis olduklar1 bir
calismada melatoninin sisplatin ile birlikte kullaniminin, mitokondrial reaktif oksijen
tiirleri diizeyini artirarak kanser hiicrelerinde apoptozisi tetikledigi bildirilmistir. Y ine
Plaimee ve ark. ‘nin 2015 yilinda akciger adenokarsinom hiicrelerinde yapmis olduklar
calismada da mevcut tez ¢alismasina uygun olarak melatonin sisplatinin apoptotik
etkinligini artirdi@1 ve kanser hiicrelerinde anti-proliferatif etkinlik gosterdigi
bildirilmistir. Fakat Moradi ve ark. 'nin 2021 yilinda, Ilbey ve ark. ‘nin 2008 yilinda
sicanlar iizerine yapmis oldugu calismalarda ise sican testis hiicrelerinde sisplatin
toksisitesi lizerine melatoninin koruyucu rolii oldugu ve reaktif oksijen tiirlerinin
liretimini azaltarak apoptozisi engelledigi bildirilmistir. Yine Ali ve ark. ‘nin 2020 yilinda

sicanlarda yapmis olduklar1 bir ¢aligmada sisplatin uygulanan siganlarda bobreklerde
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nefrotoksisite {izerine melatoninin koruyucu rol iistlendigi ve bu sayede bobrek
fonksiyonlarmin diizenlenmesine yardime1 oldugu bildirilmistir. Melatoninin koruyucu
roliine ilave olarak Mercantepe ve ark. ‘nin 2018 yilinda sicanlarda yapmis olduklar1
calismada melatoninin sisplatinle indiiklenen akut bobrek hasar1 modelinde koruyucu
rolii oldugu, melatoninin nefrotoksisiteyi dnlemede 6nemli katkilar1 oldugu bildirilmistir

[115].
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7.SONUC ve ONERILER

Hiicrelerde iyon dengesini saglayan bir¢ok kanal ve tasiyici protein mevcuttur.
Hastalik olusum siirecinde ise bu denge bozulur. Bu duruma fizyopatolojik siire¢ veya
tedavide kullanilan ilaglarin etki mekanizmalar1 gibi ¢esitli nedenlerle gerceklesen
dogrudan veya dolayli iyon kanal aktivasyonlar1 neden olmaktadir. TRPV1 kanallar1 da
1s1, pH gibi ve hiicrede artan reaktif oksijen tiirlerinin diizeyine bagl olarak aktivasyon
gosteren kanallardir. Mevcut tez ¢caligmasinda da mide ve pankreas hiicrelerinde sisplatin
ve melatoninin birlikte ve ayr1 kullannrmmin TRPV1 kanal aracilit mitokondri bagimh

apoptotik mekanizmalar iizerine etkisi arastirildi.

Sisplatinin tek basma kullanimi haricinde, melatonin ile birlikte kullaniminin
sinerjik etki olusturarak kanser hiicrelerinde hiicre Gliimiinii (apoptozis) daha fazla
tetikledigi belirlendi. TRPV1 kanal aktivasyonu neticesinde sitozolde artan kalsiyum
iyon diizeyinin mitokondrial depolarizasyonu tetikledigi, daha fazla mitokondriden
reaktif oksijen tiirlerinin salinimma neden oldugu, sonug¢ olarak kaspaz 9 ve kaspaz 3
enzim aktivasyonlarma neden olarak apoptozisin artis gosterdigi belirlendi.
Gergeklestirilen kalsiyum sinyali, reaktif oksijen tiirii diizeyleri, mitokondrial
depolarizasyon ile kaspaz 3 ve kaspaz 9 enzim aktivasyonu ve apoptozis analizlerinde
TRPV1 kanal inhibitorii kapsazepin kullanilan gruplarda, kullanilmayan gruplara gore
Olciilen degerlerin daha az tespit edilmesi, sispilatin ve melatonin kullanimi ile aktive
olan TRPVI1 kanallarmin, tedavideki dolayli etkinligininin belirlenmesi bakimindan

nemlidir [116,117].

Antioksidan molekiillerin in-vivo ve in-vitro ¢alismalarda doza bagh farklh
etkinlik gosterebilecekleri bilinmektedir. Mevcut tez c¢alismasi da hiicre kiiltiirii
ortaminda gergeklestirilmistir. Literatiirde ilk kez mide ve pankreas hiicrelerinde sisplatin
ve melatoninin birlikte kullanilmasi, sinerjik etkinlik gostermeleri, bu etkinliklerinde
TRPV1 kanallarinin da aracilik ettiginin kesfedilmesi gibi yeniliklerin hepsi birlikte
degerlendirildiginde, mevcut tez c¢alismasinin 6zglin ve literatiire katki sunacak
potansiyale sahip oldugu anlasilmaktadir. Ancak benzer deneysel planlamanin deney
hayvanlar1 lizerinde de benzer hastalik modelleri olusturularak uygulanmasi, sisplatin ve
melatonin in-vivo deneylerdeki sonuclarinin degerlendirilmesi ve yorumlanmasi

bakimindan énemli olabilir [118,119].
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