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OZET

Farelerde Giin Isiginin Melatonin Hormonu, Kisspeptin Proteini Sentezi,
Cilt Kanseri Olusumu Ve Metastaza Etkisinin Incelenmesi

Melatonin hormonu, hayvanlarda kandaki miktar1 giin dongiisii icerisinde
151k miktariyla ters orantili olarak degisen bir hormondur. Melatonin miktarindaki
siirekli fazlahgin (korliikk veya az giin 15181 alan bolgelerde yasama gibi) cilt kanseri
ve meme Kkanseri gibi bazi kanser tipleriyle iliskisi bilinmektedir. Kisspeptin
proteininin hiicre icindeki miktar1 kandaki melatonin miktarina bagh olarak
degismekle birlikte yogun olarak beynin hipotalamus bolgesindeki hiicrelerde
iiretilmektedir. Kisspeptin melanomalarda ve meme kanserlerinde metastaz
siipresorii olarak calismaktadir. Yapilan bu c¢ahismayla, farelerde giin 15181 alim
miktariin kandaki melatonin miktarin1 nasil etkilediginin, beynin hipotalamus
bolgesindeki hiicrelerde bulunan kisspeptin miktarinin giin 15181 alim miktarina ve
kandaki melatonin miktarina bagh olarak nasil degistiginin tespit edilmesi
amaclanmustir. Ek olarak, farelerde cilt kanseri olusturulmus ve kanser olusumu,
metastaz orani, giin 15181 alimi, melatonin hormonunun diizeyi ve Kisspeptin
proteininin diizeyi arasindaki iliskiler ortaya konulmaya cahisilmistir. Bu amacla,
yeni dogmus fareler kor grup ve giin 15181 grubu olarak ayrilmus, kor gruptaki
fareler karanhk ortamda ve giin 15181 grubundaki fareler 12 saat giindiiz 12 saat
gece ortaminda 17 hafta boyunca yetistirilmistir. 11. hafta sonunda farelere
melanoma hiicre hatti asilamasi yapilmis ve tiimor hacimlerinin degisimleri 6 hafta
boyunca takip edilmistir. Deney sonunda farelerin kanlarindan melatonin ol¢iimii
ve hipotalamus dokularindan Kisspeptin dl¢iimii yapilmistir. Ayrica farelerin
hipotalamuslarinda KISS1 geninin transkripsiyon hizi tespit edilmistir. Calismalar
sonucunda, kor gruptaki farelerin giin 15181 grubundaki farelere gore melatonin
seviyelerinin yiiksek, KISS1 seviyelerinin ise diisiik oldugu, tiimoér olusumu gozlenen
farelerin saghkh farelere gore melatonin seviyelerinin diisiik, KISS1 seviyelerinin
ise yiiksek oldugu, tiimor hacimleriyle melatonin seviyeleri arasinda ters ve KISS1
seviyeleri arasinda dogru orantih bir iliski oldugu ve tiimor biiyiime hizlariin kor
gruptaki farelerde giin 15181 grubundaki farelere gore daha diisiik oldugu tespit
edilmistir. Bu sonuclar 15181nda, melatoninin ve Kkisspeptinin kanser olusumunda
onemli birer tiimor siipresor oldugu, bu iki 6nemli elemanin giin 1511 alimindan
yiiksek derecede etkilendigi sonucuna varilmistir. Bu iki 6nemli elemanin ayrica
birbirlerinin miktarlarindan etkilendigi sonucuna varilmis ancak bu etkinin tek
yonlii dogrusal bir etki olmaktan ¢ok, daha komplike ve baska faktorlere gore de
degisebilen bir etki oldugu yorumu yapilmstir.

Anahtar Sozciikler: Giin 15181, Kisspeptin, KISS1, Melatonin, Melanoma



ABSTRACT

Examination of Effects of Daylight on Melatonin Hormone, Kisspeptin Protein,
Skin Cancer Formation and Metastasis in Mice

Melatonin is a hormone whose blood level changes inversely proportional to
daylight during day cycle. Relationship of skin and breast cancer with constant
redundancy of melatonin (i.e. blindness, living in territories that constantly take less
sunlight) is already known. Kisspeptin’s cellular level is inversely proportional with
melatonin level in blood and it is mostly synthesized by the hypothalamus cells of
the brain. Kisspeptin functions as a metastasis suppressor in melanomas and breast
cancers. With this study, it is aimed to determine the relationship between daylight
and melatonin level in blood, relationship between daylight, blood melatonin level
and kisspeptin level in cells which are located at the hypothalamus region of brain.
In addition, skin cancer is formed on mice to examine the relationship between
cancer formation, metastasis, daylight, melatonin levels and kisspeptin levels. For
this purpose, new born mice are separated as blind group and daylight group such
that blind group is raised in dark and daylight group is raised in 12 hours light/12
hours dark for 17 weeks. At the end of 11™" week, melanoma cell lines are inoculated
to mice and tumor growth is observed for 6 weeks. At the end of the experiment,
melatonin levels are measured from blood serum and kisspeptin levels are measured
from hypothalamus. In addition, transcription levels of KISS1 gene in hypothalamus
tissue is also detected. At the end of this study, blind group is found have higher
melatonin levels and lower KISS1 expression levels with respect to daylight group.
Also, melatonin levels are found to be inversely proportional and KISS1 levels are
found to be directly proportional with tumor volumes. Moreover, tumor growth
speed is found to be lower in blind group than in daylight group. In the light of these
results, melatonin and kisspeptin are shown to be important tumor suppressors and
these two important elements are highly affected by daylight. In addition, these two
tumor suppressors are also found to be affected by the levels of each other, however,
this relationship is speculated to be complicated and affected by other factors too
instead of being simple and direct.

Key Words: Daylight, Kisspeptin, KISS1, Melatonin, Melanoma
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1. GIRIS

Melatonin hormonu, epifiz bezi tarafindan iiretilen, hayvanlarda kandaki miktari
giin donglisli icerisinde 151k miktariyla ters orantili olarak degisen endokrin bir
hormondur’®. Melatoninin kandaki miktarinin bu degisiklikleri viicuttaki birgok
fonksiyonun sirkadyan ritminin  diizenlenmesini  saglamaktadir’®.  Melatonin
hormonunun viicutta metabolizmasini diizenledigi proteinlerden bir tanesi de Kisspeptin
proteinidir®?, Kisspeptin proteini KISS1 geni tarafindan sentezlenmektedir ve bu
proteinin hiicre i¢indeki miktar1 kandaki melatonin miktarina bagl olarak degismekle
birlikte yogun olarak beyinin hipotalamus bdlgesindeki hiicrelerde iiretilmektedir 1.

Melatoninin tiimor silipresor 6zellikleri son yillarda arastirmalara siklikla konu
olmaktadir. Melatonin hormonunun antioksidan oOzellikleri, ¢ekirdek DNA’s1 ve
mitokondriyal DNA’y1 koruyucu 6zellikleri ¢esitli ¢alismalarda belirtilmistir'?1°,
Yapilan farkl hiicre kiiltiirii ve hayvan calismalarinda, melatoninin bir¢ok farkli tlimor
tipinde siipresor olabilecegi vurgulanmustir’®®, Ornegin, viicuttaki melatonin miktar:
normal bireylere gore siirekli fazla olan korlerde, diger bireylere gore meme, mide, cilt
gibi bircok kanser tipine yakalanma insidansinin daha diisiik oldugu yapilan cesitli
calismalarda belirtilmistir!®2.

Gilin 15181 aliminin viicutta sentezlenen melatonin ve kisspeptin miktarini
etkiledigi bilinmektedir’®. Viicutta sentezlenen melatonin miktar1 ayn1 zamanda
sentezlenen kisspeptin miktarmi da degistirmektedir. Ornegin, giiniin uzadig
mevsimlerde iireyen fare gibi memelilerde melatonin miktar1 azalirken, hipotalamusta
bulunan hiicrelerde sentezlenen kisspeptin miktar1 belirgin sekilde artmaktadir®2324,
Kisspeptinin birincil gorevi ilireme sezonunun kontrolii olmakla birlikte, etki
mekanizmas1 tam olarak bilinmese de antimetastatik bir protein oldugu cesitli

25-27

calismalarda gosterilmistir Yapilan cesitli hiicre kiiltiirii ve hayvan deneyi

caligmalarinda harici olarak verilen kisspeptinin metastaz miktarin1  azalttig
belirtilmigtir?®-3C,

Farkli c¢aligmalarda, giin 1s181-melatonin, giin 1s181-Kisspeptin, metastaz-
kisspeptin, kisspeptin-melatonin iliskileri arastirilmistir ancak, tiim bunlarin birbirine
bagl olarak nasil degisim gosterdigi ile ilgili detayli bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Yapilan bu ¢alismayla, farelerde giin 15181 alim miktarinin kandaki melatonin miktarini



nasil etkiledigi, beynin hipotalamus bolgesindeki hiicrelerde bulunan kisspeptin
miktarinin giin 15181 alim miktarina ve kandaki melatonin miktarma bagl olarak nasil
degistiginin tespit edilmesi amaglanmistir. Calismada buna ek olarak, bir grup farede
melanoma hiicre hatt1 kullanilarak cilt kanseri olusturulmus, cilt kanseri olusumunun ve
kanser olusan deneklerdeki metastaz oranmin giin 15181 alimi, melatonin hormonunun

diizeyi ve kisspeptin proteininin diizeyi ile iliskisi ortaya konulmaya ¢aligilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Melatonin Hormonu

Melatonin, kimyasal ismi N-asetil-5-methoksitriptamin olan (Sekil 2.1), ilk olarak
hayvanlarda epifiz bezinde kesfedilen bir hormon olmakla birlikte, bitkilerde,
mantarlarda ve bakterilerde de bulunabilen bir maddedir®32. Melatonin hayvanlarda
uyku zamaninin diizenlenmesi, kan basincinin diizenlenmesi, iireme mevsiminin
diizenlenmesi gibi sirkadyan ritimlerinin diizenlenmesine ek olarak, bagisiklik sisteminin

uyarilmasi ve hiicrenin korunmas gibi islevlere de sahiptir’=2,

/
O

N
j > 4
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Sekil 2.1 Melatonin (N-asetil-5-methoksitriptamin)

Melatonin hormonu etkilerinden bir¢ogunu melatonin reseptorlerine baglanip
onlar1 aktive ederek gosterir®®. Bu reseptdrler basta retina ve beyin olmak iizere kalp,
bagirsak, karaciger ve lenfositlerde bulunabilen M1 ve M2 tipi G Protein-Coupled
reseptorlerdir3. Diger etkileri ise antioksidan 6zelliklerinden kaynaklidir ve niikleer ve
mitokondriyal DNA’nim korunmasinda énemli role sahiptir°.

Melatoninin viicutta sentezlenmesi triptofan amino asidinin hidroksilasyonu ve
dekarboksilasyonu yoluyla gerceklestirilir (Sekil 2.2)%. Monoamin kokenli, aminoasitten
tiiretilen bir hormondur. Yapu itibariyla melatonin amfifilik bir molekiildiir ve bu sayede
tim hiicrelere rahatca girebilir. Serotoninin serotonin-N-transferaz tarafindan N-
asetillenmesi sentez hizin1 belirleyen basamaktir ve bu enzim viicutta hipotalamusta
bulunan Suprachiasmatic niikleus (SCN) tarafindan kontrol edilir¥’. SCN retinadan
sinirler vasitasiyla sinyal alabilen ¢ekirdeklerden biridir ve geceleyin norepinefrin
vasitasiyla melatonin sentezini kontrol eder. Norepinefrin beta-adrenerjik reseptorler
vasitastyla hiicre i¢ci cAMP seviyelerini artirir ve bu sayede cAMP bagimli protein kinaz

A aktive olur. Aktive olan protein kinaz A, N-asetil transferaz enzimini aktive eder ve



boylece melatonin sentezi artar’’®. Giin 15131 alimiyla birlikte beta-adrenerjik
reseptorlerin uyarilmasi durur ve melatonin seviyeleri diiser. Geceleyin kanda melatonin
seviyesi artar, sabaha kars1t maksimum seviyesine ulasir ve glin 1s18inin alinmasiyla
birlikte yikilmaya baslayarak tekrar bazal seviyesine doner®®. Kandaki bazal melatonin
seviyesi yil icerisinde mevsime gore ve bireylerde yasa gore degisiklik gostermektedir®.
Gilin 15181n1in daha ¢ok alindigi mevsimlerde bazal melatonin seviyesi azalirken giin
1s1gmin daha az alindigi mevsimler bazal melatonin seviyesi artmaktadir*’. Buna ek
olarak yaslanma ile beraber viicuttaki bazal melatonin seviyesinin diistiigii ve buna bagli
olarak yasli bireylerde uyku bozukluklarmin daha sik goriildiigii bildirilmistir*?3. Ayrica
yaslt bireylerde melatonin takviyesinin uyku bozukluklari, Parkinson ve Alzheimer

hastaliklar1 {izerinde olumlu etki gosterdigi de gesitli ¢aligmalarda tartigilmustir®*#,

Triptofan
l <«——— Triptofan Hidroksilaz

S-Hidroksi
Triptofan
(5-HTP)

l <«—— 5-HTP Dekarboksilaz

Serotonin

l <——Serotonin-N-Transferaz

N-Asetil
Serotonin

l <«—— Hidroksiindol-O-Metil Transferaz

Melatonin

Sekil 2.2 Melatonin biyosentezi®



Hangi dalga boyunda ve hangi siddette 1s18in melatonin sentezini azalttigi
arastirmacilarin ilgisini ¢eken bir diger konu olmustur. Yapilan ¢aligmalar neticesinde
446483 nm dalga boyunda mavi 15181n melatonin sentezini en fazla inhibe eden 151k
oldugu tespit edilmistir*®. Melatonin sentezinin inhibisyonu ile 151k siddeti arasindaki
iliski daha komplike olmakla birlikte genel kani 151k siddeti arttikga melatonin sentezinin
inhibisyonu icin gereken siirenin azaldig1 yoniindedir*’.,

Melatonin sirkadyan ritmi diizenlemekte 6nemli rol aldigindan dolay1 psikiyatrik
hastaliklarda da 6nemli bir faktordiir. Melatoninin sentez ritminin degismesi, azalmasi
veya artmasi bir¢ok farkli psikiyatrik probleme yol agabilmektedir. Melatonin
seviyelerindeki kronik veya akut degisikligin mevsimsel depresyon, bipolar bozukluk,
unipolar bozukluk, blumia, anoraksi, sizofreni, obsesif kompulsif bozukluk gibi bir¢ok
hastaliga yol actig1 gesitli calismalarda gosterilmistir®>2.

Psikiyatrik etkilerine ek olarak, etki mekanizmalar1 tam olarak bilinmemekle
birlikte melatoninin radyasyonun etkilerinden koruma, migrene bagli bas agrilarini
azaltma, safra kesesi taslarina karsi koruyucu olma gibi bir¢ok farkli 6zelligi tespit
edilmistir®>®. Melatoninin bagisiklik sistemi elemanlarmi da olumlu etkiledigi
bilinmektedir. Fazla melatoninin timiis agirligini, dalak agirligini, kemik iligindeki NK
ve monositlerin sayilarin1 ve T hiicrelerinin aktivitelerini artirdig1 gesitli ¢alismalarda
gosterilmistir>>’.

Sirkadyan ritmin diizenlenmesinin yaninda melatoninin en 6nemli fonksiyonu
giiclii bir serbest radikal avcis1 olmasi ve antioksidatif etkisidir®®. Melatonin serbestce
hiicre zarm1 ve kan-beyin bariyerini gegebilir ve OH", O2" ve NO™ gibi bir¢ok zararli
serbest radikali yok edebilir®®®. Ek olarak, melatonin diger antioksidanlarla birlikte
calisarak onlarin etkisini artirir ve melatoninin metabolitleri de antioksidan etki
gostererek bir cascade baslatir ve bdylece melatoninin antioksidan etkisi yiiksek miktarda
artar®%2 Antioksidatif etkilerinin yaninda melatonin ayn1 zamanda &nemli bir pro-
apoptotik ajandir ve mitokondrideki kaspaz yolaklarii uyararak neoplastik hiicrelerin
apoptozunu saglar®®®. Buna ek olarak, melatoninin hiicre déngiisiinii inhibe ettigi ve
bunun sonucunda onkostatik etkilerinin de oldugu gesitli calismalarda gosterilmistir®>’.
Ayrica bazi1 caligmalarda melatoninin anjiogenezi engelledigi ve kanser hiicrelerinde
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goriilen hizli hiicre farklilasmasini yavaslattigi/durdugu belirtilmistir®*™'*. Tiim bu

ozellikleri goz Oniine alindiginda melatonin giiclii bir anti-kanser ajanidir. Kanser {izerine



direkt etkilerinin yaninda ayn1 zamanda bagisiklik sisteminin regiilasyonu, antioksidatif
etkiler, miyeloprotektif etkiler gibi ikincil etkileriyle de kanserin 6nlenmesinde dnemli

bir yere sahiptir’2. Melatoninin anti-kanser dzellikleri Sekil 2.3’de gosterilmistir.

AC inhibisyonu

An . lf _f ; 4 \ Calmodulin Degredasyonu
tiproliferat: o s g s
P ° Antioksidan

! ‘ Farklilagma

RORa/RZR1 LA

SDoeB¥vans i

Sekil 2.3 Melatoninin antikanser &zellikleri’®. (1) Anti-oksidant enzim aktivasyonu; (2) ML3
reseptorlerine baglanma; (3) Direkt antioksidan etki; (4) Gen ekspresyonunun regiilasyonu; (5) Calmodulin
degredasyonu; (6) AC inhibisyonu. ML1/2: melatonin type reseptor 1-2; SOD: siiper oksit dismutaz; GRS:
glutatione rediiktaz; CAT: katalaz; ML3/QR3: melatonin type reseptor 3/quinone rediiktaz 2; AC: adenilat
siklaz; ROS: reaktif oksijen tiirleri; RNS: reaktif nitrojen tiirleri; AFMK: N(1)-asetil-N(2)-formil-5-

methoxykynuramine.

2.2. Kisspeptin Proteini

Kisspeptin ilk kez 1996 yilinda Lee et al.?® tarafindan insan melanoma hiicre
hatlarinda metastaz inhibitorii olarak kesfedilmis ve metastin olarak adlandirilmistir. Lee
et al.?® tarafindan yapilan ¢alismada insan metastatik melanoma hiicre hatlara saglam
6. kromozomun eklenmesi sonucu metastazin yiiksek oranda azaldig tespit edilmis, bu
azalmaya neden oldugu diisiiniilen gen bolgesinin cDNA’s1 klonlanmis ve daha sonra
metastatik hiicre hatlarina kopyalanarak dogrulugu onaylanmistir. Esasinda kopyalanan
6. kromozomun kisspeptinin regiilasyonunda goérevli genleri icerdigi ise daha sonradan
anlasilmistir. Kisspeptin ilerleyen yillarda da antimetastatik 6zelliklerinden dolay: bir¢ok

calismaya konu olmustur.



Kisspeptin proteini KISS1 geni tarafindan sentezlenir. Bu gen insanda 1.
kromozom iizerinde (1g32) bulunur ve 4 ekzona sahiptir’®. Viicutta beyinde ve bobrek
istli bezlerde sentezlenmekle birlikte kisspeptin sentezinin en biiylik bolimii
hipotalamusta arcuate ¢ekirdek (ARC) ve anteroventral periventrikiiler ¢ekirdek
tarafindan yapilir’*". Kisspeptin RF-amid peptidleri kategorinde bir néropeptiddir ve N-
ucunda Arg-Phe-NH; motifi goriiliir’®. Diger ndropeptidler gibi dncelikle biiyiik bir
precursor protein olan prepro-kisspeptin (145 amino asit) seklinde sentezlenir ve daha
sonra kiigiik parcalara kesilerek fonksiyonel hale gelir’’. Viicutta en ¢ok bulunan ve aktif
protein olan en biiyiik parca kisspeptin-54 olmakla birlikte kisspeptin-54’iin C-ucundan
kesilmesiyle olusan kisspeptin-14, kisspeptin-13, Kkisspeptin-10 gibi ¢ok sayida daha
kiigiik kisspeptinlerde vardir ve bu aktif kisspeptinler hiicrelerde G-protein coupled
reseptorler olan GPR54 reseptorlerine baglanarak calisir®®. Sekil 2.4°de aktif

Kisspeptinlerin sentezi gosterilmistir.

KISS1 Gen

Prepro-kisspeptin

19 20 65 68 121124
Kp-54( Q@ -NH,
Kp-14 317)-NH,
Kisspeptin Kp-13 D) -NH,

Sekil 2.4 Insanda aktif kisspeptinlerin sentezi’®



Metastaz bilindigi {izere tek bir olay olmayip neoplastik hiicrelerde hiicre-hiicre
adezyonun azalmasi, ¢evre dokulari isgal, anjiogenez, lenfoid veya vaskiiler sistemde
kanser hiicrelerinin taginmasi, endotelin gegilmesi, yeni bolgeye yerlesme gibi birgok
olay1 iceren karmasik bir siirectir’®. Kanserin kontrol altma alinmasi ve tedavisinde
metastazin 6nemli bir yeri vardir. Bu Sebeple metastaz siipresor genler ilgi ¢eken bir
aragtirma konusu olmaktadir. Giliniimiizde insanda 20 kadar metastaz siipresor gen
tanimlanmis bulunmaktadir ancak bu genlerden sadece KISS1 geni G-protein coupled
reseptorlere baglanarak etki gostermektedir’®. Hiicrelerin primer tiimdrden ayrilmasini
engelleyerek etki gosteren Nm23, KAI1 gibi metastaz slipresor genlerin aksine, KISS1
geninin metastaz kaskadinda daha ge¢ devreye girerek metastaz bolgesine yerlesen
tiimdriin olusmasin1 ve biiyiimesini engelleyerek etki gosterdigi diisiiniilmektedir®®-2,
KISS1 geninin etki mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte, kisspeptinle aktive
olan GPR54 reseptorlerinin fosfatidil inositol 4,5 bisfostat hidrolizini, kalsiyum
mobilizasyonunu ve ERK1/2 MAPK fosforilasyonunu uyardigi ve bu yolla kanser
hiicrelerinin mobilitesini, ¢ogalmasint ve bolgeye yerlesmesini inhibe ettigi tahmin

edilmektedir (Sekil 2.5)884,

Kiss-1
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G q/11 PKC
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Sekil 2.5 Insanda kisspeptinin etki mekanizmasi®*



Kisspeptinin bir diger dnemli gorevi ise ergenlige giris, seks hormonlarinin
diizenlenmesi ve 6zellikle tireme dongiisiiniin kontroliidiir. Kisspeptin ndronlar1 beyinde
gonadotropik release hormon (GnRH) néronlariyla birbirlerine ¢ok yakin sekilde
bulunurlar ve GnRH néronlarinda yiiksek miktarda kisspeptin reseptorleri bulunur ve
busayede kisspeptin GnRH salinimini artirir®®®. Bu sebeple kisspeptin hipothalamus-
hipofiz-gonad dongiisiinde dnemli bir elemandir.

Mevsimsel iireyen canlilarda kisspeptin, melatonin ile beraber cinsel aktiviteyi ve
iiremeyi kontrol eder®’. Farelerde ve Suriye hamsterlarinda yapilan ¢alismalarda giinlerin
uzamast ve gin 15181 aliminin artmasiyla beraber melatonin seviyesinin azaldigi,
kisspeptin seviyesinin arttig1 ve buna bagl olarak cinsel aktivitenin ve liremenin arttig1
gosterilmistir®®®. Aralarindaki iliski mekanizmasi tam olarak bilinmemekle melatonin
miktariyla kisspeptin sentezi arasinda ters bir iliski oldugu diistinilmektedir ancak bunun
sebepleri tartigmaya agiktir. Sekil 2.6’da giin uzunlugu, melatonin ve kisspeptin

arasindaki iligkinin nasil oldugu gosterilmistir.

KISS1
hicrelen
LD MEL }j
[ ol /%) 7
| \ \ L_l
Cmm ) - (o7l ad] —
LD or SD Retina SCN Epifiz ; == s Tell®
A ~ / Ej
vAg 7
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Sekil 2.6 Suriye hamsterlarinda giin uzunlugu, melatonin, kisspeptin arasindaki iliski®®. LD: uzun

giin; SD: kisa giin; MEL: melatonin; SCN: Suprachiasmatic niikleus.

2.3. Melanoma

Melanoma, viicudu zararli ultraviyole 1sinlardan koruyan melanin pigmentini
tireten dendritik hiicreler olan melanositlerden koken alan kétii huylu tiimoérlere verilen
isimdir. Melanositlerin bir araya gelmesiyle olusan yapilara nevus (ben) adi verilir bu
yapilar 1yl huyludur ancak bu yapilarin kotii huylu yapilara transforme olmalar1 sonucu
melanoma ortaya ¢ikar. Hastalifin ortaya ¢ikmasi cevresel faktorlerle birlikte genetik
faktorlere de baglidir.



Melanoma tiim cilt kanserleri igerisinde %5 oranla en diisiik paya sahip olmasina
karsin 6liim orani1 en yiiksek cilt kanseridir ve cilt kanseri kaynakli 6liimlerin %75’ inden
sorumludur®23, Melanoma, erken teshis edilmesi durumda tedavi edilebilmekle birlikte,
metastatik melanoma tedavi acisindan hala sikintil bir hastaliktir®.

Melanoma insidans1 diinyada iilkeler ve irklar arasinda biiylik farkliliklar
gostermekle birlikte rastlanma sikliginin en gok arttigi tilkeler Avustralya, Yeni Zelanda
ve Kuzey Amerika’dir (%3-7)%%%, Diger bir¢ok kanser tipinin aksine melanoma tiim
yastan insanlar1 etkilemektedir. Ortalama melanoma diagnoz yas1 iilkelere gore farklilik
gostermekle birlikte 55’in iizerinde olmasina karsin 20-45 yaslari arasinda pik yapar ve
cocukluk cag1 melanomalari ise %2 civarindadir®®®"%. Melanomanin erkeklerle kadimlar
arasindaki goriilme sikli§i hemen hemen esit olmasina karsin erkekler daha fazla risk
altindadir®®.

Melanomanin etiyolojisi heniiz tam olarak anlagilmamasina karsin bir¢ok i¢ ve
dis etken faktorler bilinmektedir. Renkli gdz, sar1 veya kizil sa¢ sahibi olmak, acik ten
rengi, sik giineslenmek, ailede daha 6nce melanoma goriiliip goriilmedigi gibi birgok risk
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faktorii belirlenmistir". Cevresel faktorler ise yasanilan iilke, giines 1s1g1na maruz kalma

siiresi, tatil aliskanlar1 gibi ¢ok cesitlidir'®.,

Az goriilen bazi genetik mutasyonlar melanoma riskini yliksek oranda
artirmaktadir. Bunlardan en bilineni CDKN2A geni mutasyonlaridir. Bu gende meydana
gelen mutasyonlarla alternatif bir okuma ¢ercevesi olusmasi p53’iin stabilitesini
azaltmakta ve melanoma riskini artirmaktadir!®2, Bu gende meydana gelen mutasyonlar
ayni zamanda sentezlenen CDK4 inhibit6riiniin fonksiyonunu yitirmesine neden olmakta
ve hiicre boliinmesinin kontroliinii zorlastirarak melanoma riskini artirmaktadir'®®, Ek
olarak, niikleotid ¢ikarma tamiri mekanizmasinda gorev alan enzimlerin mutasyonu
sonucu ortaya ¢ikan Xeroderma pigmentosum hastaligina neden olan mutasyonlarda UV
radyasyonunun verdigi zararin onlenmesinde rol alan mekanizmalar1 etkilediginden

melanoma riskini yiiksek oranda artirmaktadir!®

. Melanoma riskini yiiksek oranda
artiran ve nadir gorlilen bu mutasyonlarin yaninda, popiilasyonda daha sik rastlanan
ancak melanoma riskini yiiksek oranda olmasa da artiran bazi genlerde bilinmektedir.
Ornek olarak kizil sach tiim bireylerde bulunan mutant MC1R geni melanoma riskini 2-
4 kat arasi artirmaktadir'®. Bu genlere ek olarak melanomanin olusumunun gesitli

evrelerinde mutasyona ugrayan ve etkili olan BRAF, Bcl-2, NRAS, HRAS, ALK, ROS1,
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NTRK1 gibi ¢ok sayida gen tanimlanmistir ve etki mekanizmalar aragtirilmaktadir ancak
bu genlerin direk melanoma ile mi iligkili olduklar1 yoksa genel kanser yolaklarindan
kaynakli mutasyonlarin melanoma potansiyeli tastyan melanositleri etkilemesi sonucumu
melanomaya yol actiklart tartismalidir'®, Sekil 2.7°de melanoma hastalarinda tespit
edilen gen mutasyonlarindan baglicalar1 ve mutasyonlarin etkiledigi yolaklar

ozetlenmistirt®.

C-KIT

— Indiiksiyon — 1 Inhibisyon

Sekil 2.7 Melanoma olusumunda etkin olan gen mutasyonlar: ve yolaklar'®” (Yiizdelik sayilar

melanoma hastalarinda bu genlerde mutasyona rastlanma sikligini gostermektedir)
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3. GEREC VE YONTEM

Yaptigimiz caligmada giin 15181 alim miktarinin viicutta sentezlenen melatonin ve
kisspeptin miktarin1 nasil degistirdigi, bunun melanoma hiicre hatt1 verilen farelerde
kanser olusumuna nasil etki ettigi ve son olarak kanser gozlenen farelerde metastaz
oraninin melatonin ve kisspeptin miktariyla nasil bir iliski gosterdigi ortaya konulmaya
calisilmistir. Bu amaca uygun olarak, melatonin ve kisspeptin miktarlarinin bulunmasi
icin Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) metodu, KISS1 geninin ekspresyon
diizeyinin belirlenmesi i¢in ise Real Time kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (Real
Time gPCR) metodu kullanilmistir. Bu ¢alisma Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi

Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Merkezi’nden etik kurul izni alinarak yapilmigtir.

3.1. Kullamlan Kimyasal Malzemeler
Calismamizda kullanilan kimyasal malzemeler, kitler ve kitlerin igerikleri asagida
belirtilmistir.
a) Fare Melatonin ELISA Kit (SunredBio)
»  Standart Protein Soliisyonu (240 ng/L)
=  Standart Seyreltici
= Mikro ELISA Plate
=  Str-HRP-Conjugate
= Yikama Soliisyonu
=  Biyotin-(MT)-Ab
*  Chromogen A Soliisyonu
*  Chromogen B Soliisyonu
= Stop Soliisyonu
b) Fare KISS1 ELISA Kit (SunredBio)
=  Standart Protein Soliisyonu (3200 pg/mL)
= Standart Seyreltici
= Mikro ELISA Plate
=  Str-HRP-Conjugate
*  Yikama Soliisyonu

=  Biyotin-(KISS1)-Ab
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*  Chromogen A Soliisyonu
= Chromogen B Soliisyonu
= Stop Soliisyonu
c) Saf Su
d) Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (Life Tech)
e) Phosphate-buffered saline (PBS) (Life Tech)
) Trizol (Invitrogen)
g) Kloroform (Merck)
h) izopropanol (Merck)
1) Etil Alkol (Merck)
J) High-Capacity cDNA Reverse Transkripsiyon Kiti (Applied Biosystems)
= 10X Reverse Transkriptaz Tamponu
= 25X Deoksiriboniikleotit trifosfat (INTP)
= 10X Reverse Transkriptaz Random Primer
= MultiScribe™ Reverse Transkriptaz
k) KISS1 TagMan® Gen Ekspresyon Assay (Applied Biosystems)
= 20X TagMan Gene Expression Assay
I) TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems)
=  AmpliTag Gold® DNA Polimeraz
= Uracil-N glikosilaz
= dNTP ve dUTP
= ROX™ Referans
*  Tampon Cozelti
m) Dietilpyrokarbonat (DEPC) ile muamele edilmis su (Merck)
n) Bovine Serum Albumin (BSA)
0) Radio-Immunoprecipitation Assay (RIPA) Buffer
p) Fenylmetansulfonilflorid (PMSF)
g) Sodyum Vanadat
r) Proteaz Inhibiitorii

s) Bradford Soliisyonu
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3.2. Kullanmilan Aygitlar
Calismamizda kullanilan aygitlar, araglar ve geregler asagida belirtilmistir.
a) Steril Enjektorler (1 m1’lik) (Beybi)
b) T75 Hiicre Kiiltiirii Flaski (Sigma)
c) Fare Kafes Seti (Radon)
d) Vacutainer Kan Toplama Tiipleri (Becton Dickinson)
e) Steril PCR Tiipleri (Axygen)
f) Steril Tiipler (1.5 mL) (Eppendorf)
g) Mikro pipet (Gilson)
h) Mikro pipet Ucu (Expell Plus)
i) Hassas Tarti (Sartorius)
J) Santrifiij Cihaz1 (Niive)
K) Etiiv (Niive)
I) Thermal Cycler (Eppendorf)
m) ELISA Mikro Plate Okuyucu (Rayto)
n) ELISA Mikro Plate Yikayic1 (Rayto)
0) Isik Olger (Sekonik)
p) Ultrasonik Sonikasyon Cihazi (Bandelin)
g) 7500 Real Time gPCR cihazi (Applied Biosystems)
r) Laminar Flow Kabini

s) Milimetrik Kaliper

3.3. Kullanilan Bilgisayar Yazilimlari

Calismamizda veri analizi ve istatistiksel analiz icin kullanilan bilgisayar
yazilimlar1 asagida belirtilmistir.
SPSS 20.0'% (IBM Corp.)
Excel 2016 (Microsoft)

3.4. Farelerin Gruplandirilmasi, Yetistirilmesi ve Deney Akisi
Deneylerde Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Tip Arastirma ve
Uygulama Merkezi’nden saglanan balb/c albino tiirii fareler kullanildi. Calismaya dahil

edilen fareler yas ve cinsiyet kriterlerini saglayan fareler igerisinden rastgele sekilde
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secildi. Yas ve cinsiyet disinda farelerin ¢alismada kullanilmasi i¢in herhangi bir dahil
edilme veya diglama kriteri kullanilmadi.

a) Esit sayida disi ve erkek fareden (her grup i¢in 24 erkek, 24 disi fare) 2 ayr1 grup
(toplamda 96 fare) olusturuldu. Bu gruplardan birincisi “Koér Grup” olarak
adlandirdigimiz, hig 1g1k almadan (0 liiks 151k) biiyiimeleri saglanan grup oldu. Digeri ise
“Giin Is1g1 Grubu” olarak adlandirdigimiz, normal giin 15181 alan (4000 liiks) (12 saat
giindiiz, 12 saat gece) grup oldu (Cizelge 3.1).

b) Kor Grup ve Giin Is1g1 Grubu yine esit sayida disi ve erkek farelerden olusan 2’ser ayri
gruba boliindii. Bu gruplardan birincisi “Melanoma Grubu” olarak adlandirdigimiz ve
melanoma hiicre hatlarinin deri altlarina agilanacagi grup (18 erkek, 18 disi fare), digeri
ise “Saglikli Grup” olarak adlandirdigimiz ve melanoma asilamasi yapilmayacak grup

oldu (6 erkek, 6 disi fare). Olusturulacak gruplar ve adlandirilmalar1 Cizelge 3.1’de

gosterilmistir.

Cizelge 3.1 Fare deney gruplari
Yeni Dogmus Fareler (48 erkek, 48 disi)

Kor Grup (24 erkek, 24 disi) Glin Is181 Grubu (24 erkek, 24 disi)
Melanoma Grubu Saglikli Grup Melanoma Grubu Saglikli Grup
18 erkek | 18 disi | 6 erkek 6disi | 18 erkek | 18 disi | 6 erkek 6 disi
Kisaltma |Kisaltma | Kisaltma | Kisaltma | Kisaltma | Kisaltma | Kisaltma | Kisaltma
KME KMD KSE KSD GME GMD GSE GSD

c) Olusturulan gruplarda kullanilan farelerden kor gruba dahil olanlar dogumlarindan
sonra 1. hafta sonunda, heniiz gérme becerileri gelismeden, karanlik odaya alindi. Tiim
fareler 3. hafta sonunda (emzirmenin bittigi donem) annelerinden ayrilarak ve ilgili
gruplara ait kafeslere konuldu ve ¢alisma baslatildi. Farelerde gérme, dogumdan sonra
10-14’tincii giinler aras1 basladigindan bu sayede kor grupta dogustan meydana gelen
korliik taklit edilmis oldu®,

d) Olusturulan gruplarda disi ve erkek fareler her zaman ayr1 kafeslerde muhafaza
edilerek Farelerin kafes ortamindaki kalabaliktan

ciftlesmeleri  engellendi.

etkilenmemeleri i¢in deney siiresince bir kafeste en fazla 6 fare muhafaza edildi.
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e) Gruplar olusturulduktan ve annelerinden ayrildiktan sonra, fareler uygun yetisme
sartlarinda (oda sicakligi, yiyecek, su, havalandirma) kendilerine ayrilan kafeslerinde 8
hafta siiresince (11 haftalik olana kadar) yetistirildi.

f) 8 hafta sonra (11 haftalik farelerden) her iki saglikli grupta bulunan farelerin yarisi
alinarak (her saglikli grup i¢in 3 erkek 3 disi) bu farelerden Vacutainer tiiplere kan 6rnegi
alindi (KSE-1-2-3, KSD-1-2-3, GSE-1-2-3 ve GSD-1-2-3). Kan &rnekleri +4 °C
sicaklikta 1500 g’de santrifiij edilerek serumlari ayrildi ve bu serumlar kandaki melatonin
hormonunun miktarlar dlgiilmek iizere -80 °C’de muhafaza edildi. Daha sonra bu fareler
dekapitasyon uygulanarak oldiiriildii, diseksiyon mikroskobu altinda hipotalamuslari
c¢ikarildi ve ¢ikarilan dokular ikiye boliinerek Kisspeptin proteini miktarlari ve ekspresyon
diizeyleri dlgiilmek iizere -80 °C’de muhafaza edildi. Bu sayede 8 hafta sonunda giin 15131
aliminin melatonin ve kisspeptin miktarlarini nasil etkilediginin bulunmasi amaglandi.
g) 8 hafta sonunda (fareler 11 haftalik iken) hem giin 15181 grubu hem de kor grupta
bulunan melanoma alt gruplarindaki farelere B16F10 melanoma hiicre hatt1 deri altlarina
enjekte edilerek bu gruplarda deri kanseri olusumu saglanmas1 amaglandi.

h) Melanoma hiicre hatt1 enjeksiyonunun ardindan fareler yine belirtilen kosullarda 6
hafta stireyle (fareler 17 haftalik olana kadar) yetistiriimeye devam edildi. Bu sirada
tiimor olusan farelerde tiimo6r boyutlar1 haftalik olarak kaliper yardimiyla 6l¢iildii.

I) 6 hafta sonunda (fareler 17 haftalik iken) melanoma hiicre hatt1 enjekte edilen farelerin
derilerindeki tiimor biiytikliikleri incelendi ve olusan tiimorlerin biiyiikliikleri orthogonal
olarak hesaplandi.

J) 6 hafta sonunda (fareler 17 haftalik iken) kalan tiim farelerden Vacutainer tiiplere kan
ornegi alindi. Kan drnekleri +4 °C sicaklikta 1500 g’de santrifiij edilerek serumlari ayrildi
ve bu serumlar kandaki melatonin hormonunun miktarlari 6lgiilmek iizere -80 °C’de
muhafaza edildi. Daha sonra bu fareler dekapitasyon uygulanarak dldiiriildii, diseksiyon
mikroskobu altinda hipotalamuslar1 ¢ikarildi ve ¢ikarilan dokular ikiye bdliinerek
kisspeptin proteini miktarlar1 ve ekspresyon diizeyleri olciilmek iizere -80 °C’de
muhafaza edildi. Buna ek olarak farelerin i¢ organlar1 yine diseksiyon mikroskobunda
incelendi ve kanserin metastaz yapip yapmadig tespit edilmeye ¢alisildi.

K) Son olarak elde edilen veriler objektif bir sekilde analiz edilerek ve uygun istatistik
yontemlerle degerlendirildi.

I) Deney akisi Sekil 3.1’de 6zetlenmeye caligiimustir.
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Yeni Dogmus Fareler
(48 erkek, 48 disi)

1
Kor Grup
(24 erkek, 24 disi)
1. hafta sonunda karanlik odaya al

3. hafta sonunda anneden ayir, 6'sar farelik
kafeslere birak, disiler erkekler ayri

Melanoma Grubu
(18 erkek, 18 disi)

Sagliklt Grup
(6 erkek, 6 disi)

11. Hafta sonunda

11. hafta sonunda
deri altina melanoma
hiicre hatt1 enjekte

grubun yarisina
dekapitasyon

alinmasi

17. hafta sonunda
farelere dekapitasyon
uygulanmasi, timor
biiyiikliiklerinin
Ol¢iilmesi, kan ve
hipotalamuslarinimn alimmasi
alinmasi

deri altina melanoma
uygulanmasi, kan ve hiicre hatt1 enjekte

edilmesi hipotalamuslarinin

17. hafta sonunda
farelere dekapitasyon
uygulanmasi, kan ve

hipotalamuslarinin

farelere dekapitasyon
uygulanmasi, timor

Giin Is1g1 Grubu
(24 erkek, 24 disi)
(12 saat giindiiz / 12 saat gece)

3. hafta sonunda anneden ayir, 6'sar farelik
kafeslere birak, disiler erkekler ayr1

Melanoma Grubu
(18 erkek, 18 disi)

Saglikli Grup
(6 erkek, 6 disi)

11. Hafta sonunda
grubun yarisina
dekapitasyon
uygulanmasi, kan ve
edilmesi hipotalamuslarmin

alinmasi

11. hafta sonunda

17. hafta sonunda
17. hafta sonunda
farelere dekapitasyon
biiytikliiklerinin uygulanmasi, kan ve
Ol¢iilmesi, kan ve hipotalamuslarinin
hipotalamuslarinin alinmasi
alinmasti

Sekil 3.1 Deney akis1 6zeti

3.5. Melanoma Hiicre Hatlarinin Hazirlanmasi ve Enjeksiyonu

Hiicre hatlarinin hazirlanmas1 ve enjeksiyonunda Overwijk ve Restifoll
tarafindan hazirlanan protokol ihtiyaglarimizi karsilayacak sekilde degistirilerek
kullanilmistir. Farelerde melanoma olusturmak i¢in hizli gelisen ve metastatik bir tip olan
B16F10 melanoma hiicre hatt1 tercih edilmistir.

a) B16F10 melanoma hiicre hattinin, T75 flask igerisindeki DMEM besi yeri {izerine
ekimi yapildi.

b) Ikinci giin besi yeri uzaklastirildi, sonrasinda PBS ile yikama yapildi ve besi yeri

degistirildi.
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c) llerleyen giinlerde hiicrelerin takibi yapildi ve hiicreler flask yiizeyini %60-70
kapladigi durumda pasaj yapildi. Pasaj yapilirken besi yeri yapigskan hiicrelerin iizerinden
hiicrelere zarar vermeden uzaklastirildi.

d) 14’tincii glinde flasklardan besi yeri uzaklastirilip PBS ile yikama yapildi ve flasklarin
tizerine 5 ml Tripsin eklendi ve hiicreler yiizeyden yaklasik 1,5 dk sonra sokiildii.

e) Hiicrelerin iizerine tekrar DMEM besi yeri eklendi ve 3 dk 1000 RPM’de santrifiij
edildi.

f) Elde edilen hiicreler, hiicre sayimi yapilarak 10° hiicre/mL olacak sekilde DMEM ile
seyreltildi.

g) Enjeksiyonlar farelerin karin bolgelerine, deri alt1 (subkutan) olarak uygulandi.

h) Enjeksiyon yapilacak bolge az miktarda etil alkolle islatilarak hem tiiylerin yapisip
derinin daha kolay goriinmesi saglandi hem de enjeksiyondan sonra farelerin bolgeyi
agizlariyla tahris ederek enjekte edilen siviyr disar1 ¢ikmaya zorlamalari dnlenmeye
calisildu.

i) Hazirlanan melanoma hiicre soliisyonu insiilin enjektériiyle her fareye 100 pL (10°

hiicre) olacak sekilde enjekte edildi.

3.6. Tiimér Boylarimin Olgiilmesi ve Hacimlerinin Hesaplanmasi

Timor boylari, tiimor olusan farelerde tiimoriin olusmasinin ardindan her hafta
diizenli olarak &lgiildii. Ol¢iim en uzun enine (genislik) ve boyuna (uzunluk) kesit
arasinda yapildi. Bu iki kesit arasindan kisa olan kesit genislik, uzun olan kesit ise
uzunluk olarak alindi. Tiimor hacimlerinin hesaplanmasi i¢in agagida belirtilen elipsoit
111,112

formil kullanildi

Tiim6r Hacmi = (genislik x genislik x uzunluk) / 2

3.7. Melatonin ELISA Deneyi

Farelerin kanlarinda bulunan melatonin miktarinin tayini i¢in SunredBio markali
ELISA kiti kullanild1 ve kit igerisinden ¢ikan protokol uygulandi. ELISA protokolii
kullanilarak elde edilen absorbance verilerinden Excel programi yardimiyla 6rneklerdeki

melatonin miktar1 hesaplandi.
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3.7.1. ELISA Platelerin Hazirlanmasi ve Absorbance Ol¢iimii
a) -80 °C’den ¢ikarilan serumlar eriyene kadar beklendi.
b) Kit icerisinden ¢ikan standart protein soliisyonu (240 ng/L) ve standart seyreltici
kullanilarak Standart 1 (7.5 ng/L), Standart 2 (15 ng/L), Standart 3 (30 ng/L), Standart 4
(60 ng/L) ve Standart 5 (120 ng/L) soliisyonlar1 Eppendorf tiipler i¢erisine hazirlandi.
c) ELISA plate lizerindeki bos (Blank) kuyucugu bos birakildi. Standart 1-2-3-4-5
kuyucuklarindan her birine 50 pL ayni numarali standart soliisyonu ve 50 pL
Streptavidin-HRP eklendi.
d) ELISA plate lizerindeki 6rnek kuyucuklarindan her birine, 40 pL serum 6rnegi, 10 pL
Biotin-(MT)Ab ve 50 uL Streptavidin-HRP eklendi.
e) ELISA plate iizeri membranla kapatilip hafifce calkalandiktan sonra 37 °C’de 1 saat
inkiibasyona birakild.
f) inkiibasyon siiresinin ardindan ELISA plate iizerindeki membran ¢ikarildi ve ELISA
plate yikama cihazi icerisine alindi. Kit igerisinde bulunan yikama tamponu kullanilarak
cihaz igerisinde ELISA plate 3 kez yikandi.
g) Yikama isleminin ardindan tiim kuyucuklara (blank ve standart kuyucuklarida dahil)
50 pL Chromogen A soliisyonu ve 50 uL Chromogen B soliisyonu eklendi.
h) ELISA plate {izeri membranla kapatilip hafifce calkalandiktan sonra 37 °C’de 10
dakika inkiibasyona birakildi.
i) Inkiibasyon siiresinin ardindan tiim kuyucuklara (blank ve standart kuyucuklarida
dahil) 50 uL Stop soliisyonu eklendi.
J) ELISA plate daha sonra kuyucuklarin Absorbance miktarlar1 dlgiilmek tizere mikro

plate okuyucu cihazinda 450 nm dalga boyunda yiiriitiildii.

3.7.2. Melatonin Hormonu Konsantrasyonlariin Belirlenmesi
a) Tim kuyucuklarin absorbance degerlerinden bos (blank) kuyucugunun absorbance
degeri ¢ikarildi.
b) Daha sonra, standart kuyucuklarin absorbance degerlerinin ve bilinen
konsantrasyonlarinin dogal logaritmas1 (In) alindi. Elde edilen degerler kullanilarak
Microsoft Excel programinda lineer regresyon grafigi cizildi ve grafigin denklemi elde

edildi [In(konsantrasyon) = 1,3514 x In(absorbance) + 3,6779] (R? = 0,99).
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¢) Konsantrasyonu bilinmeyen 6rnek kuyucuklarinin elde edilen absorbance degerlerinin
dogal logaritmasi alinarak denklemde yerine koyuldu ve In(konsantrasyon) degerleri
hesaplanda.

d) Son olarak In(konsantrasyon) degerleri ve sabit “e” sayisit kullanilarak melatonin

konsantrasyon degerleri elde edildi.

3.8. Kisspeptin ELISA Deneyi

Farelerin hipotalamuslarinda bulunan kisspeptin miktarinin tayini i¢in SunredBio
markali ELISA kiti kullanildi ve kit igerisinden ¢ikan protokol uygulandi. Dokular
homojenize edildikten sonra homojenatlarda bulunan total protein tayini i¢in Bradford
protein assay metodu uygulandi!*3, ELISA protokolii kullanilarak elde edilen absorbance
verilerinden Excel programi yardimiyla 6rneklerdeki kisspeptin miktart hesaplandi. Elde
edilen protein konsantrasyonlari Bradford protein assay kullanilarak elde edilen total

protein miktarlarina gore standardize edildi.

3.8.1. Doku Homojenizasyonu
a) 20 mL RIPA, 200 uL PMSF, 200 puL sodyum vanadat ve 200 pL proteaz inhibitorii bir
tiipte karistirilarak homojenizasyon sivisi hazirlandi.
b) -80 °C’den cikarilan dokularin {izerine 200’er pL hazirlanan homojenizasyon
stvisindan eklendi.
¢) Dokular sonifikasyonla buz {izerinde pargalandi ve homojenatlar elde edildi.
d) Homojenatlar 10000 RPM’de 10 dakika santrifiij edildi.

e) Santrifiij sonunda pelletler atild1 ve siipernatantlar yeni tiiplere alindi.

3.8.2. Bradford Protein Assay
a) BSA protein soliisyonu saf su kullanilarak seyreltildi ve Standart 1 (0,03125 pg/mL),
Standart 2 (3,125 ug/mL), Standart 3 (6,25 pg/mL), Standart 4 (12,5 pg/mL) ve Standart
5 (25 pg/mL) soliisyonlar1 Eppendorf tiipler igerisine hazirlandi.
b) Hazirlanan her bir homojenat 6rneginden 10 pl alinarak ilgili kuyucuklara eklendi.
c) Bos plate iizerindeki bos (Blank) kuyucugu bos birakildi. Standart 1-2-3-4-5
kuyucuklarindan her birine 10 uL ayn1 numarali standart soliisyonu eklendi.

d) Tiim kuyucuklarin tizerine 100 puL Bradford soliisyonu eklendi.
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e) Plate daha sonra kuyucuklarin absorbance miktarlari dlglilmek iizere mikro plate

okuyucu cihazinda 595 nm dalga boyunda yiiriitiildii.

3.8.3. ELISA Platelerin Hazirlanmasi ve Absorbance Ol¢iimii
a) Kit igerisinden ¢ikan standart protein soliisyonu (3200 pg/mL) ve standart seyreltici
kullanilarak Standart 1 (100 pg/mL), Standart 2 (200 pg/mL), Standart 3 (400 pg/mL),
Standart 4 (800 pg/mL) ve Standart 5 (1600 pg/mL) soliisyonlart Eppendorf tiipler
i¢erisine hazirlandi.
b) ELISA plate iizerindeki bos (Blank) kuyucugu bos birakildi. Standart 1-2-3-4-5
kuyucuklarindan her birine 50 pL ayni numarali standart soliisyonu ve 50 pL
Streptavidin-HRP eklendi.
c) ELISA plate iizerindeki 6rnek kuyucuklarindan her birine, 40 nL. homojenat drnegi,
10 uL Biotin-(KISS1)Ab ve 50 uL Streptavidin-HRP eklendi.
d) ELISA plate iizeri membranla kapatilip hafifce calkalandiktan sonra 37 °C’de 1 saat
inkiibasyona birakilda.
e) Inkiibasyon siiresinin ardindan ELISA plate iizerindeki membran ¢ikarildi ve ELISA
plate yikama cihazi igerisine alindi. Kit igerisinde bulunan yikama tamponu kullanilarak
cthaz icerisinde ELISA plate 3 kez yikandi.
f) Yikama isleminin ardindan tiim kuyucuklara (blank ve standart kuyucuklarida dahil)
50 pL Chromogen A soliisyonu ve 50 uL. Chromogen B soliisyonu eklendi.
) ELISA plate iizeri membranla kapatilip hafifce calkalandiktan sonra 37 °C’de 10
dakika inkiibasyona birakildi.
h) Inkiibasyon siiresinin ardindan tiim kuyucuklara (blank ve standart kuyucuklarida
dahil) 50 uL Stop soliisyonu eklendi.
1) ELISA plate daha sonra kuyucuklarin Absorbance miktarlar dl¢iilmek tizere mikro

plate okuyucu cihazinda 450 nm dalga boyunda yiiriitiildii.

3.8.4. Kisspeptin Protein Konsantrasyonlarimin Belirlenmesi
a) Oncelikle Bradford protein assay ve kisspeptin ELISA deneyleri igin tiim kuyucuklarin
absorbance degerlerinden bos (Blank) kuyucuklarinin absorbance degeri ¢ikarildi.
b) Daha sonra, her iki deney i¢inde standart kuyucuklarin absorbance degerlerinin ve

bilinen konsantrasyonlarmin dogal logaritmasi (In) alindi. Elde edilen degerler
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kullanilarak Microsoft Excel programinda lineer regresyon grafikleri ¢izildi ve grafiklerin
denklemleri elde edildi.

Bradford protein assay igin: In(konsantrasyon) = 2,255 x In(absorbance) + 3,4276 (R?=
0,97)

Kisspeptin ELISA igin: In(konsantrasyon) = 1,6053 x In(absorbance) + 7,0011 (R?= 0,99)
¢) Konsantrasyonu bilinmeyen 6rnek kuyucuklarinin elde edilen absorbance degerlerinin
dogal logaritmas1 alinarak denklemde yerine koyuldu ve In(konsantrasyon) degerleri
hesaplanda.

d) Son olarak In(konsantrasyon) degerleri ve sabit “e” sayist kullanilarak 6rneklerdeki
total protein ve kisspeptin proteini konsantrasyon degerleri elde edildi.

e) Bradford protein assay ile bulunan tiim total protein konsantrasyonlari, bu assay ile
tespit edilen en kiigiik konsantrasyon degerine boliinerek ¢arpan sayilar elde edildi.
Igili 6rnegin ELISA yontemi ile bulunan Kisspeptin protein konsantrasyonu, bu ¢arpan
degerlerine boliinerek sonuglar standardize edildi ve Kisspeptin protein konsantrasyonlari

belirlendi.

3.9. Real Time gPCR Deneyi

Calismamizda KISS1 geni i¢in tasarlanan FAM boyali prob igeren TagMan Gen
Ekspresyon Assayi kullanilarak Real Time gPCR gergeklestirildi ve bu sayede
orneklerden alinan hipotalamuslardaki KISS1 geninin ekspresyon diizeyleri 6lgtildii.

RNA izolasyonu i¢in Trizol metodu kullanildi***

. cDNA sentezi i¢in Applied Biosystems
marka High-Capacity cDNA Reverse Transkripsiyon Kiti kullanildi ve Kit igerisinden

c¢ikan protokol uygulanda.

3.9.1. RNA izolasyonu
a) -80 °C’den ¢ikarilan dokularin iizerine 500’er pL Trizol eklendi.
b) Ornekler daha sonra homojenizasyon ve hiicrelerin par¢alanmasi i¢in sonifikasyona
tabi tutuldu.
¢) Homojenize edilen 6rnekler -20 °C’de bir gece bekletildi.
d) Ertesi giin -20 °C’den ¢ikarilan &rnekler buz iizerinde ¢oziildiikten sonra 15 saniye
vortekslendi ve +4 °C’de 12000 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Pelletler atildi ve

slipernatantlar yeni bir tlipe aktarildi.
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e) Yeni tiipe aktarilan siipernatantlar tizerine 100’er uL kloroform eklendi, 15 saniye
vortekslendi ve 5 dakika buz iizerinde bekletildi.

f) Ornekler +4 °C’de 12000 g’de 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiijin ardindan
orneklerde 3 ayr1 faz gozlendi. En altta DNA’nin bulundugu kirmizi (fenol-kloroform)
faz, ortada proteinlerin bulundugu beyaz faz ve en iistte RNA’nin bulundugu saydam faz.
g) Omeklerde bulunan saydam fazlar yeni tiiplere aktarildi, iizerlerine 250’ser pL
izopropanol eklendi, 15 saniye vortekslendi ve 5 dakika buz tizerinde bekletildi.

h) Ornekler +4 °C’de 12000 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Bu sayede RNA’lar
¢Oktiirtilmiis oldu.

i) Siipernatantlar atild: ve pelletlerin iizerlerine %75’lik (DEPC ile seyreltilmis) -20 °C’de
tutulan 500’er uL etil alkol eklendikten sonra pipetaj yapilarak pellet ¢6ziildii. Bu sayede
RNA’lar yikanmis oldu.

j) Ornekler +4 °C°de 7500 g’de 5 dakika santrifiij edilerek yikanmis RNAlar ¢oktiiriildii.
Siipernatantlar atildiktan sonra tiipler buz iizerinde agzi acik sekilde kalan etil alkol
buharlasana kadar bekletildi.

k) Pelletlerin iizerine 20’ser uL DEPC eklenerek RNA’lar ¢oziildii ve drnekler -80 °C’de

saklandi.

3.9.2. cDNA Sentezi
a) Kit bilesenleri ve RNA’lar buz {izerinde ¢6ziilmeye birakildi.
b) Coziilme tamamlandiktan sonra 2X RT master miks her 6rnek igin Cizelge 3.2°de
belirtilen miktarlarda olacak sekilde 100 6rnek i¢in hazirlandi.
¢) Her PCR tiipiine 10 pL 2X RT master miks ve 10 uL RNA eklendi. PCR tiipleri
thermal cycler cihazina yerlestirildi ve Cizelge 3.3 de belirtilen program calistirildi.

d) Program sonunda elde edilen cDNA’lar -80 °C’de saklandi.

Cizelge 3.2 2X RT master mix bilesenleri ve miktarlar

2x RT Master Mix Bilesenleri Kullanilan miktar
10X RT Buffer 2.0 uL
25X dNTP karigimi 0.8 uL
10X RT Random Primer 2.0 uL
MultiScribeTM Reverse Transcriptase | 1.0 uL
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Cizelge 3.2 (Devami)

Niikleaz icermeyen Su 4.2 uL

1 reaksiyon i¢in toplam hacim 10 uL

Cizelge 3.3 cDNA eldesi i¢in Thermal Cycler’da kullanilan program

1.Asama 2.Asama 3.Asama 4. Asama
Sicaklik 25°C 37°C 85 °C 4°C
Zaman 10 dakika 120 dakika 5 dakika 0

3.9.3. Real Time gPCR
a) Kit bilesenleri ve RNA’lar buz tizerinde ¢oziilmeye birakildi.
b) Coziilme tamamlandiktan sonra Real Time gPCR karisimi her 6rnek igin Cizelge
3.4’°de belirtilen miktarlarda hazirlandi.
) Hazirlanan PCR karisimlart 96’lik plate igerisine aktarildi.
d) Plate’in iistii seffaf filmle kapatild1 ve {izerine koruyucu ortii yerlestirildi.
e) Plate Applied Biosystems 7500 Real Time gPCR cihazina yiiklendi. Cihazin programi
Cizelge 3.5’deki gibi ayarland1 ve ¢aligtirildi.

Cizelge 3.4 Real Time qPCR reaksiyonunun bilesenleri ve miktarlari

Real Time qPCR bilesenleri Kullanilan miktar

20X TagMan Gene Expression Assay 1.0 uL
2X TagMan Universal PCR Master Mix | 10.0 uL

cDNA 06rnegi 4.0 uL
RNAaz icermeyen su 5.0 uL
Her reaksiyon i¢in toplam hacim 20 uL

Cizelge 3.5 Applied Biosystems 7500 Real Time gPCR igin kullanilan program

Is1 Dongiisii Kosullari
Asama Sicaklik (°C) Zaman(dd:ss)
Hold 50 2:00
Hold 95 10:00

24



Cizelge 3.5 (Devami)
Dongii 95 0:15
(40 Déngii) 60 1:00

3.9.4. Real Time gPCR Sonug¢larimin Degerlendirilmesi
Ekspresyon diizeylerini belirlemek i¢in threshold cycle (Ct) degerleri arasindaki

farkliliklar 6lgiiliir'®®

. Ct degeri bize trtindeki ilk anlamli artisin oldugu noktay1 belirtir.
Ct sistem basladig1 andan itibaren, logaritmik oranda iiriin olugsmas1 sonucu logaritmik
lineer faza gecis noktasidir*®. KISS1 geninin ekspresyon diizeyini belirlemek i¢in ACt
yontemi kullanildi*!’. Sonuglar asagidaki formiil kullanilarak degerlendirildi;

ACt= Ct hedef gen - Ct referans gen

AACt= ACt 6rnek - ACt kontrol

Oran = 2°4ACt

3.10. istatistiksel Analiz

Tiim Ornekler icin tiimor hacimleri, melatonin konsantrasyonlari, kisspeptin
konsantrasyonlar1 ve KISS1 ekspresyon seviyeleri tespit edildikten sonra bu veriler
bagimsiz t-testi, two-way ANOVA ve Pearson korelasyon analizi kullanilarak

karsilastirildi. Analiz igin SPSS 20.01% programi kullanildi.
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4. BULGULAR

Calismaya Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Tip Arastirma ve
Uygulama Merkezi’nden saglanan 96 adet balb/c albino tiirii fare ile baslandi. Deney
sonunda bu farelerden 87 tanesi hayatta kaldi. 9 tane fare (1 adet saglikli ve 8 adet
enjeksiyon yapilan fare) bilinmeyen sebeplerden 6ldii ve calisma dis1 birakildi. Calisma
sonunda 12 tane farede melanoma olusumu goézlendi. Tiimo6r olusan farelerden 6rnekler
Sekil 4.1’de gosterilmistir. Calisma baslangicinda tiimor olusan farelerdeki metastaz
durumunun gorsel olarak tespit edilmesi amaglanmistt ancak tiimor olusan farelerin

akciger, karaciger ve bobreklerinde herhangi bir metastaz gorsel olarak gézlemlenemedi.

Sekil 4.1 Tiimor olusan farelerden 6rnekler

4.1. Melatonin Hormonu, Kisspeptin Proteini, KISS1 Ekspresyon Miktarlar
ve Tlgili istatistiksel Analizler

Serumda tespit edilen melatonin miktarlari, alinan hipotalamus dokularinda tespit
edilen kisspeptin proteini miktarlar1 ve KISS1 ekspresyon diizeyleri (NRNA) Cizelge
4.1°de belirtilmigtir. Melatonin miktarlart serumdan o6l¢iildiigi i¢in herhangi bir
standardizasyon yapilmamistir. Kisspeptin proteininin miktarlar1 ise Bradford assay ile
metot boliimiinde belirtildigi gibi standardize edilmistir. KISS1 (MRNA) ekspresyon
diizeyleri tespit edilirken ACt metodu kullanilmis ve ekspresyon diizeyleri goreceli olarak
tespit edilmistir. GSD-1 nolu 6rnek hesaplamalarda kontrol olarak kabul edilmis ve

standart alinarak (1 birim) goreceli ekspresyon diizeyleri bu 6rnege gore belirlenmistir.

26



Cizelge 4.1 Melatonin, Kisspeptin ve KISS1 miktarlar

Ornek No Melatonin (ng/L) Kisspeptin (pg/mL)  KISS1
KSD-1 8,519 48,290 0,529
KSD-2 7,915 23,301 0,376
KSD-3 22,058 31,669 0,269
KSD-4 14,261 2,853 0,399
KSD-5 27,693 26,228 1,396
KSD-6 30,406 16,431 1,107
KSE-1 15,547 25,452 0,250
KSE-2 21,372 21,416 0,166
KSE-3 15,171 14,732 0,261
KSE-4 20,963 7,401 16,737
KSE-5 13,125 15,068 0,422
KSE-6 19,793 23,596 0,022
KMD-1 9,947 10,857 0,115
KMD-2 9,649 35,974 0,102
KMD-3 2,992 10,191 33,862
KMD-4 5,946 26,388 23,572
KMD-5 20,827 60,474 1,291
KMD-6 25,047 26,107 0,365
KMD-7 17,941 4,391 0,316
KMD-8 10,701 4,436 0,374
KMD-9 14,385 12,413 3,879
KMD-10 16,434 6,356 1,358
KMD-11 17,767 25,772 6,081
KMD-12 19,793 41,957 1,187
KMD-13 9,909 6,389 5,089
KMD-14 18,246 8,734 1,795
KMD-15 13,569 41,283 4,496
KMD-16 10,171 62,606 1,250
KME-1 26,916 18,551 16,195
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Cizelge 4.1 (Devami)

KME-2
KME-3
KME-4
KME-5
KME-6
KME-7
KME-8
KME-9
KME-10
KME-11
KME-12
KME-13
KME-14
KME-15
KME-16
KME-17
GSD-1
GSD-2
GSD-3
GSD-4
GSD-5
GSE-1
GSE-2
GSE-3
GSE-4
GSE-5
GSE-6
GMD-1
GMD-2
GMD-3

27,839
9,872

25,475
19,259
25,810
26,819
24,196
24,196
16,733
17,076
19,214
16,392
16,095
15,088
13,528
12,093
7,565

19,614
18,071
14,180
18,641
8,304

10,209
17,162
11,546
13,853
14,180
8,735

13,934
10,587
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20,512
14,174
13,299
7,352
8,835
5,362
21,220
5,021
24,130
8,445
9,381
22,027
24,954
6,081
5,979
17,907
21,219
23,816
14,952
21,430
46,338
5,884
20,511
47,479
6,515
14,800
10,920
33,434
16,820
14,325

12,974
5,515
15,520
0,291
20,471
10,435
9,026
15,368
2,057
12,411
4,378
25,124
2,536
1,220
0,405
3,862
1,000
0,502
0,560
1,913
1,818
0,356
20,314
9,359
9,248
1,630
2,152
16,786
95,049
1,431



Cizelge 4.1 (Devami)

GMD-4 11,858 17,672 25,787
GMD-5 22,242 23,370 11,659
GMD-6 13,206 18,894 2,641
GMD-7 13,934 6,905 2,409
GMD-8 14,839 13,028 9,494
GMD-9 13,569 13,707 19,591
GMD-10 12,329 33,043 0,905
GMD-11 10,511 10,220 0,458
GMD-12 19,793 7,474 2,264
GMD-13 10,511 12,784 1,302
GMD-14 8,699 12,124 1,890
GMD-15 11,275 39,041 1,024
GMD-16 7,117 17,861 17,145
GMD-17 14,714 17,587 29,569
GME-1 9,098 10,154 20,605
GME-2 13,488 16,596 25,422
GME-3 11,469 19,303 0,572
GME-4 12,329 15,447 0,802
GME-5 10,815 11,746 11,578
GME-6 13,650 18,032 12,275
GME-7 9,649 15,192 11,695
GME-8 12,527 18,753 32,620
GME-9 12,805 17,033 7,950
GME-10 10,815 34,975 4,604
GME-11 15,757 17,713 0,846
GME-12 11,198 12,243 25,725
GME-13 11,391 27,044 71,057
GME-14 10,059 17,723 31,980

11. hafta sonunda kesilen ve 17. hafta sonunda kesilen saglikli farelerin

melatonin, kisspeptin ve KISS1 degerleri t-testi kullanilarak karsilastirilmis ve ortalama
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degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (Cizelge 4.2). 11.
hafta sonunda kesilen fareler de bu sebeple diger analizlerde 17. hafta sonunda kesilen

saglikl farelerle beraber degerlendirilmistir.

Cizelge 4.2 11. ve 17. hafta sonunda kesilen saglikli farelerin degerlerinin karsilastiriimasi

Kor Grup Giin Is1g1 Grubu
Kesim n Ortalama p Kesim n Ortalama p
Tarihi Tarihi
Melatonin 11. hafta 6 15,097 0,145 11.hafta 6 13,488
(ng/L) 17. hafta 6 21,040 17.hafta 5 14,480 0,700
Kisspeptin  11. hafta 6 27,476 0,069 11.hafta 6 22,310 0.301
(pg/mL) 17.hafta 6 15,263 17.hafta 5 20,000
K1SS1 11. hafta 6 0,309 0,309 11.hafta 6 5,349 0.621
17. hafta 6 3,347 17. hafta 5 3,352

Disi ve erkek farelerin melatonin, kisspeptin ve KISS1 degerleri t-testi
kullanilarak karsilastirilmis ve ortalama degerler arasindaki fark kisspeptin igin
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Cizelge 4.3). Disi farelerde kisspeptin miktari
erkek fareler gore daha yiiksektir (p<0,05). Disi ve erkek farelerdeki kisspeptin degerleri
arasindaki farkin grafigi Sekil 4.2°de gosterilmistir.

Cizelge 4.3 Disi ve erkek farelerin degerlerinin kargilagtirilmasi

Cinsiyet n Ortalama p

Melatonin Disi 44 14,320

0,203
(ng/L) Erkek 43 15,881
Kisspeptin Disi 44 22,026

Pep ; 0,027
(pg/mL) Erkek 43 16,255
Disi 44 7,600

KISS1 0,273
Erkek 43 11,080

30



30+

v I

5 20+ o0
£ o
=) =
o _—
10- -
0 T

Disi Erkek
Sekil 4.2 Disi ve erkek farelerin kisspeptin degerlerinin karsilastirilmasi (ortalama+S.E.M.,
p<0,05)

Giin 15181 grubundaki ve kor gruptaki farelerin melatonin, kisspeptin ve KISS1
degerleri t-testi kullanilarak karsilastirilmis ve ortalama degerler arasindaki fark
melatonin ve KISS1 igin istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Cizelge 4.4). Kor
gruptaki farelerde melatonin miktar1 giin 15181 grubundaki farelere gore daha yiliksekken
KISS1 miktar1 giin 15181 grubundaki farelere gore daha disiiktiir (p<0,05). Giin 15181
grubundaki ve kor gruptaki farelerin melatonin ve KISS1 degerleri arasindaki farkin

grafigi Sekil 4.3’de gosterilmistir.

Cizelge 4.4 Giin 15181 grubu ve kor gruptaki farelerin degerlerinin karsilastirilmasi

Grup n Ortalama p
Melatonin Kor Grup 45 17,261
0,000
(ng/L) Giin Isig1 Grubu 42 12,767
Kisspeptin Kor Gru 45 19,422
bep P 0,844
(pg/mL) Giin Is181 Grubu 42 18,907
Kor Grup 45 5,886
KISS1 0,028
Giin Isig1 Grubu 42 13,000
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Sekil 4.3 Giin 15131 grubu ve kor gruptaki farelerin melatonin ve KISS1 degerlerinin
kargilagtirilmasi (ortalama+S.E.M., p<0,05)

Melanoma hiicre hatt1 enjeksiyonu yapilmayan saglikli fareler ile tiimor olusumu
gbzlenen farelerin melatonin, kisspeptin ve KISS1 degerleri t-testi kullanilarak
karsilastirilmis ve ortalama degerler arasindaki fark melatonin ve KISS1 i¢in istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (Cizelge 4.5). Saglikli farelerde melatonin miktar1 timor
olusumu gozlenen farelere gore daha yiiksekken KISS1 miktar1 timor olusumu gozlenen
farelere gore daha diisiiktiir (p<0,05). Saglikli farelerin ve tiimor olusumu goézlenen
farelerin melatonin ve KISS1 degerleri arasindaki farkin grafigi Sekil 4.4’de

gosterilmistir.

Cizelge 4.5 Saglikli ve tiimor olusumu gozlenen farelerin degerlerinin karsilastiriimasi

Grup n Ortalama p

Melatonin Saglikli 23 16,093

0,000
(ng/L) Timorli 12 9,588
Kisspeptin Saglikli 23 21,317

bep s 0,373
(pg/mL) Timorli 12 17,540
Saglikli 23 3,078

KISS1 0,017
Tumorli 12 11,964
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Sekil 4.4 Saglikli ve timor olusumu gozlenen farelerin melatonin ve KISS1 degerlerinin

karsilagtirtlmasi (ortalama+S.E.M., p<0,05)

4.2. Tiimér Biiyiikliikleri ve Ilgili istatistiksel Analizler

Melanoma hiicre hatt1 enjeksiyonu yapilan 72 fareden 8 tanesi 6ldii ve 12 tane

farede tiimor olusumu goézlendi. Tiimdr olusumu gozlenen farelerin 6’siin erkek 6’sinin

disi, 6’sinin giin 15181 grubunda ve 6’smin kor grupta oldugu tespit edildi. Gruplar ve

cinsiyetler arasinda tiimor olusan fareler bakimindan herhangi bir sayisal farka

rastlanmadi. Tiimor olusumu gozlenen farelerde enjeksiyondan kesime kadar tiimor

hacimlerinin haftalara gore degisimi Cizelge 4.6 ve Sekil 4.5’de gosterilmistir.

Cizelge 4.6 Tiimor hacimlerinin (mm?®) haftalara gore degisimi

Ornek No
KMD-2
KMD-3
KMD-4
KMD-13
KME-3
KME-16
GMD-1
GMD-16
GME-1
GME-7

Hafta 1

Hafta 2
18,00
32,00
22,50
6,00
13,50
6,00
32,00
40,00
18,00
13,50

Hafta 3

87,50
320,00
245,00
56,00
56,00
31,50
486,00
936,00
650,00
550,00
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Hafta 4
486,00
2560,00
1764,00
288,00
320,00
220,50
3240,00
6083,50
2601,00
1912,50

Hafta 5
936
7488
4630,5
726
786,5
550
3971
8125
3610
2432

Hafta 6
936
7488
4630,5
726
786,5
550
3971
8125
3610
2432



Cizelge 4.6 (Devami)
GME-9 - 13,50 288,00 936,00 1470 1470
GME-11 - 6,00 220,50 786,50 1352 1352
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Hafta 2 Hafta 3 Hafta 4 Hafta 5 Hafta 6

GMD-16 s GIVIE-]1 e GIVIE-7 GME-9 GME-11
KMD-3 KMD-4 KMD-13 KME-3 KME-16

Sekil 4.5 Timor hacimlerinin haftalara gore degisimi

Tiimdr olusumu gozlenen farelerin melatonin, kisspeptin ve KISS1 degerleri
Pearson korelasyon analizi kullanilarak deney sonundaki tiimor hacimleri ile
karsilastirilmistir. Bu karsilastirma sonucunda melatonin ve KISS1 degerlerinin deney
sonundaki tiimor hacimleriyle iligkisi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Cizelge
4.7). Deney sonundaki tiimor hacimleriyle melatonin degerleri arasinda ters orantili
(korelasyon degeri = -0,766, p<0,05) giiclii bir iligki bulunurken, deney sonundaki timor
hacimleriyle KISS1 degerleri arasinda dogru orantili (korelasyon degeri = 0,849, p<0,05)
gicli bir iliski bulundugu tespit edilmistir. Deney sonundaki timor hacimleriyle
melatonin ve KISS1 (MRNA) degerleri arasindaki iliski Sekil 4.6°de gosterilmistir.

Cizelge 4.7 Deney sonundaki tiimor hacimleriyle melatonin, kisspeptin ve KISS1 degerlerinin

karstlastirilmast
Tiimor Hacmi
n Korelasyon Degeri p
Melatonin 12 -0,766 0,004
Kisspeptin 12 0,067 0,837
KISS1 12 0,849 0,000
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Sekil 4.6 Deney sonundaki tiimor hacimleriyle melatonin ve KISS1 degerleri arasindaki iligki

Timor olusumu gozlenen farelerden giin 15181 grubundaki ve kor gruptaki
farelerin deney sonundaki tiimdr hacimleri t-testi kullanilarak karsilagtirilmistir. Giin 15181
grubundaki farelerin deney sonundaki ortalama tiimor hacmi kor gruptaki farelerden
yiiksek olmasina karsin bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p>0,05)
(Cizelge 4.8). Giin 15181 grubu ve kor gruptaki farelerin deney sonundaki tiimoér hacimleri

arasindaki farkin grafigi Sekil 4.7°de gosterilmistir.

Cizelge 4.8 Giin 15181 grubundaki ve kor gruptaki farelerin deney sonundaki tiimoér hacimlerinin

karsilagtirilmasi

Grup

=]

Tiimér Hacmi Ortalamasi (mm®) p
2519,500
Giin Is1g1 Grubu 6 3493,333

(o3}

Kor Grup
0,547

5000+

4000+

» 30004
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1000+ %

0 LA --l i i
Kor Grup Gun Isigi Grubu

Sekil 4.7 Giin 15181 grubundaki ve kor gruptaki farelerin deney sonundaki tiimor hacimlerinin

karsilastirilmasi (ortalama+S.E.M., p>0,05)
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Giin 15181 grubundaki ve kor gruptaki farelerin timor hacimlerinin haftalar
icerisindeki degisim hizlar1 two-way ANOVA analizi kullanilarak karsilagtirilmistir. Bu
karsilastirma igin Cizelge 4.6’da verilen haftalara gore tiimor hacimleri tiimorlerin ilk
gorildiigi hafta olan 2. haftadaki degerlere boliinmiis ve tiimorlerin olustuktan sonra her
hafta kag kat biiyldiikleri tespit edilmistir. Bunun sonucunda, giin 15181 grubundaki
farelerin tiimor hacimlerinin kor gruptaki farelerin tiimor hacimlerinden hizli bitytdiikleri
tespit edilmistir (p<0,05) (Cizelge 4.9). Giin 15181 grubu ve kor gruptaki farelerin timor

hacimlerinin artis hizlar1 arasindaki farkin grafigi Sekil 4.8’de gosterilmistir.

Cizelge 4.9 Giin 15181 grubundaki ve kor gruptaki farelerin tiimor hacimlerinin haftalar igerisindeki

degisim oranlarinin karsilastirilmast

Hafta 2 Hafta 3 Hafta 4 Hafta 5 p

KMD-2 1 4861111 27 52
KMD-3 1 10 80 234

S KMD4 1 10,88889 78,4 2058

EZ:- KMD-13 1 0333333 48 121

% KME3 1 4148148 23,7037 5825926
KME-16 1 5,25 36,75 91,66667 0026
GMD-1 1 151875 101,25  124,0938

2 GMD16 1 23,4 152,0875 203,125

o

5 GME1 1 3611111 1445 200,5556

2 GME7 1 4074074 1416667  180,1481

£ GMES 1 2133333 69,33333  108,8889
GME-11 1 36,75 131,0833 225,333
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Sekil 4.8 Giin 15181 grubundaki ve kor gruptaki farelerin tiimor hacimlerinin haftalar igerisindeki

degisiminin karsilastirilmasi (ortalama+S.E.M., p>0,05)
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5. TARTISMA

Yaptigimiz calismada giin 15181 alim miktarimin viicutta sentezlenen melatonin ve
kisspeptin miktarin1 nasil degistirdigi, bunun melanoma hiicre hatt1 verilen farelerde
kanser olusumuna nasil etki ettigi ve metastazin melatonin ve kisspeptin miktariyla nasil
bir iliski gosterdigi arastirilmistir. Bu amacgla, melatonin ve kisspeptin miktarlarinin
belirlenmesi i¢in uygulamasi daha hizli, hata yapma olasilig1 daha az ve giiglii sonuglar
iireten ELISA metodu tercih edilmistir''®1%, KISS1 geninin ekspresyonunun (MRNA)
belirlenmesi i¢in ise Real-Time qPCR metodu kullanilmistir.

Calismamizda oncelikle disi ve erkek fareler arasindaki melatonin, kisspeptin ve
KISS1 degerleri karsilastirilmistir. Melatonin ve KISS1 degerlerinin bu iki grup arasinda
benzer oldugu tespit edilirken kisspeptin degerinin disi farelerde (22,026 pg/mL) erkek
farelere (16,255 pg/mL) gére daha yiiksek oldugu bulunmustur. Nathan et al.'?! ve
Wetterberg et al.'??> daha once yaptiklar galismalarda cinsiyetin melatonin iizerindeki
etkisini aragtirmiglar ancak erkek ve disi bireyler arasinda herhangi bir farka

rastlamamislardir. Buna karsm, Touitou et al.!®

arastirmasinda yasl insanlardaki (yas
ort. 80,9) melatonin seviyelerini karsilastirmis ve yash kadinlardaki melatonin
seviyesinin erkeklere gore daha yiiksek oldugunu tespit etmistir fakat bu farkliligin
sebebini aciklayamamistir. Calismamizda kullanilan farelerin genc fareler oldugu
diisiiniildiiglinde disi ve erkekler arasinda melatonin seviyeleri arasinda herhangi bir fark
bulunmamasi daha 6nceki bulgularla benzerlik gostermektedir. Erkek ve disi fareler
arasinda KISS1 (MRNA) ve kisspeptin miktarlari karsilastirildiginda ise KISS1 miktarlari
arasinda herhangi bir fark gozlenmezken kisspeptin miktarlari disi farelerde daha yiiksek
tespit edilmistir. Clarke et al.”® bunun sebebini kisspeptin sentezinin biiyiik cogunlugunu
yapan AVPV néronlariin cinsiyete bagli olarak dimorfik olmasina ve disilerde erkeklere
oranla daha ¢ok miktarda bu noéronlardan bulunmasina baglamistir. Buna dayanarak,
bulgularimiza gore sentez hizi (KISS1 mRNA miktari) disi ve erkek farelerde farklilik
gostermezken kisspeptin miktarinin disi bireylerde daha fazla gozlenmesi AVPV
noronlarinin disi bireylerde daha fazla miktarda olmasiyla iligkilendirilebilir. AVPV
ndronlarmin disi bireylerde neden daha fazla bulunduguyla ilgili ise kesin bir goriis
olmamakla birlikte sebebinin disi bireylerde menstural dongiiniin kontroliinde de

kisspeptinin rol almasi oldugu diisiiniilmektedir’®.
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Birgok c¢esitli caligmada gosterildigi ilizere viicuttaki melatonin dongiisiinii
diizenleyen en 6nemli olaylardan birisi retinadaki sinirlerin 1s1k ile uyariimasidir®’-,
Lockley et al.'?* yaptigi calismada cesitli gorme bozukluklarma sahip bireylerin
melatonin dongiilerini incelemis ve kismi gorme bozukluklar1 olan ancak 15181
algilayabilen bireylerde melatonin dongiisiiniin normalden ufak sapmalar gosterdigini
buna karsin 15181 algilayamayan tam gorme bozuklugu olan bireylerde melatonin
dongiisiinlin anormal oldugunu giin igerisinde siirekli degistigini belirtmistir. Ek olarak,
Skene ve Arendt!? yaptiklar1 calismada iki gozii de bulunmayan retinadan 151k alamayan
bireylerin sirkadyan ritimlerinin senkronizasyonlarmin bozuk oldugunu ve melatonin
dongiistiniin spontane oldugunu bildirmislerdir. Calismamizda giin 15181 grubu ile kor
grup melatonin seviyeleri bakimindan karsilastirilmis ve gruplarin ortalama melatonin
seviyeleri tespit edilmistir. Kor gruptaki farelerde ortalama melatonin seviyesi 17,261
ng/L olarak tespit edilirken, giin 15181 grubundaki ortalama melatonin seviyesi 12,767
ng/L olarak tespit edilmistir. Daha dncede belirtildigi gibi kandaki melatonin miktar1 giin
1s1gindan etkilenmektedir. Calismamizda tespit edilen ortalama melatonin seviyeleri
arasindaki bu farkin kor gruptaki farelerin melatonin seviyelerindeki diizensiz
degisiklikten kaynaklandig diisiiniilmektedir. Giin 15181 ve kor gruptaki farelerin kesim
islemi giin 15181 alinan saate denk gelecek sekilde planlanmistir ve bu sayede kandaki
bazal melatonin seviyelerinin ortalama degerlerinin tespit edilmesi distliniilmiistiir.
Normal dongiiye sahip giin 15181 grubunda melatonin miktar1 giin icerisinde bazal
seviyedeyken kor gruptaki farelerin melatonin degisimleri diizensiz oldugundan
ortalamalar1 daha yiiksek bulunmustur. Skene ve Arendt'?® | Lockley et al.!?* gibi
arastirmacilarin daha once belirttigi lizere kor bireylerde melatonin dongiisiiniin
diizensizligi kandaki melatonin miktarinin siirekli degisken olmasina ve dolayisiyla
viicudun giin igerisinde daha ¢ok melatonine maruz kalmasina neden olmaktadir. KISS1
(MRNA) ve kisspeptin seviyelerine bakildiginda ise giin 15181 ve kor gruptaki farelerin
kisspeptin miktarlar1 arasinda bir fark bulunamazken KISS1 miktarinin giin 15181
grubunda (13,000) kor gruba gore (5,886) onemli derecede daha fazla oldugu tespit
edilmistir (p=0,028). Kauffman et al.® ‘a gore giin uzunluguyla (giin 15181na maruz kalma
siiresi) kisspeptin sentezi arasindaki iligki dogru orantilidir ve giin 15181ina maruz kalma
arttik¢a kisspeptin sentezi artmaktadir. Ek olarak, Smith et al.®® | Revel et al.%% , Salehi

et al.88 calismalarinda melatonin ile kisspeptin arasindaki iliskiyi incelemisler ve
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melatoninin arttig1 durumlarda kisspeptin sentezinin azaldigini bulgulamislardir. Morgan
ve Hazlerigg!?’ ‘e gore ise bunun sebebi kisspeptinin iireme kontroliinde énemli rolii
olmasi ve liremenin uzun giin dongiilerinde artmasidir. Calismamizda elde ettigimiz
bulgular bu goriislerle benzerlik gostermektedir. Giin 15181 grubunda kor gruba gore
KISS1 sentezi yiiksek iken kisspeptin miktarlar1 arasinda fark olmamasinin ise iiretilen
kisspeptinin kan yoluyla farkli dokulara aktarimasindan kaynakli oldugu
diistiniilmektedir. Giin 15181 grubunda fazla miktarda sentezlenen kisspeptinin iireme
dongiisiiniin aktif olmasi i¢in iireme organlarina ve diger dokulara taginmis olabilecegi,
kor grupta ise iireme dongiisii pasif durumda oldugundan firetilen kisspeptinin yine
hipotalamusta bulundugu ve diger dokulara tasinmasinin az miktarda oldugu yorumu
yapilabilir.

Melatonin miktarlarinin tiimor olusumu gézlenen farelerde (9,588 ng/L) saglikli
farelere gore (16,093 ng/L) ¢ok diisiik diizeyde oldugu tespit edilmistir. Grinevich ve
Labunetz!?® calismalarinda melanomal1 bireylerle saglikli bireyler arasindaki melatonin
seviyelerindeki farki incelemis ve melanoma hastalarinda melatonin diizeylerinin saglikli
bireylere gore ¢ok diisiik diizeyde oldugunu tespit etmiglerdir. Melanoma olusumu
gozlenen deneklerde melatonin diizeylerinin saglikli deneklere gore diisiik diizeylerde
olmas1 hastaligin sirkadyan ritmi ve viicutta bulunan bilinmeyen birgok mekanizmay1
aksatmasiyla baglantili olabilir. Bir diger ihtimal ise melatonin seviyesi diisiik olan
farelerin yapilan hiicre hatt1 asilamas1 sonras1 melanomaya yakalanmas1 ancak asilama
yapilan ve melatonin seviyesi daha yiiksek olan farelerin kendilerini bundan
koruyabilmesi seklinde diisliniilebilir. Ancak, hiicre hatt1 asilamasinin direkt olmasi,
normal hayattaki gibi kanser olusumunun zamana yayilmamasi ve giin 15181 grubuyla kor
grup arasinda melatonin miktarlar1 arasinda fark olmasina karsin kansere yakalanan fare
sayist bakimindan herhangi bir fark olmamasi bu ihtimali zayiflatmaktadir. Timor
olusumu gozlenen ve saglikli farelerin KISS1 ve kisspeptin degerleri karsilastirildiginda
ise kisspeptin miktarlar1 arasinda herhangi bir fark tespit edilmezken, KISS1 miktarinin
tiimdr olusumu gozlenen farelerde (11,964) saglikli farelere gore (3,078) cok daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Bu bulgulara gore, kisspeptinin antimetastatik ve antikanser
ozellikleri dislintildiigiinde tiimér olusumundan kaynakli olarak kisspeptinin
hipotalamustaki sentezinin arttigt ve kan yoluyla tiimorli dokulara tasindigi

yorumlanabilir. Murphy!?® calismasia bu duruma deginmistir. Buna karsin, Shirasaki et
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al.’*® metastaz yapan melanomalarda KISS1’in sentezinin (MRNA) azaldigini belirtmistir.
Calismamizda KISS1’in artis1 bu sonuglarla gelisiyor goriinse de, farelerde herhangi bir
metastazla karsilasilmadigindan dolayr bu normal karsilanabilir. Kanserin daha ileri
evreye kadar beklenmesi durumunda Orneklerimizde metastaz  gergeklesip
gerceklesmeyecegi, bunun KISS1 sentezini nasil etkileyecegi bilinmediginden dolay1 ise
bu durum yoruma agiktir. Ek olarak, timor olusumu gozlenen farelerdeki tiimor hacmi
ile melatonin ve KISS1 miktarlar1 arasindaki korelasyon karsilastirildiginda melatoninin
tiimdr hacmi ile giiclii ters bir korelasyon igerisinde oldugu, KISS1’in ise gii¢lii dogru bir
korelasyon igerisinde oldugu goriilmektedir. Bununda yukarida belirttigimiz yorumlari
dogrular nitelikte oldugu diistiniilmektedir. Melatonin miktar1 diistiik¢e tiimor hacimleri
artmistir ve buna bagli olarak melatoninin melanoma olusumu iizerindeki koruyucu
etkisinden bahsedilebilir. Birgok calismada da bu iliski gosterilmistir'®311%2 Tiimor
hacimleri arttikga ise KISS1 sentezi artmistir ve buna bagli olarak deneklerde hig
metastaza rastlanmadigr da diisiiniildiigiinde KISS1 sentezinin artmasinin metastazin
engellenmesi ile ilgili oldugu akla getirilebilir. Ancak bu yorumun dogrulanmasi igin
olusan tlimorlerden alinan dokularda bulunan kisspeptin miktarinin 6l¢iilmesi faydali
olacaktir.

Kor grup ve giin 15181 grubunda son tiimor hacimleri karsilastirildiginda kor
gruptaki timorlerin son timdr hacimlerinin ortalamasinin daha diisiik oldugu goriilmekle
birlikte bu istatistiksel olarak ispatlanamamistir. Sonuglarin istatistiksel olarak anlamsiz
olmasimin tiimdr olugumu goézlenen fare sayisinin (n=12) az olmasindan kaynaklandigi
ve daha fazla farede tiimor olusumu saglanmasi durumunda anlamli hale gelebilecegi
diisiiniilmektedir. Ek olarak, tiimor hacimlerinin haftalar icerisinde biiyiime hizlar
karsilastirildiginda ise giin 15181 grubundaki farelerde timdrlerin kor gruptaki farelere
gore daha hizli biiyiidiigii tespit edilmistir. Yukarida daha 6nce bahsettigimiz bilgiler
1s1¢inda kor gruptaki yliksek miktardaki melatoninin tiimor olusumunu yavaslattigi
diisiiniilmektedir. Melatoninin tiimor stipresor 6zellikleri goz oniine alindiginda bu sonug
anlamhidir. Kor gruptaki farelerde KISS1 sentezinin (MRNA) diisiik oldugu gbz oniine
alindiginda bu farelerde metastaz oraninin daha fazla olmasi gerektigi diisiiniilmekte
ancak deneklerde herhangi bir metastazla karsilasilmadigindan bu hipotezimiz
dogrulanamamaktadir. Kanser olusumu hiicre hatt1 enjeksiyonuyla ger¢eklestirildiginden

farelerde tlimor olusumu normal ¢evre kosullarina gore hizli gergeklesmis ve ilerlemistir.

41



Bilindigi iizere metastaz kanserin ileri evrelerinde goriilen bir durumdur!®. Bunun
sonucunda, farelerde metastaz olusmasini beklemek farelerde olusan tiimdrlerin asirt
bliylimesine ve hayati fonksiyonlarin sekteye ugramasma neden olabileceginden
caligmanin siiresi kisa tutulmustur. Bu sebeple metastaz olusumu gozlemlenememistir.
Sonraki ¢alismalarda kanserojen maddelerle farelerde kanser olusturmak alternatif bir yol
olabilir. Ancak kanserojen madde uygulamasinda da kanserojen ajanlarin KISS1 sentezini
etkileyip etkilemediginin bilinmemesi, olusacak metastazlarin KISS1 senteziyle

iliskisinin gosterilmesinde soru isaretleri yaratabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismaya Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Tip Arastirma ve
Uygulama Merkezi’nden saglanan 96 adet balb/c albino tiirii fare ile yaptigimiz ¢alismada
giin 15181 alim miktariin viicutta sentezlenen melatonin ve kisspeptin miktarini nasil
degistirdigi, bunun melanoma hiicre hatt1 verilen farelerde kanser olusumuna nasil etki
ettigi ve son olarak kanser gozlenen farelerde metastaz oraninin melatonin ve kisspeptin
miktartyla nasil bir iliski gosterdigi arastirllmigtir ve asagida belirtilen sonuglar elde
edilmistir:

1. 96 fareyle baslayan ¢alisma deney sonunda 87 fareyle tamamlandi. 9 tane fare (1 adet
saglikli ve 8 adet enjeksiyon yapilan fare) bilinmeyen sebeplerden 6ldii ve ¢alisma dist
birakildi. Calisma sonunda 12 tane farede melanoma olusumu gozlendi.

2. Disi ve erkek fareler arasinda yapilan karsilastirmada melatonin ve KISS1 (mMRNA)
seviyeleri agisindan cinsiyete bagli bir farkliliga rastlanmamistir. Kisspeptin
seviyelerinin ise disi farelerde erkek farelere gore daha fazla oldugu tespit edilmistir.

3. Giin 15181 grubu ve kor gruptaki fareler arasinda yapilan karsilagtirmada, kor gruptaki
farelerin glin 15181 grubundaki farelere gore melatonin seviyelerinin yiiksek, KISS1
seviyelerinin ise diisiik oldugu tespit edilmistir. Giin 15181 grubu ve kor gruptaki fareler
arasinda yapilan karsilastirmada kisspeptin seviyelerinde ise herhangi bir farkliliga
rastlanmamuistir.

4. Saglikli ve tiimor olusumu gozlenen fareler arasinda yapilan karsilastirmada, timor
olusumu gozlenen farelerin saglikli farelere goére melatonin seviyelerinin diisiik, KISS1
seviyelerinin ise yiliksek oldugu tespit edilmistir. Saglikli ve tiimdr olusumu goézlenen
fareler arasinda yapilan karsilagtirmada kisspeptin seviyelerinde ise herhangi bir
farkliliga rastlanmamustir.

5. Tiimdr olusumu gozlenen farelerde, timor hacimleriyle melatonin seviyeleri arasinda
ters orantil1 bir iliski, tiimor hacimleriyle KISS1 seviyeleri arasinda dogru orantili bir iligki
tespit edilmis olup tiimdr hacimleriyle kisspeptin arasinda herhangi bir iliski tespit
edilememistir.

6. Timor olusumu goézlenen farelerde timor hacimlerinin haftalara gére artis hizlari tespit

edilmistir. Timdr olusumu gozlenen giin 15181 grubu ve kor gruptaki fareler arasinda
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yapilan karsilastirmada, tiimor biliylime hizlarinin kor gruptaki farelerde giin 15181
grubundaki farelere gore daha diisiik oldugu tespit edilmistir.

7. Timor olusumu gozlenen giin 15181 grubu ve kor gruptaki fareler arasinda yapilan
karsilagtirmada, son tiimor hacimlerinin kor gruptaki farelerde giin 15181 grubundaki
farelere gore daha diisiik oldugu tespit edilmis ancak bu istatistiksel olarak

ispatlanamamustir.

Bu sonuglar 1s181nda, melatoninin ve kisspeptinin kanser olusumunda 6nemli birer
timor stipresor oldugu, bu iki énemli elemanin giin 15181 alimindan yiiksek derecede
etkilendigi sonucuna varimistir. Bu iki Onemli elemanin ayrica birbirlerinin
miktarlarindan etkilendigi sonucuna varilmis ancak bu etkinin tek yonlii dogrusal bir etki
olmaktan ¢ok, daha komplike ve baska faktorlere gore de degisebilen bir etki oldugu
yorumu yapilmustir. ileriki yapilacak ¢alismalarda tiimér olusan dokularda yapilacak
melatonin, kisspeptin ve KISS1 miktar analizleri bu ¢alismadaki bosluklar1 doldurabilir
ve daha net bir tablo ortaya konmasina ve daha net yargilara varilmasina yardimci olabilir.
Ayrica, daha yavas ilerleyen bir kanser seyri igin farelerde farkli kanser olusturma
metotlarinin  kullanilmasmin elde edilen sonuglari nasil degistirecegi arastirilmasi

gereken onemli bir noktadir.
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