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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

OKSIDATIF STRESE BAGLI KROMOZOM HASARLARININ
OLUSUMUNDA NOROTRANSMITTERLERIN KORUYUCU ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Gozde KILIC

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dal

Damisman : Prof. Dr. Tuncay ORTA

Kanser diinyada en ¢ok oliimlere sebep olan hastaliklar arasinda 2. sirada yer almaktadir. Farkl
kanser tiplerinin tedavileri arasinda kemoterapi, radyoterapi ve biyolojik ajanlar
kullanilmaktadir. Bunun yani sira yan etkisinin daha az oldugu diisiiniilen antioksidanlarin,
kanserden korunmak i¢in ve hastalik riskini azaltma da 1yi bir ajan olarak kullanilabilecekleri
diistiniilmektedir. Viicutta normal metabolizmik aktiviteler sirasinda meydana gelebilen
oksidan maddeler kanser olusumu gibi birgok hastalia sebep olmaktadir. Hiicre
fonksiyonlarma ket vuran reaktif oksijen tiirevlerinin kontrol altina alinmasi diyet yoluyla
alinan antioksidan maddelerle miimkiin olabilmektedir.

Reaktif tiirlerin kanser ve diger birgok hastaligin nedeni oldugu bilinmektedir.
Norotransmitterlerin koruyu etkilerinin arastirilmasi hedeflenen bu g¢aligmada, Dopaminin
kanser gelisimi tizerindeki etkisini tam olarak bilinememesi dopaminin kullanilmasini 6ncelikli
kilmistir.

Viicutta diyet yoluyla alinan, ayn1 zamanda esansiyel aminoasit triptofandan {iretilen serotonin
calismalarina bakildiginda tiimoriin patolojik acidan degerlendirilmesi ile ilgili ¢aligmalar
yapildig1 goriilmiistiir. Serotoninin kanser tizerindeki etkisinin in vitro test calismalarinda
yeterli sayida olmamasi nedeniyle ¢alismada 6ncelikli kilmistir.

Melatonin; viicutta dogal yolla iiretilen biyolojik saati diizenleyen, antioksidan etkiye sahip
norotransmitter olarak bilinmektedir. Melatonin dogrudan serbest radikallere etki ederek

X



antioksidan enzimlerini uyararak oksidatif hasar1 inhibe etmektedir. Diger norotransmitterler
gibi etkisini tagiyici reseptorler ile ger¢eklestirmektedir. Tasiyici reseptorler olan MT1 ve MT2
apoptozu uyararak sagkalim oranini arttirmaktadir. Viicutta dogal yolla sentezlenen bu
norotransmitter gelecekte bir¢ok kanser tiirii i¢in hastalarin kemoterapi gibi giiclii yan etkiye
sahip ajanlarin yan etkilerinin azaltilmasina yardimci olarak kombinasyon tedavi yontemlerinde
kullanilmasini saglanabilir.

Tez galismasinda insan kokenli TK6 lenfoblast hiicreleri kullanilmistir ve hiicrelerde H20> ile
stres kosullar1 olusturulmustur. /n vitro kosullarda TK6 hiicrelerine H2O2 uygulanarak oksidatif
stresin kromozom hasarlar1 {izerinde etkisi dopamin, serotonin, melatonin ve hepsinin
kombinasyonuyla farkli dozlarda uygulanmistir. Genotoksik etkiler mikronukleus teknigi
uygulanarak arastirilmistir. Stres kosullarinda olusan mikronukleus yapilari, doz cevap egrileri
yoniinden karsilastirilmistir.

Dopamin test grubunda, hem farkli dozlar halinde uygulanan Dopamin tedavisi hem de hidrojen
peroksit verilen grupta MN/BN oraninin verilen dozlarla yiikselme egiliminde oldugu
gozlemlenmis 2 egrinin karsilastirilmasinda olduk¢a anlamli bir fark ortaya ¢ikmistir (P<0,01).
MN testi sonucunda genotoksik etkisi oldugu gozlenmistir. Dopaminin kontol grubu ve H>O>
dozlarinin uygulanmast ile hesaplanan PI degerleri igin yapilan F testi ile karsilastirilmasinda
P<0,05 olarak hesaplanmistir. Istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir. Artan
dopamin konsantrasyonsarmnin hiicreyi nekroz ve apoptoza siiriikleyebilecegi nedeniyle Pi
diisme egilimi gostermistir.

Serotonin grubunda, hem farkli dozlar halinde uygulanan serotonin tedavisi hem de hidrojen
peroksit verilen grupta MN/BN oraninin verilen dozlarla yiikselme egiliminde oldugu
gozlenirken 100 uM dozdan sonra diisiis gozlenmistir. F testi 2 egrinin karsilastirilmasinda elde
edilen p=0,2111 olarak hesaplanmis ve istatistiksel olarak anlamli kabul edilmemistir.
Serotonin grubunda serotonin dozlar1 ve serotonin dozlar+H20, verilerinin Pl
karsilastirilmasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmustur (p<0,05). Bu sonug
serotoninin H20: varliginda koruyucu etkisi oldugunu ortaya ¢ikarmistir.

Melatonin verilen grupta farkli dozlar uygulandiginda aralarinda anlamli bir fark bulunmamistir
(p=0,55)

Dopamin+Serotonin+Melatonin dozlar1 ve kombinasyon+H>O> konsantrasyonun F testi ile
dliimii yapilmistir. Korelasyon (r>=0,1201) hesaplanmis ve p<0,5944 degeri istatistiksel olarak
pek de anlamli bulunmamistir. Dopamin+Serotonin+Melatonin dozlarinin ve H20»
Kombinasyon dozlarmin Pi degerleri igin yapilan F testi ile karsilastirilmasinda aralarindaki
korelasyon katsayisi (r>=0,01) ve P<0,1866 olarak hesaplanmistir. Bu bulgu istatistiksel olarak
anlamli kabul edilmemistir.

Agustos 2019, 61 sayfa.

Anahtar kelimeler: mikronukleus teknik, dopamin, serotonin, melatonin, oksidatif stres
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

INVESTIGATION OF THE PROTECTIVE EFFECTS OF
NEUROTRANSMITTERS IN THE FORMATION OF OXIDATIVE
STRESS INDUCED CHROMOSOMAL DAMAGE

Gézde KILIC

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Biology

Supervisor : Prof. Dr. Tuncay ORTA

Cancer is the second most common cause of death in the World. Chemotherapy, radiotherapy
and some biological agents are used in the treatment of different types of cancers. In addition,
antioxidants, which are considered to have less side effects, may use as a good agent to prevent
cancer and reduce the risk of several diseases. Oxidants that can occur during normal metabolic
activities in the body and it can cause many diseases such as cancer. It is possible to control
these reactive oxygen species, which can damage cell functions, with antioxidant substances
taken by healthy diet.

Reactive species are known to be the cause of cancer and many other diseases. This study aimed
to investigate the effects of neurotransmitters. The fact that the effect of dopamine on cancer
development is not fully understood has made the use of dopamine a priority.

When considering at the serotonin studies taken from the through body diet and also produced
from essential amino acid tryptophan, it was seen that there were studies about the pathological
evaluation of the tumor. The effect of serotonin on cancer has not been sufficient in in vitro test
studies, thus making it a priority in the study.

Melatonin is known as an antioxidant neurotransmitter that regulates the naturally occurring
biological clock in the body. Melatonin directly inhibits oxidative enzymes by acting on free
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radicals and stimulating antioxidant enzymes. It performs with carrier receptors like other
neurotransmitter. The carrier receptors MT1 and MT2 increase the survival rate by stimulating
apoptosis. Naturally synthesized in the body, these neurotransmitters can be used as a
combination therapy for many types of cancer in the future by reducing the adever-event profile
of agents with strong advers events, such as chemotherapy.

In this study, stress conditions were created by using H.O2 on TK6 lymphoblast cells which is
human origin cell line. The effects of oxidative stress on chromosomal damage by applying
H202 on TKG6 cells in vitro conditions were also threated with different doses of dopamine,
serotonin, melatonin and combination of these. Genotoxic effects were investigated by using
micronucleus technique. Micronucleuses/binucleated cells ratio and created dose response
curves were compared to each other.

In the dopamine test group, it was observed that the MN / BN ratio tended to increase with the
doses in both the Dopamine treatment with different doses and in the hydrogen peroxide treated
group. MN test showed genotoxic effects. P value was calculated as 0.0021 in comparison with
F test for Pl values calculated by application of dopamine control group and H2O2 doses. It was
considered clinically significant. It was observed that the toxic effect of dopamine increased
due to the increase in dose in vitro, but the frequency of MN decreased at 100 micromalar
concentration. It was observed that the toxic effect of dopamine increased due to the increase
in dose in vitro, but the frequency of MN decreased at 100 micromolar concentration of
dopamine. Accordingly, a high concentration of dopamine dose may lead to apoptosis or
necrosis.

In the serotonin group, it was observed that the MN / BN ratio tended to increase with the given
doses both in the serotonin treatment administered in different doses and in the hydrogen
peroxide treatment group, but a decrease was observed after the 100 uM dose. The F test was
calculated as 0,1855 by comparing the 2 curves and was not considered clinically significant.
Serotonin doses and serotonin doses in the serotonin group were found to be statistically
significant difference in the comparison of Pi (p<0,0436) H.O; data.

In the melatonin-treated and hydrogen peroxide group, the MN / BN ratio obtained by F test
was calculated as P <0.5083 and this finding was not clinically significant. In the comparison
of melatonin doses and H20. Melatonin doses with F test for Pi values, the correlation
coefficient (r2 = 0.007) and P value were calculated as 0.6952. Clinically it not considered
significant.

Dopamine Serotonin Melatonin doses and combination H202 concentration were measured by
F test. Correlation (r2 = 0.1201) was calculated and p &It;0.0732 was not clinically significant.
The correlation coefficient (r2 = 0.01) and P <0.6410 of the dopamine serotonin melatonin
doses and H202 combination doses were compared with the F test for Pi values. This finding
was not considered clinically significant.

August 2019, 61 pages.

Keywords: micronucleus test, Dopamin, Serotonin, Melatonin , oxidative stres
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1. GIRIS

Kanser tiim diinyada en yiiksek morbidite ve mortaliteye sahip hastaliklar arasinda 2. sirada yer
almaktadir. Hastalik etiyolojisi ve progresyonu c¢ok faktorliidiir ve ¢esitli risk faktorlerinin
etkileri hiicrelerde oksidatif stres durumunun modiilasyonu yoluyla ortaya c¢ikmaktadir.
Oksidatif stres, hiicrelerdeki reaktif tiirler ve antioksidan savunma arasindaki dengesizlik

nedeniyle olustugu bilinmektedir. [1]

Dokularda meydana gelen reaktif oksijen tiirevleri DNA, lipid, karbonhidrat ve protein gibi
yapilara zarar vermektedir. Insan viicudu agisindan 6nemli 6l¢ii de tehlike olusturan bu
durumun antioksidanlar aracigiyla korunabilecegi diisiiniilmektedir. insan viicudunda dogal
yolla iiretilen glutatyon, katalaz, vitaminler ya da disarindan diyet yoluyla aldigimiz birgok

antioksidanin koruyucu etkilerinin arastirilmasi ile ilgili caligmalar ilgi ¢ekici olabilmektedir.

Bir insan hiicresi bir giinde yaklasik 1,5 x 10° kere hidroksil radikali ve diger reaktif tiirlerden

kaynaklanan oksidatif ataga maruz kalmaktadir. [2]

Pek c¢ok kanserli dokuda serbest radikal aracili DNA hasar1 gozlemlenmistir. ROT’larin
indiikledigi DNA hasarlarinin arasinda tek veya ¢ift iplik¢ik kirilmalari, piirin, pirimidin veya
deoksiriboz modifikasyonlar1 ve DNA protein ¢apraz baglanmalari sayilabilir. DNA hasari,
transkripsiyonun indiiklenmesine veya durmasina, sinyal iletim yolaklarmin indiiksiyonuna,
replikasyon hatalarina ve genomik kararsizliga neden olabilmektedir. Bu durumlarin hepsi

kanserle iligkilidir. [3]

Dopamin seviyelerinde degisiklikler, bir¢cok insan patolojik durumunda tedavi sekillerinde ve
farmakolojik olarak rol oynamaktadir. Parkinson hastaligina sahip olan insanlarin suffia
nigra'sindaki noronlarin oksidatif strese maruz kaldiklarin1 bu durumun dejenerasyonunun

hizlandirilabilecegini gostermektedir.

Dopamin azligina bagli olarak meydana gelen Parkinson hastaliginin tedavisinde dopamin ajani
kullanildig1 bilinmektedir. Dopamin molekiiliiniin antioksidan 6zellige sahip olusu giiniimiiz de
reaktif okjien tiirlerinin meydana getirdigi kanser olusumu iizerine etkisi ile ilgili caligmalar

i¢in merak konusu olmustur.



Biligsel bozuklarin kdkeninde serbest radikallerin etkisinin oldugu bilinmektedir. Bilissel
bozulma ile lipid peroksidasyon fiiriinii olan malondialdehid (MDA) serbest radikaller ve
oksidatif savunma diizenekleri arasindaki iliskiyi inceleyen Herken H., ve ark. agir bilissel
bozuklugu olan yaslilarda SODc (Superoksit dismutaz) ve GHS diizeylerindeki 6nemli
disiikliik ve MDA seviyelerinde de onemli artis tespit edilmis olmasi , serbest radikal ve
antioksidan savunma sisteminin yasliliktaki degisik patolojik bozukluklarla iliskili olabilecegi
ve Ozellikle norolojik-psikotik bozukluklarin ortaya ¢ikmasinda anahtar rol oynayabilecegi
kanaatine varildi. Yashiliga bagli olarak viicutta azalan antioksidan maddelerin 6nemi

anlagilmustir. [4]

Serotonin ajaninin kanser tiimor patoloji ¢aligmalarin da konsantrasyon miktarinin artmasina
bagli olarak toksik etki gozlendigi ancak diisiik konsantrasyonlarda koruyucu etkisinin oldugu

gorilmiustir.

Serbest radikallerin Parkinson hastaligi ve birgok hastaliga sebep oldugu diisiiniildiigiinde

Serotonin gibi antioksidan molekiiliin bu ¢calismada kullanilmasini 6nemli kilmastir.

Melatonin viicutta dogal yolla iiretilen bir antioksidan maddedir. Melatoninin kanser {izerinde
etkisiyle ilgili caligmalar meme kanseri lizerine etkisiyle ilgili aragtirillmistir. Mevcut ¢calismalar

melatoninin gece uygulamalarinin kanserde daha basarili sonuglar verdigini ortaya koymustur.

Melatoninin -tiimér hiicresi aktivitesi konusunda onemli bir Kriter olarak goriilen- telomeraz
aktivitesini in vivo ve in vitro kosullarda azalttigi da gosterilmistir Melatoninin kanser
tedavisinde uygulanan radyoterapi ve kemoterapik tedavi yanitinda yan etkiyi azalttigini ortaya

koymustur.

Melatoninin in vitro ve in vivo kosullarda birgok kanser tiirii (6rnegin; meme kanseri, prostat
kanseri, akciger kanseri, kolon kanseri, uterus kanseri, over kanseri, hipofiz tiimori,

melanomalar, 16semi) tizerine iyilestirici etkinligini gdsteren arastirmalar iteratiirde mevcuttur.

Melatonin bir¢cok kanser tiiriinde koruyucu etkisinin gozlenmesi bu g¢aligmada melatonin

norotransmitterinin kullanilmasini 6nemli kilmistir.

Ancak giiniimiizde norotransmitterlerin kanser iizerinde koruyucu etkisinin olup olmadig: hala

merak konusudur. Bu calisma da insan kokenli TK6 lenfoblast hiicresi kullanilmis, oksidadif



strese maruz birakilan hiicrelerde norotransmitterlerin koruyucu etkilerinin arastirilmasi
hedeflenmistir. Elde edilen sonuglar diisiiniildiigiinde ileryen yillarda noérotransmitterlerin

kanser hiicreleri tizerindeki koruyucu etkisiyle birgok ¢aligsma yapilabilir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. KANSER

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde bdliinmesi olarak tanimlanabilir. Bu durum,
timorlere, bagisiklik sistemine zarar verilmesine hatta 6liimciil olabilecek diger bozulmalara
neden olabilir. Amerika Birlesik Devletleri’nde, Amerikan Kanser Dernegi’nden gelen 2018
tarihli bir rapora gore, 1 Ocak 2016’dan baslayarak kanser Oykiisii olan 15,5 milyon insan
bulunmaktadir.[5] Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi'na (IARC) gore ise diinya ¢apinda 10

milyondan fazla 6liimciil kanser vakasi goriilmiistiir [6].

Yiiksek diizeyde ¢evre kirliligine maruz kalmanin kanserojen riskinin artmastyla iliskili oldugu

bilinmektedir. [7]

Kanser aragtirmalarinda mutajenik veya kanserojen faktorleri saptamak, tani ve tedaviyi
gelistirmek, kanser hiicrelerinin fonksiyonlarini ve metastaz karakterlerini incelemek igin

birgok in vitro test sistemi kullanilmaktadir. [8]

In vitro insan hiicre dizisi modelleri, klinik yanit: tahmin etmek, daha ileri testler icin hipotez
olusturmaya yardimei olmak ve ila¢ yanitindaki varyasyon ile iligkili yeni mekanizmalari

tanimlamak amaciyla kanser farmakogenomik calismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir.

[9]
2.2. OKSIDATIF STRES

Son yillarda yapilan calismalar, bircok hastaligin patogenezinde, artmis serbest oksijen

radikallerinin ve lipid peroksidasyonun rol aldigin1 géstermektedir.

Oksidatif stresin Tip 2 diyabet, miyokard enfarktiisii gibi kardiyolojik hastaliklar, bazi norolojik
rahatsizliklar, astim, romatoid artrit gibi romatolojik hastaliklar ve kanser dahil bir¢cok
hastaligin sebebi oldugu diisiiniilmektedir. Bunlarla birlikte oksidatif stresin yaslanma

mekanizmalarinda da etkin olduguna dair aragtirmalar vardir. [10,11,12,13,14,15,16]

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirleri, serbest radikaller ve reaktif metabolitlerin artisi ve
antioksidanlar olarak adlandirilan koruyucu mekanizmalarin ortadan kaldirilmas: ve oksidan-

antioksidan dengesinin bozulmasi olarak tanimlanir. Bu dengesizlik hiicre ve dokularda hasara



yol agabilir. [17] Sekil 2.1°de goriildiigii lizere normal hiicreler, antioksidan tarafindan

yeterince korunmazlarsa ROS'a asir1 duyarhdir. [18]

Q Normal cells
o

= N )

(Hyposensitive) (Hypersensitive)

ROS

Sekil 2.1: Reuter S., ve dig., (2010) Normal hiicrelerin kanser hiicrelerine karsi reaktif oksijen
tiirlerine duyarhihiginin modeli. Normal hiicreler, antioksidan tarafindan yeterince
korunmazlarsa ROS'a asir1 duyarhdir. [18]

Oksidatif stres kanserogenezden tiimor olusumuna, tedaviden korunmaya kadar kanserin tim
yonleriyle yakindan ilgilidir. Insan viicudu siirekli olarak eksojen kokenli (8rnegin ultraviyole
1s1nlar1) ve endojen kokenli (mitokondrinin bulundugu hiicresel diizeyde) oksidatif stres tehtidi

altindadir [19].

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) normal bir hiicre metabolizmasinin iirtinleridir ve bitkilerde sinyal
yollarinin uyarilmasinda hayati rol oynarlar. Hayvan hiicrelerinde, hiicre i¢i ve hiicre digindaki
yanit, ¢evresel degisikliklere baglidir [20]. Cogu ROS hiicrelerde mitokondriyal solunum

zinciri tarafindan tretilir [21].

Genel olarak reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif azot tiirleri (RNS) olarak bilinen oksijensiz
radikallerin hiicreler i¢in zararli oldugu bilinmektedir. ROS'lar hiicresel yaslanmayr ve
apoptozu indiikleyebilecegini gdsteren, hiicre i¢i sinyallesme kaskadlarinda ikincil haberciler

olarak hareket ettigini kanitlamaktadir [22].

Siirdiiriilebilir bir gevresel stres altinda, ROS uzun bir siire boyunca {iretilir bu nedenle hiicre
yapisinda ve fonksiyonlarinda 6nemli hasarlar meydana gelebilir. Bu durum somatik

mutasyonlar ve neoplastik transformasyonlara neden olabilir [21, 23].



2.2.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller dis yoriingelerinden birinde eslesmemis elektron bulunduran bilesikler
olarak tanimlanirlar. Reaktif ve kisa Omiirlii olan serbest radikaller, hiicrede enerji iiretimi i¢in
gerekli olan reaksiyonlarin veya belirli bir metabolizmanin devami olarak iiretilebilmektedir.

Serbest radikaller baslica 3 yolla meydana gelmektedir [24].

- Kovalent bagli normal bir molekiiliin homolitik bdliinmesi sonucu her bir pargasinda ortak

elektronlardan birisinin kalmasi [25],

XY > Xet+Ye

- Normal bir molekiiliin bir elektronun kayba ugramasi,
A-e-—> A+e

- Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi.
A+e-— Ae-

Uretilen bu radikallerin membran lipitlerine, hiicre i¢i proteinlere ve niikleik asitlere etki ederek
bu makro molekiillerin yap1 ve fonksiyonlari tizerinde degisikliklere yol actig1 ve hiicresel hasar

meydana getirdigi bilinmektedir [25].

Serbest radikaller hiicrelerin DNA gibi protein, lipid ve karbonhidratlardan olusan Gnemli
bilesiklerine etki eder, bu molekiillerin yapilarinin bozulmasina neden olurlar. Biyolojik
sistemlerdeki hidroksil radikali (*OH), siiperoksit radikali (O2*) ve nitrik oksit radikali (NO*)

gibi serbest radikaller, oksidatif stresin en 6nemli nedenleridir [26].

T ve B lenfositlerin, makrofajlar gibi inflamatuvar hiicrelerin beta hiicrelerine toksik etkilerini

serbest radikaller araciligiyla yaptig1 diisiiniilmektedir [27].

Normal oksijenin az bir kismi, basta mitokondride olmak iizere hiicresel kompartimanlardaki
metabolizma olaylar sirasinda indirgenerek reaktif oksijen tiirlerine doniisiir. Baslica reaktif
oksijen tiirleri stiperoksit radikali (O2*), hidroksil radikali (OH*) ve hidrojen peroksit
(H202)’tir. Bunlardan ilk ikisi serbest radikalken, hidrojen peroksit ise prooksidan’dir [28].



Reaktif oksijen tiirleri, 6zellikle serbest radikaller, apoptoz i¢in ortak aracilar olarak
Onerilmistir. Son zamanlarda yapilan calismalar, hiicre 6liim seklinin oksidatif hasarin
ciddiyetine bagl oldugunu gostermistir [29]. Oksijen radikalleri, memeli hiicrelerinde siirekli
olarak {iretilir; bu, aerobik solunumda oksijen kullaniminin bir sonucudur. Superoksit radikali
mitokondri iginde tiretilir ve sirasiyla hidrojen peroksit ve hidroksil radikallerine indirgenir. Bu
molekiiller, DNA'ya zarar verir ve timdr olusumunu baslatan ve ilerlemesini saglayan

mutasyonlara neden olur. [30]
2.2.1.1. Siiperoksit Radikali (0> -)

Siiperoksit radikali aerobik hiicrelerde yer alan molekiiler oksijenin (O2) bir elektron alarak
indirgenmesi sonucunda meydana gelmektedir. Elektronca zengin bir ortam olan i¢ mitokondri

zarinda, ksantin oksidaz gibi flavoenzimler yardimiyla endojen olarak olusturulur (1a).
HO> — H+ + O2* (1a)

Ayrica indirgenmis gecis metallerinin otooksidasyonu siiperoksit radikali meydana getirebilir

(1b) [31].
Fex+ + O2 — Fest+ + O2* (1b)
2.2.1.2. Hidrojen Peroksit (H20>)

Hidrojen peroksit ROS molekiillerinden biri olarak bilinmektedir. Serbest radikal olmadigi
halde, serbest radikal olusumunda 6nemli rol oynar. Hiicresel kompartimanlarda bulunan iirat
oksidaz, glikoz oksidaz ve D-aminoasit oksidaz gibi bir¢ok enzim iki elektronun oksijene
transferi ile direk olarak hidrojen peroksit olusturulur. Fe?" veya diger gecis metallerinin
(Fenton reaksiyonu) ve siiperoksit radikalinin (O2*) varliginda (Haber-Weiss reaksiyonu) en
giiclii radikal olan hidroksil radikalini (OH*) olusturur [32,33].

H20. + Fe; + Fes+ + OH- + OH* (1c) Fenton reaksiyonu

02*—+ H20,0; + H20 + OH* (1d) Haber-Weiss reaksiyonu



2.2.1.3. Hidroksil Radikali (*OH)

Hidroksil radikali son derece reaktif bir molekiildiir ve ROS molekiilleri arasinda en giigliisii
olarak bilinmektedir. Yarilanma omrii 9-10 saniyedir. Hidroksil radikali, Haber-Weiss
reaksiyonu ve gec¢is metallerinin varliginda Fenton reaksiyonu sonucu hidrojen peroksitten

olusmaktadir (1¢ ve 1d).

*OH radikali, olustugu yerde tiyoller ve yag asitleri gibi ¢esitli molekiillerden bir proton

kopararak yeni radikaller olusturur ve sonugta hiicrede hasara sebebiyet verir. [34]
2.3. NOROTRANSMITTER

Insan beyni yaklasik olarak 86 milyar nérondan meydana gelmistir. Bu milyarlarca beyin
hiicresi, norotransmisyon ad1 verilen bir siirecte sinaps denilen kimyasal mesajlar araciligiyla

birbirleriyle iletisim kuran essiz molekiillerdir [35].

Hormonlar, yapisal olarak genel manada ikiye ayrilir. Steroid ve steroid benzeri molekiiller
(tiroksin, kortizol, dstrojen) birinci grubu olusturur. Ikinci grup olarak ise protein, polipeptit ve
glikoprotein (FSH, TRH, ACTH, Beta Endorfin) yapida olan hormonlar sayilabilir. Hormonlar
bir endokrin organdan salinir ve kan yoluyla taginirlar. Bir hormon bir norotransmitter ile
birlikte bulunuyorsa ya da birlikte saliniyorsa, bu hormona "ndéromodiilatér" adi verilir.
Hormon sekresyonu, hipotalamustan salinan ndrohormonlar ile uyanlir ve hedef hiicre

hormonlan, anterior pituiter bezden salinan hormonlar araciligi ile regiile edilir [36].

Bu enzimler Oncii molekiillerden norotransmiterler iiretir ve yeni sentezlenen
norotransmitterler, bir tasiyict ve bir vakumlu His-ATPase gerektiren aktif bir islem vasitasiyla
kiigiik salgilayic1 vezikiillere (SSV'ler) paketlenir. Bazi kiiciik molekiillii nérotransmitterler
i¢in, nihai durum sinaptik vezikiillerin i¢inde sentetik adimlar meydana gelmesidir. Daha biiyiik

ndrotransmitterlerin sentezinde ise peptitler genellikle hiicre gévdesinde yer alir [37].

Noronlar ve hedef hiicreleri arasindaki kimyasal sinyal, sinir sisteminde bilgi islemine aracilik
eder. Norotransmiter, noral aktiviteye ndral aktiviteye salinmasina cevaben presinaptik bir

norondan salinir [38].



Stres hayatimizin kagmilmaz bir unsurudur. Stresli olaylar sempatik sinir sistemini ve
hipotalamik — hipofiz- adrenal ekseni aktive eder ve kortizol, katekolaminler ve noropeptitler

gibi stresin biyokimyasal mediatdrlerinin salinimina yol agar [39, 40].

Adrenerjik sistem stres sinyallemesinde merkezi bir rol oynar ve asir1 stresin, ROS iiretiminin
artmastyla iliskili oldugu bulunmustur. Asir1 ROS iiretimi dokularda oksidatif hasara neden olur

ve kanser gibi hastaliklarin gelismesine neden oldugu bilinmektedir [41].

Bu faktorlerin yiiksek seviyeleri stresin klinik belirtegleri olarak kullanilir. Bu stres aracilari,
tansiyon ve kalp atim hizinin yiikseltilmesi ve bagisiklik tepkisinin artmasi gibi organizmanin
performansini artirmak amagh ¢esitli fizyolojik degisiklikleri tetikler. Bununla birlikte, stres
kronik hale geldiginde, ayni stres aracilarina uzun siire maruz kalma durumunda, akut stresin
genellikle patolojik siiregleri de tetiklenir ve bu durumun gelismesi sonucu kanser dahil birgok

cesitli hastaliklarin ortaya ¢ikabildigi bilinmektedir [42].
2.3.1. Adrenalin

Katekolaminlerin, kanser olusumunun ve ilerlemesinin diizenlenmesinde rol oynadigi
bilinmektedir [43]. Adrenalin alfa (o) ve beta (B) adrenerjik aktivite agonisti olan dogal bir
katekolamindir [44].

Her yil yaklasik yarim milyon insanin hayatini kaybetmesine neden oldugu bilinen kolon
kanseri, diinya ¢apinda en yaygin kanser tiirlinden biri olarak kabul edilmektedir [45].
Kemoterapi direnci, kolorektal kanser tedavisindeki en biiyiik sorunlardan biridir ve altta yatan
mekanizmanin aydinlatilmasi kolon kanseri prognozunun daha iyi anlasilmasini saglayabilir.
Son zamanlarda katekolaminlerin meme kanseri, akciger kanseri ve pankreas kanseri gibi
bir¢cok kanser tiirlinde tiimor olusumunun ve ilerlemesinin diizenlenmesinde rol oynadigi

gosterilmistir [46, 47].

Adrenalinin Kardiyopulmoner resiisitasyonda énemli yeri oldugu bilinmektedir ve anafilaktik

sok tablosunda ilk tercih edilmesi gereken ajandir [48, 49].
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2.3.2. Noradrenalin

Kronik stresin neden oldugu depresyon, Morbidite orami yiiksek olan birgok psikiyatrik
hastaligin ortak 06zelligi olarak bilinmektedir. Noradrenerjik sistemin stres kaynakli

diizensizligi, depresyon patogenezinde 6nemli rol oynamaktadir [50].

Norepinefrin (NE), noéronal ve ndronal olmayan hiicrelerin aktivitesini ¢esitli yollardan
diizenleyen bir noromodiilatérdiir. Beyindeki ¢oklu NE kaynaklarindan, locus coeruleus (LC)
noradrenerjik sinyallesmede 6nemli bir rol oynar [51]. Bir katekolamin olan Noradrenalin,
viicut sivilarinda mevcut olan bir aromatik amino asit olan L-tirosinden tiiretilir ve noradrenalin

tireten hiicreler tarafindan alinir [52].
2.3.3. Dopamin

Dopamin, katekolamin ailesinin organik bir kimyasal maddesidir. Esas olarak sinir sisteminde
bir nérotransmiter olarak islev goriir. Dopamin, beyinde 6diil ve zevk merkezlerini diizenler ve

hareket ve duygusal tepkilerin kontroliinde kritik rol oynar [53].

Demir insan viicudunda en bol bulunan metaldir ve temel olarak hemoglobin ve ¢esitli enzimler
gibi proteinler i¢in bir kofaktor olarak ¢aligir. Demirin insan viicudun da azalmasi veya asiri
yiiklenmesi, hastaliklara neden olabilmektedir. Arastirmalar, dopaminin ferroptozda lipit
peroksidasyonunu en az iki farkli yoldan inhibe ettigini gstermistir. Ilk olarak dopaminin,

hiicrelerde demir birikimini azaltma yetenegine sahip oldugu goriilmistiir. [54, 55].

Ikinci olarak ise dopaminin, lipid peroksidasyonuna karsi korunma yoluyla bir ferroptoz
inhibitorii oldugu gosterilmistir. Aslinda, dopamin, alfatokoferol gibi diger ilgili bilesiklerden
daha giiclii bir antioksidan aktiviteye sahiptir ve dopaminin potansiyel ferroptoz inhibitorii

oldugu kanitlanmistir [53].

Normal mide dokularinda 6nemli miktarlarda bulunan dopamin birgok gastrik fonksiyonda rol
oynadigindan, bu norotransmitterin mide kanserinin biiylimesinde ve ilerlemesinde rolii
arastirtlmistir. Dopaminin mide kanseri tedavisinde anti anjiyojenik ajan olarak bir rolii
olabilecegini gosterilmistir. Hem insan hem de sigan mide kanseri dokularinda Dopamin ve
tirozin hidroksilaz enzimi bulunmamaktadir. Aksine, farmakolojik olarak toksik olmayan

dozlarda uygulanan dopaminin, dopamin D2 reseptorlerini eksprese eden tiimér endotel
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hiicrelerinde VEGFR (Vaskiiler Endotel Biiytime Faktorii)-2 fosforilasyonunu inhibe ederek

tiimor anjiyogenezini énemli 6l¢iide geciktirdigi goriilmiistiir [S6].
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Sekil 2.2: Dopaminerjik sinir terminallerinde L-DOPA'dan dopamin sentezi. [57]

2.3.4. Serotonin

Serotonin (5-hidroksitriptamin, 5-HT), oncelikle diyet yoluyla elde edilen esansiyel amino asit
triptofandan {tretilen bir biyojenik monoamindir. Toplam viicut serotonininin %]1'inden daha

az1 kanda serbest halde dolasir [58].

Serotonerjik noronlarin hiicre govdeleri beyin sap1 ¢ekirdeginde bulunur. Bu noronlar, korteks,
bazal ganglionlar, serebellum, talamus, hipokampus ve amigdala gibi limbik bdlgeler ve
omurilik gibi beyin alanlarinda yer almaktadir. Farkli 5-HT reseptor alt tipleri beyinde spesifik
bir dagilima sahiptir. Raphe ¢ekirdeklerindeki otorektdrler néronal hiicre govdelerinde (5-
HT1A) veya terminal bolgelerinde ve presinapse (5-HT1B) terminal bolgelerinde ve raphe
cekirdeklerinde goriilmiistiir. Terminal bdlgelerdeki diger 5-HT reseptor alt tiplerinin
gosterilmesi, 5-HT noronlarindaki heterorekeptorleri veya postsinaptik reseptorleri temsil

etmektedir [59].
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Serotonin gesitli sinyal yollarina bagl olarak ¢ok sayida reseptor ile etkilesime girer ve bazen
farkli tipteki bu reseptorlerin antogonist etkileri olabilmektedir. Serotoninin iyi bilinen
fonksiyonlarina ek olarak, ¢ok ¢esitli normal ve tiimor hiicreleri i¢in mutajenik etki gostebilir.
Serotonin, 5- HT1 ve 5-HT2 reseptorleri agresif kanserlerde ve karsinoidlerde uyarict etki
gostererek tiimorlerin daha ¢ok biiyliimesine neden olmustur. Buna karsilik, diisiik serotonin
dozunun tiimor biiylimesini engelleyebildigi ve bu durum tiimér biiyiimesinin serotonin

konsantrasyonuna bagli oldugunu ortaya ¢ikmaistir.

Kanser hiicre gogiinde, serotonin tutulumuna iligkin veriler metastatik siirecleri ve
anjiyogenezin ortaya ¢iktigini gostermektedir. Serumda diisiik serotonin diizeylerine
bakildiginda, mesanedeki iirotelyal karsinomun, prostatin adenokarsinomu ve renal hiicreli
karsinomun prognoz degerlendirmesinde uygun oldugu bulunmustur. Bazi durumlarda,
serotonin reseptdrlerinin antagonistleri, secici serotonin tasiyict ve serotonin inhibitorleri

sentezi, kanser hiicresi biiylimesini dnlemek i¢in basariyla kullanilmistir [60].

Serotoninin timor ilerlemesini destekleyen ve indiiklenen sinyalleme yolaklar: karmagiktir ve
bazi kanser tiirlerinde sadece kismen anlagilmistir. Cesitli ¢alismalarin sonuglart gosteriyor Ki
timordeki serotonin konsantrasyonu kanser gelisiminde ¢ok onemli bir rol oynamaktadir.
Cesitli kat1 timorlerin ilerlemesinde néroendokrin hiicreler tarafindan salgilanan serotonin
tiretimi ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir. Serotonin reseptdrleri, segici serotonin tasiyici ve
sentez yollari, terapotik yaklasimlarin sinirli oldugu birgok kanserin tedavisi i¢in potansiyel
kemoterapoétik hedefler oldugu sdylenebilir. Birgok ¢aligmanin sonuglari, tiimordeki serotonin
seviyelerinin kanserin ilerlemesinde 6nemli bir rol oynadigini ve birkag kanserde serotoninerjik

otokrin dongiliniin 6nerildigini gostermistir [61].

Depresyon, anksiyete ve bazi davranigsal bozukluklarin tedavisinde kullanildig: bilinen secici
serotonin geri alim inhibitorleri (SSRI) June Kuwahara ve ark. tarafindan, 2015 yilinda, selektif
serotonin geri alim inhibitdrlerinin (SSRI'lar) cesitli kanser hiicreleri lizerindeki anti-tiimor etki

gosterdigini rapor ettiler [62].
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2.3.5. Gaba (Gama aminobutirik asit)

Gama aminobutirik asit (GABA) hem eksitator hem de inhibitér etki gOsteren bir
norotransmitter olarak bilinmektedir. Cogunlukla birincil inhibitér norotransmiteridir ve
merkezi sinir sisteminde rol alirlar. GABA noronlarin yaklasik %25 ila %50'sinde bir esas

inhibitor norotransmitter olarak bulunur. [63].

Eksitator etki gostererek hiicrenin depolarizasyonuna, inhibitdr etki gostererek hiicrenin
hiperpolarizasyonuna neden olurlar. Bu durum Cl- iyonlarmin membran iletkenligini
degistirerek membran potansiyel farki olusturarak meydana gelmektedir. GABA diisiikligii
anksiyete, agri, depresyon, uykusuzluk ve epilepsi dahil olmak iizere cesitli psikiyatrik ve
norolojik bozukluklarla iligkilidir. Ayrica hipotansif, sakinlestirici, idrar soktiiriicii ve
antidiyabetik etkileri olan GABA, serumdaki lipid seviyelerini diizenler, kanser hiicresinin

¢ogalmasini 6nler ve hafizay1 ve 6grenme yeteneklerini gelistirir [64].

Cogu durumda, GABA reseptorlerinin veya diger sinyal bilesenlerinin seviyeleri kanser
hiicrelerinde diizenlenir. Karaciger, pankreas ve prostat timorlerinde degisen GABAerjik
sinyallesme unsurlar1 kanser hiicrelerinin ve belki de kanser kok hiicrelerinin ¢ogalmasini
manipiile etmek i¢in terapdtik hedefler saglayabilir. Kanitlar, GABA'nin tiimor hiicresi
proliferasyonunu da kontrol edebilecegini diisiindiirmektedir. Bir¢ok kanserin, hizla bdliinen
hiicreler ve farklilasmis tiimor hiicreleri tireten nadir, kendi kendini yenileyebilen kanser kok

hiicrelerinden tiiretildigi iddia edilmistir. [65]
2.3.6. Asetilkolin

Asetilkolin, organizmada Kolin ile, Asetil-Co-enzim-A’ dan asetil transferaz yardimiyla bir agil
grubunun transfer edilmesiyle sentezlenir. Asetilkolin biligsel islem sisteminden sorumlu
oldugu bilinmetedir. Asetilkolin beyindeki dikkat ile iliskilendirilmis ndromiiskiiler kavsaktaki
ndronlar ve kas gibi otonom ganglionlarda iletisime dogrudan katilarak ndrotransmisyona etki

eder [66].

Antipsikotik ilaclarin tedavisinde kullanildig1 bilinen asetilkolinin kanser tizerindeki etkisiyle

ilgili ¢ok fazla ¢alisma bulunmamaktadir.
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Merkezi ve periferik sinir sisteminin fonksiyonlarini diizenlenmesinden sorumlu olan
Asetilkolin, son zamanlarda yapilan ¢alisamalarda tiimorigenezde de 6nemli bir rol oynadigini

gostermektedir [67].

Prostat tiimorlerine sahip farelerde yapilan c¢alisamada, 50 mikromolar dozlarda
uygulandiginda prostat kanseri bliylimesini ve metastazi uyarabildigi gortilmistir. Mide
kanseri hiicrelerinde asetilkolin M3R ve EGFR yolagiin aktivasyonu saglayarak hiicre
cogalmasini tesvik ettigi ortaya ¢ikmistir. Calismada, asetilkolinin mide kanseri hiicrelerinde

proliferasyonunu arttirici rolii oldugu goriilmiistiir. [68]
2.3.7. Glutamat

Glutamat esansiyel olmayan bir aminoasittir. Hem normal ve neoplastik hiicrelerin
prolifesrasyonunda gorev goriirken hem de biyosentetik, biyoenerjetik, metabolik ve onkojenik
sinyal yolaklarinda aktif olarak yer alan bir uyarici ndrotransmiterter olarak gorev alir.
Glutamat tiimor gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir. Norol ve noral olmayan biiylime faktorii
olarak etki ederler. Glutamat reseptorleri birgok seviyede etkilesim halinde goriinmektedir. Her
bir glutamat reseptoriiniin glutamat saliniminda kendine 6zgii bir role sahip oldugu

bilinmektedir.

Glutamat 6grenme, bellek ve algi gibi bir¢ok biligsel fonksiyonlarda gorev almaktadir.
Glutamat bir¢ok norodejeneratif hastalikta goriilen eksitotoksisite ile iliskilendirilmektedir.

Sizofreni patogenezinde glutamat disfonksiyonun katkis1 bulunmaktadir.

Glutamat noronal aktivite, stres cevabi ve adaptasyonda kritik rolleri oldugu bilinen
minerokortikoid, glukokortikoid ve N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorleri aracilik eder.
Stres nedeniyle kortizol ve glutamat gibi eksitator norotransmitterlerin salinimi, reseptor
sonras1 dongitilerin aktivasyonuna ve mitokondri araciligi ile salinan kapkazlar yoluyla nekrotik
ya da apopitotik hiicre oliimiine yol agar. Mitokondri zar1 iizerinde yer alan proapoptotik
proteinler arasindaki denge hipokampal ndron hayatta kalim1 agisindan kritik dneme sahiptir.
Sonug; glutamat beyinde sinyal iletiminde ve ayrica genetik, yapisal ve sinaptik diizeylerde

noroplastisinin diizenlenmesinde merkezi bir yerde bulunmaktadir.
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Glutamat ile ilgili reseptorlerin ve bunlarin sinyal yollarinin, ¢esitli malign insan hastaliklari

i¢in yeni terapétik firsatlar saglayabilecegi diistintilmektedir [69].

Glutamat eksitotoksisitesiayni zamanda oksidatif strese yol acarak ndronal hiicre limiini

hizlandirmaktadir.

Alzheimer, Parkinson, Huntington ve multiple skleroz gibi ¢esitli nérodejeneratif hastaliklarin

patogenezinde, glutamat eksitotoksisitesi onemli bir rol oynamaktadir.
2.3.8. Endorfin

Endojen noropeptitler ilk olarak 1970'lerin ortalarinda iki bagimsiz laboratuvar tarafindan
tamimland1 ve adlandirildi. Endorfinler, ilk tanimlanan endojen opioid peptitler olarak
bilinmektedir. Endorfin aktivitesi uyarildiginda bireyler de dogal olarak veya kimyasal yollarla

agr1 ve iyilesmis refah hissi vermektedir [70].

Gliniimiizde stresli yasam, sinir, endokrin ve bagisiklik sistemlerini modiile ederek kanser
biliylimesini ve metastazini etkileyebilecegi giderek daha agik bir sekilde ortaya ¢ikarmaktadir.
Calisma da viicut stresinin azaltilmasinin kanser biiyiimesini ve ilerlemesini 6nleyebilecegi
aciklamistir. Opioid peptidi beta-endorfin (BEP), stres eksenini bir homeostaz durumuna
getirmede kritik bir rol oynar. Son yillarda, BEP ndron nakli yoluyla hipotalamustaki endojen
BEP seviyelerinin artmasinin, stres yanitint baskiladigi, bagisiklik fonksiyonunu destekledigi
ve sican prostat ve meme kanseri modellerinde kanser insidansini azalttifi gosterilmistir.
BEP'in kanser 6nleyici etkisine, artmis periferik dogal 6ldiiriicii hiicre (NK) hiicresi ve makrofaj
aktiviteleri, yiiksek anti-enflamatuar sitokin seviyeleri ve diisiik enflamatuar sitokin seviyeleri
ile sonuglanan sempatik noronal fonksiyonun baskilanmasi aracilik etmektedir. Timor
ilerlemesinin BEP inhibisyonu ayrica, muhtemelen DNA onarimi, hiicre-matriks ekleri,
anjiyogenik islem ve epitelyal-mezenkimal gecisi degistirdigi bilinen katekolamin ve
enflamatuar sitokinlerin {iretiminin baskilanmast nedeniyle timor mikrogevresindeki

degisiklikleri de igerir. [71]

Zhang C., ve ark. Hayvan modeli olarak fareler kullanarak, beta-endorfin néronlarinin
hipotalamusa transplantasyonunun, ¢esitli dokularda kanserojen ve hormon kaynakli kanserleri
baskiladigin1 ve dogal immiin fonksiyonlarinin aktivasyonu ile yerlesik tiimorlerin biiytimesini

ve metastazini 6nledigini gostermislerdir. Kemoprevensivasyon iizerinde faydali bir etki elde
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etmek i¢in BEPmin uzun siireli verilmesi zordur, ¢linkii peptid hizli bir sekilde tolerans

gelistirmektedir. [72]

Noroimmiin sistemin beta-endorfin ndronal takviyesi / indiiksiyonu yoluyla aktivasyonunun,
kanserin onlenmesi ve genel sagligin iyilestirilmesinin terapotik degeri olabilecegi sonucuna
varmistir. Elde edilen bu veriler, BEP néron transplantlarinin, genel olarak, kanserojenlerin,
cesitli dokulardaki tiimor gelisimini ve biiylimesi iizerine timor gelisimini etkilemesini
engellediklerinden, tiimorgenezine karst koruyucu etkilere sahip oldugunu gostermektedir.
[72]

2.3.9. Melatonin

N asetil-5-metoksitriptamin olarak bilinen melatonin, pineal bez ve cilt, retina, kemik iligi diger

organlar tarafindan iiretilen bir hormondur. [73]

Melatoninin sentezi ve salgilanmasi, hipotalamunun suprachistamik ¢ekirdeginde (SCN)
bulunan “ana biyolojik saat” tarafindan diizenlenir. Melatoninin kan serum seviyeleri bu
hormonun sirkadiyen ritimle iliskili oldugunu gostermistir. Salgisi karanlikla uyarilir ve ortam
151k bulunmast durumunda salgis1 azalmaktadir. Serum seviyeleri sabah 2 ile aksam 5 arasinda

en yiiksek seviyeye ulasir. [74]

Pineal gland =3 Melatonin
synthesis

|

Melatonin
rhythms

Superior cervical
ganglion

Retinal
melanopsin
ganglion cells

Sekil 2.3: Melatonin.
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Sekil 2.4: Melatoninin yapisi.

Epidemiyolojik caligsmalar, melatoninin farkli tiimér tipleri {lizerinde olast bir onkostatik
0zelligini oldugunu gostermistir. Ayrica, deneysel ¢aligmalar melatoninin bazi insan tiimor
hiicrelerinde in vitro ve hayvan modellerinde biiyiime inhibisyonu gosterebilecegini
gostermistir. Altta yatan mekanizmalar arasinda antioksidan aktivite, melatonin reseptorleri
MT1 ve MT2nin modilasyonu, apoptozun uyarilmasi, sagkalim onleyici sinyalin
diizenlenmesi ve timdr metabolizmasi, anjiyojenez iizerinde inhibisyon, metastaz ve epigenetik
alterasyonun indiiksiyonu bulunur. Melatonin ayrica terapotik etkileri giliglendirmek ve
kemoterapilerin veya radyasyonun yan etkilerini azaltmak yoluyla kanser terapilerinin
adjuvani(destekleyicisi) olarak da kullanilabilir. Melatonin, meme kanseri, prostat kanseri,
mide kanseri ve kolorektal kanser gibi bir¢ok kanserin dnlenmesi ve tedavisi i¢in iistiin bir

molekiil olabilir. [75]

Melatonin ve tiirevlerinin antioksidanlar olarak kesfedilmesi, bu molekiillerin zararli reaktifleri
detoksifiye etme ve molekiiler hasar1 azaltma kabiliyetini belgeleyen ¢ok sayida ¢aligmayi
tesvik etmektedir. Bunun bir sonucu, nadiren diisiik toksisite profiline sahip olan melatoninin
uygulanmasinin, bazi hastaliklarin ilerlemesini teorik olarak erteleyebilecegini ve muhtemelen
yaslanma belirtilerini Onleyebilecegi yoniindedir. Kuskusuz ki, Onlimiizdeki on yildaki
aragtirmalar melatoninin yasa bagl hastaliklarda ve yaslanmanin belirlenmesindeki roliinii

tanimlamaya yardime1 olacaktir. [76]
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Melatonin, hem § kemik iligi hem de dokularda, sadece NK hiicrelerinin yan sira T ve B
lenfositlerinin, graniilositlerinin ve monositlerinin degil, ayn1 zamanda konakg¢1 savunmasinda
yer alan hemen hemen tiim hemopoietik ve immiin hiicre soylarinin proliferatif ve olgunlagsma
asamalar1 da dahil olmak tizere hiicre dinamiklerini diizenlemektedir. Melatonin normal
graniilositlerin ve B lenfositlerin hayatta kalmasin1 destekleyen giiclii bir antiapoptotik
sinyaldir. Ayrica melatoninin, tiimor gelisimini Onleyen lenfositlerin ve monositlerin /
makrofajlarin aktivasyonuna katildigi gosterilmistir. Boylece, melatonin, hemopoez ve
immiino-gliclenmedeki bir sistem diizenleyici olarak temel bir role sahip oldugu

gorinmektedir. Bu bulgular, kanser kemoprevensiyonunun gelecekteki gelisimi i¢cin 6nemlidir.

[77]

Uyku tesviki ve sirkadiyen saatlerdeki roliine ek olarak, melatonin ayrica giiclii bir antioksidan
ve serbest radikal temizleyici olarak hareket ederek makromolekiillerin, niikleer DNA ve
mitokondriyal DNA'nin koruyucusu olarak gorev yapar. Melatonin dogrudan serbest radikalleri
temizler, cesitli antioksidan enzimleri uyarir, oksidatif enzimleri inhibe eder, mitokondriyal
oksidatif fosforilasyonun etkinligini arttirir ve bdylece elektron sizintisin1 ve serbest
radikallerin olusumunu azaltir. Ayrica, melatoninin oksidatif ve hiicresel hasarin direncine

yardimet olarak hiicresel membranlari stabilize ettigi gosterilmistir. [78]
2.4. MIKRONUKLEUS TEKNIGi

Mikroniikleus (MN) 1s1k mikroskobuyla goriilebilen, bir hiicrenin sitoplazmasinda bulunan,
hiicrenin ana ¢ekirdegiyle benzer boyanan, incelenen hiicrenin tipine bagli olarak hiicre
cekirdeginin iicte birinden biiyiik olmayan ve cogunlukla yuvarlak veya hafif oval sekilli
yapilardir. MN’ler tam asentrik veya kromozom parcalarindan koken alan olusumlar olarak

bilinmektedir.

Mikroniikleus tekniginin, kromozomal mutasyon kanserojenezde onemli bir rolii vardir.
Kromozom diizeyinde DNA hasarinin incelenmesi genetik toksikolojinin 6nemli bir pargasidir.
Mikroniikleus analizleri, kromozom hasarimi degerlendirmek i¢in tercih edilen yontemlerden
biri olarak ortaya ¢ikmigtir hem kromozom kaybi1 hem de kromozom kirilmasinin giivenilir bir
sekilde Olgiilmesini saglamaktadir. Yontem genetik hasarin popiilasyonunun izlenmesi,

genotoksik potansiyel i¢in kimyasallarin taranmasi ve tiimorlerin radyo-duyarliliginin
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ongoriilmesi ve radyo-duyarliliktaki bireyler arasi varyasyon gibi spesifik amaglar i¢in gesitli

hiicre tiplerine uygulanmaktadir. [79]

Genotoksisite testlerinde hedef DNA molekiilii oldugu i¢in yapilan ¢alisma sonuglari insan
sagligiyla ilgili ortaya ¢ikabilecek sorunlarin belirlenmesinde kullanilabilmektedir. Bir tiiriin
DNA’sinda hasara neden olan bir maddenin farkli tiirden canlilarin DNA’sinda hasar
olusturabilecegini diisiinerek giiniimiizde genotoksik etkilerin incelenmesini daha ¢ok

amaclanabilir.

MN testi, genotoksik ve kanserojen potansiyelleri hakkinda bir arastirma araci saglayan pratik
bir biyo-izleme testidir. Fiziksel ajanlarin, ilaglarin ve insanlarin her giin maruz kaldiklari
kirleticiler, gida katki maddeleri gibi diger tiim kimyasallarin giivenilirligi ve kanser riskini
tahmin etmeye ve izlemeye yardimci olabilmektedir. Giivenilirligi, kolayligi, gegerliligi ve
farkl: tipteki hiicrelere uygulanabilirlik gibi avantajlar1 nedeniyle yillarca kullanilmis olan MN
teknigi, mutajenitenin degerlendirilmesinde ve Onlenmesinde gelecekte de onemli bir rol

oynayacaktir. [80]

i) iki niikleus es boyutlara sahip olmaldir.

ii)hiicreler 6’dan fazla MN icermemelidir.

111)2 niikleus arasinda niikleoplazmik koprii bulunabilir

1v) iki niikleus koselerden birbirine dokunabilir ya da hafifge {ist {iste binmis olabilir
Mikroniikleus yapilarinin Fenech’in (4) sayim kriterleri belirlenmesi;

1. Hiicreler binukleat (BN) olmalidir.

2. BN’1n her bir nukleus nuklear membranla temas halinde olmal1 ve ayn1 sitoplazmik sinir

icinde yer almalidir.
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3. BN i¢indeki iki nukleus da yaklasik ayn1 boyutta, ayn1 yapida olmali, ayn1 sekilde boya almis

olmalidir.

4. BN igindeki iki nukleus nukleoplazmik kopri ile baglanabilir. Bu nukleoplazmik koprii

nukleus ¢apinin 1/4’{inden biiyiik olmamalidir.

5. BN’1n iki nukleusu birbirine temas edebilir ancak iist iiste binmemelidir. Ust iiste binmis

binukleatlarda ancak iki nukleusun sinirlar1 da birbirinden ayr1 secilebiliyorsa sayilmalidir.

Micronucleus formation - Chromosome breakage or loss .

A) B)

Sekil 2.5: Sitokinez-bloklanmis bir lenfosit hiicresinin fotomikrografisi. [81]
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3. MALZEME VE YONTEM

Bu tez projesinde, insan kokenli lenfoblast hiicre soyu olan TK6 hiicresi kullanilmistir.
Hiicrelerde 50 pM H20O; etkisi ile stres kosullar1 olusturulmustur. 5 ml flasklara 0,5x10° hiicre
ekimi yapildi. Olusturulan stres kosullarinda ndrotransmitterin etkisini gérmek i¢in Dopamin
Serotonin ve Melatonin kullanilmistir. Ayr1 etkilerinin yaninda her ii¢ ndrotransmitterin
kombinasyon dozlar1 da denenmistir. Bu ¢alismada dopamin, serotonin ve melatoninin in vitro
ortaminda farkli dozlar1 test edilmis, koruyucu 6zellikleri diisiiniilerek konsantrasyon miktarlari

hesaplanmustir.
3.1. DENEY MATERYALLERI
3.1.1. Dopamin

Bu projede kullanilan nérotransmitterden biri olan dopamin suda ¢Oziinen sentetik bir
maddedir. Kimyasal adi dopamin hidrokloriirdiir. Molekiil agirligi: 189,64 mg/ml ve kimyasal
formiilii: (HO)2CsH3CH2CH2NH2-HCl dir. 6,25, 12,5, 25, 50 ,100 uM konsantrasyonlarinda

kullanilmustir.
3.1.2. Serotonin

Suda ¢oziinen serotoninin kimyasal adi serotonin hidrokloriirdiir. Molekiil agirligi: 212,68
mg/ml ve kimyasal formiilii: C10H12N20 - HCI’dir. Kullanilan doz miktarlar1 12,5, 25, 50, 100,
200 pM’dur.

3.1.3. Melatonin

Melatonin suda ¢oziinen bir ndrotransmitterdir. Molekiil agirligi: 232,8 mg/ml ve kimyasal

formiilii: C13H1sN202’dir. 12,5, 50, 100, 200, 300 uM konsantrasyonlarinda kullanilmigtir.
3.2. HUCRE KULTURU

Toksikoloji ¢aligmalarina uygun olan TK6 lenfoblast hiicrelerinin in vitro calismalarda
devamlilig1 igin haftada iki kez olmak {izere deney siiresince pasaji yapildi. RPMI-1640 Hepes
medyumu ve %10 Fetal bovine serum kullanildi. %5 COz igeren 37°C etiivde muhafaza edildi.
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Bu ¢alisma da dopamin, serotonin ve melatonin in vitro ortaminda farkli dozlar1 test edilmis

koyucu 6zellikleri diisiiniilerek konsantrasyon miktarlar1 hesaplanmastir.
3.3. MN TESTI

Dopamin, serotonin, melatonin dozlari ve hidrojen peroksit dozlart ayn1 anda hazirlanarak
belirtilen miktarlardaki norotransmitter dozlari ve 50 uM dozunda H.O> uygulanmistir. 0.
dakikada hasar ve tedavi dozlar1 verildikten sonra hiicreler 15 dk oda sicakliginda inkiibasyona
birakildi. 15 dakika sonunda 1 kez yikama islemi yapildi. Yikama iglemi hiicre medyumu ile
gerceklestirildi. Deneyin 4. saatinde hiicreleri sitokinezde durdurmak igin 3 ug/ml
Cytochalasin-B uygulandi. 48. saatte inkiibasyona siiresi sonlandirilarak fiksasyon islemine
gecildi. Inkubasyon siiresi dolan hiicreler 200 g’de 8 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant alinan
tiiplere 0,075 M KCl ¢ozeltisi eklenip 8 dk daha santrifiij edildi. Bu islem sonunda siipernatant
kismu tekrar atilip pelete 7:1 oraninda metanol asetik asit karigimi uygulandi. 2 tekrar halinde
uygulanan metanol asetik asit karisimi sonrasinda buzlu lamlara hiicreler 15 cm yiikseklikten
damlatilarak ve kurumaya birakildi. Tamamen kuruma gergeklestikten sonra fosfat tamponlu
%35’lik giemsa boyasi ile 5 dk muamele edilerek preparatlarin boyamasi gerceklestirildi.
Ardindan her preparat saf sudan gegirilerek 24 saat kurumaya birakildi. Entellan ile tizerilerine
lamel kapatilan preparatlar, 24 saat kurutuldu ve sayima hazir hale getirildi. Dopamin,
seratonin, melatonin ve bunlarin kombinasyonlar:1 farkli dozlar ile uygulandi. Her set iki kez

tekrarlandi.

Dopaminin koruyucu etkisinin test edildigi deneyde toplam 12 flask kullanilmistir. 1. flask
kontrol dozu olarak belirlenmis ve hi¢bir doz uygulanmamastir. 2,3,4,5 ve 6 numarali flasklara
strastyla 6,25, 12,5, 25, 50,100 uM dozlar1 uygulanmistir. 7. flask hidrojen peroksitin kontrolii
olarak belirlenip sadece hidrojen peroksit uygulanmistir. Geri kalan numaralarda ise 50 uM

H20: ile birlikte sirasiyla 6,25, 12,5, 25, 50 ,100 uM dopamin dozlar1 uygulanmaistir.

Serotonin deneyinde toplamda 12 flask kullanilmig, 1 numarali flask kontrol dozu olarak
belirlenip higbir tedavi uygulanmamustir. 2,3,4,5 ve 6 numarali flasklara sirasiyla 12,5, 25, 50,
100, 200 uM serotonin uygulanmistir. 7 numarali flask hidrojen peroksitin kontrolii olarak
belirlenip sadece 50 uM H20; uygulanmistir. 8,9,10,11 ve 12 numarali flasklara ise 50 uM
H20: ile birlikte sirasiyla 12,5, 25, 50, 100, 200 uM verilmistir.
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Melatoninin koruyucu etkisinin incelendigi deneyde de toplam 12 flask kullanilmistir. 1. Kiiltiir
kontrol dozu olarak belirlenmis ve hi¢bir doz uygulanmamaistir. 2,3,4,5 ve 6 numarali flasklara
strastyla 12,5, 50, 100, 200, 300 uM dozlar1 uygulanmaistir. 7. flask hidrojen peroksitin kontrolii
olarak belirlenip sadece hidrojen peroksit uygulanmistir. Geri kalan numaralarda ise 50 uM

H20; ile birlikte sirasiyla 12,5, 50, 100, 200, 300 uM melatonin dozlar1 verilmistir.

Dopamin, serotonin ve melatonin kombinasyonu deneyinde ise toplamda 12 flask kullanilip 1
numarali flask hiicre kontrolii 7 numarali flask ise hidrojen peroksit kontrolii olarak
belirlenmistir. 2,3,4,5 ve 6 numarali flasklara sirastyla 6,25, 12,5, 25, 50 ,100 uM dozlarinda
dopamin, 12,5, 25, 50, 100, 200 uM dozlarinda serotonin ve 12,5, 50, 100, 200, 300 uM

dozlarinda melatonin uygulanmistir. 8, 9, 10, 11 ve 12 numarali flasklara ise hem 50 uM H20>

hem de sirasiyla dopamin, serotonin ve melatonin dozlar1 uygulanmustir.

Sekil 3.1: inkiibasyon icin bekletilen flasklar.
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Calisma deney prosediiriinde dopamin, serotonin, melatonin ve kombinasyon denemelerinde
bircok parametre degiskenleri degistirilerek deneyleri yapilmistir. Farkli caligmalardaki
literatlir verileri kullanilarak tedavisi siiresi ve uygun sicaklik kosullari olusturulmasi
saglanmistir. Insan kékenli TK6 lenfoblast hiicrelerinde en iyi sonucu veren, tedavi edici doz

stiresinin 15 dk oldugu ve inkiibasyona birakilan sicaklik kosullarinin ise oda sicakliginda

oldugu goriilmiistiir.

Sekil 3.2: CO; inkiibasyonunda bekletilen flasklar
3.4. PREPARATLARIN DEGERLENDIRILMESI
Hiicrelerin deney sonuglarinin incelenmesi Nikon E100 151k mikroskobunda gerceklestirildi.

Hiicreler x400 biiyiitmede incelenip, mikroniikleuslarin teyidi x 1000 biiyiitmede kontrol edildi.

Dopamin, serotonin, melatonin ve kombinasyon uygulanan kiiltiir sonucunda elde edilen BN
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hiicrelerdeki MN frekanslar1 kendi aralarinda degerlendirildi. Her grubun proliferatif indeksi
(PI) belirlenip farkli dozlar1 ve H2O2 sonucu iliskisi degerlendirildi. PI degerleri asagida verilen

denkleme gore hesaplanmistir (Denklem 4.1)
Pi=(M1+2M2+3 M3 +4M4)/N 4.1)

(M1: Bir niikleuslu hiicreler, M2: iki niikleuslu hiicreler, M3: Ug niikleuslu hiicreler, M4: Dort

niikleuslu hiicreler ve N: Toplam hiicre sayisi)
3.5. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Sonuglarda verilen grafikler regresyon analizi ile elde edilmistir. Farkli kombinasyonlarda
dopamin, serotonin, melatonin ve kombinasyonlar1 hidrojen peroksit+dopamin, serotonin,
melatonin uygulanmas: ile elde edilen MN ve PI verilerinin istatistik karsilastiriimalar
Graphpad Prism 8.0 programi ile yapilmistir. Non lineer regresyon analizine goére birinci

dereceden denklem ile gizilen egriler F testi ile karsilastirilip F ve p degerlerine ulagilmistir.
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4. BULGULAR

Dopamin grubuna ait 2 ayr1 deney sonuglart Tablo 4.1 ve Tablo 4.2°de verilmektedir. Sadece
H202 uygulanan 7 numarali kontrol flaski ve H2O; ile birlikte en yiiksek dopamin dozunun
uygulandigi 12 numarali flaskta hedeflenen 1000 BN hiicre sayilamamis, diger tiim flasklarda

2 set halinde elde edilen BN hiicre sayilar1 1000 {izerinde olmustur.

Tablo 4.1: Dopamin 1. Set doz-cevap tablosu.

Coklu niikleuslar
No D‘(’Ef/lr;‘i” BN hiicre] MN MN/BN M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 pi
1 0 1219 5 0.0041 817 10 176 219 143 62 35 15 2.2741
2 6,25 | 1462 3 0.0021 834 18 139 161 75 25 10 2 2.0051
3 125 | 1062 4 0.0038 575 22 38 40 18 11 2 1 1.8061
4 25 1012 7 0.0069 423 19 29 36 24 5 3 1 1.8653
5 50 1009 11 0.0109 557 17 31 40 15 10 2 1 1.7949
6 100 | 1002 4 0.0040 525 11 34 30 22 15 7 2 1.8434
H,0,+
No | Dopamin|BN hicre] MN MN/BN M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 Pi
(™M)
7 0 901 4 0.0044 495 21 26 39 27 14 6 2 1.8615
8 6,25 | 1000 7 0.0070 348 23 18 26 15 12 4 1 1.8901
9 125 | 1006 13 0.0129 267 29 24 31 23 11 5 8 2.0036
10 25 1000 15 0.0150 502 38 23 23 20 14 4 1 1.8209
11 50 1003 19 0.0189 314 32 24 39 19 10 5 1 1.9419
12 100 289 5 0.0173 140 11 5 9 2 1 1 0 17773

7-12 numaral flasklarda, H,O, her bir flask i¢in 50 pM dozunda uygulanmistir.

BN: biniikleat hiicre, MN: mikroniikleus, MN/BN: biniikleat hiicre bagina diigen mikroniikleus sayisi, M1: 1 niikleuslu hiicre, M2: 2
niikleuslu hiicre, M3: 3 niikleuslu hiicre, M4: 4 niikleuslu hiicre, M5: 5 niikleuslu hiicre, M6: 6 niikleuslu hiicre, M7: 7 niikleuslu hiicre, M8:
8 niikleuslu hiicre Pi: proliferatif indeks.
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Tablo 4.2: Dopamin 2. Set doz-cevap tablosu.
Coklu niikleuslar

No D‘(’E&Ti” BN hiicre] MN |MNBN| M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 pi
1 0 1009 5 00050 | 640 9 151 179 98 52 33 12 | 22185
2 6,25 | 1244 2 | 00016 | 596 16 95 110 71 21 9 2 2.0337
3 125 | 1041 3 | 00029 | 473 19 29 35 17 3 2 1.8403
4 25 1005 6 | 00060 | 399 16 32 41 2 6 3 1 1.8859
5 50 1018 10 | 0.0008 | 421 15 28 39 11 12 4 2 1.8607
6 100 | 1007 6 | 00060 | 429 12 33 27 19 13 4 1 1.8660

H,0,+
No |Dopamin|BN hicr] MN |MNBN| ML M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 Pi

()
7 0 947 4 | 00042 | 411 28 16 41 24 13 5 3 1.9019
8 6,25 | 1007 3 00030 | 368 25 19 35 19 9 3 1 1.8890
9 125 | 1015 7 00069 | 233 19 27 30 15 12 7 7 2.0176
10 25 1000 11 | 00120 | 403 17 21 22 17 16 8 1 1.8824
11 50 1002 15 [ 00150 | 302 20 29 32 11 9 6 4 1.9392
12 100 311 9 |00289 | 139 12 9 12 4 3 3 1 1.8765

7-12 numaral flasklarda, H,O, her bir flask i¢in 50 pM dozunda uygulanmustir.

BN: biniikleat hiicre, MN: mikroniikleus, MN/BN: biniikleat hiicre basina diisen mikroniikleus sayisi, M1: 1 niikleuslu hiicre, M2: 2
niikleuslu hiicre, M3: 3 niikleuslu hiicre, M4: 4 niikleuslu hiicre, M5: 5 niikleuslu hiicre, M6: 6 niikleuslu hiicre, M7: 7 niikleuslu hiicre, M8:
8 niikleuslu hiicre PI: proliferatif indeks.
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Sekil 4.1: Dopamin ve dopamin- H,O; uygulanan hiicrelerin MN/BN verisi.

Biniikleat hiicrelerden elde edilen MN sikliklar1 ile Dopamin konsantrasyonlar1 arasindaki

iliski Sekil 4.1°de gosterilmistir. 2 farkli deneyin ortalamasini gosteren veri noktalarina

regresyon analizi uygulanmistir. Yalnizca dopamin verilen grupta, MN sikliklari ile dopamin

konsantrasyonlar arasinda bir iliski gézlenmemistir (r>=0,14). H202 uygulanan hiicre
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grubunda ise dopamin farkli dozlar1 uygulandiginda, MN siklig1 ile arasinda 6nemli
korelasyon bulunmaktadir (r?=0,76). Bu da dopaminin hiicreler iizerinde toksik olmadig1 ve
H202’nin artan konsantrasyonlari ile gézlemlenen MN artisina da toksik etki gostermedigini
diisiindiirmektedir. 2 egrinin karsilagtirilmasinda oldukca anlamli bir fark ortaya ¢ikmigtir

(p<0,01).

2.4
® Dopamin
22. B Dopamin H,0,
T 204 8m
|
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Sekil 4.2: Dopamin+H,0, uygulanan hiicrelerin Pi verisi.

Sekil 4.2’de dopaminin tek basina ve H20: ile verilmesi sonucu elde edilen proliferatif
indekslere ait regresyon egrileri gosterilmistir.  Dopamin konsantrasyonlar1 arasindaki
korelasyon gdzlenmemistir (r?=0,28). Dopamin ve H,O2 verilen grupta, PI ile kombinasyon

konsantrasyonlari arasinda korelasyon gozlenmemistir (r>=0,14).

Dopamin dozlarinin PI degerleri igin yapilan F testi sonucu P <0,05 olarak hesaplanmistir. Bu
sonug istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Dopaminin H20 varliginda koruyucu etkisi

oldugu gozlemlenmistir.
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Tablo 4.2°de verilen Serotonin grubuna ait verilerde, Serotonin tek basina uygulandig
kiltiirlerde elde edilen BN hiicre sayilari 1000 {izerinde olmustur. Coklu niikleuslarin sayilari

H20- grubunda tedavi dozu arttik¢a azalma gostermektedir.

Tablo 4.3: Serotonin 1. Set doz-cevap tablosu.

Coklu niikleuslar
No Se(r:’;f')““ BN hiicre] MN |MNBN| M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 pi
1 0 1050 8 | o0.0076 | 304 19 21 44 13 7 4 3 1.9386
2 125 | 1010 14 | 00139 [ 302 31 24 43 2 9 7 3 1.9745
3 25 1005 16 | 00159 | 280 21 24 45 17 8 1 1 1.9486
4 50 1000 17 | 00170 | 190 27 23 55 23 15 1 2 2.0666
5 100 | 1002 19 | 00190 | 212 25 16 32 29 14 1 1 2.0165
6 200 | 1000 12 | 00120 | 104 31 24 26 25 9 3 2 2.0152
H,0,+
No |Serotonin|BN hicre] MN |MNBN| M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 pi
()
7 0 335 5 00149 | 330 9 10 12 9 2 1 0 1.6384
8 125 | 290 5 |ooi72| 90 5 2 4 1 1 0 0 1.8142
9 25 320 7 |oo029| 79 4 3 2 1 2 0 0 1.8516
10 50 350 4 [oowa| 60 3 2 4 1 0 0 0 1.8881
11 100 610 7 00115 | 140 2 7 1 0 1 1 0 1.8399
12 200 459 4 |oo087| =3 2 3 4 1 1 0 0 1.9721

BN; biniikleat hiicre, MN; mikroniikleus, M 1; 1 niikleuslu hiicre, M2; 2 niikleuslu hiicre, M3; 3 niikleuslu hiicre, M4; 4 niikleuslu hiicre, M5;
5 niikleuslu hiicre, M6; 6 niikleuslu hiicre, M7; 7 niikleuslu hiicre, M8; 8 niikleuslu hiicre PL; proliferatif indeks. H,O, dozu her birinde 50
UM dozunda uygulanmistir

Tablo 4.4: Serotonin 2. Set doz-cevap tablosu.

Coklu niikleuslar
No Se{f;j)”i” BN hiicre] MN |MNBN| M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 pi
1 0 1000 7 00070 289 17 23 37 14 6 5 3 1.9405
2 125 | 1000 14 | 00140 | 309 28 27 41 19 11 7 4 1.9723
3 25 1002 15 | 00150 | 275 25 24 44 21 8 1 1 1.9593
4 50 1000 16 | 00160 | 182 26 25 58 2 13 4 3 2.0863
5 100 | 1009 17 | 00168 | 203 19 16 31 27 17 2 1 2.0302
6 200 | 1011 15 | 00148 | 179 22 19 28 23 7 3 1 2.0108
H,0,+
No |Serotonin|BN hicre] MN |MN/BN| M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 Pi
(uM)
7 0 370 5 |00135 | 314 11 9 14 8 4 2 0 1.6899
8 125 | 312 6 |00192| 87 7 5 4 1 1 0 0 1.8393
9 25 315 7 o022 81 6 3 3 3 3 0 0 1.8768
10 50 369 6 |00163| 58 3 3 4 1 0 1 0 19112
11 100 589 7 [oou9| 160 3 6 3 0 2 2 0 1.8301
12 200 502 5 00100 39 4 3 5 2 1 0 0 1.9712
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Biniikleat hiicrelerden elde edilen MN sikliklar1 ile Serotonin konsantrasyonlar1 arasindaki
iliski Sekil 4.3’te gosterilmistir. Yalnizca Serotonin verilen grupta, MN sikliklar1 ile Serotonin
konsantrasyonlar1 arasinda korelasyon gdzlenmemistir (r?=0,07). H20. uygulanan hiicre
grubunda da Serotonin farkli dozlari uygulandiginda, MN siklig1 ile arasinda korelasyon
bulunmamaktadir (r?=0,48).
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Sekil 4.3: Serotonin+H,O; uygulanan hiicrelerin MN/BN verisi.

Serotonin grubunda, hem farkli dozlar halinde uygulanan serotonin tedavisi hem de hidrojen
peroksit verilen grupta MN/BN oraninin verilen dozlarla diisiis oldugu gézlemlenmis 2 egrinin

karsilastirilmasinda anlamli fark ortaya ¢ikmamistir. (P=0,2111)
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Sekil 4.4: Serotonin+H,0, uygulanan hiicrelerin PI verisi.

Sekil 4.4°te verilen Serotonin grubunda serotonin dozlar1 ve serotonin dozlari+H20> verilerinin
PI karsilastirilmasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmustur (p<0,05).

Serotoninin H202 varliginda koruyucu etkisi oldugu ortaya ¢ikmuistir.

Tablo 4.5: Melatonin 1. Set doz-cevap tablosu.

Coklu niikleuslar

No Me(flff)”'“ BN hicre] MN |MN/BN|[ M1 M2 M3 M4 Pi

1 0 1010 4 00040 | 67 2 7l 7 19714
2 125 | 1040 3 0,0029 [ 59 14 33 7 1,0896
3 50 1109 2 0,0018 | 41 9 31 5 2,0000
4 100 | 1003 4 0,0040 | 61 11 29 9 1,0874
5 200 | 1009 5 0,0050 | 49 10 20 6 1,0845
6 300 | 1000 8 0,0080 | 78 18 17 11 | 19653

BN; biniikleat hiicre, MN; mikroniikleus, M1; 1 niikleuslu hiicre, M2; 2 niikleuslu hiicre, M3; 3 niikleuslu hiicre, M4; 4 niikleuslu hiicre, PI;
proliferatif indeks. H,O, dozu her birinde 50 uM dozunda uygulanmstir

Tablo 4.6: Melatonin 2. Set doz-cevap tablosu.

Coklu niikleuslar
No Me(:f‘;f)”'“ BN hicre] MN |MN/BN| M1 M2 M3 M4 Pi
1 0 1042 4 00038 | 84 19 12 7 1,95
2 125 | 1000 3 0,0030 | 60 9 9 1 1,95
3 50 1019 2 00020 | 72 13 4 9 1.05
4 100 | 1013 4 0,0039 | 69 13 11 5 1,95
5 200 | 1022 6 0,0059 | 79 11 13 4 1,94
6 300 | 1000 9 0,0000 | 88 19 8 11 1,94
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Sekil 4.5: Melatonin uygulanan hiicrelerin MN/BN verisi.

BN hiicrelerden elde edilen MN sikliklar1 ile melatonin konsantrasyonlarindaki iliski Sekil
4.6’da gosterilmistir. Yalnizca melatonin verilen grupta, MN sikliklar1 ile melatonin

konsantrasyonlar1 arasinda korelasyon gdzlenmistir (r?=0,79).
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Sekil 4.6: Melatonin uygulanan hiicrelerin PI verisi.

Melatonin konsantrasyonlarinin karsilastirilmasi sonucunda 1°=0,06 hesaplanmis Bu sonug

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmemistir.
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Dopamin+ Serotonin+ Melatonin kombinasyon tedavisinde kontrol grubunda 1000 BN sayimi

yapildi. 2 setten elde edilen hiicrelerde MN/BN hesaplanmustir.

Tablo 4.7: Dopamin+Serotonin+Melatonin 1. Set doz-cevap tablosu.

Coklu niikleuslar
Dopa+Se
No | ro+Mela [BN hicre] MN |MN/BN|[ M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 Pi
M)
1 0 1005 3 0.0030 | 630 26 112 50 25 24 5 1 1.8850
2 3125 | 1102 2 0.0018 | 400 19 54 64 32 28 12 0 2.0292
3 875 | 1000 14 | 00140 | 295 11 19 18 9 5 0 0 1.8578
4 175 1010 8 0.0079 | 169 16 25 17 5 6 0 0 1.9431
5 350 1112 9 0.0081 | 188 12 21 18 4 4 1 0 1.9279
6 600 1050 7 0.0067 | 172 17 23 19 9 3 2 1 1.9568
H,0,+
No |PoPa*Selp\ihiere] MN [MNBN| M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 pi
ro+Mela
()
7 0 1003 2 0.0020 | 502 29 108 48 27 21 4 1 1.9386
8 31.25 | 740 1 0.0014 | 377 21 61 61 31 29 9 0 2.0451
9 87.5 810 18 | 00222 | 289 9 28 19 7 8 3 1 1.8731
10 175 1207 27 | 00224 | 178 11 25 15 12 5 2 0 1.9608
11 350 1040 20 | 00192 | 162 16 22 17 9 4 1 0 1.9544
12 600 1007 15 | 00149 | 149 19 27 18 11 2 0 1 1.9684
Tablo 4.8: Dopamin+Serotonin+Melatonin 2. Set doz-cevap tablosu.
Coklu niikleuslar
Dopa+Se
No | ro+Mela [BN hiicre] MN MN/BN M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 Pi
M)
1 0 1189 3 0.0025 411 19 90 47 21 27 6 1.9856
2 3125 | 1017 3 0.0029 380 12 45 55 30 22 9 1.9987
3 875 | 1006 12 0.0119 218 9 13 11 5 8 0 1.8929
4 175 1009 11 0.0109 125 13 20 15 5 3 1 1.9639
5 350 1110 12 0.0108 116 11 17 15 7 7 2 1.9922
6 600 1043 10 0.0096 150 14 19 14 8 4 1 1.9537
H,0,+
No | PoPSe[pN hicre] MN MN/BN M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 Pi
ro+Mela
(™M)
7 0 1103 2 0.0018 379 21 94 39 11 19 5 1.9563
8 3125 | 789 2 0.0025 317 19 55 52 25 27 2 2.0272
9 87.5 845 16 0.0189 226 11 33 15 5 19 7 1.9681
10 175 1118 20 0.0179 169 15 29 10 13 3 5 1.9677
11 350 1026 21 0.0205 154 9 20 12 15 7 2 1.9783
12 600 1019 16 0.0157 133 17 22 17 19 9 1 2.0170
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Sekil 4.7: Dopamin+Serotonin+Melatonin+H,O; uygulanan hiicrelerin MN/BN verisi.

Biniikleat hiicrelerden elde edilen MN sikliklar1 iligki Sekil 4.7°de gosterilmistir ile Dopamin+
Serotonin+ Melatonin konsantrasyonlar1 arasindaki korelasyon gézlenmemistir (r?=0,11).
Dopamin+ Serotonin+ Melatonin ve H2O2 verilen grupta, MN sikliklar1 ile kombinasyon
konsantrasyonlar1 arasinda korelasyon gozlenmemistir (r?=0,22). 2 grup arasinda anlaml bir

farklilik bulunmamustir (P=0,07).
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Sekil 4.8: Dopamin-+Serotonin+Melatonin+H202 uygulanan hiicrelerin Pi verisi.

Dopamin+ Serotonin+ Melatonin konsantrasyonlar1 arasindaki korelasyon goézlenmemistir
(r?=0,004). Dopamin+ Serotonin+ Melatonin ve HO. verilen grupta, Pi ile kombinasyon

konsantrasyonlari arasinda korelasyon gozlenmemistir (r>=0,01).
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Dopamin+Serotonin+Melatonin dozlarimin ve H,O2 Kombinasyon dozlarinin PI degerleri igin

yapilan F testi ile karsilagtirilmasinda aralarinda anlamli bir fark bulunmamustir (P = 0,55).
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5. TARTISMA VE SONUC

Dopamin in vitro ortamda konsantrasyonu arttik¢ca toksik etki gosterebilir; farkli literatiir
calismalarinda gdzlenen sonuglara gore ise hiicre Pi’nin azalmasi hiicrelerin nekroz ya da

apoptozu se¢cmis olabilecegi yoniinde diisiiniilebilir.

Bir monoamin katekolamin norotransmitteri olan dopamin, giiniimiizde timdr bilyiimesinin
onemli bir endojen diizenleyicisi olarak kabul edilmektedir. Dopamin, glioma tedavisinde
onemli bir rol oynamaktadir; bununla birlikte, dopaminin anti-tiimér aktivitesinin altinda yatan
mekanizmast heniiz anlagilmamistir. Dopaminin glioma hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi
bilinmektedir [82].

Bu c¢alismada elde edilen bulgularda dopamin kontrol doz gruplarinda gézlenen MN/BN
sikliklarinin dopamin konsantrasyonlari arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark olmadigi
ortaya ¢ikarmistir. Fakat Dopamin+H20> dozlar1 uygulan preparatlarda doz artttkga MN/BN
sikligmin arttig1 goriilmiis ve bu durum istatistiksel olarak olduk¢a anlamli kabul edilmistir
(p<0,01). Dopamin ve Dopamin+H20, dozlarmin PI degerleri icin yapilan F testi ile
karsilastirilmasinda P<0,05 olarak hesaplanmistir. Bu sonug istatiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.

Moreno-Smith ve ark. yaptigi calismada iyi huylu tiimor dokularinda diisiik konsantrasyonlarda
dopamin bulundugunu ve artan dopamin seviyeleri ile timér hiicresi gogalmasini engelledigini
gdstermistir. Bu durum ¢alismada elde ettigimiz PI degeri ile tutarlilik gostermektedir. Moreno-
Smith ve ark. Dopaminin anti-kanser tedavilerinin gelisimi agisindan 6nemli oldugunu ortaya
koymuslardir. Moreno-Smith ve ark. dopaminin, kronik stres kaynakli anjiyogenezi ve timor
biiylimesini azalttigin1 dogruladilar. Dopamin tablet tedavisinin giinlimiizde parkinson, demans
ve periferik arteriyel okliiziv hastaliklarda yaygin olarak kullanildigi bilinmektedir. Cevresel
hasarin etkilerine karsi, dopamin konsantrasyon miktarinin artmasiyla koruyucu etkisinin daha
ileri seviyelerde calisilmasi gelecekte kanser tedavisinde dopamin ajaninin kullaniminin

onemini ortaya koyabilir [81].

Stopper H., ve ark. 2009 ‘da yapmis oldugu TK6 hiicre soyundaki dopaminin 100 mikromolarda
proliferasyonu 6nemli 6lgiilde azalttig1 yoniinde bulgular tespit etmistir. Dopamin tedavisinden

sonra mikronukleus olusumunun azaldig1 goriilmistiir. Kullanmis olduklar1 apoptoz frekans
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sonuglarinda 100 mikromolar dozda TK6 hiicresi i¢in en yiiksek dozda toksik oldugunu
gozlemlemislerdir. Tiimor dokularinda, 1yi huylu dokulardan daha diisiik konsantrasyonlarda
bulundugunda, artan dopamin seviyeleri ile tiimor hiicresi ¢ogalmasini engelleyebilmektedir

[83].

Dopamin reseptorleri, otonomik hareket, duygu, hormonal diizenleme, dopamine bagli immiin
etkiler ve timor davranist gibi tiim fizyolojik fonksiyonlara katilmaktadir. Dopamin
reseptorlerinin, timor hiicresi 6liimii, proliferasyon, istila ve gog¢ gibi tiimdr davraniginin
diizenlenmesi ile iligkili oldugu bilinmektedir. Son zamanlarda yapilan bazi caligmalar;
dopamin reseptorlerinin, apoptoz, otofaji ve tlimor davranisini dogrudan etkileyemeyen, ancak
timoOr immiinitesini aktive ederek tiimor ilerlemesini sinirlandiran ferroptoz dahil, tiimor

hiicresinin birkag¢ 6liim yolunu diizenledigi bilinmektedir [84].

Serotonin, ¢esitli sinyal yollarina bagl birgok reseptor ile etkilesime girer ve hem aktive edici
hem de inhibe edici etki gosterebilir. Serotoninin ¢ok gesitli normal ve timor hiicreleri igin
mitojenik bir faktor oldugu gosterilmistir. Serotonin agresif kanserlerde ve karsinoidlerde daha
fazla 5- HT1 ve 5-HT2 reseptorleri ile biiyiime uyarict bir etki gostermektedir. Bu durum
serotonin molekiilii i¢in dezavantaj olusturmaktadir. Buna bagli olarak diisiik serotonin
dozlarinin, tiimore kan tedariginin azalmasiyla tiimor biiylimesini inhibe edebilir, bu durum
serotoninin  timor biiylimesi {izerindeki roliinlin konsantrasyona baghi oldugunu
gostermektedir. Bazi durumlarda, kanser hiicresi biliylimesini 6nlemek i¢in serotonin
reseptoOrlerinin antagonistleri, segici serotonin tasiyict inhibitorleri ve serotonin sentezi

inhibitorleri basartyla kullanildigini sdyleyebiliriz. [85]

Bu c¢alismada serotonin kontrol grubunda elde edilen bulgularda MN sikliklar1 arasinda
korelasyon gdzlenmemistir (r?=0,07). Hem farkli dozlar halinde uygulanan serotonin tedavisi
hem de hidrojen peroksit verilen grupta MN/BN oranmin verilen dozlarla diisiis gosterdigi
gozlemlenmis ancak 4 egrinin karsilastirilmasinda 6nemli olmayan fark ortaya ¢ikmistir (P=
0,2111). Serotonin konsantrasyon miktarindaki degisim ile MN/BN siklig1 arasindaki iligki in
vitro kosullarda konsantrasyon degisimi ile orantili olmadigi ortaya ¢ikmustir. Serotonin

grubunda serotonin dozlar1 ve serotonin dozlari+H,O, verilerinin PI karsilastirilmasinda
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istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmustur (p<0,05). Serotoninin H2O; varliginda

koruyucu etkisi oldugu ortaya ¢ikmistir.

Morch LS ve ark. yapmis oldugu calismada selektif serotonin geri alim inhibitSriiniin
kullaniminin epitelyal yumurtalik kanseri riskinin azalmasiyla iligkili oldugu bulunmustur [86].
Serotonin kullanimmin potansiyel kemopreventif ozellige sahip oldugu ortaya ¢ikmustir.
Antipsikotik hastaliklarin endikasyonlarinda kullanilan serotonin molekiiliin kanser tedavisinde

kullanilmast miimkiindiir. Bu goriis ilgili yeni ¢alismalar ile desteklenebilir.

Serotonin, kolon kanseri allogreftlerinde MMP-12 ekspresyonunu etkileyerek timér infiltre
edici makrofajlar tiretimini etkilemektedir. Serotonin kolon kanserinin dnlenmesi ve tedavisi

icin yeni bir hedefi temsil edebilir, 6zellikle giinlimiizde ¢ok sayida giivenli ve etkili serotonin

hedefleme ilaci klinik kullanimdadir [87].

Onceki calismalar, yiiksek serotonin (5-HT) ve serotonin reseptdr seviyelerinin onkojenik
ilerlemeye katkida bulunabilecegine dair kanitlar sunsa da, bunun gergeklestigi mekanizma
hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Verileri, serotonin reseptdrii mRNA'larinin ve
proteinlerinin, ¢esitli kanser tipleri arasinda eksprese edildigini ve tiimor hiicrelerinin serotonin
uyariminin, AKT, CREB, GSK3 ve MAPK yollarinin bilesenleri de dahil olmak iizere
onkojenik sinyal aracilarini aktive ettigini gosterdi. Sarkomdaki bilinen 5-HT reseptor sinifinin
yedi alt sinifinin segici farmakolojik inhibisyonu ve p53 DNA hasart yolunun aktivasyonu
saglayarak, MAPK aktivitesinin baskilanmasi ve tiimor hacminin birincil diizeyde azalmasi ile

sonuglanmustir [88].

Epidemiyolojik caligmalar, melatoninin farkli tiimor tipleri iizerinde olasi bir onkostatik
Ozelligini gostermistir. Melatoninin ¢aligma mekanizmalari arasinda, antioksidan aktivitesi ve
melatonin reseptorleri olan MT1 ve MT2 apoptozunu uyarilmasi ile sagkalim onleyici
sinyallerin diizenlenmesi bulunur. Melatonin ayrica terapotik etkileri giliglendirmek ve
kemoterapilerin veya radyasyonun yan etkilerini azaltmak yoluyla kanser terapilerinin adjuvani
olarak da kullanilabilir. Melatonin, bir¢ok kanserin 6nlenmesinde 6zellikle meme kanseri,
prostat kanseri, mide kanseri ve kolorektal kanser gibi bircok kanser tedavisi i¢in iy1 bir ajan

oldugu bilinmektedir. [89]
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Melatonin uygulanan 2 grup arasinda anlamli bir farklilik bulunmamistir (p=0,07). Bu
calismada H2O; verilerek oksidatif hasara birakilan insan kokenli TK6 lenfoblast hiicrelerinde

melatonin koruyucu etkisinin olmadigi ortaya ¢ikmistir.

Deneysel hayvan caligmalarinda, yliksek dozlarda melatoninin, retinal fotoreseptorlere

(ganglion hiicreleri, ¢ubuklar ve koniler) 1s18a bagli olarak hasari arttirdigini gostermistir [90].

Wang Y. ve ark. yapmis oldugu meta-analiz sonuglarina dayanarak, tiimdrlerin tedavisi i¢in bir
adjuvan olan MLT'nin, ndrotoksisite, trombositopeni oranini azaltirken, kemotrapi sirasinda
hastalariin timor remisyon oranini iyilestirdigi ve sagkalim oranmni etkili bir sekilde arttig1

gozlenmistir [90].

Melatonin ayrica hiicre proliferasyonunu inhibe eder ayn1 zamanda COX-2 / PGE2, p300 / NF-
kB'yi baskilayarak MDA-MB-361 meme kanseri hiicrelerinde apoptozu indiikler ve PI3K / Akt
/ Apaf-1 / kaspaz bagimli apoptotik yolagin isaretlenmesi ve aktive edilmesini saglar. Kanserle
miicadele i¢in yapilan ¢aligsmalar melatoninin hiicre ¢cogalmasini 6nemli 6lclide bastirdigini ve

apoptozu indiikledigini gostermistir [91].

Bagisiklik sistemi ile birlikte, melatonin kanser hiicresi biiylimesini engellemeye ¢aligir. Dogal
oldirticii (NK) hiicreleri, monositleri, l6kositleri, interlokinleri ve interferon-gamay1 uyarmanin
yani sira sitokin sistemini ve sitotoksik aktiviteyi aktive ederek melatonin, kanser hiicrelerine
kars1 bagisikligin korunmasina yardimcei olur. Kan-beyin bariyerini (BBB) kolayca gecen bir
hormon olarak melatonin, beyin sinir hiicrelerinin oksidasyon bozukluklarina karsi koruyucu
bir rol oynar, glutatyon ve antioksidan yolaklar1 aktive ederek kanserojenleri detoksifiye eder
ve hiicresel DNA hasarin1 koruyarak onarimi saglar. Melatonin, tiimor tesvik eden gen TP53'l
baskilayan telomer uzunlugunu ve telomeraz aktivitesini azaltarak kanser hiicrelerinin
cogalmasini 6nlemektedir. Bagisiklik sistemi ile birlikte melatonin, kanser hiicresi biiylimesini
engellemeye calisir. Melatonin, dogal oldiiriicii (NK) hiicreleri, monositleri, 16kositleri,
interlokinleri ve interferon-gamay1 uyarmanin yani sira sitokin sistemini ve sitotoksik aktiviteyi
uyararak, kanser hiicrelerine kars1 bagisikligin korunmasina yardimei olur. Ayrica, melatoninin,
meme hiicrelerinin hiicre boliinmesini indiikleyen Ostradioliin asir1 iiretimini inhibe ettigi

gosterilmistir [92].

Dopamint+ Serotonint Melatonin verilen grupta, MN sikliklar1 ile kombinasyon

konsantrasyonlar1 arasinda korelasyon gdzlenmemistir (>=0,1201). Binukleat hiicrelerden elde
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edilen MN sikliklar1 Dopamin+SerotonintMelatonin dozlar1 ve H2O2 kombinasyon
konsantrasyonun F testi ile Ol¢iimii yapilmis p<0,59 degeri istatistiksel olarak anlamli
bulunmamaistir. Daha 6nce boyle bir calismanin yapilmamis olmast MN testiyle kombinasyon
tedavisinde ve kombinasyon+H>O, tedavisinde koruyucu etkisinin olmadigini ortaya

¢ikarmustr.

Dopamin+Serotonin+Melatonin dozlarinin ve H2O2 Kombinasyon dozlarinin Pi degerleri igin
yapilan F testi ile karsilagtirllmasinda P=0,1866 olarak hesaplanmistir. Bu bulgu istatistiksel
olarak anlamli kabul edilmemistir. Dopamin+Serotonin+Melatonin kombinasyon tedavisi i¢in

fakli ¢alisma prosediirleri denenebilir.

Bu tez projesinde sayisal ve yapisal kromozom diizensizliklerinin indirekt gdstergesi olarak
degerlendirilen MN testinin iyi bir biyoindikator belirteci oldugu ortaya ¢ikmistir. Giiniimiizde
ilag toksisitesine bagli olarak meydana gelen yan etkiler, viicutta sentezlenen ya da diyet
yoluyla alinarak yan etki profili diisiik olan antioksidan maddeler araciliyla koruyucu etkisi
sayesinde Oncelikli kullanimlar arasinda yer alabilir. Calismada insan kokenli lenfoblast
hiicrelerine uygulanan dopamin serotonin, ndrotransmitterlarin koruyucu etkisinin oldugu
goriilmiistiir. MN testi genotoksik etkinin belirlenmesinde kullanilan giivenilir bir testtir. MN
testi farmasotik ajanlarin sitogenetik etkilerinin gézlenmesi agisindan giivenilir bir test olarak
kullanilabilir. Bu ¢alismada oksidatif stres kosullarinda nérotransmitterlerin koruyucu etkileri
gozlenmesi ilag sanayide norotransmitterlerin kanser tedavisinde kullanilabilecegi yoniinde

distiniilebilir.
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