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SIMGE VE KISALTMALAR

cAMP Siklik Adenozin Monofosfat

CEA Karsinoembriyonik Antijen

DAG Diagilgliserol

EtBr Etidyum Bromur

FSH Folikiil Uyarici Hormon

GDP Guanin Difasfat

GTP Guanin Trifosfat

IP3 Inositoltrifosfat

Mella Melatonin Reseptori 1’in alt tipi 1
Mel1b Melatonin Reseptord 1’in alt tipi 2
MT1 Melatonin Reseptéri 1

MT2 Melatonin Reseptorii 2

MT3 Melatonin Resept6ra 3

Pi Inorganik Fosfat

PiP» Fosfotidil inositol Difosfat

RIA Radyoimmun Assay

PZR Polimeraz Zincir Reaksiyonu
SSCP Tek Sarmal Konformasyon Polimorfizmi
TSH Troid Uyarici Hormon

uv Ultraviyole



1.GIRIS ve AMAC

Pineal bez ve salgiladi§i en dénemli madde olarak bilinen melatonin son
yillarda gittikce artan sayida bilimsel aragtirmaya konu olmus ve olmaya devam
edecegi dustnilmektedir. Melatonin ile yapilan galismalar, bu hormonun plazmadaki
de§i§eh dizeyinin birgok fizyolojik siiregte ve ¢esitli hastaliklarin fizyopatalojisinde
énemli roller ustlendigini gostermigtir. Pek ¢ok faktor pineal bezde melatonin sentez
ve salinimini dolaysi ile plazma melatonin diizeyini etkiler. "2 Bu faktsrierden en iyi
bilineni ve en etkilisi, ortamin 1gik durumu yani aydinlik ya da karanlik olmasidir.
Sentez ve salinim, karanlikta superiyor servikal gangliondan gelen sinyallerin
pinealositleri uyarici etkisi ile artarken, aydinlikta azalmaktadir. Plazma melatonin
dizeyi ilk 6nce saat 22%°_24% arasinda bir yikselme gosterir, 01%°-04% arasinda pik

yapar ve 06%°-10% arasinda tekrar giindiiz seviyelerine duger. 3

Yapilan aragtirmalarin sonucu melatoninin hiicre membraninda Gg¢ reseptér tipi
tarafindan iglev gorebildigini gdstermigti. Bu reseptérler MT1 (ylksek afinite
[pikomolar]), MT2 (duguk ‘afinite [nanomalar]) ve yakin zamanda bulunan ( guanin
rediktaz ailesine ait oIan) MT3 reseptrieridir. *° MT1 reseptérlerinin aktivasyonu Gi
proteinleri aracihgi ile adenilat siklaz inhibisyonu sonucu siklik adenozin monofosfat
(cAMP) diizeyinde digmeye neden olur. MT1 reseptdrleri olasilikia renal fonksiyon,
uyku, sirkadyen ritim ve Greme islevine katilmaktadir. "' MT1 reseptérunin Mel1a
(hipofizer pars tiiberalisdekiler treme ile ilgili, suprakiazmatik ntkleusdakiler
sirkadyen etki ile ilgili) ve Mel1b (retina ve beyinde) olmak Gzere iki alt tipi vardir. MT2
disuk afiniteli, fosfoinositol hidrolizi ile etki gésterir ancak dokulardaki dagilimi heniiz
tam olarak bilinmemektedir. "'® Son zamanlarda MT2 reseptériine benzer baglayici
profil gbsteren bir protein Suriye kobayi (Hamster) bébreginden elde edilmis ve MT3
olarak adlandinimigtir. Aragtirmalar bu proteinin detoksifikosyonda yer alan bir enzim
olan insan guanin rediktaz 2'ye %95 benzerlik gésterdigini saptamisgtir. Ancak bu

proteinle ilgili pek fazla bilgi bulunmamaktadir. "%

Sinyal ileti sistemlerinde goérev alan ve melatonin reseptorlerinden aldiklan

sinyalleri hiicre igine aktaran molekiiller ise heterotrimerik G proteinleridir. G
l



proteinlerinin Gi¢ alt birimden («, B ve y) olustugu saptanmistir. a-alt birimi guanin
nikleotitleri baglayan diger proteinlerle yapisal ve iglevsel benzerlikler gosterir ve
birincil yapisi G proteinini tanimlar. 2! B ve y-alt birimleri birbirlerine sikica baglidiriar
ve ancak ¢ok gigli denatiirantlarla islem goériirlerse ayrilirlar. 2Her G proteininde By

kompleksi bulunmasina ragmen, G proteinleri a-alt birimlerine gére siniflandiriliriar. '

G-proteinleri araciifiyla gerceklesen sinyal ileti sistemlerinin bilegenlerinin
yapl ve iglevierine ait son yillarda biriken bilgi, bu bilesenlerdeki bozukluklarn
hastaliklara yol acabilecegine igaret etmektedir. 22° Tumér geligimi ile pineal bezin
salgiladig grinler arasinda da olasi iligkilerin oldugu c¢ok c¢esitli caligmalarda
gosterilmistir. 22° Pineal fonksiyonun baskilanmasi, meme, over, prostat ve maling
melanoma gibi gesitli kanser turlerinin etiyolojisinde rol aldigi saptanmistir. 272
Kanserli hastalarda pineal ve immiin fonksiyon bozukluklarn konusunda ¢ok sayida
calisma yapiimig ve serum melatonin diizeyinin azahgi malignansi igin ipucu

olabilecegi ileri surtilmugtur. 23°

Bu calismanin amaci, meme CA'll ve over CA'lli hastalarin timérlerinin
olugmasinda melatonin salinim ritminin incelenmesi, ayrica G proteinin olasi roliine

acikhk kazandirmak Uzere Gize NIN (gip) mutasyonlanni inceleyerek G proteinin

mutasyonlarinin hastalik mekanizmasindaki potansiyelini arastirmaktir.

Cesitli tetkiklerle birlikte ve Kemiluminescent Immunassay teknigi ile
desteklenerek tanisi konmus, meme CA’li ve over CA’'li hasta gruplarindan gece
boyunca saat 22%°, 24%, 02%°, 04% ve 06% da olmak lizere 5 kez kanlan alinip serum
melatonin seviyeleri Radyoimminassay (RIA) ydntemiyle belirlendi. Saglikii
deneklerden olusan kontrol grubundan da es zamanli olarak kanlar topland: ve
serum melatonin seviyeleri ayni yéntemle belirlendi. Kanserli hastalarin melatonin
duzeyleri ile saglkl deneklerin melatonin diizeyleri karsilastinlarak da kanser ve

melatonin diizeyi iligkisi saptandi.

Ayrica timdrlerin olugsmasinda G proteinlerin roltine agikiik kazandirmak igin
ayni hasta gruplarinin timérli dokularindan parga alindi ve Giy, proteinlerinin a-alt
birimlerindeki mutasyonlan incelemek icin doku 6rneklerinden DNA elde edildi. DNA
elde edildikten sonra Gz,’'nin 179 ve 205 numarali kodonlarinin ikisini iceren bélge ile
179 ve 205 kodonlanm ayr ayn iceren béigeler 6zgiin pirimerler kullanilarak
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) yéntemiyle gogaltildi. PZR riinleri agaroz
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jellerinde yurituldi ve Etidyum bromar (EtBr) ile boyanarak Ultraviyole (UV) altinda
goruntilendi. Uzerindeki mutasyonlar Tek Sarmal Konformasyon Polimorfizmi
(SSCP) ydntemi kullanilarak belirlendi ve G proteininin  mutasyonlarinin hastalik
mekanizmasindaki potansiyeli aragtirildi.

Caligmanin hastaligin erken teshis ve tamsinin konmasinda izlenecek saghk
politikalarina yardimei bilgiler vermesi bekienmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Yiiksek Canlilardaki Hiicrelerin iletigimi

Yiitksek canlilarin hiicreleri arasindaki iletisim kimyasal haberciler araciligi ile
gerceklestiriimektedir. Bu haberciler farklh dokularin metabolik etkinliklerini
dizenlemekte, organizmanin cevresel de§isimlere uyum saglamasina yardimei
olmakta ve organizmayi g¢ogalma siirecine gére hazirlamaktadir. Tim kimyasal
haberciler, habercinin varligini saptayan ve reseptér adi verilen proteinler araciliyla
islev gérurler. Kimyasal habercilerin 6zglin reseptdrlere baglanmasiyla bir dizi
kimyasal tepkime sonucu hiicre igi yanit olusur. *

2.1.1. Kimyasal Haberciler

Kimyasal haberciler ok gesitlidirler ve degisik gruplar iginde siniflandirilirlar:

a-) Sinir sisteminde gérev alan asetilkolin, melatonin, norepinefrin, seratonin
ve dopamin gibi haberciler iceren ndrotransmiterler. 32

b-) Glikoprotein yaplsmda olan ve viral infeksiyonlara kargi korunum
mekanizmasini tetikleyen interferonlar.

¢-) Bir canli tirinden bagka bir canli tiriine gegebilen feromontar. 34

d-) Buytime faktdrleri gibi hormon benzeri peptidler.

e-) Bir hiicre yada hiicre gruplan tarafindan vicut sivilarina salgilanarak
viicudun diger hicrelerinde fizyolojik kontrol gérevini yapan hormonlar.

Kimyasal habercilerin bazilan viicuttaki bitin dokulan etkilerken, (6rnegin
hipofiz 86n bezinden salgilandiktan sonra kan yolu ile tim viicuda dagilan ve viicut
bélamlerinin gogunda biyimeye neden olan blyime hormonu), digerleri ise hedef
dokuyu secip sadece onu etkiler.( 6rnegin pineal bezinden salgilandiktan sonra hedef
doku olarak gonadal bezini uyararak fonksiyonlarini baskilayan melatonin).



2.1.2. Kimyasal Habercileri Salgilayan Bezler

Blylime hormonu, adrenokortikotropin, tiroid uyarici hormon (TSH), folikl
uyarici hormon (FSH), lGteinizan hormon, prolaktin, antidiaretik hormon (vasopressin)
ve oksitosin hormonlari salgilayan hipofiz bezi, kortizol ve aldosteron salgilayan
bébrek Gstl bezi korteksi, tiroksin, triiodotironin ve kalsitonin hormonlar salgilayan
tiroid bezi, insilin. ve glukagon hormonlan salgilayan parikreasm langerhans
adaciklari, 6strojen ve progesteron hormonlari salgilayan overler, testesteron
hormonu salgilayan testisler, parathormon hormonu salgilayan paratiroid bezi,
melatonin, serotonin hormonlarini salgilayan pineal bez ve insan korionik
gonadotropini, Ostrojen, progestron ve insan somatomammotropini hormonlari
salgilayan plasenta en 6nemli endokrin salg: bezleri olarak sayilabilir. %

2.2. Pineal Bez

Pineal bez, adim gam kozalagina benzemesine borgludur. Insan vilcudundaki
en kiiclik endokrin bezdir. Ortalama 100-150 mg agirhiginda, 5-10 mm boyunda ve 3-
5 mm genigliginde konik bir bezdir. Agirhginda ve boyutlarinda ergenlik ¢gagina kadar
artig, ergenlik cagindan sonra ise azahg gorular. ¥

Embriyonal geligimin 7. Haftasinda diensefalonun tavaninin arka bélimiinden
¢tkan ektodermal bir divertiklilden geligir. Pia mater orijinli konnektif doku pineal bezi
cepecevre sarar. Damarlar ve miyelinsiz sinir lifleri iceren bag doku, septumlar
seklinde pineal bezin parankimi igine dogru uzanir (gekil 2.1). %

Memelilerde pineal bez elektriksel uyarilar hormonal uyanlara dénugtiiren bir
ndrendokrin transduser iglevi gorlir. Pineal bez her iki kollikulus superiorun
arasindaki gukurlukta ve orta hatta yer alan bir yapidir. Yukarida corpus callosumun
splenium kismindan Ggiinch ventrikilliin tela choroidea’si ile ayrilir. Pineal bezin 6ne
dodru uzanan sap kismi st ve alt olmak Uzere iki laminaya ayrilir. Bu iki lamina
arasinda, Uiglincii ventikiliin arka~Gst kisminda bulunan recessus pinealis yer alr. *
Pineal bezde diger sirkumventrikuler organlarda oldugu gibi kan beyin bariyeri
bulunmamaktadir. Bu &zellikli durum bez sekresyonlarinin direkt beyin omurilik
sivisina veya kana karigmasini saglar. ¥

Pineal bezin parankimi pinealositier ve glia hiicrelerinden olugur. Néroepitelial

hiicreler olan pinealositler, hafif bazofilik sitoplazmah hiicrelerdir; belirgin ntkleoluslar
5



iceren gekirdekleri buyiik, diizensiz veya birkag lopludur. Sitoplazmik uzantil hicreler
olan pinealositler, graniillii ve graniilsiiz endoplazmik retikulum, mikrotubller, lipid

damlaciklari, mitokondriler ve gok sayida golgi kompleksi igerirler. 4
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Sekil 2.1. insan Beyni (Sobbotta insan Anatomi Atlasi)

2.3. Melatonin

Pineal bezin en 6nemli ve en iyi bilinen Grinii melatonindir. Pineal bez

melatonini sentezlerken ara tirtin olarak serotonini de sentezleyip salgilar (sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Melatonin ve Serotonin
Pineal bezin salgiladigi baslica trinler Tablo 2.1'de verilmistir.

Tablo 2.1. Pineal bezin salgiladigi baslica Grunler

1- Melatonin

2- 5-Metoksitriptamin

3- Hidroksiindol asetikasit
4- Metoksitriptofol

5- Hidrositriptofol

6- Metoksiindol asetikasit

2.3.1 Melatonin Sentezi

Melatonin triptofan aminoasitinden sentezlenir. Sentez basamaklari sirasinda

olusan ara maddelerden biri de serotonindir. Melatonin sentez evreleri Sekil 2.3'de

g6sterilmistir. ©
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Sekil 2.3. Melatonin sentez evreleri *°

2.3.2. Melatonin Salinimi

Pek cok faktér pineal bezde melatonin sentez ve salinimini dolayisi ile plazma

melatonin duzeyini etkiler (Tablo 2.2).



Tablo 2.2. Melatonin sentezini ve salimimini etkileyen baslica faktorler

1- Ortamin 11k durumu

2- Kisinin yasi

3- Mevsim

4- Ortam sicakhid:

5- Hormonlar

6- Manyetik alanlar

Bu faktérlerden en iyi bilineni ve en etkilisi, ortamin 1sik durumudur. Sentez ve
salimm, karanhkta superiyor servikal gangliondan gelen sinyallerin pinealositleri
uyarici etkisi ile artarken aydinlikta azalmaktadir. Superiyor servikal gangliondaki
aksontar: pineal beze giden sempatik postganglioner ndronlarin desarj frekanslari
ortamin aydinlik derecesi ile ters orantilidir. Bu néronlarin desarj frekansian gindiz
azalir, gece artar. Dolayisiyla melatonin sentez ve salinimi konsantrasyonu gindiz
azalr, gece arar. Bu nedenle melatonin yapimi ve serum konsantrasyonu
konusunda sirkadyen bir ritim s6z konusudur {Sekil 2.4).

= ! - -
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1z 16 20 24 as (1% L

SLAl
Sekil 2.4. Sirkadyen serum melatonin ritmi
Pineal bezin inervasyonunu superiyor sempatik gangiiondan geien sempatik
postgangiioner lifler sadiar. Pinel bezin inervasyonunda igik ve génme yollari da
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Snemlidir. Isik enerjisi retinadaki fotoreseptérierce elektrik enerjisine dontsgtarilar ve
aksiyon potansiyelleri geklinde gérme merkezine iletilir. Gérme reseptdrierinde olugan
bilgiyi tagiyan lifler suprakiazmatik nukleustaki néronlaria sinaps yapar. Bu
nukleustaki ndronlarin aksoniari ise gorme merkezine gider; ancak baz lifler, agagi
dofiru inerek torakal omurilikteki sempatik preganglioner néronlarda sonlanirlar.
Sézkonusu sempatik preganglioner néronlarin  aksonlan superiyor servikal
gagliondaki belirli néroniarda, superiyor servikal ganglionlardaki ilgili néronlarin
aksonlari ise pineal bezde sonlanirlar (Sekil 2.5) "',

G A
Trlp!ofan
s Pl

Retina 5-Hidro ksmuptofan b

® e adr eneriik\ \ Aminoasit i b
rezemor '. Siklik / Sero(onln '“.,

}
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& :
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Sekil 2.5. Gozlerle pineal bez arasindaki sinirsel badlanti ve pineal bezde melatonin
biyosentezi.

Pineal bezde sonlanan sempatik postganglioner liflerden noradrenalin sahinir.
Pinealositierde bulunan B; reseptorleri ile noradrenalinin etkilegmesi scnucunda
membrandaki adenilat siklaz aktive olur ve sitoplazmada cAMP artar. CAMP artisi
ilgili enzimlerin aktivasyonu ile melatonin sentezinin artmasina neden olur. Melatonin
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sentezinin yaklasik % 85'inden B4 reseptdrierinin uyarilmasi, yaklasik % 15’'inden ise
o1 reseptorlerinin uyarilmasi sorumludur. o4 reseptorierinin uyariimas! kalsiyum
kanallarinin agilmasina ve inositoltrifosfat (IPs) olusumuna yol agar. 43,44

Bir cok endokrin bez olusturduklarn hormonlan depolarlar. Pineal bez igin bu
gegerli degildir. Cunkii pineal bezde melatonin olugsumu yiikseldigi anda kandaki
titreleri de yilikselmektedir. Melatonin olusur olugmaz hemen kana serbestlenir,
boylece pineal bezde melatonin olugsumu ile plazmadaki seviyeleri arasinda giclii bir
iligki vardir. °

Melatonin kanda daha ¢ok plazma proteinlerine bagh olarak bulunur.
Melatoninin albtmine bagh bulunmasi idrarla atthmini sinirlar. ldrarda melatoninin
ancak % 1 kadar formu dedismemis olarak bulunur.

2.3.3. Melatonin Metabolitleri

Insanda melatoninin metabolize oldugu primer yer karacigerdir. En 6nemli
metaboliti hidroksilasyonla olugan 6-hidroksimelatonindir. Sulfirik asit ve daha az
olarak glukuronik asitle konjuge olur ve bu da idrarla atilir. Melatonin olusumunda
preklirsér olan N-asetilserotoninin de insanlarda melatonin metaboliti oldugu
bulunmustur. Boéylece melatonin metabolizmasinda, 6-hidroksilasyon gibi
demetilasyon da spesifik bir yoldur. Melatoninin kendi prekirsériine dénlGgmesi
melatonin sentezinin kompleks bir feed back mekanizma ile kontrol edildigini
gbstermektedir. Metabolize olmayan melatonin ve metabolitleri idrarla atilir. Idrardaki
metaboliti olan 6-sulfatoksimelatonin serum melatonin konsantrasyonu ile yakin
iligkilidir.

2.3.4. Melatonin Reseptorieri

Melatonin reseptdrlerinin 3 grubu tammlanmigtir. MT1, ytksek afiniteli,
guanozin trifosfat (GTP) baglama proteinleri ailesinin bir tiyesidir. MT1 reseptérierinin
aktivasyonu hedef hiicrelerde adenilat siklaz aktivitesinin baskilanmasina neden olur.
Bu reseptérler olasilikla retina islevine, sirkadyen ritme ve (reme iglevine
katilmaktadir. >°
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MT1 reseptorlerinin Mel-1a (hipofizer pars tlberalisdekiler Greme ile ilgili,
supraliazmatik nukleusdakiler sirkadyen etki ile ilgili) ve Mel-1b (retina ve beyinde)
olmak Gizere 2 alt tipi vardir. **

MT2 ve MT3 reseptbrieri ise diigtk afiniteli, fosfoinositol hidrolizi ile etki gésterir
ancak dagilimlar heniiz tam olarak belirlenmemigtir. '

Insan beyninin c¢esitli bdigelerinde, bagirsakta, overlerde ve kan damarlarinda

melatonin reseptorleri bulunur.

2.3.5. Melatoninin Fizyolojik Etkileri

Melatoninin fizyolojik etkileri son yillarda 6nemli bir ilgi alanimi olusturmaktadir.
Bu nedenle melatoninin gesitli streglerdeki etkileri konusunda yogun bilgi birikimi s6z

konusudur. Melatoninin etkili olabilecegi bazi stregler Tablo 2.3'de verilmistir. °

Tablo 2 3. insanlarda melatoninin etkili olabilecedi bazi olaylar

Reprodiiktif olaylar |Noropsikiyatri Diger

Menstruel siklus Uyku ve bozukluklari Ba§|§.|khk

Spermatogenez Anoreksiya nervoza Kanser

Hipotalamik amenore |PMD Yaglanma

Premenstuel sendrom | Epilepsi Termogilaston

Puberte prekoks Sizofreni Antioksidan etki

Puberte tarda Mevsimlik affektif bozukluk | Tiroid ve adrenal bozukiukiar
Kontrasepsiyon Otizm Jet - lag

2.4, Kimyasal Habercilerin Etkiledigi Reseptorier

Kimyasal habercilerin bir kismt sadece hicre igindeki reseptorlerle etkilesime
girerken bir kismu da hicre membraninin dis yiizeyinde bulunan reseptorierle
etkilesime girer. Hiicre membraninin dig yiizeyinde bulunan reseptérler 3 siniftan
olusur: /

a) G-proteinleriyle kenetli reseptérler. “

b) lyon kanali kenetli reseptérier.
12



c) Enzim kenetli reseptérler.

G-proteinleriyle kenetll reseptorler hayvanlarda tammlanm|§ yu_zden fazla
Uyesi ile en genis. hUCre-yuzey reseptbrlerr ‘ailesini olugturur “Bu’ resebtbr ailesi
membrani 7 kez kat eden proteinler stiper ailesindendir.

2.5. Sinyal iletim Mekanizmasinin Birincil ve ikincil Habercileri

Hiicre membraninin dig yiizeyinde bulunan reseptériin kimyasal haberciyle
etkilesimi sonucu ikincil haberci adi verilen bir araci molekil etkinlegir. Kimyasal
habercinin kendisi ise birincil habercidir. cAMP ve fosfatidil inositol difosfat (PIP;) en
yaygin iki ikincil habercilerdir. cCAMP; adenilat siklaz yolunda gdrev alir ve protein
kinazlarin etkinlesmesini saglar. PIP, ise fosfoinositit tepkime gelalesinde gérev alir
ve hidrolizlenerek inositol trifosfat (IPs) ve diagilgliserol (DAG) adli iki hiicre igi ulaga
donigur. [P; kalsiyumun endoplazmik retikilimden stoplazmaya salinimini
gerceklestirerek bu yoldaki sinyal mekanizmasim tetiklerken, DAG protein kinazlan
etkinlestirir. ¢

2.6. GTP-Baglayan Proteinler Siiperailesinin Uyeleri

GTP-baglayan proteinler siiper ailesi agagidaki liyelerden olusmaktadir:-

a) Protein sentez faktérleri.

b) Membran-gegigli sinyal siireglerinde yer alan heterotrimerik GTP-baglayan
proteinler (kisaca G proteini).

c¢) Protoonkogenik ras proteinleri.

d) Rab, rap, rho, rac, smg21, smg25, YPT,SEC4, ARF genlerinin trlnleri olan
disuk molekil agirlikh GTP—bégIayan proteinler

e) Tubdlinler

Sinyal iletiminde rol alan bitiin GTP-baglayan proteinler GTP baglar ve
hidrolizler. Bu 8zellik proteinin ¢ok sayidaki farkh hiicresel siiregte molekiler bir
anahtar olarak iglev gérmesi agisindan ¢ok 6nemlidir. GTP-baglayan proteinler,
iigandm fosfat potansiyeline bagh olarak iki form arasinda gidip gelirler (Sekil 2.6)"
GTP-bagh form aktif yapidir. Bu formda protein hedef moleklld taniyip onunla
etkilesime girer (Sekil 2.7). Bagh GTP'nin GDP ve inorganik fosfata (Pi)

hidrolizlenmesiyle, yapi GDP-bagli forma yani inaktif forma kayar. GDP-bagh formun
13



degistimesi sonucu gergeklesir. Bu basamak digandaki enerjinin GTP formuyla
girdigi basamaktir. *°

GTP reseptor

GOP
7 t X am—-

Sekil 2.6. G proteinlerinin GTPaz dongsi*’

Hormon

A Uyanlnmg .résept(ir

ﬁ cAMP
AT Adenilat siklazn G, GTP
tarafindan uyanimas:

Sekil 2.7. Adenilat siklazin Gs tarafindan uyariimasi.
2.7. G Proteinlerinin Yapisi

Cok sayida hormonal ve duyusal sinyal iletiminde gérev alan heterotrimerik
G proteinleri a, B ve y. alt birimlerinden olugmaktadlr @malg birimlere iligkin
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dzellikler Tablo 2.4 ve Tablo 2.5'de g6sterilmigtir. a-alt birimi guanin niikleotitleri
baglayan diger proteinlerle yapisal ve iglevsel benzerlikler gésterir ve birincil yapisi
G proteinini tanimlar. 2' B ve y-alt birimleri birbirlerine sikica baghdirlar. 2 Her G
proteininde By kompleksi bulunmasina ragmen, G proteinleri o-alt birimlerine gére
siniflandinir. #* ‘

a-alt birimi guanin nikleotitlerinin (GDP veya GTP) baglandii yilksek
iiginlikli tek baglanma bélgesine sahiptir. a-alt biriminin GTP bagh formu By
kompleksinden ayrilir, membran i¢ ylzeyinde difuzlenerek efektér molekillerle
etkilesime girer ve hiicresel yaniti olugturacak olan zincirleme tepkimeyi baglatir.

5152 gon yillarda o-alt birimi gibi By kompleksinin de bazi efektér molekiillerle

etkilesime girebildigi ve bu molekiillerin etkiniigini degistirebildigi yapilan
calismalarla gésterilmigtir. >
Tablo 2.4. Memeli G proteini a-alt birimleri >
AILE ALTTIP EKSPRESYON EFEKTORLER
Adenilat siklaz
Go, Goys (2form)® Her yer (tum tipler)
Ga. (2form)® Her yer Ca** kanal(L tipi)T
Gotgir Koku epiteli Adenilat siklaz T
Gaipe Gogyst Tat hicreleri ?
Goter Retinal gubuk, tat hiicreleri cGMP fosfodiesteraz 1
GOty Retinal koni cGMP fosfodiesteraz T
Gai yaygin
Gai heryer Adenilat siklaz (tipl,V,VI) ¥
Gas yaygin
Ga,® Néron, néroendokrin hiicre  Ca*'kanali (L-/N-tipi) 4
G Néron, néroendokrin hiicre  Ca®‘kanali (L-/N-tipi) ¥
Ga, Ndéron, trombosit ?
Gaq Gog her yer




Tablo 2.4 (devam). Memeli G proteini a-alt birimieri®’

Gouyq her yer Fosfolipaz Cp 1 -
Gas Bobrek,akciger,dalak (B3=p>>Pp2;p4)
Gous/ie” Hemopoietik hiicre

Gaqz Gaqz her yer ?
Gas her yer ?

2 ekli varyantlar

® ttr varyantian (Goys, fare, Goug insan)

G proteinleri GDP-bagh dinlenim durumunda iken heterotrimerik (afy)
yapidadir ve reseptér yada efektorle etkilesim halinde degildir. Ligandin reseptérle
baglanmasi ile reseptérde yapisal bir degisim gergeklesir ve GDP-bagh
heterotrimerik formdaki G proteinine baglanmasi i¢in yiiksek ilginlige sahip reseptor
bolgesi agiga gikar. ** G proteini ile ligand tarafindan uyariimis reseptér arasindaki
etkilesimin ¢ok sayida bdlge tzerinden oldugu ve G proteinin reseptér tarafindan
uyarilmasi ile G,’da GDP'nin GTP ile yer degistirdigi diistiniimektedir. *° GTP’nin
baglanmasi ile, a-alt biriminin reseptére ve By kompleksine ilgisi azalr, G,-GTP, By-
alt biriminden ayrilarak etkinlesir ve bir efektér molekaiili ile etkilesime girer. GTPaz
aktivitesi ortaya ¢cikmasiyla GTP’yi GDP’ye hidrolizler ve G proteinini aktif olmayan
dinlenim durumuna déndirir. (G,-GDP) efektérden aynlarak, By-alt birimi ile bir

araya gelir. *"%

Tablo 2.5. Memeli G proteini B ve y Alt Birimleri **

ALTTIP EKSPRESYON EFEKTOR VE ETKINLESTIGI
PROTEIN
B1 Yaygin,retinal gubuk
B2 Yaygin dagihm
B3 Yaygn,retinal koni Adenilat siklaz tip I ¥
Bs Yaygin dagilim Adenilat siklaz tip 11, IV T
Bs Cogunlukla beyin Fosfolipaz CB (B3>p2>p1) T
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Tablo 2.5 (devam). Memeli G proteini § ve y Alt Birimleri”'

' y1 Retinal gubuk..., Fosfolipaz A, T
Y2 | Cogunlukla beyin - -Reseptér kinaz (GRK 2 ve 3) T
Y3 Cogunlukla beyin Fosfoinositid 3 kinazy T
Ya Cogunlukla beyin Raf?
Ys Yaygin dagilim | fosdusin
Y7 Yaygin dagilim
Y8 Retinal koni
Yo Koku epiteli
Y10 Yaygin dagilim
Y11 Yaygin (beyin harig)

? Duzenleme veya etkilesim By kompleksi Uzerinden gergeklesmektedir.

Cesitli G proteinlerinin birincil yapilari arasinda benzerlikierin arastiriimasi
sonucu yilksek derecede benzerlige sahip birkag bolge ortaya cikariimigtir. 53,

a) P Bolgesi: Hidrolitik siireclerde gérev aldigi saniimaktadir. Bu bolgenin
bagh GDP’nin o ve B fosforil gruplarina yakin olmasi ve Ha-ras p21 proteininin 12
no’'lu kodonundaki Gly—Val mutasyonunun GTPaz aktivitesinin kaybolmasina
neden olmasi bu varsayimi giigiendirmektedir.

b) E Bélgesi: Efektér molekiili ile etkilesime girmesi nedeniyle E bolgesi
olarak adlandinimaktadir. Ras p21 proteinin E bélgesindeki mutasyonlar, GTP
baglama 6zelligini etkilememeksizin transformasyon etkinliginin yok olmasina
neden olmaktadir. Bu bdlgenin dizisi aile fertleri arasinda guclil olarak
korunmaktadir.

c) G Bolgesi: Butin GTP-baglayan proteinlerde korunan ve bu bolge,
GTP’nin guanin halkasi ile dogrudan etkilesime girmektedir.

d) G’ Bolgesi: Birgok GTP-baglayan proteinde yiksek oranda korunmustur.
Bu béigenin GDP veya GTP bagh durumiar arasindaki yapisal degigsimde gérev
aldig1 saniimaktadir.

e) G” Bélgesi: GTP’ nin guanin halkasina yakin bir boligesidir. %



2.7.1. G Proteinin a-Alt Birimlerinin Yapisi

Tuam o-alt birimleri kendi baslarina birer enzimdirler. Bu proteinler igsel
GTPaz etkinligine sahiptirler ve bagh GTP’nin son fosfatini hidrolizleyerek bagl
GDP ve serbest P; olugmasini saglarlar. Giniimiize degin 20 farklt G protein «-alt

56-58 -alt birimleri 39-52 kDa molekiil agiriginda bir protein

birimi tanimlanmigtir.
ailesidir. Amino asit dizilisi olarak aralarinda % 45-80 oraninda benzerlik vardir.
Birincil yapilarinin farkliligi yaninda g boyutlu yapilan da farkhidir. %

Son yillarda G proteinlerinin yapi iglev baglantisini agiklamak igin degisik
calismalar gergeklestirilmistir. Ayrica G,-Gg, etkilesimi ve GTP-hidrolizini belirleyen
etmenler gibi birgok soruya yanit aranmigtir. Bu calismalar a-alt biriminin GTPaz
bélgesi ve a-heliks bélgesi olmak Uzere iki bolgeden olustugunu ortaya
koymustur.®® GTPaz béigesi, GTPaz ailesine Gye tim proteinlerde ortaktir ve alti
uzun B-seridi gevreleyen bes a-heliks’ten olugsmustur. Heterotrimerik G proteinlerine
dzguin a-heliks bélgesi ise timiyle a-heliks yapidadir. °° GTPaz béigesi, reseptor,
efektor ve By-alt birimleri baglama bélgesi igerir. a-heliks bélgesinin iglevi ise hentiz

acikliga kavusmanustir. %
2.7.2. G Proteinlerinin a-Alt birimlerinin Cesitleri

a-alt birimlerine gére G proteinleri Tablo 4'de géruldigu gibi Gas, Goio, Gag,
Ga2 olmak lizere dért aileye ayrilir.

G proteini adenilat siklaz etkinligini arttirarak gérev yapar. Adenilat siklaz
etkinliginin artmasiyla cAMP sentezi artar ve cAMP ikincil haberci olarak hucre igi
yaniti baglatir. Hicre i¢i yanitinin sonlanmasi GTP’nin hidrolizienmesiyle
gerceklesir. Ancak bazi patolojik durumlarda bu mekanizma aksayabilir.

G; proteini adenilat siklaz aktivitesini baskilayarak cAMP seviyesini dusurdr.
% Burada da bazi patolojik durumlarda bu mekanizmanin aksamasi olasidir.

G, proteini fosfolipaz C enzimini etkinlegtirir. Bu enzim ise PIP, pargalayarak
IP; ve DAG olusmasini saglar. ©' DAG protein kinazlan uyarirken, 1P ise iyon
kanallanni etkinlegtirir. Bu gruba dahil olan Gig proteni hemopoietik hiicrelerin
sadece belli bir alt grubunda bulunmasina ragmen iglevsel olarak farkh birgok

reseptor tarafindan etkinlestirilebilmektedir.



G12 hakkinda ise henliz pek fazla bir gsey bilinmemektedir.

G.' nin reseptorierle etkilesiminin  U¢ boigede gergeklestigi ileri
strilmektedir. Reseptdriin etkinlesmesi sonucu By kompleksinden ayrilan «-alt
biriminin birgok ikincil haberci ile etkilesime girdigi ve onlan diizenledigi
bilinmektedir. Efektér-G protein etkilegiminin G,'nin arka yiziinde ki bélgede
oldugu dugtnilmektedir. Yapilan galigmalar, adenilat siklazi uyaran béigenin Ggs'in
karboksil ucunda 235-356 bélgesinde bulundugunu géstermistir. > Bu bolgedeki
kalintilara iligkin mutasyonlar adenilat siklazi uyarma yeteneginde azalmaya neden
olmaktadir. %

a-alt biriminin amino ucunun By-alt birimi ile etkilesime giren béige oldugu
diigtinilmektedir. ®' o-alt biriminin amino ucundan 2 kDa'luk bir parganin tripsinle
uzaklagtirilmasindan sonra c-alt biriminin By-alt birimi ile birlesme 6&zelligi yok
olmaktadir. Ozellikle 7-10 amino asitlerin birlegme igin 6nemli oldugu
distnulmektedir. Yapilan galigmalar, 50-60 kalintilar civarindaki bir béigenin de

etkilesimler agisindan 6nemli oldugunu disiindirmektedir.
2.7.3. G Proteini ve insan Hastaliklan

Sinyal iletim yollarinda oldukea kritik bir konuma sahip olmalari nedeniyle, G
proteinlerinin yapt ve islevlerindeki bozukluklar &nemli hastaliklara neden
olmaktadir. G proteinine bagh sinyal iletiminin insan organizmasindaki cesitliligi
nedeniyle koérliik, hormon direnci, erken ergenlik ve neoplazi gibi birbirinden gok
farkh klinik tablolari olan hastaliklar ortaya gikabilmektedir.

Efektor, G proteini ve reseptorlerdeki mutasyonlara iligkin ¢aligmalar sinyal
iletimini 6nemli digiide degistirebilecek potansiyel degisimler agiga ¢ikanlmistir. Bu
caligmalar sonucunda insan hastaliklarinda rol alan sinyal iletim yollari
bilesenierine ait mutasyonlarin bulunabilecegi bélgeler da hakkinda fikir edinilmistir.

Bircok hiicresel yanit farkh G proteinleriyle kenetli yollar tarafindan pozitif
veya negatif olarak diizenlenmektedir. Ornegin birgok endokrin, salgl bezinde hem
hormon salinimi hem de hiicre bolunmesi G, veya G eslikli yollarla uyariimakta ve
G;/ G, Eslikli yollarla baskilanmaktadir. Hiicresel yanitin bu sekilde diizenlenmesi
sonucunda uyarici yollarin strekli etkinligi veya baskilayici yollarin islev kaybi,

hedef organda ayni anormal yanitin olusmasim saglamaktadir.



2.7.4. G proteinin Onkogenik Rolleri

Gerek G proteinlerinin sinyal iletimindeki kritkk konumlan gerekse o alt
birimlerini kodlayan genlerin bir kisminin daha énceden onkogen olarak bilinmesi G
proteinlerinin onkogen potansiyellerinin olduk¢a fazla oldugunu g&stermektedir.
Gos'e iligkin onkogen gsp, Gai2'ye iligkin onkogen gip olarak adlandinimaktadir.
Tumor olusumundaki roli gok agik olmamakla birlikte Gayz'ye iligkin mutasyon da

gep olarak bilinmektedir.

Insan endokrin timorlerinde igsel GTPaz .etkinligini baskilayarak Gas ve
Gaiz'yi stirekli aktifleyen mutasyonlar bulunmustur.gsp onkogeni gogunlukla hipofiz
ve troid timérlerinde bulunmustur. Bu onkogen nedeniyle siklaz-cAMP yolu siirekli
aktir kalmaktadir. Hipofiz ve troid hiicrelerinde bu sinyal anormal gogalmaya neden

olmakta ve farklilagmis islevierin yerine getirilmesini engellemektedir.

Over ve adrenal korteks tiimérlerinde de gip onkogeni tanimlanmigtir.Gip
onkogeninin timér olugsumundaki rold cok acik degilse de belirli hiicre tiplerini
transforme edebilecegi sanilimaktadir. By alt birimlerinin MAP kinazlarla olan
etkilegsimine ragmen insan timérlerinde bunlara iligkin mutasyonlara

rastlanmamistir.
2.8. Over Kanseri

Over insan digi Greme sisteminin temel organlanndan biridir. Her disi
insanda iki adet over bulunmaktadir. Uréme overlerdeki yumurtanin gelismesiyle
baslar. Her aylik seksiel ¢evrimin ortasinda tek bir yumurta over folikillerinden
digari atiir. Bu yumurtanin fallop tiplerin birinden gegerek uterusa ulasir. Eger bir
sperm tarafindan déllenirse uterusa implante olarak fetus, plesanta ve fetal

membranlara dénusdr.

Over tumérlerinin gok sayida histolojik tiir ve sekli bulunmaktadir (Tablo 2.6).
Bunun nedeni normal overin {g tir hicre gesidinden olugsmasidir: muitipotent yiizey
epiteli, totipotent germ hiicreleri ve multipotent seks kord-stromal hiicreleri.

Tamérlerin siniflandinlmasi histolojik olarak yapilmasina ragmen bu tiimérier
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granulosa hicrelerinin - 6zelliklerini  sergilemektedir; diger bir deyisle FSH
baglamakta, FSH'ya yanit vermekte ve peptid hormon inhibin ve Muilerian inhibe
edici madde salgilamaktalar. Bu timorler tarafindan inhibin salgilanmasi plazma
FSH dizeyini baskilamakta ve timdrlerin FSH'dan bagimsiz olarak biiytidiiklerini

disindirmektedir.

Tablo.2.6. Over timér tipleri

TUMOR TiPi INSIDANS (%) YAS GRUBU

l. Epitel Hiicreleri 65-70 20+

Ser6z

Mikoéz
Endometroid
Mezanefroid
Brenner
Sistadenofibroma

Il. Germ Hiicreleri 15-20 0-25+

Teratoma
Disgerminoma

- Endodermal siniis
Koriokarsinoma

. Seks Kort - Stromal 5-10 Tim yaslar

Fibroma
Granulosa
Teka
Sertoli-Leydig

IV. Metastazlar | 5 Degisken




2.9. Meme Kanseri

Ciddi bir toplumsal sadlik sorunu olan meme kanserine genetik ve gevresel
etkenlerin etkisi ortaya cikarldikga 6nlenmesine yénelik gelismeler artmaktadir.
Meme kanseri multifaktériyel ve bundan dolayida karmasik bir hastaliktir.
Gunimuzde Birlesik Devietlerde her yil yaklagik olarak 180 bin kigsiye meme

kanseri teshisi konmaktadir.%*

Meme kanseri meme dokusundaki kontrolsiiz yada diizensiz hiicre bélinmesi
sonucu yakindaki doku ya da organiara saldiran ve zarar veren bir hastalik turiidar.
Ayrica hicreler orijinal timé6r dokusundan aynlip kan yolu ile yada lenfatik sistemle
yayihp vicudun dider bélimierinde ikincil timérler meydana getirebilmektedirler
(metastaz). Meme timdrleri en ¢ok meme dokusundaki lobuillerden yada

duktuslardan kéken almaktadir. %
2.9.1. Meme kanseri ve risk faktorleri

Kalitsal meme kanserinin gelismesinde kabul edilen en énemli risk faktdru aile
hikayesidir. Eger bir aile hikayesi var ise bu ailedeki kadinlar igin normal
popllasyona gére daha da artmigtir. Bununla birlikte pek gok genetik olmayan risk
faktorleri hastaligin etiyolojisine katkida bulunmaktadir. Bu risk faktérieri genel
olarak hormonal olan ve hormonal olmayan risk faktorleri olmak tizere iki alt gruba

ayrilabilir.
2.9.2. Hormonal risk faktorleri

Calismalar, 6strojen hormonuna maruz kalma meme kanseri geligmesi icin
bir risk faktéri oldugunu géstermistir. Diger arttirici faktérler menstural dénginiin
artmas), erken menars yast ve ge¢ menapoz olarak bildirilmigtir. Ayrica ovulasyon
déngisiinin diusurilmesi ve uzamis emzirme slreleri meme kanseri riskini azatltici
faktérierdir. Menapoz sonrasi hormon tedavisinin de meme kanseri riskini arttirici
bir etki yaptigina dair calismalar da biIdiriImi§tir.

22



2.9.3. Hormonal olmayan risk faktorleri

Hormonal olmayan risk faktorleri de kanserin gelismesinde etkilidirler. Diger
bir risk faktéri de cevreden alinan iyonize radyasyondur. 2. Diinya Savasi
sirasinda Japonya'ya atilan atom bombasindan sonra agiga ¢ikan radyasyonun
somatik mutasyonlara sebep olmasindan dolay: sag kalan kadinlarda hem meme

kanseri goriilme sikhig artmis hem de ortaya gikma yag! erken déneme kaymustir.

Diger bir hormonal olmayan faktér ise agin alkol kullammidir. Asin alkol
tiketimi ostrodioliin serumdaki seviyesini ve dolayll olarak &strojenin miktarini

arttirarak meme kanserinin gelismesine katkida bulunmaktadir.

Bulunan bazi genler ve onlarin mutasyona ugramis turleri de meme kanseri
gelisiminde etkili fakirlerden biridir. Bu genlerden en énemlileri BRCA1 ve BRCA2
genleridir. Meme kanseri genetik faktorler ile gevresel faktorlerin birlikte etkimesi

sonucunda ortaya gikan bir kanser turtdr. ¢

2.10. Timoér Belirtegleri

Daha erken taniyi sagliya bilmek umuduyla, vicut sivilarinda tumérler igin
spesifik olabilecek bazi maddeler arayisi 6teden beri vardir. Tumérin varhgini
belirten boyle maddeler ‘timdr belirteci’ denir. Bu maddeler tumériin kendi Griind
olabilir; bunlari tumér hicreleri yapar ve kana}ver}ir. Yada bu maddeler hastanin

timore kargi reaksiyonu sonucu da ortaya gikabilir.
2.10.1. Karsinoembriyonik Antijen (CEA)

Kompleks bir glikoprotein olan bu antijen 1965'te, kolon adenokarsinomasi
olan hastalarda bulundu. Yazik ki CEA sadece kolonkarsinomasinda degil, bir cok
selim ve habis durumlarda da yiikselebiliyor. Selim olanlar: Sigara igenler, bronsit,
amfizem, gastrit, gastrik Olser, karacider hastaliklari, pankreatit v.b. yalmz bu
durumlarda CEA yiikselmeleri genellikle gegicidir ve ml de 10 ng gectigi cok seyrek
gorular.
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Kolon ve rektum karsinomalarindan baska epitelyel kanserler de CEA
yikselebiliyor. Bunlarda bazilari: Pankreas, akciger, meme, mide, troid, kadin
genital organ karsinomalari. Pankreas karsinomalarinin. %65-90'inda, akciger

karsinomalarinin %52-77’sinde, digerlerinin de yarisinda yiitksek bulunur.

2.10.2. CA 125
Over kanserlerinde yararlidir. Serumda normal seviyeleri 35 U/mi‘nin
altindadir. NonmUisinéz epitelyel over karsinomasinda, hastalarin %80'inde

yikselir. Bu ylkselig tumdorin bayUkliga ile orantiidir. Nikseden over

karsinomasinda, bagka belirtiler ortaya ¢ikmadan énce bunun yiikseldigi géralar.
2.10.3. CA 15-3

Meme kanseri igin bir belirtectir. Sttte vardir. Serumda normal seviyesi 13
U/ml'dir. Meme kanseri ilerledikge bu belirtecin yiiksek bulundugu hasta orani artar.
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3. GEREG ve YONTEMLER

3.1. Hasta ve Denekler

Calismamiz Over CA (Grup 1), Meme CA (Grup 2) ve Kontrol (Grup 3)
gruplarinin olusturdugu 3 grup ile gergeklestirildi. Grup 1; Trakya Universitesi Tip
Fakiltesi Kadin Hastaliklar Klinigine bagvuran Over CA’li 13 kadin hastadan, Grup
2; Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Kiinigine bagvuran Meme CA’li
13 kadin hastadan ve Kontrol Grubu da yas ve cinsiyet agisinda uyumlu saghkh 13
kisiden olugturuldu.

Hastalardan ve deneklerden gece boyunca saat 22%°, 24% 02% 04% ve
06°”da kan 6rnekleri alindi. Alinan kan 6rnekleri santrifuj edildi ve elde edilen
serumlar derin dondurucuda -70°C'de saklandi. Daha sonra bu 6&rneklerle
Melatonin diizeyleri galigildi.

Ayrica tumdrlerin olugmasinda G proteinlerin  olasi roline agiklik
kazandirmak icin ayni hasta gruplarinin tumérlt dokularindan parga alindi ve Gipq
proteinlerinin a-alt birimlerindeki mutasyonlar: incelemek igin doku 6rneklerinden

DNA elde edildi ve galigincaya kadar -20°C’de sakland..
3.2. Kimyasal Maddeler

Agaroz (Sigma)

Akrilamit (Serva)

Amonyumpersiiifat (Riedel-de Haen)

Asetik Asit (Carlo Erba)

Borik Asit (Riedel-de Haen)

Bromofenol Mavisi (Merck)

Etanol (Grup Deltalar)

Etidyum Bromiir (Sigma)
Etilenediamintetraasetikasit (EDTA) (Kimetsan)



- dATP (MBI)

dCTP (MBI)

dGTP (MBI)

dTTP (MBI)

Fenol (Merck)

Formamit (Merck)

Formaldehit (Riedel-de Haen)
Gliserol (Riedel-de Haen)
Gumius Nitrat (Merck)
Hidroklorik asit (Carlo Erba)
Ksilen Siyanol F F (Sigma)
Klorofom (Birpa)

Potasyum Asetat (Merck)
Potasyum Klortr (Merck)
Sodyumdodesilsiiifat (Merck)
Sodyum Hidroksit (Riedel-de Haen)
Soyum Karbonat (Carlo Erba)
Soyum Klorir (Merck)

Sukroz (Sigma)

Taq DNA polimeraz (MBI)
N,N’-Metilen Bisakrilamit (Serva)
N,N,N’,N’-Tetrametiletilendiamin (TEMED) (Sigma)
Tris (Merck)

667 Polaroid film (Polaroid)

3.3. Elektroforetik Analizde Kullanilan Standart

Standart (Promega) Molekiil Agirhg:
50 b¢ DNA Lader Markeri (50-1031) baz cifti (bg)



3.4. Kitler
3.4.1. CEA, CA 125, CA 153 Kitleri

Serum, CEA, CA125, CA153 timér belirteglerinin 6lgimi icin Bio-DPC
sirketinin urettigi Kemiluminescent Immunassay teknigin de kullanilan CEA (Kod
no: LKCE50154), CA125 (Kod no: LKOP50156), CA153 (Kod no: LKBR5252A)
kitleri kullanildi.

3.4.2. Melatonin Kiti

Serum melatonin diizeyi él¢imi icin DDV Biochemie GmbH firmasinin MEL-
180 125-I0D Melatonin RIA kiti kullanild.
Melatonin RIA Kitinin Igerigi: Kitin iceriginin tamami in vitro kullanim igindir ve
2-8°C arasinda saklanmalidir. * Kit icerigi;
1-125 Tracer
Assay buffer
Antiserum
Prrecipitating reagent
Plazma standartlar
Plazma ve serum igin 1. ve 2. Kontroller
Enzim
Enzim buffer'dan olugsmaktadir.

3.5. Kullanilan Yontem
3.5.1. Serum Tiimor Belirteclerinin Diizeylerinin Olgiilmesi

Serum tumoér beliteci dizeyleri Biyofizik Labaratuarinda Otomtik
Kemiluminescent yémtemi kullanilarak belirlendi (Tablo 3.1). Bu sistem Immuiite
enzim immunometrik assay DPC solit faz yontemi ile ¢alisir. Immulite otomatik
analiz6r kullanir. Serumdaki antijenin kantitatif tayini icin hazirfanmistir. Barkod ile
tanimlanan kitler, test Gnitesi, konjugant (reagent) ve standart (adjuster) igerir. Solit

faz bir immulite test Gnitesi polistren bir boncuktur. Polistren boncuk spesifik
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monoklanal bir antikorla kaplanmigtir. Hasta 6rnegi test tuptne pipetlenir, 37°C

sicaklikta ve 70 dakika inkiibe edilir. Bu sirada igindeki antijen, spesifik monoklonal

antikorla baglanir. Baglanmis antijen ve antikor daha sonra satrifiljle adamentin

dioksetan ile reaksiyona girer. Yikama sistemi ile kati faz bes defa yikanir.

Luminimetre her érnek igin oniki okuma yapar. Baglanmis kompleks lumunimetrede

Olctilerek foton akigl ile 6rnekteki antijen konsantrasyonunu gdsrerir.

Tablo 3.1. Hastalara ait serum Tumér Belirteglerinin Sonuglari

Hasta Adi Timdr Marker sonuclari
1-Z.C CEA:49  CA12-5:30.3
2-S.1 CEA:5,1  CAI12-5:25,8
3-N.M CEA:3,9 CAl12-5:24,7
4-H.S. CEA:2,3  CAIl12-5:73,8
5-G.0. CEA:24,0 CA12-5:500,0
6- V.0. CEA:10,8 CAI12-5:318,0
7- LK. CEA:6,2  CAIl2-5:34,6
8-F.S. CEA:1,5 CA12-5:103,0
9-A.T. CEA:44  CAl12-5:242

10- F.D. CEA:54  CAl12-5:21,7
11-G.C. CEA:2,2  CAl2-5:4,06
12-N.M. CEA: 63  CAI12-5:32,4
13-R.C. CEA: 1.9  CAl12-5:24.6
14-F.D. CEA:29 CA153:61.1
15-S.T. CEA:1,2  CAl153:425
16- AK. CEA:4,1  CA153:70,4
17- Z.G. CEA:5,7  CA153:59,2
18- N.K. CEA:0,9 CAI153:24,2 ]
19-S.C. CEA:4,1  CA153:55,7
20- N.T. CEA:4,3  CAl153: 60,3
21-M.U. CEA: 0,5 CAI53:12,9
22-N.T. CEA: 0,9 CAI153: 14,0
23-N.C. CEA:1,1  CAI153:40,6
24- HA. CEA:2,8 CAl153:65,5
25-K.Y. CEA:1,7 CAI153:19,1
26- N.U. CEA: 0,4  CAI153: 83,0
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3.5.2. Serum Melatonin Diizeyinin Olgiilmesi

Serum melatonin diizeyleri RIA yéntemi kullanilarak élgilda. Bu yontem ile
calisma yapabilmek igin antijen, antikor ve radyoaktif madde ile isaretli antijen
gereklidir.

Reaksiyon sirasinda isaretli ve isaretsiz molekiller, antikor (izerindeki
serbest baglayici boigeler icin rekabet eder. Bu siire¢ iginde antijen-antikor
kompleksi olugur. Bagh antijen miktari, igaretlenmemis antijen ile ters orantiidir.
Hormon miktan fazla ise daha az radyoaktivite sayilir.

Kati faz olarak mikropartikiller ve kat! yiizey kullanilir. Mikropartikiiller olarak
sellloz, poliakrilamid, politren, sefadeks, sefaron, cam pargaciklan kullanilir.
Antikorlar partikiilere sﬂspahsiyon olarak ilave edilmigtir.

Kati yiizey faz olarak da tUp duvarlarina, disklere, tek boncuklara bagl

antikorlar kullanilir. Radyoaktivite gamma sayaci yardimu ile 6lgtliir.

Polysteren RIA tupleri su sekilde isimlendirildi:

Total Count TC
Non-specific binding NSB
Standart A 0 pg/ml
Stantart B 3 pg/mi
Standart C 10 pg/mi
Standart D 30 pg/ml
‘Standat E 100 pg/mi
Standat F : 300 pg/mi

Kit iceridi kullanima hazir hale getirildikten sonra standartlar ve hasta

oérekleri agagidaki sekilde g¢alisild.

NSB tiiplerine 100ul Standart A eklendi.
100 ul standart ve kontrol ¢ézeltileri ilgili tiiplere eklendi

TC digindaki tuplere 25 pul enzim soliisyonu eklenerek 1 dakika santrifij edildi.

A

Butun thpler oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi.



Batin thpler 50 ul -125 Tracer eklendi.

BUtin thpler 1 dakika santrifij edildi.

© o N O o

TC digindaki bitlin tiplere 50 pl Assay buffer eklendi ve 1 dakika vortekslendi.

TC ve NSB harig batlin thplere 50 pl antiserum eklendi.

Bathn tipler oda sicakhdinda 18-20 saat inkilbe edildi.

10. TC digindaki biitiin tGplere 500 ul precipitating reanget eklendi.

11. Butlin tipler sojutmal satrifijde 4°C'de 15 dakika santriftj edildi.

12. Tuplerin icerigi dokillerek kurutma kagidinin Gzerinde kisa bir stire bekletildi.
13. BaGtan tiplerdeki radyoaktivite gamma sayacinda 1 dakika stireyle sayiidi.

Sayimin degerlendiriimesi i¢in semi-logaritmik grafik kagidi kullandi. Bagl
fraksiyon sayimlan Y ekseninde, standart konsantrasyonlan X ekseni iizerinde
gosterildi. Bu egri yardimiyla 6rnek konsantrasyonu beliflendi (gekil-8) 8. Ayrica bu
caligmada dl¢im sonuglan bilgisayar programlan yardimi ile degerlendirilmigtir.

saymm A

pg/ml

$ekil 3.1. Sayim Dejerlendiriimesi.

3.6. Calismada Kullanilan Cihazlar

Agaroz Elektroforez Tanki
Poliakrilamit Elektroforez Sistemi
Etlv

Gii¢ Kaynags

Manyetik Kanstinci

PH Metre

(Bio-Rad)

(CBS Scientific co.)
(Heracus)

(EC 105)

(Hanna)
(Elektromag)
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Santrifiij

Sogutmali Santrifij
Spektrofotometre

Su Banyosu

Vortex

Terazi

Derin Dondurucu
Buzdolabi

UV Kaynagi

Otomatik Mikro pipetler
Otoklav

Polysteren RIA tupleri

Gamma Sayaci

3.7. Galigmada Kullanilan Cézeltiler

(Hettich 30 RF)
(Shimadzu)
(LKB)

(Nive ST 402)
(Janke& Kunkel)
(Sartorius)
(Argelik)
(Argelik)

(Vilber Lourmat)
(Gilson)

(All Amerikan)
(1265)
(Bio-DPC)

3.7.1. DNA’nIn Elde Edilmesinde Kullanilan Cozeltiler

Homojenlestirme Tamponu

0.1 M NaCl
02M Sukroz
0.01M EDTApPH 7.0
0.3 M Tris-HCI
TE Cozeltisi
10 mM Tris-HCI pH7.4

1 mM EDTA-NaOH pH 8.0
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3.7.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonunda Kullanilan Gézeltiler

PZR Tomponu (10X), pH 8.3

Tris-HClI 750 mM pH 8.8
(NH,)2S0, 200 mM
% 0.1 Tween 20

Niikleotit Karigimi (ANTP)

Her nikleotit derigimi 100 mM olan ana stoklardan, dért niikleotidi iceren ve
herbirinin son derigimi 1.25 mM olan g¢alisma karigimi hazirland.

Primer stok Cozeltisi

Calisma icin MBI firmasinda sentezletilen primerlerin 260 nm’ daki OD
degerleri ve 15.3 x A+ 11.8 x G +9.3 x T + 7.4 x C denklemiyle hazirlanan sénim
katsayis| degerlerinden yararlanilarak primerlerin ana stok derisimleri hesaplandi.

Calisma stoku ise her primer derigimi 10 pmol/ul olacak sekilde hazirland..

Polimeraz zincir tepkimesinde kullanilan bttin stoklar —20°C de sakland.
3.7.3. Agaroz Gel Elektroforezinde Kullanilan Cézeltiler

Elektroforez Yiiriitme Tamponunun Ana Stogu (10XTEB)

108 gr Tris
7.44 gr EDTA
55 gr Borik Asit

1 It Distile su iginde ¢dztndurildr.
% 2 Agaroz Gel Elektroforezi

0.8gr Agaroz

2 ul Etidyum Bromiir (10 mg/ml ana stoktan)
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Agaroz 40 ml 0.5XTEB ¢ozeltisi icinde kaynatildi, 60°C’'ye sogutulduktan sonra

EtBr eklendi.

(6X) DNA Yiiriitme Boyasi
% 0.09 Bromfenol Mavisi
% 0.09 Ksilen Siyanol FF
% 60 Gliserol
60 mM EDTA

3.7.4. SSCP Yonteminde Kullanilan Cozeltiler

Gliserollii PAGE Aynigim Geli (%6)

7.5 ml
6.0 ml
1.5ml
100 pl
7.5 ul
15 ml

1.5 M Tris-HCI pH 8.8
Akrilamit/Bisakrilamit (30:0.8)
Gliserol

% 10 (w/v) Amonyumpersiiifat
TEMED

Distile Su

PAGE Ust Geli (%4.5)

1.25 mi
1.5 ml
100 pl
5ul
7.15ml

1M TrispH 6.8

Akrilamit/ Bisakrilamit (30:08)
% 10 (wiv) Amoﬁyumpersi]lfat
TEMED

Distile Su

SSCP igin Ornek Denatiire Edici Tampon

% 95 (vIv)

10 mM

Formamit
NaOH
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% 0.05 (WIV)
% 0.05 (W/v)

Bromfenol Mavisi

Ksilen Siyanol

3.7.5. Gimiis Nitrat Boyamada Kullanilan Cozeltiler

% 10 (viv)
% 5 (Viv)

% 0.1 (wiv)

%1.5 (Wiv)
% 0.15 (v/v)

%0.75 (wiv)

Etanol
Asetik asit

Gumusg Nitrat

Sodyum Hidroksit
Formaldehit

Sodyum Karbonat

3.8. Dokularda Genomik DNA izolasyonu

Doku érnekleri 0.1 M NaCl, 0.2 M Sukroz, 0.01 M EDTA ve 0.3 M Tris-HCI
(pH 8.0) iceren homojenlendirme tamponunda (100gr/ml) teflon uglu cam

homojenizator kullanilarak 4°C’de homojenize edildi ve derisimi % 0.5 olacak
sekilde SDS eklenip vorteksledikten sonra 65°C’de 30 dakika inkibe edildi. Ornek
tizerine derigimi 1M olacak sekilde potasyum asetat eklénip vorteksledikten sonra 1
saat slireyle 0°C’de bekletildi. Ornekler 5000 x g’'de 10 dakika santrifﬂjlendi ve DNA
iceren ust sivi steril bir tipe aktanlarak, 1 hacim kloroform/fenol (1:1) karisimi ile

ytkandiktan sonra 1 hacim kloroform ile tekrar yikandi ve son olarak 5 hacim soduk

etanol -ile ¢okturildi. Elde edilen DNA c¢okelegi 350 ul TE tamponu iginde

calkalamalt olarak oda sicakliinda iki saat slreyle inkiilbe edilerek DNA'nin

¢dziinmesi saglandi.

3.9. Genomik DNA’nin Derigimleri ve Saflig

DNA oérneklerinin derigsimieri ve saflik dereceleri 260 ve 280 nm'deki

absorbsiyonian okunarak belirlendi (Tablo.3.2).
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Tablo 3.2. Saflastinimig DNA’larin Derigimleri

HASTALAR (260 280 260/280 ORANI | DNA Miktar ng/ul
1-Z.G. 0,57 0,32 1,83 2850
2-S.l. 0,173 0,096 1,79 865
3-N.M. 0,168 0,097 1,73 840
4-H.S. 0,027 0,016 1,68 1350
5- G.0. 0,054 0,034 1,55 2700
6- V.0. 0,22 0,127 1,73 1100
7- LK. 0,224 0,136 1,65 1200
8-F.S. 0,144 0,102 1,41 720
9-AT. 0,258 0,138 1,86 1290

10- F.D. 0,063 0,038 1,66 315

11- G.G. 0,085 0,055 1,54 425

12- N.M. 0,02 0,014 1,42 100

13-R.C. 0,027 0,018 1,5 135

14- F.D. 0,01 0,006 1,66 50

15- S.T. 0,009 0,006 1,66 45

16- AK. 0,012 0,009 1,33 60 .

17- 2.G. 0,03 0,017 1,76 150

18- N.K. 0,258 0,133 1,93 1290

19- S.C. 0,125 0,083 1,5 625

20-N.T. 0,018 0,012 1,38 900

21- M.0. 0,034 0,023 1,48 170

22-N.T. 0,123 0,081 1,52 615

23-N.C. 0,011 0,006 1,83 55

24-HA. 0,042 0,025 1,68 210

25- K Y. 0,374 0,196 1,9 1870

26- N.U. 0,038 0,023 1,65 190

3.10. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Gi.'nin ekson 5 ve 6 bolgeleri (aradaki intron béigesini de kapsayacak
sekilde 604 bg), ekson 5 boélgesi (165 bg) ve ekson 6 béigesi (175bg), 50 pl
reaksiyon hacminde , 10 pmol oligoniikleotit primerler, 0.2 mM dNTP, 200ng

genomik DNA ve 2.5 U Taq DNA polimeraz enzimi ve Giz,/'nin ekson 5 bolgesi ile

ekson 6 bélgeleri i¢in 2 mM, Gz, 'nin aradaki entron bélgesini dahil eden ekson 5 ve

ekson 6 bolgesi igin 1.5 mM Mg Cl; kullanilarak ¢ogaltildi.

1.8
gl

L

FlEer AR HHROLE

5 MERES
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3.10.1. Kullanilan Primerlerin Dizileri

Gi2a

Ekson5 ve 6 icin

GC2: 5’ ATT GCA.CAG AGT GAC TACATC CCC ¥
GD2: 5 GGC GCT CAA GGC TAC GCAGAA 3

Ekson 5 ( kodon 179) icin

GC3: 5 CCC AGC TACCTGAACGACCTGG ¥
GD3: 5’ CTC GCT CAC TTG AAG TGTAGG TC 3’

Ekson 6 (kodon 205) icin

GC4: 5CAT CTG CAG GAT GTTTAG TGT GG 3’
GD4: 5" CAT CCT CTC ACC ATCTCC TCG 3’

3.10.2. PZR Kosullan

G2, 'nin ekson 5 ve 6 (604 bg) boélgeleri igin:

94°C 1 dak.
58°C 2 dak. 30 déngl
72°C 3dak ’

Giz.'nin ekson 5 (165 bg) ve Giz,'nin ekson 6 (175 bg) icin:

94°C 30 sn
61°C 45 sn 30 dongi
- 72°C 45 sn

Batin programlanin  sonu, o&rnekleri 4°C’'de sakliyacak programia

baglanmstir.
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3.10.3. Agaroz Gel Elekroforezi

PZR ile gogaltitan DNA 6rnekleri % 2’lik agaroz gelinde 100 V' ta (yaklagik
60 mA) 1 saat kadar ydritilerek ve EtBr ile boyanarak UV altinda incelendi.

3.11. SSCP (Tek Sarmal Konformasyon Polimorfizmi)

PZR urinleri % 95 formamid, 10 mM NaOH, % 0.05 Bromfenol mavisi ve
% 0.05 ksilen siyanol igeren denatiire edici tamponla 95°C’de 5 dakika sureyle
islem gordilkten sonra buzda saklandi. Ornekler gliserollii olarak % 6 denatiire
edici olmayan poliakrilamid jellerinde 250 V'ta 2-5 saat 0.6XTEB tamponu
kullanilarak elektroforeze tabi tutuldu. Jeller % 10 etanol ve % 5 asetik asit ile
sabitlestirilip, % 0.1 gimis nitrat ile boyandi, bantlar % 1.5 NaOH / % 0.15
formaldehid ile ortaya cikarildiktan sonra tepkime % 0.75 sodyum karbonatla

durduruldu.
3. 12.istatistik

Istatistik degerlendirme igin SPSS 10.00 (Statistical Package for Social
Sciences) Istatistik Programi kullaniimistir. Denek sayilari ve kullanilan teknikler
nedeniyle veriler Kruskall-Wallis, Friedman ve Mann-Whitney U testleri ile
degerlendirilmigtir.

Calisma igin Trakya Universitesi Tip Fakultesi Etik kurulundan (Ek-1) onay

alinmistir.
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4.BULGULAR

4.1. Timorlii Hastalarnin Melatonin Salinim Ritminin incelenmesi

Calismaya alinan Grup1 hastalarinin yas ortalamalan 58.85 + 9.23 (min= 39, max

= 71), Grup 2 hastalarinin yas ortalamalari 48.77 + 9.32 (min = 34, max = 70) ve Grup

3'tin yas ortalamalan ise 43.08 + 11.74'dir (min=24, max=58).

Calismaya aldigimiz Grup 1, Grup 2 ve Grup 3'in ortalama melatonin degerleri
asagida (Tablo 4.1-3) ve (Sekil 4.1-3) verilmigtir.

Tablo 4.1. Grup 1’in Ortalama Melatonin Degerleri.

Grup 1 Yas |saat 22%°|saat 24”|saat 02% | saat 04°°|saat 06°°
Over 52 33.42 43.77| 214.01 64.57 72.95
Over 70 27.92 26.31 64.31 51.82 161.61
Over 61 99.65 79.46 51.22 35.47 79.63
Over 48| 268.81 23299, 122.89 67.82 199.05
Over 65| 20942 82.97| 179.12| 176.43 97.89
Over 71 220.20| 129.31 47.55 19.18 9.55
Over 53 498 26.21 10.44 14.20 27.02
Over 58 7.09 41.09 20.23 16.21 91.10
Over 60 8.21 17.97 28.26 51.22 22.34
Over 56 7.45 63.2 25.55 8.43 25.15
Over 39 6.71 8.48 33.59 19.76 8.17
Over 67 6.55 52.16 11.07 24.68 10.39
Over 65 9.49 6.56 7.06 9.20 8.19

Ortalama 58.85 69.99 62.34 62.71 .42.99 62.54

Std Sapma| 9.23| 97.09 61.78 67.17 4510 62.33
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Sekil 4.1. Grup 1’in Saatlere Gore Ortalama Melatonin Degerleri.
Tablo 4.2. Grup 2'nin Ortalama Melatonin Degerleri.

Grup 2 Yas |saat 22 |saat 24™|saat 02°°|saat 04" | saat 06
Meme 54 82.28| 228.28 19.78 43.60 10.28
Meme 34| . 47.88 58.92 50.96 5353 48.39
Meme 52 4.68 8.57 7.62 61.66 26.10
Meme 40| 104.71 50.96 8.44 16.07 27.05
Meme 46 8.84| 19225 9.39 59.77 54.98
Meme 50 4.82 9.28( 100.67 14.63 18.28
Meme 54 22.73 56.61 33.33 60.05 78.34
Meme 42 16.44 31.44 41.46 23.55 12.52
Meme 37 75.09 29.78 48.06 22.31 24.15
Meme 54 8.14 20.28 7.36 40.52 66.96
Meme 49 6.32 6.51 7.82 8.02 8.04
Meme 52| 298.31 70.13 29.68| 24848 285.85
Meme 70| 294.27 54.90| 207.48 4.05 95.20

Ortalama 48.77 74.96 62.92 44.00 50.48 58.16

Std Sapma 9.23| 103.77 69.11 55.79 62.99 73.84
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Sekil 4.2. Grup 2'nin Saatlere Goére Ortalama Melatonin Degerleri

Tablo 4.3. Grup 3'nin Ortalama Melatonin Degerleri.

Grup 3 Yas |saat22” |saat24 |saat02”|saat 04" |saat 06*°
Kontrol 33 16.49 28.18 4865 134.34 28.31
Kontrol 37 8.36 8.26 26.63 1131 6.53
Kontrol 57 .- 39.84 11.34 3231 21.89 4.65
Kontrol 49 8.48 6.42 148.48| 176.76 20.76
Kontrol 58 19.49 18.68 20.28 29.86 5.69
Kontrol 30 3.04 6.26 6.72 11.86 8.26
Kontrol 49 8.26 10.07 35.22 70.04 6.53
Kontrol 29 2.40 2.64 58.92 25.23 8.45
Kontrol 52 13.31 29.55 46.17| 193.26 17.26
Kontrol 24 23.04 10.04 30.00 23.04 26.99
Kontrol 37 A7 7.72 6.44| 10942 5.32
Kontrol 52 2.57 13.60| 233.67 13.23 8.35
Kontrol 53 6.16 3.40 72.35| 124.24 13.71

Ortalama 43.08 11.89 12.01 58.91 72.65 12.37

Std Sapma| 11.74 10.75 8.58 63.98 66.66 8.34
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Sekil 4.3. Grup 3'n Ortalama Melatonin Degerleri.

Her grubun saatlere gére ortalama melatonin degerleri Tablo 4.4'de gosterilmisgtir.

Tablo 4.4. Gruplara Gore Melatonin Ortalama Degerleri

Saatlere gére Melatonin Ortalama Degerleri

Grup

saat 22%

saat 24"

saat 02%°

saat 04™

saat 06

Grup 1

66.99

"62.35

62.72

42.99

62.54

Grup 2

74.96

62.92

44.00

50.58

58.16

Grup 3

11.89

12.01

58.91

72.65

12.37

Gruplar arasinda anlaml bir fark olup olmadigini anlayabilmek icin Non-
Parametrik testlerden Bagimsiz gruplarda 2'den fazla ortalama arasindaki farkin
anlamlilik testi olan Kruskall-Wallis uygulanmistir. Ug grup karsilagtiriidiginda saat
24 ve 06'da melatonin degerleri arasinda 6nemli derecede fark oldugu gbzlenmistir

(Tablo 4.5) ve (Sekil 4.4) {X? = 13.019, p=0.001 ve X? = 11.136, p=0.004}.

Tablo 4.5. Saatlere Gore Istatiksel Degerler

lszlaﬁstiksel Degerler
Saatler X p
Saat 22° 4222 0.121
Saat 24" 13.019 0.001
Saat 02 1.088 0.581
Saat 04" 1.193 0.551
Saat 06™° 11.136 0.004
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Sekil 4.4. Saatlere gdre ortalama Melatonin Degerleri.
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Galismaya alinan hastalarin ortalama melatonin degerlerinin saatlere gére
(saat 22, 24, 02%, 04® ve 08%) anlamh degigim gosterip gostermediginede
bakilmighr (Tablo 4.6-4.7)(Sekil 4.5). Bunun igin Non-Parametrik testlerden Friedman

test kullaniimigtir.

Elde edilen sonuglara gore fark anlamh

(KiKare=11.89.sd=4, p=0021)

Tablo 4.6: Saatlere Gére Ortalama Melatonin Degerleri

Grup N | Ortalama | Std. Sapma
Saat22%1 | 39 52.28 85.17
Saat24™ | 39 4575 57.63
Saat 021 | 39 55.21 61.38
Saat 04%1 | 39 55.37 58.83
Saat 06™1 | 39 4435 59.15

bulunmustur.
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Sekil 4.5. Saatiere Gore Ortalama Melatonin Degerleri

Tablo 4.7. Saatlere Gore Istatistiksel Deger

Saatler N Mean Rank
Saat 22%° 39 52.28
Saat 24" 39 4575
Saat 02%° 39 55.21
Saat 04 39 55.37
Saat 06 39 4435
istatitiksel Degerler

KiKare=11.589 [ p=0.021

Gruplar arasinda farkin hangi grup/gruplardan kaynakiandigini anlayabilmek icin
Non-Parametrik testlerden “Badimsiz gruplarda iki ortalama arasindaki farkin
anlamhhik testi” olan Mann-Whitney U testi kullamiimigtir. Grup 1 ve Grup 2'deki

hastalann saatlere gére melatonin degerleri kargilagtinldiginda aralarinda anlamh bir

fark bulunmamigtir. Grup 1 ve Grup 3 karsilagtinidiginda saat 24 ve saat 06 arasinda
melatonin degerleri arasinda anlamh bir fark bulunmustur (z=-3.154, p=0.002 ve z=-
2.744, p=0.006). Grup 2 ve Grup 3 karsilagtinidiinda saat 24 ve saat 068'da
melatonin degerleri arasinda énemli bir fark tespit edilmistir (z= -3.051, p=0.002 ve

z=-3.001, p= 0.003)(Tablo 4.8)
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Tablo 4.8. Grup 1, Grup 2 ve Grup 3'tn 2'li kargilagtirimalarindaki istatistiksel Degerler.

Gruplar Istatistiksel Gruplar Istatistiksel Gruplar istatistiksel
Degerler Degerler , Degerler
Over-Meme z p |OverKontrol | z p Meme-Kontrol z p
saat 22 -0.231| 0.817 | saat 22 -1.462| 0.144|saat 22 -2.026| 0.043
saat 24 0.179| 0.858 |saat 24 -3.1564| 0.002* | saat 24 -3.051| 0.002*
saat 02 -1.000| 0.317 | saat 02 -0.077| 0.939 saat 02 -0.795| 0.427
saat 04 -0.128 /0;898 saat 04 -1.103| 0.270 |saat 04 -0.744| 0457
saat 06 -0.179 | 0.858 | saat 06 -2.744| 0.006* | saat 06 -3.001| 0.003*

* Saat 24 ve 06’da anlamii bir fark saptanmigtir
4.2.Tiimér Dokularindan Genomik DNA izolasyonu

Butiin hastalarin doku 6mekleri taze dokulardan elde edildi. 1 — 13 no'lu
hastalarin doku érnekleri over timérlerine, 13 — 26 no’lu hastalarnin doku &rnekleri
meme tiimérlerine aittir. Taze doku érnekleri homojenize edildikten sonra DNA’lar
izole edildi. lzole edilen DNA’larin derigimleri spektrofotometrik 6lgiimler sonucu
belirlendi (Tablo 3.2). 260 nm’'de okunan OD degerleri kullanilarak DNA derigimleri ve
saflig! belirlendi.

4.3.Polimeraz Zincir Reaksiyonu

G proteinini kodlayan genin incelenmeye tabi tutulan DNA bdlgeleri polimeraz
zincir reaksiyonu ile ¢cogaltildi. Giy,'ya iligkin gip mutasyonlarini belirlemek icin 3 ayri
béige gogaltild.

4.3.1.Giz.’min 179. Kodonunu igeren Bélgenin Gogaltilmasi

179 no'lu kodonu iceren 165 baz ¢ifti uzuniugundaki bdige GC3 ve GD3

primerleri kullanilarak Gere¢ ve Yoéntemlerde belirtilen kosullarda ¢ogaltildi. (Sekil
4.6-9)



M@ 12 3 456867 M8 9 10 11 12 13 ()

Sekil 4.6. Sekil 4.7.
*Sekil 4.6-7. Gp,'nin 179 nolu kodonunu igeren boigenin PZR ydntemiyle ¢ogaltiimasi
(-); DNA Igermeyen kontrol, M; 50 bg’lik DNA Marker ve (1-13) Over CA hasta DNA wrtnleri

15 16 17 18 19 () M 20 21 22 23 24 25 26 (-)

M 14

Sekil 4.8. Sekil 4.9.

*Sekil 4.8-9. Gip,'nin 179 nolu kodonunu igeren bélgenin PZR y6ntemiyle gogaltiimasi
(-); DNA lgermeyen kontrol, M; 50 bg'lik DNA Marker ve (14-26) Meme CA hasta DNA rinleri

4.3.2.Gjz,’nin 205. Kodonunu igeren Boélgenin Cogaltilmasi

205 no’lu kodonu igeren 175 baz ¢ifti uzunlugundaki bélge GC4 ve GD4
primerleri kullanilarak Gere¢ ve Yontemlerde belirtilen kosullarda gogaltildi. (Sekil
4.10-13)
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M1 2 3 45 6 7 () M 8 9 10 11 12 13 (-)

Sekil 4.10. : Sekil 4.11.

*Sekil 4.10-11. Gy,'nin 205 nolu kodonunu igeren béigenin PZR ydntemiyle gogaltiimasi
(-); DNA Igermeyen kontrol, M; 50 bg'lik DNA Marker ve (1-13) over CA hasta DNA arinieri

M 14 15 16 17 18 19 20 (-) M 21 22 23 24 25 26()

Sekil 4.12. Sekil 4.13.
*Sekil 4.12-13. Gp,'nin 205 nolu kodonunu igeren bélgenin PZR ydntemiyle cogaltimasi
(-); DNA Igermeyen kontrol, M; 50 bg’lik DNA Marker ve (14-26) meme CA hasta DNA artnleri

4.3.3.Giz,’nin 179. ve 205. Kodonlarini iceren Bélgenin Gogaltilmasi

179 ve 205 no’lu kodonlan ve aralarindaki intron boigesini iceren 604 baz cifti
uzunlugundaki bélge GC2 ve GD2 primerleri kullanilarak Gerec¢ ve Yéntemler'de
belirtilen kogullarda ¢ogaltiimigtir.(Sekil 4.14-16)
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M1 2 3 45 6 7() M 8 9 10 11 12 13(-)

Sekil 4.14. Sekil 4.15.

M 15 16 17 18 19 20 21 22(-)

Sekil 4.16.

“Sekil 4.14-16 Gjz,'nin 179 ve 205 nolu kodonlarini igeren bélgenin PZR yéntemiyle ¢codaltiimasi
(-); DNA Igermeyen kontrol, M; 50 bg’lik DNA Marker ve (1-22) over CA ve meme CA hasta DNA arinleri

44.SSCP (Tek Sarmal Konformasyon Polimorfizmi) Ydntemiyle

Mutasyonlarin Incelenmesi

Denatiire ediimemis tek sarmal halindeki DNA, belirli bir konformasyona
sahiptir. Ayni DNA dizisindeki tek bir niikleotid farkihigi (gerek delesyon, gerek
insertion, gerekse nokta mutasyonu) bu konformasyonda bir degisiklige neden olur.
Bu konformasyon farklili§i DNA dizisinin jel elektroforezlerindeki gégme hizini etkiler.
Gogme hizindaki bu farklilik denatire edici olmayan poliakrilamid jellerinde yeni veya
heterodupleks bantlar olarak ortaya ¢ikar.

4.4.1.Gj,, Genindeki gip Mutasyonlarin SSCP Yéntemiyle incelenmesi

gip mutasyonlarini incelemek igin ¢odaltilan ti¢ bélge denatirasyon iglemine
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tabi tutulduktan sonra 179, 205 no'lu kodonlari ve aradaki intron bélgesini de iceren
uzun bélge gliserolli PAGE jeline yiiklendi. Uzun béige 250 V'ta 5 saat, diger bolgeler
ise 250 \'ta 2 saat yuriitildukten sonra giimiis nitrat ile boyandi (Sekil 4.17-20)

102 KT 44 5RN6F T4 W8

Sekil 4.17. 179. kodonu iceren over CA hastalarinin PZR artinleri

Sekil 4.18. 179. kodonu igeren over CA hastalarinin PZR trtnleri
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Sekil 4.19. 179. kodonu iceren meme CA hastalarinin PZR aranleri

20020 22 K 23 24 25 26

Sekil 4.20. 179. kodonu iceren meme CA hastalarinin PZR triinleri

*Sekil 4.17-20 Gip,'nin 179 nolu kodonunu igeren bolgenin gliserolli % 6 PAGE'inde yuratulda ve gimas
nitratla boyandi. (—) Ek bantlar gésterir.
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Sekil 4.21. 205.kodonu igeren over CA hastalarinin PZR tranleri

6 M1 92 13 1 ‘2 3 K 4

Sekil 4.22. 205. kodonu igeren over CA hastalarinin PZR uriinleri
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14 15, 16 17 K 19 "20. 24" 22

Sekil 4 23. 205. kodonu iceren meme CA hastalarinin PZR uriinleri

*Sekil 4.21-23 Gip,’'nin 205 nolu kodonunu igeren bélgenin gliserolli % 6 PAGE'inde yuratildi ve gimus
nitratla boyandi.(—) Ek bantlari gosterir.

Sekil 4.24. 179.ve 205. kodonlar iceren over CA hast. PZR drinleri
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Sekil 4.25. 179 ve 205. kodonlari igeren over CA hast. PZR dranleri

14 15 20 17 24 23 21 25 26

Sekil 4.26. 179 ve 205. kodonlari iceren meme CA hast PZR urinleri

Sekil 4.24-26 Gip,/nin 179 ve 205 nolu kodonlarini igeren bélgenin gliserollt % 6 PAGE'inde yarutulda ve
gumis nitratla boyandi.(—) Ek bantlar, (1) Heterodupleks bantlari iceren drnekleri isaret etmektedir.
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5. TARTISMA

Pineal bez ve salgiladigi en 6nemli madde olarak bilinen melatonin ile iligkili
cok cesitli caligmalar mevcuttur. Melatonin ile yapilan calismalar bu hormonun
plazmadaki degisen diizeyinin bir cok fizyolojik siiregte ve cesitli hastalikiann
fizyopatalojisinde rol andigini géstermigtir. Pek ¢ok faktdr pineal bezde melatonin
sentez ve salinimini dolayisi ile plazma melatonin diizeyini etkiler. Bu faktérlerden
baslicalan ortamin 1g1k durumu, kiginin yagi, mevsim, ortam sicakhdi, hormonlar,
kanser vb. gibidir. Tumor geligimi ile melatonin arasinda olas: iligkilerin oldugu gok
cesitli aragtirmalarla gosterilmigtir.

Waldhauser ve ark’nin? ¢aligmasinda 89 ¢oguk ve geng yetiskinin sabah 70 ile
10°° saatleri ve gece 11%° ile 01°° saatlerinde serum melatonin degerlerini
Olcmuslerdir. Sonuglar arasinda anlamli farkliliklar bulmuslardir.

Pineal fonksiyonun baskilanmasi meme, prostat, over, maling melanoma gibi
cesitli kanser tiplerinin etiyolojisinde rol oynamaktadir.

Lissoni ve ark”” 250 metastatik timéria (104G mide CA’l, 77'si meme CA'l,
42'si gatrointestinal timorlii ve 27'si bas ve boyun bélgesine ait timérla) hastayi
kapsayan galigmalarinda hastalan iki gruba ayirip bir gruba kemoterapi ile birlikte her
gin (20mg/giin) melatonin, diger gruba yainiz kemoterapi vermiglerdir. Caligmanin
sonunda Kemoterapi ile melatonin alan grupta, yainiz kemoterapi alan gruba gore
yasam siresinin uzadigi géralmustir.

Melatoninin endokrin bezler Gzerinde supresif bir etkisi vardir. Dolagimdaki
melatonin konsantrasyonlarinin azalmasi gonadiardan Ostrojen ve testesteron
salilimimi  arttinr. Tamoéran o6strojen reseptér Kkorelasyonu ile gece melatonin
konsantrasyonu arasinda énemli élgiide negatif korelasyon vardir. Melatonin seviyesi
dustikge strojen reseptdr konsantrasyonu artar.

Over ve meme kanseri etiyolojisinde uzamig &strojen fazlaligi olmasi ve
melatoninin overlerde éstrojen wretimini olumsuz etkilemesi; over ve meme kanseri
gelisimi ile pinealden melatonin saliniminin azalmasi arasinda bir iligki olup olmadigi
yapilan ¢aligmalarla arasgtinimigtir.
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Bartsch ve ark'nin®® meme CA’li ve over CA’ll hastalarla gergeklestirdikleri
caligmada 10°-10"° M'lik bir melatonin verildiginde bazi hastalarda timérin inhibe
edildigi géralmisgtar.

Yine Ram ve ark'nin®® 6strojen reseptor (+) meme CA'l hastalar ile yaptigs
calismada da tumoriin melatonin salimmina etkileri konusunda anlamli sonuglar elde
edilmistir.

Sunulan ¢aligmada over CA, meme CA’l ve bu hastalarla uygun yasta segilen
kontrol grubunda serum melatonin dizeyleri caligildi. Yapilan istatistiksel
degerlendirmeler sonucunda melatonin salimm ritminin hasta gruplarinda, saghkh
deneklere gore anlamh olgtide degistigi bulundu. Ancak hastalar ve saghkl kontrol
gruplarindaki say: istatistiksel degerlendirme igin yeterli oimadigindan non-parametrik
testler kullaniimigtir. Elde edilen sonuglar bu galismadaki hasta ve kontrol gruplarini
kapsamaktadir. Bunun nedeni melatonin kitinin pahali olmasi ile hasta gruplan ve
kontrol gruplarindan gece boyunca saat 22%°, 24°°, 02°°, 04°° ve 06°>da kanlarinin
alinmasi daha fazla sayida hasta ile calismamizi engellemistir. Bu nedenle over CA,
meme CA ve melatonin salinim ritmi arasinda iligki olup olmadigi konusuna tam
aciklik getirilemedi.

G proteinleri hiicre ylizey reseptorieri ile hiicre ici efektdér molekilleri birbirine
baglayarak, hiicre igi ikincil habercilerin olugmasina aracihk eden bir protein ailesidir.
a,B, v alt birimlerinde olugan bu heterotrimerik proteinler GDP-bagh aktif olmayan
form ve GTP-bagh aktif form olmak Gzere iki farkh konformasyonda bulunabilirier.
Dinlenim halinde, G protein heterotrimerinin a-alt birimi GDP-bagh durumdadir. GTP-
bagh aktif duruma gectijinde a-alt birimi By kompleksinden ayrilir. Ve sonrasinda
hiicre ici efektér molekiilleri uyarir a-alt birimlerinin dogal GTPaz aktivitesi ile GTP
GDP’ye hidrolizlenerek yeniden aktif oimayan durumuna gelir.

G proteinleri kenetlendikleri reseptérler yoluyla ¢ok sayida biyokimyasal
etkilesime aracilik etmektedir.

G; proteini yoluyla adenilat siklaz enziminin aktiflenmesi sonucu hem cAMP
dizeyi artar, hemde Ca*? kanallan aktiflenir.

G; proteini yoluyla da adenilat siklaz enzimi baskilanir ve hem cAMP diizeyi
azalir hem de K* kanallar agilir.

G, proteini yoluyla ise fosfolipaz C- B enzimi aktiflenerek PIP2yi IP3 ve
DAG'ye ayirir.
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Endokrin hastaliklann buyiik bir cogunlugu hormon yeresizligine neden olan
endokrin bezi bozukluklarindan kaynaklanmaktadir. Yetersizligin bir diger nedeni de
hormon miktarinda artisa neden olan hastaliklardir. Bunlar cogunlukia timor
kékenlidir.

Endokrin tumérlerinin normal hiicre biyumesini ve farklilagmasini bozan
genetik degisimlerin birikimi sonucu olugtugu saniimaktadir. Yaygin olarak
gbzlemlenen ve insan karsinogenesizin temeli olarak kabul edilen mutasyonel
degisimler p53 tumér baskilayici genindeki ve ras proto-onkogenlerindeki nokta
mutasyonlandir. Fakat karsinogenesizin mekanizmasinin tam olarak aciga
kavugmamis olmasi ve bir gok G protein kenetli reseptériin ve G protein hiicre
bayiimesinin kontrolinde gorev almasi bu proteinleri kodlayan genlerdeki
mutasyonlann insan tumorlerinin olusumundaki etkenlerden biri olabilecegini
dasindirmektedir.

Insan endokrin timérlerinde icsel GTPaz etkinligini baskilayarak Gas ve Gix,'y!
sirekli aktifleyen mutasyonlar bulunmustur.

Yoshimoto ve ark’ tarafinda yapilan calismada 43 hastada 4'linde G,
mutasyonlan bulunmustur.

Over ve adrenal korteks tiimorlerinde de gip onkogeni tanimianmistir. gip
onkogehinin tiimér olusumundaki roli ¢ok acgik degilse de biliri hicre tiplerini
transfomié edebilecedi saniimaktadir.insan timérlerinde az'ye ait gip mutasyoniar
bulunmustur.

Lyons ve arknin® insan over tamérleri ile ilgili yaptiklan calismada 42
hastadén 18’inde Giz.'ya iligkin mutasyonlér bulunmustur.

Suhulan calismanin iKinci dréfﬂésmda over CA ve meme CA'll hastalann
timorla doku 6rmeklerinden galisildl. G,’'nin 179 ve 205 numarah kodonlannin ikisini
iceren bolge ile 179 ve 205 kodonlarnni ayrn ayri igeren bélgeler ézgin pirimerler
kullanilarak PZR yéntemiyle cogaitildi. Mutasyonlar Tek Sarmal Konformasyon
Polimorfizmi (SSCP) yéntemi ile belirlendi. Sonug olarak over CA (% 15) ve meme
CA (% 7) timorlerinin DNA 6rneklerinde gip mutasyonlar bulundu.
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6. SONUG

Sunulun caligmanin sonuglari over CA (n=13) ve meme CA (n=13)' &
hastalarda melatonin salinim ritminin olumsuz yonde etkilendigini diigtindiirmektedir.
Bu sonuglar, melatonin azalmasi endokrin timorlerinin geligimini arttirdigi yoniindeki
calismalarla uyumludur.

Calismamizda saghkh hasta gruplarinda (n=13) serum melatonin diizeylerinde
literatiirde belirtildigi sekilde gece boyunca bir artis oldugu, sabahin erken saatlerinde
ise azalig oldugu gérildi. Oysa hasta gruplarinin serum melatonin dizeylerinde
gece boyunca diizensiz artig-azalglar gbzlendi. Bu sonuglardan yola cikarak
melatonin sirkadyen ritmindeki degisikliklerin timérin varhiginin erken dénemde
saptanmasina yardimci olup olamayacagi hasta sayisini arttirarak aragtirilabilir.

Calismamizin diger bdliminde over CA ve meme CA’ll hastalarnn timérll
dokuldrindan DNA izole edildi. Gizo'nin 179. ve 205. kodonldnnin ikisini igeren béige
ile 179. ve 205. kodonlan ayr ayn igeren bélgeler uygun primerler kullanilarak PZR
yontemiyle gogaltildi. Mutasyonlar SSCP yéntemiyle belirlendi. Sonug olarak over CA
(%15) ve meme CA (%7) gip mutasyonlan saptand:. lleride galigmanin daha
geligtirilip devam edilmesi dusinlmektedir.
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7. OZET

Pineal bez ve onun salgiladigi en 6nemli madde olarak bilinen melatoninin
kanser etiyolojisi Uzerine etkileri ile ilgili pek ¢ok galisma mevcuttur. Genel kani
melatonin saliniminin azalmasi endokrin timdrlerinin geligimini arttirdidi ydndedir.
Ayrica G protein aracihigi ile gergeklesen sinyal ileti sistemlerinin bilegenlerinin yapi
ve iglevlerine ait son yillarda biriken bilgi bu bilegsenlerdeki bozukluklarin hastaliga yol
acabilecegine isaret etmektedir.

Sunulan calisma iki agamada gergeklestirildi. llk agsamada over CA (n=13),
meme CA (n=13) ve kontrol grubundan (n=13) gece boyunca saat 22°°, 24%°, 02,

04°° ve 06°“da kanlan alinip serum melatonin dizeylerine bakildi. Elde edilen
sonuglar anlamh derecede farkh bulundu. Bu ¢aligmanin sonuglan calismaya alinan
hasta ve kontrol gruplan icin timoriin melatonin salinim ritmini etkiledigi gérastni
desteklemektedir.

ikinci agamada ayni hasta gruplarinin timérii dokularinda DNA elde edildi.
kodonldrini ayri ayn igefen bolgeler dzdun pirimerler kullanilarak Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) yontemiyle cogaltildi. MUtasyonlar Tek Sarmal Konformasyon
Polimorfizmi (SSCP) y6ritemi ile belirenidi. Sohug olarak over CA (% 15) ve meme
CA (% 7) tumoriefinin DNA 6rneklerinde gip mutasyonlan bulundu.

Anahtar kelimeler. Melatonin, G protein, mutasyon, over CA ve meme CA
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8. SUMMARY

Melatonin Secretion Rhythm and G protein Mututions of Patients with
Various Cancer Types Differing

In recent years, many studies have been carried out to show the effects of
pineal gland and melatonin, which is known as the most important secretion
produced by this gland, on the cancer etiology. It is generally accepted that the
decrease in the melatonin secretion increases the development of the tumours of
endocrin. Forthermore, the knowledge obtained from the recent studies about the
structure and functions of the compaunds of the signal systems conveyed thorough
G protein has indicated that the malfunction of these compounds may lead to
diseases.

The present study has been carried out in two step. In the first step, blood has
been obtained from ovary CA (n=13), breast CA (n=13) and control group (n=13) at
22°° 24°° 02°°, 04°° ve 06°° through the night and the serum melatonin level has
been checked. The results were significantly different, and this supports the idea that
the tumour affects the melatonin secration ryhthm.

In the second step, the DNAs of the tissues with tumors of the same patients
have been obtained. In Gy, the regions ihcluding codons 179 and 205 and the
regions including codons 179 dnd 205 seperately have been propagated through the
method of Polimerase Chain k’eabﬁbn (PZR) by the use of original primers. The
mutations have been identified by the method of Single Strand Conformation
Polymorphism. Finally, gip mutations have been discovered in the DNA samples of
the tumours of ovary CA (%15) and breast CA (%7).

Key words: Melatonin, G protein, mutution, ovary CA, breast CA
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