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OZET

EHRLICH SOLIiD TUMORLU FARELER UZERINDE MELATONIN VE
GECE ISIK UYGULAMASININ KARSILASTIRMALI ETKIiSi

YILDIRIM, Zeliha
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Boliimii
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Mehmet OZASLAN
Agustos 2011, 71 sayfa

Bu calismada melatoninin Swiss albino tiirii farelerde olusturulan Ehrlich solid tiimor
lizerine olan antitlimoral etkisi aragtirillmistir. Calismada 80 adet Swiss albino tiirii
erkek fareden olusan besi aydinlik ve besi karanlik olmak tizere 10 grup
olusturulmustur. (+) Kontrol grubu hari¢ tiim hayvanlara 0.2 ml NaCl ¢6zeltisi i¢inde
1/1 hacimde hazirlanarak 1x10° EAT 1ip. olarak enjekte edilerek EST
olusturulmustur. Deney gruplarina 1ml 8 mg/kg/giin, 12 mg/kg/gilin, 16 mg/kg/giin
melatonin i.p. yolla her giin enjekte edilmistir. Melatonin uygulamaya baslama
zamanindan 2 giin sonra EAT inokiile edilerek EST olusturulmus ve uygulamaya 14
giin devam edilmistir. Melatonin uygulamasi aksam 18:00-20:00 saatleri arasinda
yapilmistir. Ayrica gece 02:00-04:00 saatleri arasinda bazi gruplar 580 uW floresan
15182 maruz birakilmistir. Deney siiresince tim gruplarin  kilo degisimleri
kaydedilmistir. Deneklerde biyokimyasal parametrelerden MDA ve GSH’ a,
patolojik olarak ise nekroz alani ve tiimor ¢apina bakilmistir. Aydinlik ve karanlik
gruplarin MDA-GSH degerlerinde istatiksel olarak 6nemli bir de§isim olmazken
(p>0,05), karanlik gruplarin timér c¢apt ve nekroz alanlarinda artis gozlenmistir.
Grup K2, K3, K4’te tiimor olusumundan dolay1 kilo artis1 tesbit edilmistir. 15.glinde
tim hayvanlar sakrifiye edilerek doku or nekleri alinmis ve Hematoksilen-eozin
boyamasini takiben patolojik incelemeleri yapilmistir. Patolojik degerlendirmeler

neticesinde de melatoninin EST olusumunu tetikleyici etkisi oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Melatonin, Ehrlich, antitimaéral, Swiss albino.



ABSTRACT

THE COMPARISON EFFECT OF MELATONIN AND NIGHT LIGHT
APPLICATION IN MICE WITH EHRLICH SOLID TUMORS
YILDIRIM, Zeliha
M.Sc. in Biology
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet OZASLAN

August 2011, 71 pages

In this study, antitumoral activity of melatonin was investigated in Swiss albino mice
with Ehrlich solid tumor. 80 male Swiss albino mice were divided into ten groups:
five of them were light groups and the rest were dark groups (n=8). Except (+)
control group, all the groups were injected with 1x10° EAC intraperitoneally to
develop ascites tumor. Experimental groups were injected i.p 8 m g/kg/day, 12
mg/kg/day, 16 mg/kg/day melatonin daily. After 2 da ys beginning of melatonin
application, EAT was inoculated to develop EST. Then melatonin was given for
fourteen days. Melatonin was applied between the hours of 18:00-20:00 at night. In
addition to, some groups were exposed to fluorescent light 580 uW between the
hours 2:00-04:00 at night. Animals’ body weight changes were recorded in all groups
during the experiment. At the result of study, MDA and GSH were measured from
blood samples and necrosis area and tumor size from tumor tissue. Although changes
between MDA and GSH parameters of light and dark groups were not different
(p>0,05) tumor size and necrosis area of dark groups were different from light group
(p<0,05). Body weight gains of group K2, K3 and K4 were related with tumor
burden. On the fifteenth day, all animals were sacrified and tumor tissues were
discarded and stained with haematoxilen-eosin for pathological studies. In

conclusion, melatonin has trigger effect against to Ehrlich solid tumor.

Key Words: Melatonin, Ehrlich, antitiiméral, Swiss albino

1



TESEKKUR

Yiiksek lisans 6grenimim boyunca bilgi ve tecriibelerini benden esirgemeyen sevgili
hocam ve danismanim Sayin Prof. Dr. Mehmet OZASLAN’a,

Caligmalarimda maddi ve manevi destegini gordiigiim her tiirlii konuda bilgilerini ve
deneyimlerini benden esirgemeyen Sayin Yrd. Dog. Dr. Isik Didem KARAGOZ ve

Yrd. Dog. Dr. Ibrahim Halil KILIC” a,

Calismamin patolojik degerlendirmelerini gergeklestiren ve yorumlartyla ufkumu

acan Prof. Dr. Suna ERKILIC” a,

Calisgmamin biyokimyasal degerlendirmelerini gergeklestiren ve destegini higbir

zaman benden esirgemeyen Dog. Dr. Seyithan TAYSI’ ye,

Istatiksel analizlerde bana yardimei olan Yrd. Dog. Dr. Alihan COKKIZGIN’ a,

Ayrica, Biyolog Izzettin GULER ve Ahmet CAKMAK ’a,

Varliklarindan gii¢ aldigim sevgili annem, babam ve kardeslerime, ayrica maddi ve

manevi herzaman yanimda olan sevgili ablam Aydan TURKMENOGLU’ na,

En igten siikranlarimi sunuyorum.

1



ICINDEKILER

ABSTRACT ...

TESEKKUR.........coooiiiiiiiiiiiiiiiii.

ICINDEKILER...............cooiiiiiiiiiiii

SEKILLER LISTESI..............................

SIMGELER VE KISALTMALAR.............
BOLUMI1:GIRIS........oooii.

1.1. Deneysel Kanser Modellerinin Tarihgesi.

1.2. Ehrlich Asit Timori (EAT).................

BRI S 11 10] (55 ¢ 1 ) D

1.4.Diinyada Kanser Istatistikleri................
1.5. Melatonin Hakkinda Genel Bilgi ........

[.5.1.Tanim1 ve Yapist ......oocvveneennnnnnn..

1.5.1.1.Melatonin Tarihgesi....................

1.5 1.2 SENtEZI. ..,
1.5.1.3. Etki Mekanizmasi.....................

1.5.1.4. Serbest radikallere karsi savunmada melatoninin rolii............

1.5.2.Melatoninin Etkileri ....................

1.5.2.1.Melatonin  sentezinde  aydinlik-karanlik  kontrolii ~ ve

fotoperiyodizm ...

1.5.2.2.Melatoninin Merkezi Sinir Sistemi Uzerine Etkileri ..............

1.5.2.3. Melatoninin Immiin Sistem Uzerine Etkileri .....................

1.5.2.3.1.Melatoninin Bagisiklik Sistemine Etkisi.........................

1.5.2.3.2.Lenfoid Dokulara Etkisi............

1.5.2.3.3.Humoral Bagisikliga Etkisi.........
1.5.2.3.4.Hiicresel Bagisikliga Etkisi.........

1.5.2.4. Yaglanma ve Melatonin ..............

1.5.2.5. Melatoninin Anti-apoptotik Etkileri

v

ii
111
v
vi

X

O© O o0 N b~ W

18
19
20
21
21
22
23
23



1.5.3. Melatonin ve Kanser ..........ooviiiiiiiiiii e,

BOLUM 2 : LITERATUR OZETLERI...coviiiiieeeeeeieneenearaeneenss
BOLUM 3 :MATERYAL VE METOD.....c.ii i)

3L Aragc ve Geregler ...
3.1.1. Kimyasal Maddeler..............coooiiiiiiiiiiiiiiee

3.1.2.Cihazlar ve Diger Geregler...........coovviiiiiiiiiiiiiiiii i,

3.1.3. Arastirmada Kullanilan Deney Hayvanlari.......................

RIVR € )1115311 1 1<

3.2.1. Swiss albino Tiiri Farelerde Ehrlich Solid Tiimoriiniin (EST)
Olusturulmasi...

3.2.2. Melatonin Hazirlanist. ..o
3.2.3.Melatoninin Ehrlich Solid Tiimér Modellemesi Uzerine Etkisi

3.2.4. Olusturulan Gruplar ve Yapilan Islemler.............................
3.2.4.1. Aydinlik Gruplar..........ooiiiiiiii
3.2.4.2. Karanlik Gruplar...........cooooiiiiiiiii e

3.3. Tiimor Gelisiminin Takip Edilmesi .................coooiiiiiini,

3.4. Biyokimyasal Analizler...............ccoiiiiiiiiiii e,

3.4.1.Malondialdehit (MDA) OIgimii............ccvvvviniiiieineinnn,
3.4.2.Total Glutatyon (TGSH) Olgtimil ..............cccovevniiueennnnnn,

3.5. Histo-Patolojik Degerlendirme...............coooiiiiiiiiiiiiiinnnn.n.

3.6. Istatiksel Analizler
BOLUM 4 :ARASTIRMA BULGULARI .....cuvviuiinenieneneneennen

4.1. Deneklerin Agirlik Degisiminin Takipi Ile ilgili Bulgulari.........

4.2 Biyokimyasal Bulgular...................oooiiiiiii

4.3 . Immiinohistopatolojik Bulgular.................coeuviiiiiiiiiiiiiiinnn

BOLUM 5 : TARTISMA VE SONUC ..cuuvuiuninieninienenieneneencenencenee

KAYNAKLAR

24
26
32
32
32
32
33
33

34
34
34
34
35
36
36
36
38
39
39
40
40
41
43
50
55



SEKILLER LISTESI

Sayfa no

Sekil 2.1.  Pineal Bez 15
Sekil 2.2.  Pineal gland’da melatonin sentezinin kontroli.................. 17
Sekil 2.3. Melatonin Hormonunun Sirkadiyen Ritmi ..................... 22

Sekil 4.1.  Isik verilen gruplar ile karanlik gruplarin kanlarindaki GSH
) 46

miktarlart...........o

Sekil 4.2.  Isik verilen gruplar ile karanlik gruplarin kanlarindaki MDA
. 47

miktarlart ...

Sekil 4.3. I1.Gruba Ait Tiimér Hiicreleri Tarafindan invaze Olmus
Doku Kesiti ....... 49

Sekil 4.4. I1.Gruba Ait Tiimdr Hiicreleri Tarafindan Invaze Olmus
Doku Kesiti.....oouivueieiiiiii i >0

Sekil 4.5.  II1.Gruba Ait Tiimdr Hiicreleri Tarafindan Invaze Olmus
DOoKU KESIti. et 30

Sekil 4.6.  IV.Gruba Ait Tiimoér Hiicreleri Tarafindan Invaze Olmus
Dokt Kesiti.....oouuieiiiiiiiii >

Sekil 4.7.  V.Gruba Ait Tiimér Hiicreleri Tarafindan Invaze Olmus
Dok KESIth o .veneeiiitiieieee e 32

Sekil 4.8.  VI.Gruba Ait Tiimoér Hiicreleri Tarafindan Invaze Olmus
Doku Kesitl ....oueineiiiiii 52

Sekil 4.9.  VIL.Gruba Ait Tiimor Hiicreleri Tarafindan Invaze Olmus
DOoKU KESIth «.veneeiiiiiitiie e >3

Sekil 4.10. VIIL.Gruba Ait Tiimér Hiicreleri Tarafindan Invaze Olmus
. 54

Doku Kesitl ....oueineiiiiii

vi



TABLOLAR LISTESI

Sayfa no
Tablo 3.1. Deney Hayvanlarina Verilen Yemin Bilesimi .................. 33
Tablo 4.1. Degisik Dozlarda Melatonin Uygulamasi ile Swiss albino 40
Tiirti Farelerde Gozlenen Agirlik Degisimleri .................
Tablo 4.2. Deneklerde goriilen timor ¢aplart ...............ooooeieiiiinn... 43
Tablo 4.3.  Deneklerin nekrozlarin alan 6l¢timleri .......................... 44

vi



SIMGELER VE KISALTMALAR

ALL
BCG
BP
BOS
CAT
C-AMP
CBA
CCL+4
CEL
COX-2
DCHF - Da
DMBA
DPI
DTNB
EAT
EACF
EST
ER
GSH
GSH-Px
GOS

4- HDA
HIOMT
6- HMS
HPLC
H- TERT
L-BSO

: Allopurinol

: Bakteriyel Orjinli Klasik Adjuvant
: Benzapirone

: Beyin Omurilik Sivisi

: Katalaz

: Siklik Adenozine Monofosfat

: Sitometrik Boncuk Dizisi

: Karbon Tetra Klorid

: Seleksoksib

: Yiiksek Protein

: 2", 7'-diklorflorosken-diasetat

: Dimetilbenzanthracene

: Dipeniliyodinyum

: 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid)
: Ehrlich Ascites Tiimor

: Ehrlich Ascites Karsinoma Faktorii
: Ehrlich Solid Tiimor

: Ostrojen Reseptorii

: Glutatyon

: Glutatyon Peroksidaz

: Reaktif oksijen tiirleri

: Timidine

: 4- Hidroksilalken

: Hidroksi Indol O- Metil Transferaz
: 6- Hidroksimelatoninstilfat

: Yiiksek Basingli S1vi Kromotografi
: Human Telomerase Reverse Transcriptase

: L- Buthionine - Sulfoksimik

vi



LL
LPO

MCF -7
MDA
MEL
MMP-9
Na,CO;
NAC
NACI
NAT

NOS

B — NADPH
PARP
PCR

PCSS
PDTC
PKA

PKC

4P — PDOT
p — 38 MAPK
ROS

SCGE
SCN

SF

SHR
SK-MEL-1
SKN

SOD

SSCP

ROS

TSTA

: Siirekli 151k

: Lipoperoksidasyon

: Meme Tiimorii Hiicresi

: Malondialdehit

: Melatonin

: Metallaproteinaz-9

: Sodyum Karbonat

: N-Asetil Sistein

: Sodyum Kloriir

: N - Asetiltrensferaz

: Nitrik Oksit Sentaz

: Nikotinamide-Adenin Diniikleotide Fosfat
: Poli ADP Ribose Polimeraz

: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

: Perikriptal Kolonik Stroma

: Pirulodin Dithiokarbamat

: Protein Kinaz A

: Protein Kinaz C

: 4 Fenil- 2- Propionamidotetralin
: Aktif Mitojen Protein Kinaz

: Reaktif Oksijen

: Tek Hiicre Jel Electroforezi

: Stiprakiyazmatik Niikleus

: Serum Fizyolojik

: Sabit Hibrid Yayilimi

: Insan Melanoma Hiicresi

: Sirkadiyen Ritim

: Stiper Oksit Dismutaz

: Tek Sarmal Konformasyon Polimorfizmi
: Reaktif Oksijen

: Timor Spesifik Tranplantasyon Antijeni

1X



BOLUM 1
GIRIS

Kanser, hiicrelerin asir1 ve zamansiz cogalmalarima yol agan metabolik ve
davranigsal degisiklikler gecirdikleri, ¢ok basamakli bir siirectir. Bu degisiklikler
hiicre cogalmasini ve dmriinii, komsu hiicrelerle iliskileri ve immiin sistemden kagma
kapasitesini kontrol eden modifikasyonlar sonucu ortaya c¢ikar. Kanser {izerine
yapilan arastirmalar olduk¢a uzun bir gecmise dayanmaktadir. Bu konu ile ilgili
caligmalar, 14. yy’dan bu yana devam etmektedir. S6z konusu zaman zarfinda
arastirmalar i¢in ¢esitli kimyasal bilesiklerden yararlanarak model olusturmanin
yaninda onkolojik bakimdan anlamli ilerleme kaydedebilmek i¢in kemoterapotik
acidan somut sonuglara ulasmak gerekmistir. Iste bu noktada, deneysel ¢alismalarin
mutlak gerekliligi karsimiza ¢ikar. Bu konuda 6nemli olabilecek ilk kayitlar, 1889
yilinda yapilan tiimor calismalarindan elde edilmektedir (Sugiura, 1962). Onkoloji
caligmalarinda kullanilan spontan veya indiiklenen timdr modelleri i¢in ¢ok sayida
hayvan ve fazla miktarda maddi olanak ile uzun zaman gerektiginden, bir¢ok
aragtirmact tarafindan daha az tercih edilmislerdir. Bunun yaninda transplante
edilebilen tiimorler, s6z konusu dezavantajlar1 avantaja cevirdigi i¢in daha cok
kullanilir olmuslardir. Dolayisiyla 6zellikle 1950°1i yillardan sonra transplante
edilebilen tiimdrlerin olusturdugu modellerin tercih edildigi kanser arastirmalar1 6n

plana ¢ikmaktadir (Zeybek, 1996).

Bu caligmada kullandigimiz tiimér modeli EST (Ehrlich Ascites Tumor, Ehrlich Asit
Tiimdrii), transplante edilebilir bir timoér modelidir ve farelere 6zgii olmasindan
(Kaleoglu ve Isli, 1997) dolayr EST’nin calisilmasi tiimor degerlendirmesi ve
izlenmesi agisindan kolaylik saglar. Calismamizda, ¢ok agresif bir timoér olan
EAT’nin solid formu kullanilmistir. Klinik durumlarda, asit olusumu genellikle
yumurtalik kanseri gibi ilerlemis kanserli hastalarda siklikla gozlenir (Mycek vd.,
1998). Intraperitoneal dagilim gosteren asit birikimi bir kez olustugu zaman prognoz

kotiidiir. Abdominal parasentez hastanin semptomlarini azaltmak i¢in gelistirilir.



Diinyanin bir¢ok bolgesinde halen ilk {i¢ 6lim sebebi arasinda yer alan kansere
¢ozlim bulabilmek bir yana, hastaliin seyrini diizeltmek ve yasam siiresini biraz
olsun uzatmak bile Onemli goriilmektedir. Kanser, hiicrenin normal yasam
dongiisiinii kontrol altinda tutan gen dengesinin bozulmasi sonucu diizensiz ve
Olimsiiz yasam dongiisiine gecerek homeostazise zarar verir hale gelmesi olarak

Ozetlenebilir.

Bir¢ok bilim adami kansere karsi ¢6ziim planlar1 gelistirebilmek iizere ¢alismalarina
devam etmektedir. Bu gibi planlar arasinda giindeme gelen alternatiflerden birisi de
melatonindir. O tarihlerden giiniimiize azimsanmayacak sayida ¢alisma yapilmis olup
melatoninin bir yandan dogrudan anti-kanser etkinlik gosterebilecegi bilgisi yaninda,
kronobiyolojik diizenleyici, antioksidan ve bagisiklik sistemini destekleyici
Ozelliklerinin de kanserle iliskili olabilecegi degerlendirilmistir. Gliniimiiz insaninin
hayat tarzi ve beslenmesindeki degisiklikler ve endiistrilesme c¢esitli hastaliklarin
yogun bir sekilde artisina neden olmustur. Gece vardiyasi diinya genelinde 100
milyondan fazla insani etkileyen ilave bir saglik riski olarak ortaya cikmustir.
Calismalar, uyku bozukluklari, halsizlik, kardiyovaskiiler hastaliklar ve belirli kanser
tirlerinin gece vardiyast ¢alisanlarinda giindiiz ¢alisanlarina goére daha sik
goriildiigiinii ortaya ¢ikarmistir. Bu hastaliklarin insidanslari normalde yasla beraber
artif1 i¢in, gece vardiyasi hizlandirilmis insan yaslanmasi modeli olarak kabul
edilebilir. Gece vardiyasi ile iliskili hastaliklarin patofizyolojik mekanizmalarindan
birisi bozulmus norolojik ve hormonal diizenlemelerdir, bunlardan en 6nemlisi de
otonomik sinir sisteminin ve pineal bezden melatonin saliniminin bozulmasidir

(Korkmaz ve Tamura, 2008).

Aragtirmalarda melatoninin birgok kanser tiirli iizerindeki etkinliginin ortaya
konmasinin yani sira klasik kanser tedavileriyle beraber kullanimiin genel durumu
diizelttigi, klinik cevabi ve yasam siiresini artirdigi ortaya konmustur. Bu veriler,
elde edilmesi kolay ve ucuz bir molekiil olan melatoninin, genel olarak higbir ciddi
yan etkisine rastlanmamis olmasi ve toksik doz gilivenlik sinirlarmin da yiiksek
olmast nedeniyle, kanser hastalarinda destekleyici olarak kullanilabilirliginin

degerlendirilmesi gerektigini diisiindiirmektedir. (Topal vd., 2009)



Bu calismanin amaci melatonin kullanimini daha iyi anlamaktir. Bu nedenle
calismada melatonin anti-tiimoral etkilerini Swiss albino tlrli erkek farelerde

olusturulan ehrlich solid tiimérii (EST) {izerinde in vivo da test etmek amacglanmustir.

Yapilan literatiir taramalarinda melatonin gece karsilagtirmali etkisinin deneysel bir
timor modeli {izerine in vivoda anti-tlimoral etkisinin incelendigi bir ¢aligmaya
rastlanmamistir. Bu nedenle, ¢aligmada Swiss albino tiirii erkek farelerde olusturulan

solid timdr dokusunda melatonin anti-tiimoral etkisi gézlemlenilmistir.
1.1.Deneysel Kanser Modellerinin Tarihcesi

Erken donem tibbi kayitlar incelendiginde kanserin bir hastalik olarak tanimlanmasi
tip tarihi kadar eskidir. Kanserin agiklanmaya calisildigi yaklasik 7 adet papirus
incelendiginde, bu konuda bir dereceye kadar bilgi edinilebilmektedir. Kanser
caligmalariyla ilgili ilk yazili kaynaklar olan bu papiruslar ancak 19.yy’da
aydinlatilabilmistir. Yedi adet papirus icinde onemli yer tutan Edwin Smith ve
Georgem Ebers papiruslarindan anlasildig: iizere M.O. 2500°1ii yillarda ilk kanser
arastirmalar1 baslamis, M.0O.1600 civarinda ise bu arastirmalar yazili dokiimanlar

halinde toplanmustir.

M.0.400’lii yillara gelindiginde 6zellikle Yunanistan ve Roma’da Hipokrat ve Galen
gibi biiylik hekimlerin i¢inde bulundugu arastirmact doktorlarin kanser tanimlamasi
ve tedavisinde Onemli gelismeler kaydettikleri goze carpmakta, kanserin tehlikeli

olan veya olmayan formlar1 bulundugundan bahsedilmektedir.

Bu donemde Hipokrat timorii bir yengece benzettigi i¢in kansere; Yunanca’da
yenge¢ anlamina gelen “karkinoma” (karsinoma) adini vermistir. Hipokrat’a gore
tiimoriin bir merkezi yapis1 (gdvdesi) bulunmakta ve bu yapidan ¢ikan kollar ile

tiimor etkisini viicudun gesitli bolgelerine ulastirmaktadir.

Hipokrat ve Galen’in hizli ilerleme gdsteren calismalarindan etkilenen Istanbul,
Kahire, Iskenderiye ve Atina’daki diger hekimler arastirmalarini kanser {izerine
yogunlastirmislardir. M.S.1000°1i yillarin baslarinda Tiirk alimi Ibn-i Sina’nin kisaca
“Kanun” diye adlandirilan ve 12.yy’da Latinceye de ¢evrilen eserinde tedavi ve

farmakolojik agidan kansere yaklasimi géze ¢arpmaktadir.



Beyaz arsenik ve arap zamkindan olusan bir merhem ile 16.yy’a gelindiginde
kanserli derinin tedavisinde uygulamalar yapilmigtir (Marsden’ in merhemi). Canli
organizmalarin yapi, fonksiyon ve kimyasinin aydinlatilmasiyla birlikte kimyasal
karsinojenler, hiicre kiiltiirii, tam1 teknikleri, kemoterapi ve genetik manipiilasyonlar
gibi alanlarda 20.yy’in erken donemlerinden itibaren “giiniimiizde dahil” kanser

arastirmalar1 hiz kazanmistir.

Diger yandan 19.yy’ la beraber, 6zellikle kimyasal karsinojenlerin kullanildigi, ilk
kayith, deneysel kanser calismalari gbze carpmaktadir. Edinburgh Universitesi
biinyesinde tavsanlarda meme kanseriyle ilgili arastirmalar 1874-1878 yillan
arasinda yapilmig, 1910-1915 yillarinda ise; Jensen, Murray, Ehrlich, Little gibi
bilim adamlarinin gelistirdigi deneysel kanser modelleri (spontan veya indiiklenmis

tiimor modelleri) kullanilmaya baslanmaistir..

Ehrlich, 1907 yilinda, albino bir farenin meme bezinden ¢ikartilan Ehrlich Mouse
Carcinoma’dan tiiretilen EAT modelini ortaya koymustur. Tokyo Universitesi’nden
1911 yilinda tavuklarda viral kaynakli kanser modeli uygulamalar1 olmustur. Tokyo
Universitesi’nde 1915 yilinda tavsan derisine ilk defa kimyasal karsinojen (komiir
katran1) uygulanmistir. Jensen’in 1910-1915 yillarinda “Jensen Rat Sarcoma’y1
deneysel kanser c¢aligmalarina kazandirdigi goriilmektedir. Wilm’in, transplante
edilebilen sican renal tiimoriinii kullanmaya baslamasiyla 1950’11 yillardan sonra
transplante timdr modelleri 6n plana ¢ikmistir. Bununla birlikte ortaya konan degisik
tiimor modellerinin gelisimi ile birlikte ¢esitli anti-karsinojen ajanlarin denenmesinde
hizli bir artis gézlenmistir. Gilman’in lenfomaya kars1 alkillenmis ajanlarla yaptigi
sistemik kanser tedavisi ilk 6nemli ilag¢ etkilerini 1940’11 yillarin ortalarinda ortaya

koymustur (Zeybek, 2003).
1.2. Ehrlich Asit Tiumora (EAT)

Gliniimiizde de tedavide basarili olmak ve kansere kars1 yeni yontemler gelistirmek
lizere yapilan calismalar deney hayvanlarinda olusturulan bu deneysel hayvan
tiimorleri iizerinde siirdiiriilmektedir. Elde edilisinden bu yana pek ¢ok arastirmaya
konu olan deneysel hayvan tiimorlerinden biri olan EAT, ilk olarak disi bir farede
spontan meme adenokarsinomasi olarak ortaya ¢ikmis ve Ehrlich & Apolant (1905)

tarafindan tiimor parcalar1 fareden fareye deri altina transplante edilerek deneysel



timor haline getirilmistir. Loewenthal ve Jahn (1932) bu tiimoriin farelerin
peritonunda sivi halde biiyliyen formunu elde etmeyi basarmiglar ve peritonda
hiicrelerin yani sira asit sivisi da olustugu icin timor Ehrlich Ascites Tiimort adini
almistir. Lettre vd. (1972) yaptig1 ¢alismalarla 2. Diinya savasi sirasinda hem bu
tiimdriin devamini saglamis hem de tiimori kalitatif ve kantitatif bakimdan kanser
aragtirmalart i¢in uygun bir test sistemi haline getirmistir. EAT hiicreleri 1948
yilindan sonra arastirmalarda kullanilmak iizere hizla diinyadaki arastirma
enstitiilerine yayilmistir. EAT diferansiye olmamis bir tiimordiir. Transplante
edilebilme orami yliksek olan, regresyon gostermeyen, hizli proliferasyona, kisa
yagsama siiresine sahip, %100 6liime gotiiren ve immiinolojik agidan tiimor spesifik
transplantasyon antijenleri (TSTA)’ ne sahip olmayan (Kaleoglu ve Isli, 1977) bu
tiimoriin orjinali hiperdiploiddir. Haucscka 1953°te (Lettre vd., 1972), kromozom

sayisi tetraploid olan bir alt soy elde etmistir.

EAT’nin stv1 formunun elde edilmesiyle birlikte, ¢calismalarda yogun bir sekilde sivi
tiimor kullanilmistir. Kullanimdaki yogunlugun nedeni, sivi formun serbest timor
hiicrelerini igeren siispansiyon seklinde olmasi ve bunun sonucunda istenilen
sayidaki hiicrenin bir bagka hayvana transplante edilebilmesidir (Klein,1951). EAT
amaca gore asit form veya solid form olarak kullanilmaktadir. Eger tiimor hiicresi
igeren asit sivist deney hayvanina i.p. yolla enjekte edilirse asit form, s.c. yolla
enjekte edilirse solid form elde edilir. EAT hiicreleri, farelerin peritoneal boslugunda
stispansiyon halinde c¢ogalirlar ve in vitroda yapay yiizeylere yapismazlar (Aktas,
1996). Pasajdan 4-6 giin sonra asit olusmaya basladigi anlasilabilir ve toplam 5-12 cc
asit tesekkiil eder (Giimiishan, 2002).

EAT hiicrelerinin sayilari ¢cogalma periyodu boyunca hizli hiicre boliinmeleri ile artar
ve periton boslugunu doldururlar. Tiimor hiicrelerindeki bu ¢ogalmaya paralel olarak
asit sivisinin birikimi de meydana gelir. Belli bir zaman sonra da konak hayvan hem
timor hacminin olusturdugu basing hem de tiimoriin organizmaya verdigi hasar
sonucunda oliir. Cogalma fazindan plato fazina gegisleri boyunca EAT hiicrelerinin

canlilik oranlarinda 6nemli bir azalma ortaya ¢ikmamaktadir (Schmidt vd., 1991).



1.3.Kemoterapi

Modern tipta kanser tedavisi i¢in kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi gibi birkag
metot olusturulmustur. Kemoterapi giiniimiizde kanser tedavisinin en etkili metodu

olarak diisiiniilmektedir (Ajith ve Janardhanan, 2003).

Her yil 1 milyon yeni kanser hastasi teshis edilmektedir. Bu hastalarin %25’inden
az1 tek basina cerrahi ve/veya radyoterapi ile tedavi edilebilmektedir. Geriye kalan
hastalarin biiyiik bir boliimiine hastaligin herhangi bir evresinde kemoterapi
uygulanmaktadir. Kanser hastalarmin kiiclik bir boliimiinde (yaklasik %10) kanserin
tipi nedeniyle kemoterapi ile tam sifa veya uzun bir iyilesme donemi (remisyon)
saglanabilmektedir. Kanser hastalarinin ortalama 5 y1l yasama sanslar1 yaklasik %40
kadardir ve kardiyovaskiiler sisteme ait hastaliklardan sonra kanser, 6liimlerin en sik
ikinci nedenidir (Mycek vd., 1998). Kanserin ilagla tedavisi anlamina gelen
kemoterapinin ana ilkesi tiimor hiicrelerine, hastanin normal hiicrelerinden daha fazla
etki ederek normal hiicrelere zarar vermeden veya minimum diizeyde etki ederek
tiimor hiicrelerinin biiyliimesini ve ¢ogalmasini durdurmak veya onlar1 yok etmektir
(Kayaalp, 1996). Dolayisiyla amag, kullanilan ilaglarla tiimoriin  biiylimesini
engelleyecek letal toksik etki saglamaktir. Genellikle hiicre replikasyonunu saglayan
metabolik olaylarin engellenmesi amagclanir. Ideal olarak bu ilaglarin sadece malign
hiicreleri etkilemesi amaglanir. Ancak kullanimda olan ilaclar kanser hiicrelerine
spesifik etki gdsterememekte ve prolifere olan tiim normal ve anormal hiicreleri
etkilemektedirler. Bu nedenle kanser kemoterapisinde kullanilan ilaglarin hepsinin
toksik ve tedavi edici etkilerinin doz yanit egrileri diktir. Kemoterapinin amaci tam
sifa saglanmasidir. Bunun anlami uzun dénemde hastaligin tekrarlanmamasidir. Sifa
i¢in tiim neoplastik hiicrelerin viicuttan temizlenmesi gerekir. Eger sifa saglanamazsa
tedavi palyatiftir yani hastaliga bagli sikayetlerin giderilmesine ve yasami tehdit eden
toksisiteden korunmasina yoneliktir. Bu sayede hastanin miimkiin oldugu kadar
normale yakin yasamasi saglanmaya c¢aligilir. Bu yiizden, eger timdr yayilmis ve
cerrahi olarak tedavi edilmesi miimkiin degilse kemoterapi uygulanir. Ayni zamanda,
mikro-metastazlarin 6nlenebilmesi i¢in cerrahi veya radyasyon tedavisinden sonra
uygulanmaktadir. Kemoterapiye en duyarli olan tiimorler iyi diferansiye olmamis ve
hizli biiyliyen tiimdrlerdir (Mycek vd., 1998). Bununla birlikte, bircok kanser

kemoterapotikleri hastanin normal hiicrelerini ciddi sekilde etkiler (Mascarenhas,



1994). Ornegin; giiniimiizde kanser tedavisinde sitostatikler intraseliiler hedeflere
odaklanmistir ve etki mekanizmalar1 dogal hiicre hasarina dayanmaktadir. Fakat bu
ilaglara baz1 tiimor tiirlerinin direngli olmasi ve yine bu ilaglarin normal hiicrelerde
de ciddi hasarlar olusturmasi (hepatotoksik, nefrotoksik, kardiyotoksik v.b. etkiler)
kanser tedavisinde yeni secenekler arama zorunlulugu getirmistir (Solni vd., 1998).
Bilim adamlan kanserle ilgili caligmalarda ideal ilaci, yani normal hiicreye en az
diizeyde etki yapan ilac1 bulmak odaginda yogunlagsmislardir (Glimiishan, 2002). Bu
ylizden, giinlimiizde dogal {tiriinlerin kullaniminin kanser kontrolii ve yok edilme
programinda ¢ok degerli oldugu diisiiniilmektedir. Kanser kemoterapisi heniiz yarim
yiizyillik bir klinik ge¢mise sahip olmasina ragmen, bu amagla kullanilmak tizere
binlerce kimyasal madde incelenmistir. Ancak cesitli Ozelliklerine gore
siniflandirilan  bu kimyasal maddelerden bugiin sadece ¢ok az1 kanser
kemoterapisinde ila¢ olarak kullanilmaktadir. Kemoterapinin baslica eksiklerinden
biri immiin sistemin baskilanmasidir. Genis ¢esitlilikteki bilesikler, immiin cevaplari
etkinlestirme kabiliyetindedirler. BCG gibi bakteriyel orijinli klasik adjuvantlarin
kanser tedavisinde terapotik etki olusturdugu gosterilmistir. Fakat etki, yiiksek dozda
BCG verildiginde tiimor gelisiminin artisi, hepatik granuloma indiiksiyonu, karaciger
disfonksiyonu gibi hastada ¢ok sayida istenmeyen yan etkiye bagl olarak smirlidir
(Ribi vd., 1981) . Levamizol ve interferonlar gibi kimyasal ajanlar 1970’lerin
ortalarinda ve 1980’lerin baslarinda kanser tedavisi i¢in genis kullanim alani
bulmustur (Gomi vd.,1983). Immiinolojik etkilere ragmen yardimei olarak levamizol
(Stevenson vd., 1991), sadece levamizol tedavisi yada interferonlu kombinasyonu
(Kirkwood ve Ernstaff, 1990) hicbir 6nemli klinik yarar gostermemistir. Sitokinler
hem humoral hem de hiicre aracili immiin cevaplarin etkili fonksiyonlar1 ve
indiiksiyonunda kritik rol oynarlar. Kanser hastalarimin tedavisinde 1L-2, IL-4, IL-
7’nin immiin modiilatér o6zelligi, kullanimlarin1 arttirir. Fakat KVS toksisitesi,
pulmoner toksisite, hematolojik toksisite gibi tek ve farkli yan etkileri kullanimlarini
sinirlar (Rosenberg vd., 1994). Uzun periyotta yan etkisiz yada az yan etkili
kullanilabilen immiin modiilatérler kanser terapisinde takdir edilir kullanimdadirlar.
Bazi medikal bitkilerin farkli yollarla immiiniteyi tetikledigi gosterilmistir. Spesifik
hiicresel ve hiimoral immiin cevabi arttirdiklar1 gosterilmistir (Duke, 1985). Diisiik
toksisite ve yliksek medikal etkilerinden dolayr bitkisel ilaglar1 kabul etmek ig¢in
bliyliyen bir akim vardir. Bitkilerin medikal 6neme sahip olduklar1 bir ¢ok arastirici

tarafindan bildirilmistir (Quasney vd., 2001).



1.4. Diinyada Kanser Istatistikleri

Diinyada kanser hastalar1 ile ilgili sayim yapma ve veri toplama istegi 1728 yilinda
Londra’da genel niifiis sayim idaresince yapilan bir caligma ile baslamis ve bu

tarihten itibaren farkl iilkelerdeki ¢alismalar ile devam etmistir.

Danimarka’da 1943, Macaristan’da 1952, Finlandiya ve Almanya’da 1953 yillarinda

toplum tabanli kanser kayit sistemleri veri toplamaya baglamigslardir.

Diinya Saglik Orgiitii tarafindan yapilan standardizasyon ¢alismalari ve 1948 yilinda
yayinlanan ICD (International Classification of Diseases) 'nin 6. Baskisi sonrasinda
kodlama sisteminin ¢esitli iilkelerde benimsenmesi ile 1992 yili itibariyle 52 iilkede
266 adet toplum tabanli kanser kayit sistemi olusmustur. Bu {ilkelerdeki caligsmalar
diizenli olarak "5 Kitada Kanser Insidans1" (Cancer Incidence in Five Continents)
isimli Diinya Saglik Orgiitii yayminda dzetlenmektedir. En son olarak 50 iilkeden

150 toplum tabanli kanser kayit sisteminin verileri 1997'de yaymlanmustir.

Parkin vd., (1990), yilinda diinyada 8.1 milyon yeni kanser hastasi (non-melanoma
deri kanserleri hari¢) oldugunu tahmin etmistir. En sik goriilen kanser olan akciger
kanseri biitiin diinyadaki erkeklerde goriilen kanserlerin %18'ini, geligsmis tilkelerdeki
erkeklerde goriilen kanserlerin ise %21'ini olustururken, ikinci sirada tiim yeni
vakalarin yaklasik %10'u olan mide kanseri, tigiincii sirada da kadinlarda %21 ile en
sik goriilen kanser olan meme kanseri gelmistir. Bunlar1 gelismis iilkelerde
kolorektal kanser ve prostat kanseri, gelismekte olan iilkelerde ise serviks ve

Osefagus kanseri takip eder.

Pisani vd., (1990), yilinda tiim diinyada 5.2 milyon kanserden 6liimiin %55'inin (2.8
milyon) gelismekte olan iilkelerde meydana geldigini hesaplamaktadirlar.
Mortalitede 1.33 olan Erkek/Kadin orami, Erkek/Kadin orani 1.13 olan insidanstan
daha ytiksektir ve kadinlarin lehine prognoz ortaya koymaktadir. Akciger kanseri
yillik 900,000 6liim vakasi ile en ¢ok o6ldiiren sebep olurken onu ikinci sirada yillik
600,000 o6lim ile mide kanseri ve herbiri en az 400,000 61 imden sorumlu olan
kolorektal ve karaciger 5 kanseri izlemektedir. Erkeklerde karaciger kanseri 3.
siradaki 6ltim nedeni olarak yer alirken; kadinlarda 300,000'in iizerinde 6liim meme
kanserine atfedilmekte ve onu 230'ar bin yillik 6liim ile mide ve akciger kanserleri

takip etmektedir. Erkeklerde kanserden olme riski yiizbinde 205 yasa gore



standardize edilmis hiz ile dogu Avrupa'da en yiiksektir. Diger gelismis bdlgelerdeki
mortalite hiz1 yaklasik yiizbinde 180'dir. Kadinlar i¢in en riskli bolge yiiz binde

125.4 yasa gore standardize 6liim hiz1 ile kuzey Avrupa'dir.

Bray ve arkadaslari, Diinya Saglik Orgiitii mortalite verilerini ve ulusal kanser
kayitlarindan elde edilen insidans hesaplarini kullanarak 38 Avrupa iilkesi i¢in 1995
yil1 tahminlerini yaymlamistir. Yeni kanser vakasi sayist 2.6 milyon olarak tahmin
edilen, diinya kanser yiikiinlin dortte birinin tizerindedir. Kanserden 6liim sayis1 ise
yaklasik 1.6 milyondur. Erkeklerde en yiiksek insidans hizi, yiizbinde 420.9 ile
Avusturya diginda bati Avrupa iilkelerinde, en diisik hiz ise kuzey Avrupa
iilkelerinde, yiizbinde 356.6 ile Isvec'te, 377.8 ile Ingiltere'de goriilmektedir.
Erkeklerdeki duruma zit olarak kadinlarda en yiiksek insidans hizi kuzey Avrupa
iilkelerinde (315.9), 6zellikle Danimarka'da (396.2) goriilmektedir. Mortalite hizlar
ise dogu Avrupa lilkeleri, 6zellikle Macaristan'da en yiiksektir. Akciger kanseri
Avrupa'da 1995 yilinda en sik goriilen kanser tiirtidiir (377,000 vaka). Erkeklerde en
stk goriilen kanser tiirleri akciger (%22), kolorektal (%12) ve prostat (%11);
kadinlarda ise meme (%26), kolorektal (%14) ve midedir (%7). Erkeklerde akciger
kanseri (%29); kadinlarda ise meme kanseri (%17) Oliim sebepleri arasinda 1.
siradadir. Parkin, 2000 yili i¢in 10 milyon yeni kanser vakasi, 6 milyon kanserden
6liim ve 22 milyon kanserli hasta hesaplamistir. En sik goriilen kanserler akciger (1.2
milyon), meme (1.05 milyon), kolorektal (945,000), mide (876,000) ve karaciger
(564,000) kanserleridir. Meme ve prostat kanserinin tim diinyadaki insidans hizi
artarken, mideninki diismistiir. Akciger, kolorektal ve servikal kanser insidansi

bolgeye gore farkli seyirler gostermektedir.
1.5. Melatonin Hakkinda Genel Bilgi
1.5.1.Tanmim ve Yapisi

Pineal bezde sentezlenen bir nérohormon olan melatonin yapica N-asetil 5 metoksi
triptamindir. Melatonin, karanlikta pineal bezden salgilanan, uyku, iireme, sirkadiyen
ritim ve immiinite gibi pek ¢ok biyolojik fonksiyonun diizenlenmesinde rol oynayan
bir hormondur. Pineal bez, yaklasik {i¢ yiiz yi1l once Fransiz filozof Deskartes
tarafindan “ruhun taht1” olarak tanimlamis, ancak MEL’in varligi 1958 yilinda

dermatolog Lerner tarafindan belirlenmistir. Sigir pineal bez ekstrelerinin, kurbaga



deri rengini agtigin1 gézleyen Lerner, melanin graniillerinin agregasyona ugradigini
belirlemis ve ekstrelerden izole ettigi bu maddeye melatonin adin1 vermistir
(Brzezinski, 1997; Lerner vd., 1958). Insanlarda iiciincii ventrikiiliin arkasinda yer
alan pineal bez (epifiz bezi), bobrekten sonra viicudun en ¢ok kan akimina sahip
ikinci organidir. Memelilerde fotik informasyonlart noéroendokrin melatoninin
kandaki yarilanma 6mrii 10-40 dakika civarindadir. Insanda ortalama 28.4 dakika
oldugu bildirilmistir. Hormonun % 90’1 karacigerde hidroksillenir, kan ile tiim viicut
sivilarina  nakledilir  (Reiter, 1991). Atilimi1  ise 6-hidroksimelatonin  ve
kiniirenaminlerin glikuronid ve siilfat bilesikleri seklinde %20 fecesle, %70 idrarla
olur. Serbest melatonin halinde %’1’1 ve 5 m etoksiindolasetik asit olarak % 0.5’
gecmemek {izere idrarda bulunabilir (Touitou vd., 1998). Melatonin karanlik
periyotta sentezlenir ve salimir, ayrica karanhigin siiresi hakkindaki bilginin
degerlendirilmesine aracilik eder. Dogumdan itibaren 3 aya kadar ¢cok az olan MEL
salmimi, giderek artmakta ve sirkadien dogasini kazanmaktadir. Normal geng
eriskinlerde giindiize gore, gece 3-10 kat daha yiiksek olan serum MEL
konsantrasyonu, 02:00-04:00 saatleri arasinda doruk diizeye ulagsmakta ve daha sonra
giderek azalmaktadir (Reiter, 1993). Yaslanma ile birlikte MEL sentezinin azaldigi
gosterilmistir (Poeggeler, vd., 1993). Sentezini takiben, pineal bezden dogrudan
dolasima verilen MEL, lipofilik 6zelligine ragmen, membran reseptorleri araciligiyla
hedef hiicrelerine ulasir. Otoradyografik ¢alismalarla, beynin c¢esitli bolgelerinde,
bagirsak, ovaryumlar, kan damarlar1 (Brzezinski, 1997) ve karacigerde (Acuna vd.,
1996), MEL reseptorlerinin varligi gosterilmigtir. MEL reseptorlerinin sensitivitesi
ve ekspresyonu, giinliik 151k ritmi ile iligkilidir (Forsling, 2001). Lipofilik 6zelligi
nedeniyle, hiicrenin tiim fraksiyonlarina kolaylikla girebilen MEL igin (Reiter,
1993), sitozolik ve niikleer baglanma yerleri de tanimlanmistir (Brzezinski, 1997).
MEL’in inaktivasyonu, baslica karacigerde gerceklesir. Indol halkasinin 6.
konumundan hidroksile olan MEL, daha sonra siilfat veya glukuronik asitle konjuge
edilerek idrarla atilir. MEL’in idrardaki baglica metaboliti olan 6-siilfatoksi
melatonin diizeyleri, MEL’in plazma diizeyleri kadar, sentez ve yikimi i¢in de iyi bir
gostergedir (Hardeland vd., 1993) Melatonin sirkadiyan ritmi, genclerde oldukca
diizenlidir, yaghlikta siklikla siklus bozulma gdsterir ve hipomelatoninemi sendromu
olarak belirtilen psikiyatrik depresyon gibi bazi hastaliklarda melatonin sirkadiyan
ritmi tamamen bozulur. Melatonin oldukga gii¢lii ve etkili bir endojen serbest radikal

toplayicisidir. Oldukga toksik olan hidroksil radikali melatonin tarafindan ortadan
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kaldirilir ve hiicrelerdeki biyomolekiiler lizerine olan oksidatif hasarin 6énlenmesinde
cok onemli rol oynar. Serbest radikaller kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklarin
etiyolojisinde rol oynayabilmektedir. Yashilikta melatonin yetersizligi ortaya
cikmaktadir. Boylece kanser ve aterosklerotik kalp hastaliklari ile birlikte goriilebilen

oksidatif hasarlara kars1 insanlar daha hassas olabilmektedir.

i Ganglivon }
| ! hucreler !- SCN nin inhibizvonun
relinnk\k___ | - azalmasiyla uyanlma gergeklesr.
| Optik 'EL_' ! — |_‘__ 4w~ Pineal bez
| 51n1r1ﬂ—| }
. " -~ 'I.! ] i L:
— —_ .--i——— S :;"5, i, APA
151k
Supralﬂyamlahk
niikl eus
S Paraventrikdiler
niikleus
Ust servilcal |

ganglivon

Pregangli}' onik
sempatik
sinirl er \

Sekil 1.1.Pinecal bez
1.5.1.1.Melatonin Tarihgesi

Pineal bezin varlig1 eski zamanlardan beri bilinmektedir. Pineal bez, M.O. iigiincii
yiizyilda Herophilus tarafindan tanimlanmigtir. Bundan 450 yil sonra Galen, pineal
bezin beyin dokusunda farkli bir yapida oldugunu fark etmis, lenf bezlerine benzer
bir gorevi olabilecegini soylemistir (Emre, 1993). Pineal bezle ilgili gelismeler ii¢
biiyiik déneme ayrilabilir. Birinci dénem; 1.O. 3. yiizyil civarinda Herophilus
tarafindan pineal bezin bulunmasiyla baglar. Gallen insan pineal glandin1 ¢am
agacinin tepesine benzettigi Latince kdkenli “conarium” kelimesini kullanmistir. Bu
kelime pineal sinirleri tanimlamak i¢in “nervi conarii” olarak kullanilagelmistir.
Pineal kelimesi Latince’de ¢am agaci1 kozalagi anlamina gelen “pinea” kelimesinden
gelmigtir.  Vesalius (1514-1564) pineal bezin topografik yapisini dikkatlice
incelemistir. Descartes (1596-1650) pineal bezin “ruhun oturdugu yer” olduguna
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inaniyordu. lkinci donem; Kolliker, memelilerin pineal bezinde sinir liflerinin
varligint gézlemlemistir (1850). Cajal, fare pineal bezinde demet yapan sinir liflerini
bulmus ve sempatik orjinli oldugunu iddia etmistir (1904). Ugiincii dénem ise son 50
yilt kapsar. En 6nemli gelisme Lerner ve arkadaslarinin pineal ekstrelerde bulunan,
amfibienlere verildiginde cilt renginin acilmasina neden olan potansiyel pineal
hormonu izole etmeleridir. Lerner bu maddeyi Yunanca’da siyah anlamina gelen
“melas” ve 13 anlamina gelen “tosos” kelimelerini birlestirerek “melatonin™ olarak
isimlendirmistir. Lerner ve arkadaslar1 1958 yilinda pineal bezden elde ettikleri doku
Ozlerini amfibialara verdiklerinde, amfibialarin deri renginin acildigini1 gérmiisler ve
bu hormonu melatonin olarak adlandirmiglardir. Bundan on yil sonra pineal bezin
islevlerinde aydinlik ve karanligin roli bildirilmistir. Pineal bez beynin orta hattinda,
ticlincii ventrikulun tavaninda yer alir. Piamater ile sarilidir. Pinealositler ve glial
hucrelerden olusur. Viicut biiyiikliigline oranla ¢ok kiiclik olmasina karsin,
bobreklerden sonra en fazla kanlanan ikinci organdir. Pineal bezin uyarilmasinda
sempatik sistem baskindir ve superior sempatik gangliondan kaynaklanan sinir lifleri
nervii conarii aracilii ile beze ulasir. Sempatik innervasyondan basgka, az oranda
parasempatik ve serotoninerjik sinir lifleri ile de innerve edilir. Pineal bezde bir¢ok
peptit yapida hormon sentezlenmesine ragmen, ana hormon melatonindir (Palaoglu

ve Beskonakli, 1998).
1.5.1.2 Sentezi

Sentezin baslangi¢ basamagini, sistemik dolagimdan triptofanin pinealosite aktif
gecisi olusturur. Triptofan, Once triptofan hidroksilaz ile orto pozisyonundan
hidroksillenerek ~ 5-hidroksitriptofana ~ doniisiir. Bunu aromatik  aminoasit
dekarboksilazlarin kataliz ettigi dekarboksilasyon reaksiyonu izler. Olusan {iriin
onemli bir biyolojik amin olan 5-hidroksitriptamin (seratonin) dir. Seratonin, N-
asetiltransferaz (NAT) ve hidroksiindol O-metil transferaz (HIOMT) ’in birbirini
takip eden aktiviteleri ile melatonine doniisiir. Pineal bezde melatonin sentezi
sirkadyen bir ritim gosterir ve karanlik faz boyunca maksimum noktasina ulasir. Bu
ritim suprakiazmatik nukleuslar tarafindan algilanan aydinlik-karanlik dontistimii ile
saglanir. Karanligin baglamasiyla sinir uglarindan néradrenalin salgilanir, bu da
pinealositlerdeki P-adrenerjik reseptorleri uyarir. Adenilat siklaz aktivitesinin

artmasiyla olusan cAMP, NAT sentezini uyarir. NAT 1n enzimatik aktivitesinin gece
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boyunca artigi serotonin diizeylerini diisiiriir, buna bagli olarak N-asetilserotonin ve
melatonin diizeylerini arttirir. Melatonin sentezini uyaran diger bir mekanizma,
fosfoinozitol sistemiyle baglantili a-1 adrenoreseptorler olup burada Ca+2-fosfolipid
bagimli protein kinaz C yoluyla cAMP uyarilmasi gerceklesir (Stehle, vd., 1993).
Melatonin, epifiz bezinde triptofandan sentezlenir ve plazmada proteinlere baglidir.
Karacigerde metabolize olur ve baglica metaboliti 6-Hidroksimelatoninsiilfat (6-
HMS) *dir. Insanlarda ekzojen melatoninin kisa bir metabolik yar1 émrii (20-60 dk.),
bliylik bir hepatik gecis etkisi vardir (Petzinger ve Ziegler, 2000). Bir ¢alismada
deneklere i.v. melatonin verilerek serum ve tiikiirikteki melatonin diizeyleri ile
idrardaki 6-HMS diizeyi Olciilmiis; puberte Oncesi ¢agdaki c¢ocuklarin melatonini
yetigkinlere gore daha hizli metabolize ettikleri saptanmistir. Tiim ¢alisma genelinde
serum ve tiikiiriik melatonin degerleri arasindaki oranin denekler arasinda 55 kata
varan degisiklikler sergiledigi gozlemlenmistir (Rasonyi vd., 1999). Bu farkli oranlar

farmakokinetik ¢aligmalarda melatonin kullanirken dikkat edilmesi gerektigini

gostermektedir.
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Sekil 1.2: Pineal gland’da melatonin sentezinin kontroli.TRH: Tractus
Retinohipotalamus, = NSC:  Nukleus  suprakiyazmatik, @~ NPV:  Niikleus
paraventrikularis, GSC: Gangliyon servikal superior, NE: Norepinefrin, NAT: 5-
Hidroksitriptamin-N asetiltransferaz, HIOMT: Hidroksiindol-O metiltransferaz
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1.5.1.3. Etki Mekanizmasi

Melatonin, lipitte ¢oziinebildiginden hiicre membranini kolaylikla geger ve tiim
hiicre organellerine girebilir. Fizyolojik etkilerini, hem reseptor araciligi ile hem de
reseptorden bagimsiz olarak gosterebildigi bildirilmistir. Melatoninin etkileri genel
olarak, organizmalarda bastan basa lokalize olan hiicrelerin membranlarindaki
reseptorlerle iliskilidir. Pineal hormon i¢in membran reseptorleri beyinde SCN
(suprakiyazmatik nukleus)’yi de iceren degisik alanlarda tanmimlanmistir (Reiter,
1996). Baslangicta, melatonin i¢in niiklear baglanma boélgeleri, hepatik hiicrelerin
cekirdeklerinde tanimlanmasina ragmen, sonraki aragtirmalar, onlarin santral sinir
sistemi ve periferal yapilarin her ikisinde de yaygin olduklarini gostermistir.
Melatonin, ¢ok sayida oldugu goriilen reseptor aracili etkilerinin yani sira, reseptor
bagimsiz etkilere de sahiptir. Melatonin, yiiksek difiizyon kapasitesi ile hiicrelerin
icine kolayca girer ve kalmoduline baglanir, bundan dolay: kalsiyuma bagli ¢ok
sayida hiicre i¢i olayi etkiler. Yapilan bir ¢calismada melatoninin, yiiksek oranda etkili
serbest radikal siipiiriicli oldugu gosterildi. Melatoninin yiiksek oranda toksik serbest
radikalleri siipiirme yetenegi, reseptor - bagimsiz fonksiyondur (Bettahi vd., 1996).
Periferik immiin hiicrelerde melatonine ait membran reseptorlerinin varlig
saptanmistir. Bunlar ikinci haberci olarak cAMP’ 1 kullanir. Melatoninin nukleusta
baglandig1 bolgeler hem merkez sinir sisteminde hemde periferik dokuda mevcuttur
ve klonlanmistir. Melatoninin reseptorden bagimsiz etkileri de vardir. Bu etkilerinde
aract olarak kalmodulin kullanilir ve Ca+2 ile iliskili olan hiicre i¢i olaylar
degisiklige ugrar. Bunun sonucunda kalmodulin bagimli nitrik oksit sentaz (NOS)
aktivitesi azalir (Reiter, 1996). Ozellikle karanlik ile ilgili impulslar pineal beze
ulasinca  norepinefrinin  pinealosit membraninda adrenerjik  reseptorlere
baglanmasiyla bir seri reaksiyon baglar. Membranda adenil siklaz aktivasyonu
yoluyla hiicre i¢i c-AMP yapimi ve N-asetiltransferaz artis1 olur. Melatonin sentez ve
salinimi artar. (Seegers,1994) Melatonin tiretildikten sonra depolanmaz, hem lipofilik
hem de hidrofilik 6zelliginden dolayr kana, beyin omurilik sivist da (BOS) dahil
olmak tizere tiim viicut sivilarina hizli bir sekilde dagilir. Pineal bezde melatonin
olusumu ile bu hormonun plazma seviyeleri arasinda giiclii bir iligski vardir. (Szczech
vd., 1973) Plazma melatoninin konsantrasyonu gece saatlerinde giindiize gore 3-10
kat fazladir. Melatonin salgilanmas1 aksam saat 21:00-22:00 saatlerinde baslar,

02:00-04:00 saatleri arasinda maksimum seviyelerine ulasir, sabah 07.00-09.00
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saatleri arasinda azalmaya bagslar. Melatonin plazma konsantrasyonu giindiiz 0-20
pg/dl iken gece 50-200 pg/dl diizeyine yiikselmektedir. Bir giinde 30 mg melatonin
tiretilmektedir ve bunun % 80*ni gece sentez edilmektedir (Singh, 1990). Melatonin
seviyesini 15181n yaninda birgok cevresel faktorler (1s1, gel-git vb.) ve gesitli ilaglar
ornegin B-blokdrler etkiler. (Holmberg vd., 1988). B blokdrlerin, Pl-adrenerjik
reseptorler araciligi ile melatonin salinimint azalttigr gosterilmistir. (Huff ve
Hamilton, 1979). B blokorlerin, nokturnal melatonin seviyelerini azaltmasi
sonucunda uyku diizensizlikleri meydana gelir. Klinik ¢alismalarda bu yan etkinin

oral melatonin kullanimai ile 6nlenebilecegi belirtilmektedir. (Reich, 1998)
1.5.1.4. Serbest radikallere kars1 savunmada melatoninin rolii

Melatonin kuvvetli bir antioksidan Ozellige sahiptir. Serbest radikalleri tutarak
noétralize eder ve antioksidan savunma enzimlerinin sentezini uyararir. Melatoninin
serbest radikalleri tutma yetenegi reseptorden bagimsizdir. Ancak antioksidan
enzimlerin indol halkasi tarafindan uyarilmasi, melatoninin niikleustaki reseptorlere
baglanmasindan sonra ger¢eklesmektedir. Melatoninin bu etkilerini inceleyen
caligmalarda ¢ogunlukla farmakolojik dozlar kullanilmistir (Bettahi vd., 1996).
Serbest radikallerin olusumunu sinirlamak veya olustuklarinda nétralize etmek igin
bir dizi reaksiyon gerceklesir. Bu siire¢ toplu olarak “antioksidatif savunma sistemi”
olarak adlandirilir. Toksik molekiilleri inaktif maddelere metabolize eden cesitli
enzimler ve bunun yaninda radikalleri nétralize eden veya siipiiren molekiiller vardir,
bunlar sirasiyla, antioksidatif enzimler ve antioksidanlar olarak belirtilir.
Antioksidatif enzimler, siiperoksit anyon radikalini hidrojen peroksite (H,O,)
katalitik olarak doniistiiren siiperoksit dismutaz (SOD) ve H,0;’1 suya metabolize
eden iki enzim olan katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidazi (GSH-Px) igerir. Eger,
asir1 aktiviteyle CAT ve GSH-Px in yeterli derecede metabolize edemeyecegi
miktarlarda H,O;, olusursa, artmig SOD aktivitesi, daha yiiksek derecede toksik
radikal iiretimine yol agabilir. Serbest radikaller {iretildiklerinde, bunlar1 siipiiren
degisik molekiiller vardir. Rediikte glutatyon (GSH) gibi bir kismi hiicre iginde
sentezlenirken, E ve C vitaminleri ve B-karoten gibi digerleri besinlerle alinir. GSH
ve C vitamini primer olarak sitozolde bulunur ve E vitamini, sartlara gére B-karoten
hiicrelerin membranlarinda bulunmaktadir. Tan ve arkadaslari, melatoninin oksijen

kokenli radikallerden en toksik olan hidroksil radikali nétralize etme yetenigini test
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etmislerdir. Melatoninin, etkili bir hidroksil radikali siipiiriiciisii olmasinin yaninda,
ayni zamanda bu toksik ajanlar1 ndtralize etme etkinliginin endojen antioksidan
GSH’ tan 5 kat daha biiyiik oldugu ve ekzojen siipiiriicii mannitolden yaklasik 15 kat
daha 1yl oldugu kanitlanmistir. Pieri ve arkadaslari, melatoninin yiiksek lipitte
¢oziinebilirligi karsisinda, in vivo sartlarda E vitaminine esit veya daha iyi bir
antioksidan oldugunu kanitlamiglardir. Melatoninin, hidroksil ve peroksil
radikallerini siiplirme yeteneginin yani sira, diger siipiiriiciilerle etkilesime girerek
etkinliklerini arttirdig1 yoniinde aragtirmalar yapilmistir. Melatoninin etkinliginin, C
vitamini, GSH ve trolox gibi zincir kirict antioksidanlarin varliginda daha iyi oldugu
gosterilmistir. Bu bulgular gosteriyor ki, melatonin umulandan daha diisiik
konsantrasyonlarda da etkin bir serbest radikalsiiptiriiclisiidiir (Bettah1 vd., 1996).
Karbon tetraklorid (CCly), yaygin olarak kullanilan bir serbest solvent, temizleyici
ajan ve herbisittir. Sindirim yolu ile alindiginda 6zellikle hepatik dokular1 tahrip
eder. CCly toksisitesinden kaynaklanan hasar, genellikle serbest radikal orijinli
olarak kabul edilir. Karaciger homojenatlar1 veya mikrozomlari, CCly ile inkiibe
edildiginde, artmis lipit peroksidasyonun gostergeleri olan MDA+4HDA (4-
hidroksilalken) diizeylerinde onemli artiglar Olgililmiistiir. Melatoninin, bu artislari
doza baglh olarak indirgedigi tespit edilmistir. Oksijenin aktive olmamis formu
ornegin singlet oksijen (102), cesitli makromolekiilleri hasara ugratan toksik bir
ajandir. Melatoninin singlet oksijeni baskiladig1 Poeggeler ve arkadaslar tarafindan
daha dnceden bildirilse de ilk deneysel deliller Cagnoli tarafindan ortaya konmustur.
Baz1 enzimler antioksidatif savunmada ¢ok onemlidir ¢iinkii bu enzimler, serbest
radikaller veya reaktif oksijenin, non-radikal iiriinlere metabolize edilmesine aracilik
eder. Bu enzim ailesinden en iyi bilinenlerden bazilari, superoksit dismutaz (SOD),
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve glutatyon reduktazdir. Melatoninin farmakolojik
seviyelerinin, beyinde GSH-Px aktivitesini uyardig: bildirilmistir (Reiter vd., 1997).
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1.5.2.Melatoninin Etkileri
1.5.2.1.Melatonin sentezinde aydinlik-karanlik kontrolii ve fotoperiyodizm

Mevsimsel fonksiyonlarin giiniin uzunlugu ile iliskilendirilmesine fotoperiyodizm
denir. Fotoperiyodik memelilerde fotoperiyodik degisimin algilanmasi i¢in saglam
bir epifiz bezine ihtiya¢ oldugu artik iyi bilinmektedir. Melatonin tiim tiirlerde gece
sentezlenir ve salgilanir. Sirkadian bir ritme uyar. Memelilerde bu ritmi SKN
belirler. SKN lezyonlarinda, melatoninin salgisinin sirkadian ritmi kaybolur.
Sirkadian ritim temelde aydinlik-karanlik siklusunu izler (Cassone, 1990). Bir¢ok
tiirde melatonin sekresyonu gecenin uzunlugu ile iliskilidir. Gece ne kadar uzarsa
melatonin salgilanmasi o kadar uzun siirer (Arendt, 1995). Isik, karanlik fazin
basinda ve/veya sonunda sekresyonu baskilar ve ritmi diizenler. Melatoninin
salgilanmas1 mevsimlik farklilik da gosterir. Yazin daha geg¢ salinirken, kisin salinim
daha erken baglar. Uzun siireli melatonin sekresyonu kisa giinlerde, kisa siireli
melatonin sekresyonu uzun giinlerde goriiliir. Glin uzunlugu ve sinyalin yorumu séz
konusu olan canl tiiriiniin fizyolojisine baglhidir. Hayvanlarda kisa giin melatonin
sinyalinden 6nce bir uzun giinler silirecinin olmasi iireme siklusunu gelistirir. Kisa
siireli ama yeterli miktarda 151k maruziyeti melatonin salgisini baskilar. Insanlarda
geceleri melatonin salgisini baskilayacak doz 2500 lux.’tiir ve en etkilisi yesil 1s1ktir

(Cassone 1990).

Isik uygulama ile salgidaki degisim: 1k ¢alismalar sadece parlak 1518 (giin 15181)
insanda melatonin diizeyini baskiladigin1 bildiritken son bulgular yapay 1518in
(karanlik periyottaki aydinlatma sistemi) da benzer etkiyi gosterdigi ileri
stiriilmiistiir. Korlerde 1s1k algilamasi “0” olan kisilerde melatonin sekresyonu 24 saat
icinde serbest olarak dagilim gostermektedir. (Reiter, 1991). Gece olusturulan yapay
aydinlik melatonin sentez ve salgilanmasin1 akut olarak baskilarken, aksam
karanligin baslamasiyla birlikte uygulanan 151k gece 02.00-04.00 aras1 goriilen
plazma melatonin konsantrasyon pikinde kaymaya buna karsilik sabah heniiz hava
agarmadan 151k uygulama ise bu konsantrasyon pikinin erken belirmesine neden olur.
Sabah ve aksam saatleri maruz kalinan aydinlik ise fazda daralmaya neden olur

(Claustrat vd., 1998).
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Sekil 1.3.Melatonin Hormonunun Sirkadiyen Ritmi
1.5.2.2.Melatoninin Merkezi Sinir Sistemi Uzerine Etkileri

Melatonin beyin fonksiyonlari iizerinde de rol oynamaktadir. Pineal bez ve melatonin
olasilikla beyin kan akimi iizerinde de rol oynamakta olup, depresyonlu hastalarda
melatonin seviyeleri diisiik bulunmaktadir. Ayrica siirekli analjezik kullanan
hastalarda melatonin verilmesi opioid reseptorleri araciligi ile analjezik kullanimini
azaltmaktadir. Hayvanlarda yapilan bir caligmada, deneysel kafa travmasi sonrasi
melatonin verildiginde antioksidan enzimlerin aktivitesinin arttif1 saptanmustir.
Sonugta melatoninin antioksidan enzimleri uyarici ve lipit peroksidasyonunu azaltici
Ozellikleri beyin dokusunu oksidatif degisikliklerden koruyucu etkisi olabilecegini

diistindiirmektedir.
1.5.2.3. Melatoninin immiin Sistem Uzerine Etkileri

Melatoninin immiinolojik roliine ait ilk bulgu Maestroni ve arkadaslarina aittir
(1987). Farelerin devamli 1s18a maruz kalmasi veya gece B-adrenerjik reseptor
blokdrlerinin uygulanimi gibi melatonin olusumunun inhibe edildigi sartlarda immun

fonksiyonlarin baskilandig1r goriilmiistiir. Sonraki ¢alismalardan alinan sonuglar
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melatoninin humoral ve hiicresel immun yanit1 artirdigint desteklemistir. Melatoninin
bu etkisi normal sartlarda belirgin degildir. Yaslanma, viral hastaliklar,
kortikosteroid kullanimi veya akut stress gibi immun sistemin baskilandigi
durumlarda etki belirgin hale gelmektedir (Reiter vd., 2000). Wichmann ve
arkadaslar1 farelerde yumusak doku travmasi ve hemorajik sok sonucu immun
fonksiyonlardaki baskilanmanin melatonin ile geri ¢evrildigi, ayrica kronik
melatonin tedavisinin insanda 16kosit naturel killer aktivitesini artirdigini
bildirmiglerdir (Wichmann vd., 1996). Melatoninin immunosupresyona karsi olan
etkileri yada immun fonksiyonlar artirici etkileri yardime1 T lenfositlerdeki spesifik
reseptorlere baglanmasi ile iligkilidir. Melatoninin bu reseptorlere baglanmasi,
gamma-interferon, IL-2 veya opioid peptidlerin salgilanmasini artirmaktadir.
Melatonin indiiklii opioidler melatoninin hemotopoietik etkisine aracilik
etmektedirler. Timorlii farelerde melatonin  uygulamasi, kan hiicrelerini
kemoterapoétik ilaglarin toksik etkilerinden korumustur (Maestroni, 1995). Melatonin
seviyesindeki artisin timik proliferasyona yol agarak immiin hiicrelerde apopitozisi
engelledigi diisiiniilmektedir (Macchi ve Bruce, 2004) Memeli hayvanlarda
pinealektominin immiin cevabi azalttigi bilinmektedir. Ratlarda pinealektomi
yapilmast humoral immiin cevab1 azaltmis ve immiinitenin diurnal ritmini
bozulmustur. Japon bildircinlarinda yapilan bir ¢alismanin  sonuglar1  da
pinealektominin humoral ve hiicresel immiin cevab1 azalttigin1 gostermektedir.
Melatonin sekresyonuna goziin az da olsa katkis1 vardir, fakat pinealektomi yapilan
kuslarda okiiler melatonin sekresyonu normal immiin cevabi saglamak icin gerekli

melatonin diizeyini saglayamamaktadir.
1.5.2.3.1. Melatoninin Bagisiklik Sistemine Etkisi

Yapilan laboratuvar ve saha c¢alismalarinda fotoperiyodun bagisiklik sistemi
tizerindeki etkileri incelenmesine ragmen, melatoninin bagisiklik sistemine ait doku
ve hiicrelere dogrudan etkileri konusunda az sayida ¢alisma yapilmistir (Hotchkiss ve
Nelson, 2002). Fotoperiyodun bagisiklik {iizerindeki etkilerinin incelendigi
laboratuvar ¢alismalarinda kisa gilinlerdeki immun fonksiyonun uzun giinlerdekine
gore daha etkili oldugu belirtilmekte ve bu durum kisa giinlerde melatonin iiretiminin
daha fazla olmasina baglanmaktadir (Demas ve Nelson, 1998). Pineal bezin

cikarilmast ya da deneysel olarak melatonin sentezinin engellenmesiyle bagisiklik
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sistemi baskilanir. Bu durumda disardan melatonin verilmesi baskilanmis olan
bagisiklik sistemini yeniden aktive eder (Esquifino vd., 2004). Stres, viral hastaliklar,
bakteriyel hastaliklar, kortikosteroid kullanimi1 ya da ilag tedavisi sirasinda ikincil
olarak gelisen immun yetersizlikler melatonin ile Onlenebilir (Maestroni, 2001).
Travma ya da hemorajik soktan sonra baskilanan bagisiklik fonksiyonlar1 da
melatonin ile duzeltilebilir (Wichmann, 1996.). Melatoninin 6zellikle yaslanmaya
bagli gelisen immun yetersizliklerde, immun yanit1 artirici etkiye sahip oldugu
bildirilmektedir (Palaoglu ve Beskonakli,1998). Bildircin, hindi, tavuk gibi kanatl
tiirlerinde yapilan ¢aligmalarda melatoninin hiicresel ve humoral bagisiklik yanitini
gelistirdigi gozlenmistir (Brennan vd., 2002; Siopes, 2002; Moore ve Siopes, 2003).
Melatonin immun sistem hiicrelerini ya dogrudan melatonin reseptorleri araciligiyla
ya da dolayli yoldan steroid hormonlardaki degisikliklere bagli olarak aktive eder
(Hotchkiss ve Nelson, 2002.).

1.5.2.3.2. Lenfoid Dokulara Etkisi

Melatonin memeli hayvanlarin timus, dalak ve immun fonksiyonla dogrudan iligkili
diger dokularin boyutlarinda genisleme yapar. Deneysel olarak pineal bezi ¢gikarilmis
ya da pineal fonksiyonu inhibe edici ila¢ kullanilmig hayvanlarda timus bezinin
atrofiye oldugu goriilmiis, bu hayvanlara disaridan melatonin verildiginde bezde
hiperplazi izlenmistir (Maestroni, 1987). Buna karsilik kuslarda yapilan ¢alismalarda
melatoninin dalak ve bursa Fabricius’un kiitlesini azalttig1 gézlenmistir. Bu farklilik
memeli timus hormonlarinin kanatlilardakinden farkli olmasina baglanabilmektedir
(Skwarlo, 2000). Farelerde pineal bezin ¢ikarilmasindan sonra dogal dldiiriicii hiicre
aktivitesinin azaldig1 bildirilmektedir (Del Gobbo vd., 1989). Ote yandan farelerde
yapilan bir bagka ¢alismada yeme melatonin ilave edilmesinden 7 ve 14 giin sonra
dogal Oldiriicii hiicre ve monosit sayisinin arttigr goézlenmistir (Currier, 2000).
Melatonin reseptdrleri bazi monosit ve makrofaj hiicreleri ilizerinde tanimlanmistir.
Melatoninin bu reseptdrlere baglanmasiyla graniilosit makrofaj koloni uyarici faktor
tiretiminde artis goriiliir ve makrofaj iiretimi ile fonksiyonu artar (Maestroni vd.,

1994; Maestroni vd., 2002).
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1.5.2.3.3. Humoral Bagisikhga Etkisi

Bircok kemirgen tiirinde fotoperiyot ve melatonin, lenfosit proliferasyonunu
kolaylastirmaktadir. Aydinlik dénemin kisa oldugu giinlerde farelerde lenfosit
proliferasyonu artar. Farelere disardan melatonin uygulamasi da ayni etkiyi gosterir
(Demas vd.,1996). Hamsterlerin kullanildig: bir ¢aligmada melatoninin immun hiicre
fonksiyonunu dogrudan lenfositler {izerinden etkiledigi gosterilmistir. Melatonin bu
etkisini MT2 reseptorleri aracilifiyla gergeklestirmektedir (Prendergast vd., 2001)
Fare kemik iliginde B Ilenfositlerin olugmasi sirasinda melatoninin apoptozisi
engelledigi bildirilmektedir (Yu wvd., 2000). Antikor iiretimi de melatonin
uygulamasindan etkilenmektedir. Luzindol (MT2 reseptdr antagonisti) uygulanan
fareler, bu maddenin uygulanmadig1 farelere gore daha diisiik dizeyde IgG
tiretmiglerdir (Drazen vd., 2000). Farelerde melatoninin farmakolojik olarak inhibe
edilmesi, koyun alyuvarlarina karsi olusan antikor yanitini azaltmistir (Persengiev
vd., 1991). Saglikli gen¢ insanlar iizerinde yapilan c¢aligmada giinlik 10 mg
dozundaki melatoninin 10 giin siireyle agizdan verilmesiyle tiikiirtikteki IgA
seviyesinin onemli derecede yiikseldigi belirtilmektedir. Ust solunum yolu
enfeksiyonlarinda tiikiiriikteki IgA’nin etkisi diisiiniildiiglinde bu bulgu oldukca
Oonemlidir (Maestroni, 1993). Tarla faresi ve hamsterlerin kullanildig1 ¢aligmalarda
ise melatonin uygulamasinin antikor iiretimini etkilemedigi kaydedilmistir (Drazen

vd., 2002).
1.5.2.3.4. Hiicresel Bagisikhiga Etkisi

Melatonin reseptorleri dalak hiicreleri iizerinde de tanimlanmistir (Drazen., 2001).
Disardan melatonin uygulamalarinin fare, tarla faresi, hamster gibi kemirgen
tiirlerinde dalak hiicrelerinin proliferasyonunu artirdigi (Prendergast vd., 2001),
melatoninin bu uyaric1 etkisinde MT2 reseptorlerinin  6nemli rol oynadigi
bildirilmektedir (Reppert, 1997). Ayrica melatonin tedavisi T hiicre proliferasyonunu
artirmaktadir (Konakchieva vd., 1995). Diger tarafatan melatonin biiylik doku
uyusum kompleksi smif II molekiillerinin ifadesini artirir (Pioli vd., 1993). Bu
durumda makrofajlarin T hiicrelere antijen sunma yetenegi kolaylasir (Cetin, 2005).
Melatonin dogrudan T lenfositlerle etkilesime girerek hiicresel bagisikligr etkiler.
Fare yardimci T lenfositleri tlizerinde yiiksek duyarliliga sahip baglanma bdlgeleri

tespit edilmistir (Maestroni,1995). Bagisiklik sistemi baskilanmig farelerde melatonin
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zayiflamig olan yardime1 T hiicre aktivitesini artirirken, melatoninin T lenfositleri
uyarmastyla yardimci T lenfositler tarafindan salinan endojen opioidlerde artis
gorilmistiir. Bu endojen opioidlerin immun fonksiyonu uyarici yonde etkisi vardir.
Farelerde yardimec1 T lenfositlerden kaynaklanan endojen opioidler antikor sentezini
artirirlar (Maestroni vd., 1988). Yaglh farelere melatonin verildiginde timus bezinin
islevi ve T hiicrelerin aracilik ettigi immun fonksiyonlar gen¢ farelerdeki diizeye
ulasir (Mocchiegani vd., 1996). Melatonin, T hiicrelerin apoptozisini azaltir ve T
hiicre aracili sitokin ifadesini artirir (Maestroni, 1998). Melatonin yardimecir T
lenfositleri IFN-y, IL-2, IL-6, IL-12 ve dolayli olarak IL-4 ile IL-10 iiretmesi i¢in
uyarir (Garcia vd., 1997 ; Maestroni, 2001, Raghavendra, 2001). Melatonin
uygulamalariyla insan monositlerinden IL-2, IL-6, IFN-y, IL-1 ve IL12’nin salinimi1
artirilir. Bu sitokinler strese bagli immun baskilanmay1 ya da ikincil olarak gelisen

immun yetersizlikleri 6nleyebilir (Cetin, 2005).
1.5.2.4. Yaslanma ve Melatonin

Melatoninin sirkadiyen ritmi yeni doganda yoktur, 3-4 aylik olana kadar da
gozlenmez, 1 yas civarinda gelisir ve 1-3 yas arasinda en yiiksek seviyesine ulasir;
daha sonra yavas yavas diismeye baslar. Ilerleyen yas ile birlikte pineal bezin ritmi
bozulur ve gece pik degerleri olmasina ragmen melatonin seviyesi azalmaya baglar.
(Shigeta vd., 2001). Yaslanma ile ilgili kabul goéren bir teoriye gore, yaslanma
esnasinda organlarda olusan anatomik ve fonksiyonel dejenerasyon serbest
radikallerin olusturdugu hasara baglanmaktadir. Norodejeneratif bozukluklarin
bircogunda serbest radikal hasar1 kesin olarak gosterilmistir. Melatonin giiclii bir
hidroksil radikal toplayicis1 oldugundan, melatonin kaybi1 beynin oksidatif atakla ileri
derecede hasarina neden olur. Boylece yaslanma, endojen melatonin seviyesindeki
belirgin azalmayla iliskili olup, yaslanma siirecinde sinir dokusu tahrip edici serbest
radikallere daha fazla maruz kalir. Teorik olarak, melatonin uygulamasi bu
durumlarin  olusumunu geciktirebilir. Bircok organda oldugu gibi pineal bez
fonksiyonu da yaslanma ile birlikte azalir. Yaslanma siirecinde, geceleri melatonin
seviyesinde goriilen artiglarin kademeli olarak azalmasi bu dejenerasyonun oldukg¢a
acik gostergesidir. Pineal melatonin sentezinin yaslanma ile azalmasini agiklayan en
stk Onerilen goriis, pinealosit membrani iizerinde bulunan B-adrenerjik reseptor

sayisindaki azalmadir. Gece [-adrenerjik reseptorler, pineal bez igine sempatik
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ndronlardan norepinefrin salgilanmasina aracilik etmekte ve melatonin iiretiminin

artmasina neden olan bir dizi olayr baslatmaktadir. (Mollaoglu ve Ozgiiner, 2005)
1.5.2.5. Melatoninin anti-apoptotik etkileri

Melatoninin apoptozun regiilasyonundaki ilk bulgusu 1994 (Maestroni vd.,1994)
yilinda verilmistir. Bunu takiben pek cok deneysel calismada apoptoz iizerine

melatoninin etkileri incelenmis ve sonuglar 3 baslik olarak 6zetlenmistir;
1. Immiin hiicrelerdeki apoptozun inhibisyonu (antiapoptotik etki);

2. Noronal hiicrelerdeki hiicre 6liimiiniin 6nlenmesi (antiapoptotik etki);
3. Kanser hiicrelerinde apoptozun hizlandirilmasi (proapoptotik etki).

Bu bagliklar altinda yapilan tiim g¢alismalar sonug¢ olarak melatoninin apoptozdaki
etkilerinin mekanizmasini, apoptozda oksidatif stresin Onemini ve melatoninin
antioksidan etkilerinin apoptozdaki roliinii de ortaya ¢ikarmistir. Gliniimiizde serbest
radikallerin kanser, kardiyovaskiiler ve ndrodejeneratif hastaliklar basta olmak tizere
cesitli patolojilerde ve yaslanmadaki rollerinin gosterilmesi antioksidan kullanimini
giindeme getirmis ve bu konuda caligmalar giderek bir ivme kazanmistir. Melatonin
diger pek ¢ok antioksidan ile kiyaslandiginda gerek giiclii radikal siipiiriicii etkisi
gerek antioksidan enzim aktivitelerini artirict 6zelligi ile gilincelligini korumaktadir.

Ancak melatoninin klinikte kullanima girmesi i¢in ¢aligmalar halen siirmektedir.
1.5.3. Melatonin ve Kanser

Diinyanin bir¢cok bolgesinde halen ilk ii¢ 6liim sebebi arasinda yer alan kansere
¢ozlim bulabilmek bir yana, hastaliin seyrini diizeltmek ve yasam siiresini biraz
olsun uzatmak bile Onemli goriilmektedir. Kanser, hiicrenin normal yasam
dongiisiinii kontrol altinda tutan gen dengesinin bozulmasi sonucu diizensiz ve
Oliimsiiz yasam dongiisline gegerek homeostazise zarar verir hale gelmesi olarak
Ozetlenebilir. Bir¢ok bilim adami kansere karsi ¢6ziim planlar1 gelistirebilmek iizere
calismalarina devam etmektedir. Bu gibi planlar arasinda giindeme gelen
alternatiflerden birisi de melatonindir. Binlerce yildir taninan ve biyolojik 6nemi
bilinen pineal bez ve bu bolgeden salinan melatoninin kanser iizerine olasi etkileri ilk

kez 20. yy baslarindan itibaren sistematik olarak ele alinmaya baslanmistir. O
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tarihlerden glinlimiize azimsanmayacak sayida ¢alisma yapilmis olup melatoninin bir
yandan dogrudan anti-kanser etkinlik gdsterebilecegi bilgisi yaninda, kronobiyolojik
diizenleyici, antioksidan ve bagisiklik sistemini destekleyici Ozelliklerinin de
kanserle iligkili olabilecegi degerlendirilmistir. Arastirmalarda melatoninin bir¢ok
kanser tiirii iizerindeki etkinliginin ortaya konmasinin yani sira klasik kanser
tedavileriyle beraber kullaniminin genel durumu diizelttigi, klinik cevab1 ve yagam
siiresini artirdig1r ortaya konmustur. Bu veriler, elde edilmesi kolay ve ucuz bir
molekiil olan melatoninin, genel olarak hi¢bir ciddi yan etkisine rastlanmamis olmasi
ve toksik doz giivenlik sinirlarinin da yiiksek olmasi nedeniyle, kanser hastalarinda
destekleyici olarak kullanilabilirliginin degerlendirilmesi gerektigini
distindiirmektedir. Timor biliylimesini ve metastaz sayisini  azaltmaktadir.
Incelemelerde prostat ve meme kanseri olan hastalarda melatonin seviyeleri diisiik
bulunmustur.  Hayvanlardaki  deneysel c¢alismalarda  timér  olusumunu
pinealektominin arttirip, melatoninin azalttig: bildirilmistir. Incelemelerde prostat ve
meme kanseri olan hastalarda melatonin seviyeleri diisiik bulunmustur (Macchi ve
Bruce, 2004). Melatonin kanser gelismesini durdurucu yonde etki gosterir.
Mevsimlerin kanser gelismesi {iizerindeki etkisi melatoninle iligki i¢indedir.
Gecelerin uzun siirdiigii kis aylarinda melatonin {iretimi fazladir ve bu dénemde
tiimor gelismesi yavaslar. ilkbahar ve yaz aylarinda geceler kisa, melatonin iiretimi
daha azdir ve meme kanseri riski de artmaktadir (Nelson ve Blorn, 1994). Kanser
bagisiklik reaksiyonlarimi baskilar. Melatoninin bagisiklik fonksiyonunu hangi
mekanizmalarla degistirerek kanser gelismesini engelledigi net olarak ortaya
konulmamistir (Hotchkiss ve Nelson, 2002). Kanser tedavisinde melatonin, IL-2 ile
birlikte kullanilmaktadir. Interlokin 2’nin antikanserojenik etkisi cok yiiksek
dozlarda ortaya cikar ve tek basmna kullanildiginda ciddi toksik etkileri bulunur.
Melatonin ve IL-2 kombinasyonunda, melatoninin IL-2’nin istenilen etkisini artirdig1
gozlenmis ve etkin IL-2 dozunun azaltilmasi saglanmistir. Bu kombinasyon
metastatik bobrek kanseri, metastatik akciger kanseri, metastatik kolorektal
karsinom, metastatik hepatom, metastatik gastrik karsinom, metastatik endokrin
timdrler, pankreatik tiimorler ve meme kanserinde uygulanmis ve basarili
bulunmustur (Lissoni vd.,1995). Melatonin saglikli hiicrelerde apoptozis olusumunu

engelleyici 6zellige de sahiptir (Maestroni, 1998).
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BOLUM 2
LITERATUR OZETLERI

Anisimov vd., (1997), ratlarda ilk kez kolon kanserine karsi melatoninin etkisini
arastirmiglardir. Sonug olarak ileum ve jejenum tiimorlerinin sikliginda bir artis;
duedonumda tiimor ¢esitliliginde bir azalis gézlemislerdir ve ratlarda DMH’ 1n sebep

oldugu kolon kanserlerinde melatoninin inhibitor etkisi oldugunu rapor etmislerdir.

Blask vd., (1997), calismalarinda insan meme tiimori hiicresi MCF-7 pozitif 6strojen
reseptorii (ER) kullanmiglardir. Glutomylsistein sentetazin bir inhibtérii olan
buthionine-[S,R] sulfoximine (L-BSO), melatoninin inkiibasyonu sonucu onkostotik
olaylar1 engelledigini ve melatonin faaliyetleri i¢in glutatyonun gerekli oldugunu
gozlemlemislerdir. MCF-7 hiicrelerinin 5 giin inkiibasyonu sonucunda intraseliiler

glutatyonun sabit olarak azaldigin1 gézlemlemislerdir.

Anisimov vd., (2000), disi farelere triethyleneglycol’de 7,12
dimethylbenz[a]anthracene (DMBA) intravaginal olarak asilamiglardir. Sonug
olarak, pineal indole hormonu olan melatonin DMBA’nin farelerde neden oldugu
servikal ve vajinal karsinojenleri inhibe ettigini bildirmislerdir. In vitro sartlarda

antimutjenik ve antiklastojenik etki bulmuglardir.

Palabiyik (2003) tarafindan endokrin tiimoérleri iizerine yapilan ¢alisma iki asamada
gerceklestirilmistir. Ilk asamada over CA ve kontrol grubundan gece boyunca kanlar
alimip serum melatonin diizeylerine bakilmistir. Elde edilen sonuglar anlaml
derecede farklt bulunmustur. Bu calismanin sonuglari ¢alismaya alinan hasta ve
kontrol gruplar1 i¢in tlimoriin melatonin salinim ritmini etkiledigi goriisiinii
desteklemistir. Sonug¢ olarak over CA (%15) ve meme CA (%7) tiimorlerinin DNA

orneklerinde Gi2a mutasyonlari bulunmustur.

Bizzari vd., (2003), rat meme kanser hiicresi RM4’lin proliferasyonunda melatonin
ve diisik dozda D;[1,25-(OH), Ds’iin birlesiminin RMy’lin proliferasyonunda

etkisini degerlendirmislerdir. Sonu¢ olarak; meme kanserinin tedavisinde MEL ve
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[1,25- (OH),;D3’ in bilesiminin yararlarini ve en azindan TGF-B; sekresyonunda

tiimor biiylimesini engelledigini rapor etmislerdir.

Sanchez-Barcelo” vd., (2003), hayvan modellerinde in vivo kosullarda kimyasal
olarak olusturulmus memeli tiimorlerinde pineloktami genellikle ters etki yaparken,
melatonin uygulananlarda gizilligin uzamasi, vakalarin azalmasi ve tiimdrlerdeki
bliyiime orani, deneysel manipiilasyonlarda pineal bezlerin aktivasyonunu
degerlendirmislerdir. Melatonin onkostatik etkisinin 6zelligi timdr biyolojisinin
farkli 6zelliginin yan1 sira bu etkiyi yapabilmesi i¢in fizyolojik dozlarinda meme

tiimdrii tizerinde 6nemli oldugunu bildirmislerdir.

Lenoir vd., (2005), Disi Sprague Dawley tiirii ratlarda DMBA’ nin sebep oldugu
kanser tizerine melatonin etkisini arastirmiglardir. Sonuglar, melatonin DMBA’nin
memeli kanserinde hem tedavi edici hem de Onleyici etkisinin hemen hemen ayni
diizeyde oldugunu gozlemlemislerdir. Sonug olarak melatonin DMBA’ nin yol actig
DNA hasarin1 belirgin bir sekilde azaltip, kanser olusumunu &nemli oOlgiide

engelledigi belirlenmistir.

Blask vd., (2005), gece calisan kadinlarda melatonin baskilanmasi sonucu meme
kanserinin goriilme oranin arttigin1 gdzlemlemislerdir.. Karaciger tiimorlii siganlarin
veya meme kanserli insanlarin gece boyunca beyaz florasan 1518ina maruz
birakilmast sonucu melatonin baskilanmasindan dolayr tiimor biiyiimesinde ve
mitojenik molekiil 13 hidroksidesadionik asit metabolizmasinda artis oldugunu rapor
etmislerdir. Insan meme kanserinde ve rat karaciger tiimorlerinde gece siiresince
melatonince zengin kanlar, giindiiz melatonince fakir olan kanlar toplanip in sitii
yayllmig ve tiimorler karsilastirilmis, melatonince zengin olanlarda belirgin bir
sekilde proliteratif aktivite ve Ilinolenik asit metabolizmasmin baskilandigin
gozlemlemislerdir. Gece okuler 1s18a maruz kalan yani melatonince fakir olan
bireylerin tiimorlerinde yiiksek tlimor proliteratif aktivite gozlenmistir. Sonug olarak
gece boyunca 1518a maruz kalanlarda tiimor bliylimesinin tepkisine baglh siddetini ve
insan nokturnal, sirkadiyen melatonin sinyali sadece insan meme Kkanserini
engellememekle beraber bu etki gece beyaz 1s18a ve kisa siireli okuler 1s18a maruz

kalanlarda melatonin inhibe edici etkisi oldugunu bildirmislerdir.
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Kanno vd., (2005) farelerde in vivo ve in vitro ortamlarda toksitiye neden olan
asetemionphene kars1 melatonin koruyucu etkisini aragtirmiglardir. MTT analizi ve
H-timidin birlesme analizi kullanilmasiyla farelerde hepatosit primer kiiltliriinde
canli hiicrelerin kaybina neden olan AA’da MLT’ nun 6nemli koruyucu etkisinin
oldugunu ve reaktif oksijen tiirliniin (ROS) iiretimine neden olan AA 6 saatte en
yiiksek seviyeye ulastigini ve hepotisitte 12 saatte lipid peroksidasyonda artis
oldugunu gozlemlemislerdir. Sonug olarak, MLT’ nin toksiteye neden olan AA’y1
Onlemek i¢in potansiyel olarak yararli oldugunu ama AA’nin neden oldugu

antinosiseption ve antipiretik etkisi olmadigini rapor etmislerdir.

Vesnushkin vd., (2006), benzapirone (BP) {izerinde melatonin etkilerini
arastirmiglardir. Sonuglarda, kansere neden olan BP’ nin melatonin uygulanmasiyla
inhibe oldugu bildirilmistir. Boylece, ilk kez bu ¢alismada melatoninin mezensimal
orjinli malignanlarda (kotli huylu) inhibitér etkisi oldugunu tespit etmislerdir.
Melatoninin diigiik dozlarda lipid peroksidasyonunda ve tiimér olusumunun

inhibisyonunda daha etkili oldugunu rapor etmislerdir.

Tam vd., (2007), hormon tedavisine cevap vermeyen 22Rvl insan prostat kanser
hiicrelerinin antiproliferasyonunda, melatonin uyarict mekanizmasinin, farmakolojik
acidan kullanimin1 belirlemislerdir. Sonu¢ olarak ©6nemli &lglide melatonin
antiproliferatif etkileri MT reseptorii kullanilarak p27Kip; geninde ve protein fazla
ekspresyonunda protein kinaz C (PKC) ve parelelinde PKA’nin beraber yeni sinyal
mekanizmasina aracilik ettigini bildirmislerdir. Sonug¢ olarak molekiiler prostat
kanser mekanizmasinda ve bagimsiz androjene gegiste prostat kanserinin primer ve
sekonder gelisim siirecinin dnlenmesinde melatoninin gii¢lii destegi o