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11. GİRİŞ VE AMAÇ 
 
Kolorektal kanser (KRK) günümüzde gelişmiş ülkelerde en sık rastlanan kanser tipleri 

arasında olup beş yıllık sağ kalım süresi %45 olarak bildirilmiştir (1).  Kolorektal 

kanserlerde prognozu esas olarak belirleyen faktörler lokal invazyon ve metastatik 

tümör yayılımıdır.  İnvazyon ve metastaz için tümör hücresinin sürdürmesi gereken 

üç aşama sırasıyla; 1) vasküler endotel ve ekstrasellüler matrikse tutunma, 2) lokal 

proteoliz ve 3) hareketlilik kazanma olarak sıralanabilir.  Bunlardan son ikisinde çeşitli 

proteolitik enzimler rol oynamaktadır.  Bu enzimler normal organizmada da mevcut 

olup malignitelerde yüksek plazma seviyelerinin artmış metastaz yeteneği ile 

birlikteliği gösterilmiştir (1). 

İnvazyon için bazal membranın ve çevredeki interstisyel stromanın 

parçalanması gereklidir. İnvazyonu önleyen en önemli bariyer kollajendir.  

İnterstisyum ve stromada daha çok tip I ve tip III kollajen bulunurken, bazal 

membranda tip IV ve V kollajen bulunmaktadır.  

Kollajen esas olarak matriks metalloproteinazlar (MMP) tarafından 

parçalanır. MMP’lar sentezlendikleri hücreden salındıktan sonra aktive olurlar.  

Enzimlerin aktivitesinin regülasyonunda serin proteazlar, diğer aktif MMPlar ve 

enzimlerin endojen inhibitörleri, MMP’ların doku inhibitörleri (TIMP) başlıca rolü oynar 

(2).  MMP’lar metastaz oluşumundaki rolleri nedeniyle prognoz tayininde ve yeni 

tedavi hedeflerinin belirlenmesinde önemli role sahiptir. Örneğin meme ve akciğer 

kanserinde artmış MMP-2 (jelatinaz A) ekspresyonu artmış metastaz potansiyeli ile 

ilişkili bulunmuştur. Kolorektal kanserlerde ise özellikle MMP-2 ve MMP-9 

enzimlerinin ekspresyonunda ve aktivitesinde bir artış gösterilmiş olup bu artış ile 

tümör evrelemesi arasında pozitif bir korelasyon bildirilmiştir (1, 3, 4, 24).   

Yukarıda da belirtildiği gibi karsinogenez çok basamaklı bir olaydır.  

Tablonun tüm evrelerinde çeşitli serbest radikallerin karsinogenezi arttırıcı etkileri 

vardır (5).   

Nitrik oksit (NO.) oldukça reaktif bir serbest radikaldir.  Yarı ömrü sadece 

bir kaç saniyedir ve kolayca süperoksit gibi serbest radikallerle birleşir.  Biyolojik 

sistemlerde hızla nitrit ve nitrata parçalanır.  Nitrik oksit MMP’ların sentez ve 

salınımının regülasyonunda da önemlidir. Yakın zamanlı çalışmalarda MMP-2 ve 
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MMP-9 yapımı ve sekresyonunda NO. nun olası rolüne dikkat çekilmiştir (7).  Düz kas 

hücrelerinde endotelial NOS (eNOS) artışının MMP-2 ve MMP-9 aktivitesini 

azaltırken TIMP-2 yapımını arttırdığı yönünde de yayınlar vardır.  NO/cGMP 

yolağının MMP ekspresyonu ve aktivitesi üzerine etkisi olduğu bildirilmiş fakat henüz 

tam olarak açıklığa kavuşmamıştır (8). 

Nitrik oksit çok kısa yarı ömrü ve reaktivitesi nedeniyle lokal bir haberci 

olarak etki eder, sinyal iletimi, apoptozis gibi birçok biyolojik olayda rol oynar.  

Apoptozis gibi koruyucu mekanizmaların bozulduğu karsinogeneziste NO· kanser 

gelişiminde önemli rol oynamaktadır (6).  Mutant p53 geni taşıyan HT-29 kolon 

kanseri hücrelerinde NO. sentaz ekspresyonu hücre proliferasyonunu arttırırken wild-

type p53 taşıyan hücrelerde NO. sentaz aktivitesi ve hücre büyümesi ve tümör 

oluşumu arasında ters bir orantı izlenmiştir (6).   

Lipid peroksidasyonu bir tür oksidatif doku hasarı olup poliansatüre yağ 

asitlerini etkiler.  Tablo, hidrojen peroksit ve superoksit radikallerine maruz kalan 

hücrelerin membranlarında hasarlanma, hücre organellerinin kaybı ve sitozolik 

aldehid ve peroksit ürünlerinin oluşumu ile kendini gösterir.  Malonildialdehid (MDA) 

oluşumu lipid peroksidasyonunun iyi bir göstergesidir.  MDA serbest radikallerle 

membran yağ asitlerinin girdiği reaksiyonlarda başlıca son ürün olarak izlenir.  

Kolorektal kanserlerde malign dokuda normal dokuya göre MDA düzeylerinde % 

111’lere varan artışlar bildirilmiştir (9). 

Antioksidanlar organizmada oksijenin varlığında oluşan serbest oksijen 

radikallerini etkisiz hale getirirler.  Magnezyum, selenyum, vitamin E, C ve A gibi 

eksojen olarak besinlerle aldığımız antioksidanların yanı sıra organizmada 

antioksidan olarak etki gösteren birçok madde sentezlenir.  Organizmada endojen 

olarak üretilen en önemli antioksidan maddelerden biri melatonindir.  Melatoninin 

antioksidan etkisinin vitamin E’den daha fazla olduğu yönünde yayınlar mevcuttur 

(10).  Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin) triptofan metabolizmasının ileri bir 

ürünü olarak başta epifiz bezi olmak üzere çeşitli dokularda serotoninden sentezlenir 

(11).  Lipofilik bir hormon olan melatonin vücutta yaygın olarak bulunur.  İskemi-

reperfüzyon, inflamasyon gibi serbest radikallerin ve bunlara eşlik eden reaktiflerin rol 

oynadığı çeşitli patolojik tablolarda melatoninin yararlı, antioksidatif etkileri 
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gösterilmiştir (11).  Melatoninin ayrıca nitrik oksit sinyal iletimi üzerine olası etkileri, 

NO· ve NOO· yapımını azalttığı bildirilmiştir (12,13). 

İntestinal sistem epifiz dışında önemli bir melatonin sentez yeridir (11). 

Melatonin intestinal sistemde enterokromafin hücrelerce üretilir ve lokal 

konsantrasyonları sistemik konsantrasyonlarından yüksektir.  Şimdiye kadar, 

melatonin etkilerini göstermesinde rol oynayan iki melatonin reseptörü (MT1 ve MT2) 

tanımlanmıştır.  Bu reseptör tipleri intestinal sistemin farklı kısımlarında farklı 

oranlarda eksprese edilmektedirler (11, 14).  Melatonin önemli immünmodülatör ve 

onkostatik etkileri prostat ve meme kanserlerinde gösterilmiştir (11, 15).  Nöronlarda 

ve immün hücrelerde melatonin apoptozisi önlerken birçok diğer kanser hücresi 

tipinde apoptotik etkilere sahiptir (16, 6).   Kuvvetli bir antioksidan olarak melatoninin 

kolon mukozası hasarlanmasında önemli koruyucu bir rolü olduğu yönünde yayınlar 

mevcuttur.  Fare ve sıçan kolit modellerinde melatoninin mukoza hasarına yol açan 

birçok parametrenin oluşumunu azalttığı veya durdurduğu bildirilmiştir (12).   

Melatoninin kolon kanseri üzerindeki etkileri ise henüz tam bir açıklık kazanmamıştır  

(18, 20). 

 Bu çalışmada CaCo-2 kolon adenokarsinom hücreleri kullanılarak in vitro 

şartlarda melatoninin antioksidan ve anti-kanserojen etkilerinin moleküler yollarının 

araştırılması amaçlanmıştır.  Bu amaçla melatonin uygulanmış/uygulanmamış CaCo-

2 hücre kültürü ortamında lipid peroksidasyonu markeri olarak MDA, nitrik oksit 

metabolizmasını izlemek üzere NO· düzeyleri, kolon tümörünün metastazında önemli 

enzimlerden MMP-9’un aktivitesi incelenmiştir. 
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2. GENEL BİLGİLER 
 
2.1. KOLOREKTAL KANSER   
Kolorektal kanserler (KRK) dünyanın değişik toplumlarında farklı sıklıkta görülen 

onkolojik bir sorundur.  Sanayileşmiş ülkelerde görülme sıklığı gelişmekte olan 

ülkelere oranla daha fazladır.   

 

2.1.1. Epidemiyoloji 
İstatistiksel bilgilerin güvenilir olduğu ABD’de kolorektal kanserler; erkeklerde prostat 

ve akciğer, kadınlarda meme ve akciğer kanserlerinden sonra üçüncü sıklıkta 

görülen kanserlerdir (23).  Kolorektal kanserlerden ölüm bütün kanserlerden 

ölümlerin % 10’unu oluşturmaktadır (23). 

 

2.1.2. İnsidans 
Sporadik kolorektal kanser gelişiminde yaş majör bir risk faktörüdür.  KRK sıklığı 20-

39 yaşlar arasında son derecede düşüktür.  40-50 yaş arasında önemli oranlarda 

artmaya başlar.   Kolorektal kanserlerde tanı yaşı ortalama 62'dir.  Ancak, kolorektal 

kanserler için risk 50-75 yaş arasında değişir.  Yaş ilerledikçe risk oranı yükselir. 

Çocukluk yaşlarında seyrek görülür.  Bunların çoğu predispozan faktörler ve polipozis 

sendromu gibi pozitif aile anamnezi gösterirler (25). 

Primer kolorektal kanserlerin %95’ini adenokarsinomlar oluşturur.  Kolon 

kanserlerinin yaklaşık %30 u rektumda % 25’i sigmoidde %5-10’u inen kolonda %10-

15’i transvers kolonda, çıkan kolon-çekumda da %25’i yerleşir.  Yapılan bir 

çalışmada KRK yaklaşık %45’inin rektumda %22’sinin de sigmoid kolonda görüldüğü 

bildirilmiştir ( Şekil 1) ( 24). 

Kolorektal kanser görülme oranları dünyanın değişik coğrafi bölgelerinde 

farklılık göstermektedir.  Kuzey Amerika ve Avrupa’daki birçok ülkede KRK görülme 

sıklığı Afrika ve Asya’daki gelişmekte olan ve/veya az gelişmiş bölgelerden on kat 

daha fazladır (23). 

Türkiye Cumhuriyeti Sağlık Bakanlığı verilerine göre 1999 yılındaki kolon 

kanseri insidansı; erkeklerde %3.48, rektum kanseri insidansı %2.81’dir.  Kadınlarda 
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ise insidans; kolon kanserinde %4.22,  rektum kanserinde ise %3.84 olarak 

açıklanmıştır. 

 

 
Şekil 1 Kolorektal kanserlerin kolonda görülme oranları (24) 

 

Bu coğrafi farklılıkların; genetik yatkınlık yanında, diyetsel ve çevresel 

faktörlerin etkisiyle oluştuğu kabul edilmektedir. 

 

2.1.3. Mortalite  
ABD en yüksek kolon kanseri insidans oranlarına sahip olduğu halde, en düşük 

mortalite hızına sahip ülkelerden biridir.  Tedavi edilen bütün KRK’lerin beş yıllık 

yaşam oranları ABD’de  % 61, Çin’de % 32 ve Avrupa’da % 30 olarak bildirilmiştir 

(23). 

 

2.1.4. Risk Faktörleri  
Kolon kanseri gelişiminde genetik ve çevresel faktörler etkilidir.  Bunlardan; genetik 

yatkınlık en belirgin risk faktörü olmakla beraber kolorektal kanserlerin büyük 

çoğunluğu sporadik kanserlerdir. 

  Toplumun diyet ve yaşam değişikliği ile KRK insidansının % 66-75 

oranında azaltılabileceği belirtilmiştir.  Benzer şekilde diyet değişikliği ve fiziksel 
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aktiviteyi arttırmanın insidans oranlarındaki azalmada rolü olabileceği ileri 

sürülmüştür.  Diyetsel faktörler dışında aspirin ve nonsteroid antiinflamatuar (NSAII) 

ilaç kullanımının rolü ve kanser taramaları ile adenomatöz poliplerin çıkarılmış 

olmalarının da kanser insidansında düşüşe neden olabileceği belirtilmiştir (23). 

 Kolorektal karsinom patogenezinde kırmızı et ve yağ oranından zengin 

yüksek kalorili beslenmenin, antioksidan, antimutajen, antineoplastik vitamin ve eser 

elementlerden yoksun, lifsel komponenti olmayan beslenme alışkanlığının tümör 

oluşumunda önemli rolü vardır. Ülkeler arasındaki kolorektal kanser sıklıkları 

arasındaki değişkenlik beslenme, yaşam tarzı ve çevresel faktörlerin farklılığını 

yansıtmaktadır.  Endojen ve ekzojen karsinojenik etkenler, hatalı beslenmeye bağlı 

koruyucu maddelerin eksikliği kolon mukoza epitel hücrelerinin rejenerasyon 

kapasitesinin ve mukus kalitesinin kaybına neden olmaktadır.  Tüm bu faktörler 

barsak epiteli ile direkt temasta olan intralüminal mikrofloranın ve içeriğin 

değişmesine, epitel hücre membranlarında yağ asit oranlarının yükselmesine, lipid 

peroksidasyon radikallerinin artmasına neden olur.  Ayrıca, sitokinler, interlökinler, 

prostaglandinler ve tümör nekroz faktörü alfa (TNF-α), NO· gibi iltihabi medyatörler 

mukoza epitel destrüksiyonunun kalıcı hale gelmesine neden olur.  Sonuçta, genetik 

ve somatik mutasyonlarla karsinogenezis başlar (25). 

 

2.1.4.1. Yaş 

Kolorektal kanserler ileri yaş hastalığı olup kişinin 50 yaş ve üzerinde olması orta 

derecede bir risk faktörüdür. 

 

2.1.4.2.  Aile Öyküsü   

Sporadik Kanserler:  Herediter sendromların yanısıra sporadik kanserler içinde 

genetik bir yatkınlığın söz konusu olduğu anlaşılmıştır.  Epidemiyolojik çalışmalarda 

hastalığa sahip bireylerin birinci derece yakınlarında KRK gelişme riski genel topluma 

göre iki- üç kat daha fazladır. 

Familyal adenomatöz polipozis (FAP) ve herediter nonpolipozis kolorektal 

kanser (HNPCC) en sık ailesel kolon kanseri sendromlarıdır. Bütün KRK’lerin % 5’ten 

azını oluştururlar (23). 
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2.1.4.3. Adenomatöz Polipler-Kanser 

Kolorektal kanserlerin büyük bir kısmı adenomatöz poliplerin doğal seyri sonucu 

gelişmektedir.  Adenomlar tanım olarak displazik epitele sahiptir ve bu benign 

neoplazmlar malign dejenerasyon potansiyeline sahiptirler. Klinik çalışmalarda 

adenomatöz poliplerin karsinomaların öncülü olduğu kanıtlanmıştır.  Adenomların 

kolonda dağılımı karsinom dağılımı ile paraleldir.  Endoskopik veya cerrahi olarak 

çıkarılan birçok polipte kanser odağı saptanmaktadır.  Kanser riskinin polipteki 

displazi derecesi ile doğrudan ilişkili olduğu gösterilmiştir.  Ayrıca polipektomi yapılan 

hasta grubunda KRK’den ölüm oranlarının azaldığı gösterilmiştir.  

 

2.1.4.4. İnflamatuar Barsak Hastalığı (İBD) 

Kronik ülseratif kolit veya Crohn hastalığı olanlarda kolon kanser riskinin hastalık 

süresi ile orantılı olarak arttığı bilinmektedir.  Bu grupta ortalama % 3-8 olan 

kanserleşme oranı, hastalığın başlamasından 10 yıl sonra % 10’a, 25 yıl sonra % 

30’lara kadar yükselmektedir.  Crohn hastalığı olan kişilerde kolon kanseri genel 

toplumdan daha erken yaşta görülür.  İBD’de karsinomanın başlangıç lezyonu 

displazidir.  Kanser riski yüksek dereceli displazide en fazladır ve daha çok 

görülebilen plaklar veya kitlelerde gelişir (23).  

 

2.1.4.5. Diğer Durumlar 

Diabetes Mellitus, kolesistektomi, alkol, sigara içimi, üreterokolik anastamozlar ve 

pelvik radyasyon KRK oluşumunda diğer risk faktörleri olarak sıralanabilir. 

 

2.1.5.  Koruyucu Faktörler 
Kolorektal kanserler için belirlenen risk faktörleri yanında bazı koruyucu faktörler de 

tanımlanmıştır.  Bunlar; meyve ve sebzeden zengin diyet, düzenli fiziksel aktivite, 

düzenli aspirin veya NSAII kullanımı ile postmenopozal kadınlarda hormon 

replasman  tedavisidir. 

 
2.1.5.1. Diyet  

Birçok epidemiyolojik çalışma; sebze ve meyveden zengin diyet ile beslenmenin 

kolorektal kanserden korunmayla ilişkili olduğunu göstermiştir.  Bu koruyucu etki; 
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sebze ve meyvelerdeki fiber (lif içeriği), antioksidan vitaminler, folik asit, selenyum 

gibi mineraller, diğer mikronutrientler veya fitokimyasallara veya henüz tam 

bilmediğimiz elementlere bağlı olabilir.  Kolorektal kanserden korunmada diyetsel lifin 

(fiber) potansiyel rolü olduğu gösterilmiştir.  Bununla beraber hangi miktarda diyetsel 

fiberin KRK gelişiminden koruduğu açık olmadığı gibi bir grup çalışmada uyumsuz 

sonuçlar rapor edilmiştir.  Düşük diyetsel fiber alan toplumlarda gıdadaki total fiber 

alımını iki katına çıkarmakla KRK riskinin % 40 oranında düşürebileceği ileri 

sürülmüştür (23). 

 
2.1.5.2. Folik Asit 

Hayvan ve insan çalışmalarında elde edilen bilgiler folik asidin kolon doku kültüründe 

kanser patogenezini inhibe ettiğini göstermiştir.  400 µg/gün folik asit içeren 

multivitamin kullanan kadınlarda KRK gelişme riski önemli oranda azaldığı 

bildirilmiştir (23). 

 
2.1.5.3. Kalsiyum 

Bir diğer muhtemel koruyucu faktör, artmış diyetsel kalsiyum alımı veya diyete 

kalsiyum ilavesidir.  Kalsiyumun koruyucu etkisinin bireysel vit D reseptör genotipine 

bağlı olduğunu telkin eden çalışmalar vardır (23). 
 

2.1.5.4 Fiziksel Aktivite 

İş sırasında veya istirahat zamanında yapılan düzenli fiziksel aktivitenin kolon kanseri 

korunmasıyla ilişkili olduğuna ait gözlemler mevcuttur (23).  Fakat fiziksel aktivitenin 

koruyucu etkisini nasıl yaptığı bilinmemektedir.  

  
2.1.5.5. Aspirin ve NSAI İlaçlar 

Kolon kanseri gelişiminde aspirin ve diğer NSAI ilaçların koruyucu etkisini gösteren 

önemli veriler mevcuttur (23).  İleri sürülen hipotezde; bu grup ajanlar ile 

siklooksijenaz-2 inhibisyonu olmakta, apoptozis artmakta ve tümör hücresi büyümesi 

azalmaktadır. 
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2.1.5.6. Hormon Replasman Tedavisi 

Bazı çalışmalar postmenopozal kadınlarda hormon kullanımının KRK riskini 

azaltabileceğini telkin etmektedir. 
 

2.1.5.7. HMG- CoA Redüktaz İnhibitörleri (statinler) 

Koroner arter hastalığı için pravastatin ve simvastatin kullanımı ile yapılan klinik 

çalışmalarda kolon kanseri insidansında azalma gözlenmiştir.  Bu ajanların 

apoptozisi uyardığı ve kolon kanser hücre proliferesyonunu inhibe ettiği (23) ve 

sulindak ilavesi ile bu etkilerin daha da arttığı gösterilmiştir. 
             

2.1.6. Kolorektal Kanserde Histopatoloji 
 
2.1.6.1. Makroskopik Özellikler 

Büyük boyuttaki tümörlerde üç tür makroskopik özellik vardır: 

• Lümene doğru kitlesel büyüme:   Çekum ve çıkan kolonda daha fazla görülür. 

 Tümörün intralüminal bölümü intramural bölümünden daha fazladır. 

• İnfiltratif- ülsere:  Transvers, inen kolon ve rektumda daha fazla görülür. 

• Anüler- konstrüktif:  Rektum ve sol kolonda daha fazladır. 

   

2.1.6.2 Mikroskopik Özellikler 

Dünya Sağlık Örgütünün kolorektal karsinom sınıflaması aşağıdaki gibidir: 

• Adenokarsinom 

• Müsinöz adenokarsinom 

• Taşlı yüzük hücreli karsinom 

• Adenoskuamöz karsinom 

• Skuamöz hücreli karsinom 

• Andiferansiye karsinom 

• Küçük hücreli karsinom 
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2.1.6.2.1 Adenokarsinom 

Tümör dokusunda tübül oluşumunun derecesi ve hücresel dizilime göre 

derecelendirme yapılır.  Hastaların % 15-20’si grade I ya da iyi diferansiyedir.  Yüzde 

60-70 grade II ya da orta diferansiye, % 15-20’si grade III ya da az diferansiyedir. 

 

2.1.6.2.2 Musinöz Adenokarsinom 

Taşlı yüzük hücreli karsinomlar da bu gruba eklendiğinde, kolorektal karsinomlar 

içinde görülme sıklığı % 10’dur.   Musinöz karsinom tanısı için musinöz komponentin 

tümörün % 50’sinden fazla olması gerekir.  Musinöz karsinomlar; genç erişkin ve 

çocuklarda, villöz adenom zemininde, ülseratif kolitli ve radyoterapi alan hastalarda 

daha fazla görülür.   Bu tümörler musinöz olmayan kolorektal karsinomlara göre 

daha ileri evrededirler.  Musinöz karsinomlar içinde taşlı yüzük hücreli türü daha 

agresiftir ve prognozu daha kötüdür (24). 

 

2.1.6.2.3. Taşlı Yüzük Hücreli Karsinom (linitis plastika) 

Nadir olan bu tip genellikle genç hastalarda görülür. Tümör hücrelerinin %50’den 

fazlasında belirgin intrasitoplazmik müsin varlığı ile karekterizedir.   

 

2.1.6.2.4 Skuamöz diferansiasyon gösteren karsinom 

Kolorektal karsinomlarda skuamöz diferansiasyon görülebilir.  Bunların büyük 

çoğunluğu çekumda yerleşir.  Pekçok vakada skuamöz komponent glandüler 

komponent ile birliktedir (adenoskuamöz karsinom).  Saf skuamöz hücreli karsinom 

kolonda oldukça nadirdir.  Klinik bulgular klasik adenokarsinoma benzer.   Prognozu 

nispeten daha kötüdür.   

 

2.1.6.2.5 Andiferansiye Karsinom 

Tümörü oluşturan hücreler glandüler ve diğer daha az görülen diferansiye tümör 

hücrelerine benzemez.   Kolorektal tümörlerin % 1’ini oluşturur.   
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2.1.6.2.6 Küçük Hücreli Karsinom   

Histopatolojik olarak akciğerin küçük hücreli karsinomu ile aynı özellikleri taşıyan bu 

tümör kolorektal karsinomların % 1’inden azını oluşturur.  Olguların % 30’u adenoma 

kökenlidir. 
  

2.1.6.2.7 Seyrek görülen kolorektal karsinomlar   

Karsinosarkom, koryokarsinom alanları içeren adenokarsinom, clear hücreli 

adenokarsinom ve hepatoid adenokarsinomdur. 

 

2.1.6.2.8 Erken  kolon karsinomu (Small Early Flat Carcinoma)  

Daha çok Japon patologlar tarafından kabul edilen ve tanımlanan bu lezyon Batı’da 

az oranda görülmektedir.  Karsinom derinliği mukoza ve submukoza ile sınırlıdır.  

Japonya ve Batıda farklı sıklıkta görülmesinin nedeni patologlar arasındaki 

displazi- karsinom tanı kriterlerinin farklı olmasından kaynaklanmaktadır (24). 

 

2.1.7. Yerleşim 
Kolorektal kanserlerin çoğu sigmoid kolon ve rektumda yerleşir.  Ancak proksimal 

kolon kanserleri giderek artmaktadır. 

 

2.1.8.  Evreleme 
Evrelemede amaç; hastalığın yayılım derecesini saptamak bu şekilde tedavinin 

planlanması ve prognoz açısından tahminde bulunabilmektir.  Bu amaçla en sık 

kullanılan sistemler TNM ve Duke’s sistemleridir (Tablo I ve II). 

 

Tablo I Tümörlerde  Duke’s  Evrelendirmesi 

Evre    Yayılım 

Evre  A      Sadece mukozada 

Evre  B Tüm duvar (+), lenf ganglionu ( -) 

Evre  C Tüm duvar (+), lenf ganglionu (+) 

Evre  D Uzak metastaz (+) 

 

11 



Tablo II  Tümörlerin TNM Klinik Sınıflama Kriterleri 
Primer tümör (T) 

Tx Primer tümör değerlendirilmiyor 

T0 Primer tümör yok 

Tis Karsinoma in situ 

T1 Tümör submukozaya yayılmış 

T2 Tümör muskularis propriyaya yayılmış 

T3 Tümör subserozaya veya peritonla kaplı olmayan perikolik veya perirektal 

dokulara geçmiş 

T4 Tümör visseral peritonu geçmiş ve komşuluk yolu ile diğer organları tutmuş 

 

  

Rejyonel lenf nodülleri (N) 

Nx Rejyonel lenf nodülleri değerlendirilemiyor 

N0 Rejyonel lenf nodüllerine yayılım yok 

N1 1-3 perirektal veya perikolik lenf nodülünde metastaz var 

N2 4 veya daha fazla pararektal veya perikolik lenf nodülünde metastaz var 

N3 Vasküler yapılar boyunca herhangi bir lenf nodülünde metastaz var 

 

Uzak metastaz (M) 

Mx Uzak metastaz varlığı değerlendirilemiyor 

M0 Uzak metastaz yok 

M1  Uzak metastaz var 

 
2.1.9. Tanı         
Hikaye, fizik muayene ve tanısal testlerle tanıya gidilir.  Özellikle aile hikayesi, 

kanama, dışkılama alışkanlığındaki değişiklikler ve kilo kaybı sorgulanmalıdır. 
Kolon tümörleri yavaş büyürler ve bu nedenle karakteristik semptomlar 

genellikle çok geç dönemde görülür.  Kolorektal kanserde erken tanı çok önemlidir.  

Uzun yaşam süresi sağlamanın anahtarı erken tanıdır.  Genel olarak, klinik bulgu ve 

belirtiler ortaya çıktığında hastalık ileri evrededir.  Bu nedenle, bulgular ortaya 

çıkmadan, kısaca asemptomatik hastada kanser tanınabilmelidir.  Bunun için de 
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toplumu bilgilendirmek ve tarama programları uygulamak gereklidir.  Tarama; 

güvenilirliği olan, basit, doğru ve ucuz testlerle yapılmalı ve geniş insan kitleleri 

üzerine dayanmalıdır.  Tarama sonucu küçük ve erken evre tümörü saptama olasılığı 

fazladır.  Tarama özellikle, kanser riski olan hastalarda daha anlamlı ve yararlıdır 

(25). 
 Kolorektal kanserlerde semptom ve bulgular tümörün lokalizasyonu, 

makroskopik yapısı, tümörün yayılım derecesi ve kanama, perforasyon ve tıkanma 

gibi komplikasyonların oluşumuna göre değişir. 

  Sağ kolon kanserlerinde karın ağrısı, dispeptik yakınmalar, halsizlik ve 

karın sağ alt kısmında palpabl kitle en sık görülen yakınmalardır.  Nedeni 

açıklanamayan anemi ve hızlı kilo kaybı varlığında sağ kolon tümörü mutlaka akla 

gelmelidir.  Gözle görülür kanama nadiren görülür.  Rektum kanserlerinde ana 

semptom rektal kanamadır.  Sık görülen diğer bulgular kabızlık, karın ağrısı ve 

boşalamama hissidir.  Komplikasyonlar bazen hastalığın ilk bulgularını oluşturur. 

 

2.1.10. Prognostik Parametreler 
Barsak duvarına invazyon derinliği ve lenf düğümü sayısı temel prognostik 

faktörlerdir.  Bunlar dışında az diferansiye tümörler, endokrin hücre varlığı, Crohn 

benzeri reaksiyon, tümör tomurcuklanması da kötü prognozu gösterir. 

Kolorektal kanserlerin teşhisinde henüz hiçbir belirteç tek başına 

prognostik öneme sahip değildir.   

Diferansiasyon belirteçleri:  Karsinoembriyojenik antijen (CEA), CA19-9, 

epidermal büyüme faktörü (EGF), gastrin reseptörleri, E-kaderin, integrin, tip IV 

kollajen (24). 

Moleküler belirteçler: c-myc, K-ras, CD 44, NM 23, p53 kullanılmaktadır. 

Farklı proteinaz sistemlerinden proteinaz ve inhibitör profillerini 

tanımlamak kolorektal kanser ilerlemesini belirlemek için önemlidir (24). Matriks 

metalloproteinazlar metastaz oluşumundaki rolleri nedeniyle prognoz tayininde ve 

yeni tedavi hedeflerinin belirlenmesinde önemli role sahiptir. 

Kolorektal kanserlerde özellikle MMP-2 ve MMP-9 enzimlerinin 

ekspresyonunda ve aktivitesinde bir artış gösterilmiş olup bu artış ile tümör 

evrelemesi arasında pozitif bir korelasyon bildirilmiştir (1, 3, 4, 25).   
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2.2. KANSER VE EKSTRASELLÜLER MATRİKS  

Ekstrasellüler matriks (ESM), hücrelerarası boşluklarda özel bir ortam oluşturan doku 

bütünlüğü ve homeostazından sorumlu dinamik, interaktif bir yapıdır.  ESM, protein 

ve proteoglikanları içeren, organizmalara sadece yapısal destek sağlamakla 

kalmayıp aynı zamanda hücre proliferasyonu, farklılaşması ve migrasyonu ile 

yapışma, doku morfogenezisi gibi pek çok biyolojik aktivitede önemli rollere sahiptir 

(27). 

Matriksi oluşturan başlıca iki temel ekstrasellüler protein vardır.  Bunlar; 

kollajen ve proteoglikanlardır.  ESM yapısında en fazla bulunan proteinlerden biri 

kollajendir.  Total vücut proteinlerinin %30, total vücut ağırlığının ise %6 kadarını 

oluşturan kollajen, insan vücudunda en yaygın olarak bulunan proteindir.  Yüksek 

oranda glisin (%33) içeren kollajenin yapısında, prolin (%10) ile aminoasit türevleri 

olan hidroksiprolin (%10) ve hidroksilizin (%1) bulunmaktadır.  Kollagen grubunda yer 

alan proteinlerin  yapısındaki her üç amino asitten biri glisin, her beş amino asitten 

biri prolin veya hidroksiprolin gibi amino asit olup ve molekül üçlü heliks veya süper 

heliks yapı gösterir. 

İnvazyon için bazal membranın ve çevredeki interstisyel stromanın 

parçalanması gereklidir.  İnvazyonu önleyen en önemli bariyer kollajendir. 

İnterstisyum ve stromada daha çok tip I ve tip III kollajen bulunurken, bazal 

membranda tip IV ve V kollajen bulunmaktadır. 

  Tümör invazyonu ve metastazın mekanizması ile ilgili yapılan yeni 

çalışmalarda, bazal membran (BM) ve ESM bozulmasının asıl basamak olduğu 

gösterilmiştir.  MMP’ların burada çok önemli rol oynadığı ortaya konmuştur (18,116) 

(Şekil 2).  Kanserde ESM, tümör dokusunun büyümesi ve tümör hücresinin yayılımını 

önlemek için primer bir bariyer olarak görev yapar.  Malign tümörler bu bariyeri 

aşmak için metalloproteinazları kullanırlar (27). 

Matriks metalloproteinazlar; ESM yıkımını hem direkt olarak hem de tümör 

invazyonuna karışan diğer biyolojik sistemlerle etkileşerek, hücre adezyon 

molekülleri, sitoskeletal proteinler ve büyüme faktörleri aracılığıyla gerçekleştirirler 

(1). 
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2.3. MATRİKS METALLOPROTEİNAZLAR 
 
2.3.1.   Genel Özellikleri 
Matriks metalloproteinazlar (MMP); ekstrasellüler matriks (ESM) ile bazal membran 

komponentlerini parçalama yeteneğine sahip olan ve aktif bölgesinde çinko içeren 

homolog bir enzim ailesidir (22, 27,113).  Bu enzimler doku yeniden yapılanması, 

morfogenezis, yara iyileşmesi ve normal gelişimsel süreç gibi fizyolojik durumlarda rol 

oynadıkları gibi tümör hücresi invazyonu, anjiogenezis ve metastaz gibi patolojik 

süreçlerde de yer alırlar (27,113). 

                                   
Şekil 2. Tümör gelişim ve yayılım aşamaları (116) 
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  Ekstrasellüler matriksin ve bazal membranın parçalanması; 

nonneoplastik dokunun yeniden oluşum sürecinde olduğu gibi kanser invazyonunda 

da önemli rol oynar.   MMP’lar santral sinir sistemi, baş-boyun, mide, pankreas, 

kolon, böbrek, deri ve prostatın malign tümörlerinin invazyonunda belirgin bir rol 

oynar (27). 

 

2.3.2. Sınıflandırma       

Matriks metalloproteinaz ailesinin önceden tanımlanmış üyesine birçok yeni 

metalloproteinazın eklenmesi ile bugün 20’den fazla enzim bildirilmiştir (1, 2, 15, 22, 

30). 
Matriks metalloproteinazlar, lökositler, keratinositler, fibroblastlar, 

makrofajlar, kondrositler, düz kas hücreleri gibi epitelyal ve mezenkimal kökenli 

hücreler tarafından sentezlenirler.  Pek çok MMP embriyogenez aşamasında yaygın 

olarak eksprese edilir.  Yetişkinlerde ise plasentada, endometriyumda, meme 

bezlerinin involüsyonu esnasında ve inflamasyonda hızla eksprese edilirler.  Doku 

gelişimi ve farklılaşmasında, yeniden şekillenmede, ovulasyon, hücre göçü, 

anjiogenez ile tam mekanizmaları bilinmese de birçok hastalığın patolojisinde 

MMP'ler önemli rol oynamaktadır.  Kanser dışında, artrit, inflamasyon, multipl skleroz, 

kronik yaralar, kronik akciğer hasarı, bronşiyal astım, pulmoner tansiyon MMP'lerin 

rol aldığı başlıca hastalıklardır.  

 

MMP’lar beş gruba ayrılabilir (28, 29) 

• Kollajenazlar  : MMP- 1, MMP- 8, MMP- 13      

• Jelatinazlar  : MMP- 2, MMP- 9    

• Stromelizinler  : MMP- 3, MMP- 10, MMP- 11 

• Membran tip MMP’lar : MT-MMP 

• Diğer MMP’lar 

 

Matriks metalloproteinazlar genellikle pro/“latent” formda salınır.  Enzim  

düzeylerinin kontrolü ekspresyon düzeyinin kontrolü ile sağlanır.  Proteolitik aktivite 

için ekstrasellüler olarak aktivasyon gereklidir (29). 
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Tablo III. MMP’ların sınıflandırılması (27) 

 
 

2.3.3 . Matriks Metalloproteinazların  Yapısı 
Matriks metalloproteinazların primer yapısı incelendiğinde bu proteinlerin birkaç farklı 

bölge içerdiği görülmüştür (27).  

1-“Pre-domain” bölgesi: İlk bölge; molekülü sekresyon için hedefleyen, 

ancak daha sonra uzaklaştırılan ve latent enzimde bulunmayan sinyal peptid 

dizesidir.  80-90 aminoasit içeren aminoterminal propeptiddir. 

2- “Pro-domain” bölgesi:  Yüksek derecede korunmuş PRCGVPDV dizesi 

içerir.  Enzim aktive olduğunda çıkarılır.  “Pro-domain” yapısında bulunan sistein 

rezidülerinin enzimin latent formunun korunmasında rol oynadığı düşünülmektedir.  

Bu bölgenin çıkarılması,  inaktif proenzimin aktif forma dönüşmesini sağlar. 
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3-Katalitik bölge: Histidin rezidüleri içeren, bakteriyel 

metalloproteinazlardan termolizine analog olan ve fonksiyonel stabilitenin korunması 

için gerekli olan çinko iyonunu içeren bölgedir.  Yaklaşık 170 aminoasit içerir. 

 
Şekil 3. MMP enzimlerinin moleküler yapısı (30) 

 
 4-Prolinden zengin bölge (menteşe bölgesi):  Katalitik bölge ve son bölge 

arasında yer alır. 

 5-Hemopeksin benzeri bölge:  Son kısımda hem bağlayan moleküllere 

dizin benzerliği nedeniyle, hemopeksin olarak adlandırılan bölge yer alır.  Bu bölge N 

ve C terminal kısımlarını bağlayan disülfit bağı içerir ve katalitik bölgeye 5-10 

aminoasitlik prolinden zengin bir bölge ile bağlanır.  Matrilizin (MMP7) dışında tüm 

metalloproteinazlarda bulunur.   Bu bölgenin fonksiyonu bilinmemekle birlikte substrat 

spesifitesini sağlama ya da plazminojen aktivatör ürokinaz sistemine analog olma 

özelliği ile, hücre yüzey reseptör alanını tanıma fonksiyonu gösterdiği ileri 
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sürülmüştür.  Substrata bağlanma ve TIMP ile etkileşime girmede fonksiyonel rolü 

vardır (27). 

Bu genel yapının dışında; Jelatinaz A ve B; katalitik bölgelerinde 

fibronektinin kollajen bağlayan bölgesi ile ilişkili olan, sisteinden zengin jelatin 

bağlayan bir ekstra domain içerirler.   Membran tipi metalloproteinazlar (MT-MMP) bir 

transmembran domain, stromelisin 3 ise furin benzeri bir kısım içerirler (Şekil 3)(27, 

30). 

Jelatinaz B ve MT- MMPnin tümü; tip V kollajenin α zincirine benzer bir 

kısım içerirler. 
 

2.3.4.  Matriks Metalloproteinaz Aktivitesinin Düzenlenmesi 
Latent zimojenler; MT-MMP’ler aracılığıyla, diğer proteazların etkisiyle veya önceden 

aktive olmuş MMP’lerin diğerlerini aktive etmesiyle aktiflenebilirler.   

Matriks metalloproteinazların proteolitik aktiviteleri üç basamakta 

düzenlenir.  Bunlar transkripsiyon, pro-enzimin aktivasyonu ve enzim aktivitesinin 

inhibisyonudur (Şekil 4)(30). 

 

2.3.4.1. Transkripsiyonel Düzenleme 

Matriks metalloproteinaz gen ekspresyonu tümör nekrozis faktör α (TNF-α), 

interlökin-1 (IL-1) gibi inflamatuar sitokinlerle, trombosit kaynaklı büyüme faktörü 

(PDGF) ve epidermal büyüme faktörü (EGF) gibi birçok büyüme faktörü ve hormonlar 

ile stimüle edilir (Şekil 4).  Transforme edici (dönüştürücü) büyüme faktörü-b (TGF-b), 

heparin, kortikosteroidler, retinoidler, prostaglandin E2 (PGE2) ve diğer eikozanoidler 

ise MMP gen transkripsiyonunu inhibe ederler (28, 30, 31). 

 

2.3.4.2. Proenzimin Aktivasyonu Aşamasında Düzenleme 

Matriks metalloproteinazlar sentezlendikten sonra inaktif proenzim (zimojen) olarak 

salıverilirler.  “Pro-domain” yapısında bulunan sistein rezidülerinin enzimin latent 

formunun korunmasında rol oynadığı düşünülmektedir.  Bu bölgenin çıkarılması,  

inaktif proenzimin aktif forma dönüşmesini sağlar. 
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Şekil 4. MMP enzim aktivitesinin düzenlenmesi (30) 

 

Matriks metalloproteinazların temel fizyolojik aktivatörü plazmindir.  Çeşitli 

hücrelerde (endotel hücresi, monosit-makrofaj, düz kas hücresi) eksprese edilen 

ürokinaz-tip plazminojen aktivatörü (uPA)’nün aktif formunun plazminojeni plazmine 

dönüştürdüğü ve oluşan plazminin pro-MMP’leri aktive ettiği kabul edilmektedir (Şekil 

5)(30).   

Ürokinaz-tip plazminojen aktivatörü aracılığı ile oluşan aktivasyon kaskadı 

ile pıhtılaşma kaskadı arasında benzerlikler vardır. Ürokinaz PA aracılı aktivasyon 

kaskadında bir MMP’nin aktivasyonu, diğer bir MMP’nin aktivasyonuna yol açar, 

aktiflenen enzim bir diğer MMP’yi aktive edecek şekilde bir döngü oluşturur (Şekil 

5)(30).  Bu şekilde plazmin pro- formdaki MMP-1, MMP-3 ve MMP-9’u aktif formuna 

dönüştürür.  Daha sonra MMP-3 pro-MMP-1’i MMP-1’e dönüstürür, MMP-1 de pro-

MMP-9’u aktif formuna dönüştürebilir. MT-MMP’ler de diğer MMP’lerin özellikle MMP-

2’nin aktivatörüdürler.  Oluşturdukları proteolitik aktivasyon plazminojen/plazmin 

aktivatör sistemine benzer şekilde hücre yüzeyinde gerçekleşir (30).   
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Matriks metalloproteinaz-2 ve MMP-9 aktive olmuş doku makrofajları 

tarafından üretilen (özellikle aterosklerotik plak içindeki köpük hücre makrofajları) 

serbest radikal etkisiyle ESM içinde kendiliğinden aktive olabilir (30).  
 

 

Şekil 5.  MMP’lar için hücre yüzeyi ile ilişkili aktivasyon kaskadı (30) 

 

2.3.4.3. Matriks Metalloproteinaz Enzim Aktivitesinin İnhibisyonu 

Matriks metalloproteinaz aktivitesinin kontrolünde spesifik doku inhibitörleri olan 

TIMP’ler anahtar rol oynarlar (27, 31, 32).  Doku spesifik MMP’ler selektif gen 

ekspresyonu ve büyüme faktörleri, sitokinler, onkojenler, tümör promoterleri yoluyla 

aktive olabilirler (28). 

İnsanlarda TIMP; 1, 2, 3 ve 4 olmak üzere tanımlanmış dört gruba ayrılır 

(30).  TIMP’ler de MMP’ler gibi vasküler düz kas hücreleri, endotel hücreleri, kan 

hücreleri, bağ dokusu hücreleri ve makrofajlar tarafından sentez edilirler (30).  

TIMP’ler arasında matriksteki lokalizasyonları ve gen ekspresyonunun düzenlenmesi 

yönünden farklar vardır.  Değişik MMP türlerine göre de özgüllük gösterirler.  

Örneğin; Jelatinaz A (MMP-2) tercihen TIMP- 2 ile Jelatinaz B (MMP-9) ise TIMP-1 

ile inhibe edilirler (30). 

TIMP’ler bağ dokusu metabolizmasının düzenlenmesinde temel olan 

proteinlerdir.   Pek çok dokuda ve vücut sıvılarında bulunurlar.  MMP’lere irreversibl 
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ve non-kovalent biçimde bağlanarak latent enzim formunun aktivasyonunu ve 

katalitik aktivitenin sürdürülmesini de inhibe ederler.  Böylece TIMP’ler MMP enzim 

aktivitesini ve MMP/TIMP dengesini sıkı kontrol altında tutarlar.  

 Bundan başka, genel proteinaz inibitörü olarak bilinen ve yüksek molekül 

ağırlığı nedeni ile dokulara girmesi zor olan α2-makroglobulin), heparin, tetrasiklinler 

ve ve sentetik inhibitörler de aktif MMP inhibitörleri arasında yer alırlar (Şekil 4)( (15, 

29, 30,32, 33). 

Ayrıca tetrasiklin analogları, non-selektif MMP inhibitörleri olarak kabul 

edilebilir. MMP molekülünün Zn  içeren aktif bölgesine bağlanarak enzimde yapısal 

değişikliğe yol açarlar ve enzimin aktivitesini kaybetmesine neden olurlar (30). 

Son yıllarda peptid ve non-peptid yapıda sentetik MMP inhibitörleri de 

üretilmiştir (109). Bu inhibitörler en çok kanser tedavisinde olmak üzere 

kardiyovasküler hastalıklar, artrit, psöriyazis, peridontal hastalık ve makula 

dejenerasyonu gibi farklı hastalıkların tedavisinde denenmektedir. 

 
2.3.5.  Kanser Progresyonunda Proteinazların Rolü 
Malign hücreler, invazyon ve metastaz yapma özelliğine sahiptirler.  Kolorektal 

kanser hastalarında ölümün major nedeni tümör invazyonu ve metastazdır (3). 

Yaklaşık 25 yıldan daha uzun bir zamandır kanser yayılmasında proteazların rolü 

bilinmektedir.  Sistein ve aspartat proteazları, proteinleri asit pH’da parçalarken, 

intrasellüler proteolitik aktiviteden de sorumludurlar.  Kanser invazyonunda 

ekstrasellüler matriksin ve bazal membranın parçalanması önemli rol oynar.  Bu 

parçalanma çeşitli ekstrasellüler ptoteolitik enzimler sayesinde olur.  Bu enzimler 

matriksi parçalayan proteazlar olarak bilinirler.  

Bu grupta serin proteaz ailesi (tPA sistemi) ile birlikte matriks 

metalloproteinaz ailesi yer alır.   Serin proteazları ve metalloproteinazlar nötral pH’da 

aktivite gösterirler (10). Tümör ile infiltre olmuş stromal hücrelerde matriksi degrade 

eden proteaz sisteminin komponentleri saptanmıştır.  Bu da kanser invazyon 

sürecinde stromal hücrelerin aktif rol oynadığını gösterir.    Bu enzimlerin aktivitesi, 

proenzim aktivatörleri (uPA, MT-MMP), spesifik inhibitörler (PAI, TIMP) ve hücre 

yüzey reseptörleri (uPAR) ile düzenlenir.  Matriks parçalanması, ekstrasellüler 
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matriks komponentlerinin üretimi, proteinaz üretimi ve proteinaz inhibitörlerinin üretimi 

arasındaki dengeye bağlıdır (27). 

MMP’ler başlıca proteazlar olarak kolorektal kanserde yoğun olarak 

çalışılmıştır ve metastatik sürecin invaziv safhası için gerekli olduğuna inanılmaktadır.  

Tümör hücre migrasyonuna ana engel olarak tüm dokuların majör yapısal proteinleri 

kollajenler gösterildiğinden beri kollajenolitik enzimlerin kanser yayılımını 

kolaylaştırmadaki esas rolü oynadığı varsayılmaktadır (Şekil 6) (2,115).   

 

 
Şekil 6. Tümör ve metastaz gelişiminde MMP’ların rolü (115) 

 

Tümör dokusunda, proteinaz düzeyleri normal kolorektal dokudakinden 

daha fazladır.  ESM’deki proteolitik hasarın nedeni olarak yüksek proteinaz seviyeleri 

gösterilmiştir.  Bu durum tümörlerin invazyon ve metastaz potansiyelini de etkiler 

(22,36).  Proteinazların oluşturduğu ESM hasarı primer olarak, spesifik proteinaz 

inhibitörlerince normal ve patolojik dokunun her ikisinde de düzenlenir.  Ne var ki 

kanserde bu proteinazlar normal olarak düzenlenemezler (36). 

Aktif proteinazlar ve inhibitörleri arasındaki denge, metastatik kaskadın her 

bir evresinde ortaya çıkacak ESM yıkımı/ remodeling olup olmadığını belirlemede 

önemlidir (36). 

Matriks metalloproteinazların artritte, yara iyileşmesinde, aortik 

anevrizmalar, konjestif kalp yetmezliği gibi birçok patolojik durumda rol oynadığı ileri 

sürülmektedir (36,37).   Kronik obstrüktif akciğer hasarı (KOAH), akut akciğer hasarı, 

bronşiyal astım, pulmoner hipertansiyon gibi selim akciğer hastalıkları ile akciğer 

kanserinin MMP-9 ile ilişkili olduğu belirtilmiştir (40).   

Jelatinazlar kollajenleri, jelatinleri, fibronektini ve elastini parçalayabilirler.  

Bu enzimler katalitik bölgeye ilişmiş 3 kez tekrar eden fibronektin benzeri bölgeler 

içerirler.  Jelatinaz B (MMP-9)  kolorektal kanserler başta olmak üzere akciğer, 
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mesane, mide ve derinin yassı hücreli karsinomlarında makrofajlarında saptanmıştır.  

MMP-2 ve  MMP-9 bazal membranın majör komponenti olan kollajen IV’ün yapısını 

bozarlar (22).  MMP-2 ve MMP-9 malign dokularda en fazla belirlenen, tümör 

saldırganlığı ve metastatik potansiyelle ilişkili olduğu saptanan MMP’lardır (38-39).   

Diğer bir MMP, interstisyel kollajenaz (MMP-1) meme, beyin, mide, baş 

boyun kanserlerinde saptanmıştır.  Kolorektal kanserlerde insitu hibridizasyon (İSH) 

tekniği ile eozinofil ve fibroblastlarda artmış MMP-1 düzeyi gösterilmiştir.  Kolorektal 

kanser hücrelerinde MMP-1’in Duke’s evrelendirmesinden bağımsız olarak kötü 

prognozla birlikte olduğu gösterilmiştir (2).  Bazal hücre karsinomlarında stromal 

hücrelerde MMP-1 düzeyinin artışı, immünositokimyasal (İSK) yöntemlerle 

gösterilmiştir.  Mide kanserinde tümör stromasının makrofaj ve fibroblast benzeri 

hücrelerinde lokalize olmuştur (27). 

Stromelizin-1 (MMP-3) ve stromelizin-2 (MMP-10)  bazal hücreli kanserde, 

baş boyun yassı hücreli karsinomlarında, prostat, mide, kolon ve pankreas 

karsinomlarında saptanmıştır.  Yine, stromelizin-3 (MMP-11) baş boyun, mide, 

kolorektum, karaciğer, akciğer, böbrek, deri ve pankreas kanserlerinde stromada 

artmış olarak bulunurken neoplastik epitelde lokalizasyonu saptanmamıştır.  İnvaziv 

meme kanserinde in situ meme kanserinden daha fazla olması ve kolorektal 

kanserde gözlenirken benign kolon adenomunda gözlenmemesi, MMP-11’in giderek 

artan miktarlarının tümörün invaziv olma potansiyeli ile doğru orantılı olduğunu 

düşündürmektedir.  Ne varki, tüm matriks MMP’ları tümör gelişiminin destekçisi 

değildir. Gerçekte MMP-12 ekspresyonunda artış, tümör büyümesinin inhibisyonunda 

rol oynar. Tümör dokusunda MMP-12’nin aşırı ekspresyonu, kolorektal kanserli 

hastalarda sağ kalım artışıyla ve tümör neovaskülarizasyonunda azalışla anlamlı 

derecede pozitif ilişkili bulunmuştur (2). 

Pro MMP-9’un aktivasyonunda MMP-13’ün rolü vardır. MMP-13’ün 

tümörlerde normal dokulara göre arttığı bildirilmiştir  (2). 

Matrilizin (PUMP-1, MMP-7) düzeyleri mide, meme, prostat, ve kolorektal 

kanserde artış göstermektedir.  Kolorektal kanserlerde de tümörün geç evrelerinde 

matrilizin düzeyleri yükselir.  Atipik malign tümörlerden olan ve metastaz yapmayan 

bazal hücreli karsinomlarda ise matrilizin düzeylerinde artış izlenmemiştir.   Bu da 

matrilizin düzeylerinin tümör progresyonunda önemli bir rolü olduğunun kanıtıdır.   

24 



Membran tipi MMP’ler (MT-MMP) jelatinaz aktivasyonunda rol alırlar. 

Jelatinaz aktivasyonu,  tümör hücrelerinin göçü için önemlidir.  MT-MMP’ların mRNA 

ve proteini mide kanserinde neoplastik bölgede kolon, meme, baş boyun kanserinde 

ise stromada saptanmıştır (27). 

Son derece potent olan bu endopeptidazların regülasyonunda çeşitli 

sitokinler, büyüme hormonları, perisellüler ortam, hücre matriks ilişkisi ve 

ekstrasellüler matriks rol oynar.  Bu enzimlerin ekstrasellüler aktivasyonlarının 

kontrolünde endojen inhibitörlerle olan inaktivasyon da oldukça önemlidir.  Spesifik 

doku inhibitörleri olan TIMP’ler, metalloproteinazların aktif ve/veya inaktif formlarına 

sıkı bir şekilde, 1:1 oranında sitokiyometrik olarak bağlanırlar (3, 22, 78, 80, 15).   

Metalloproteinazların spesifik doku inhibitörleri (TIMP) in vivo koşullarda 

bu enzimlerin aktivitesinin regülasyonunda önemli rol oynarlar, tümör invazyon ve 

metastazını reversibl olarak inhibe ederler. 

Dokudaki ve ekstrasellüler sıvıdaki TIMP konsantrasyonları genellikle 

MMP konsantrasyonlarından fazladır.  Böylece doğal inhibitörler fokal perisellüler 

bölgede enzimin proteolitik etkisini sınırlar (81).  TIMP’lerin transkripsiyonu MMP’lere 

benzer şekilde sitokinler (TNFα, IL-1, IL-6) ve büyüme faktörlerince (TGFβ) 

düzenlenir (81).  MMP’lar ve TIMP’ler arasındaki oran çeşitli fizyolojik ve patolojik 

süreçlerde değişmekte olup aradaki dengedeki değişiklikler farklı tabloların 

patogenezinde önemli roller oynayabilmektedir (27).   

Kolorektal kanserlerde hem TIMP1 protein hem de mRNA’sı stromada 

fibroblastlarda izlenmiştir.  Hastalığın ilerlemesi ile düzeylerinin arttığı bildirilmiştir.  

TIMP-1 karsinomlarda benign adenomlardan, adenomlarda da normal mukozada 

olduğundan daha fazla oranda saptanmıştır.  Artan miktarların tümörün invaziv olma 

özelliği ile doğru orantılı olduğu söylenebilir (17). TIMP-1 MMP-9’un primer 

inhibitörüdür.  MMP-9/ TIMP-1 oranındaki bir dengesizliğin adenomların karsinomlara 

ilerlemesinde potansiyel bir sebep olabileceği düşünülmektedir (81). 

TIMP-2 ekspresyon düzeyinin tümör invazyon derinliği, lenf nodu 

metastazı ve tümör Duke’s sınıflaması ile tedricen arttığı bildirilmiştir (3). 

Matriks metalloproteinaz-2 ve TIMP-2 arasındaki denge ise ESM 

bütünlüğü ve homeostazının korunması için mutlak gereklidir.  Kolorektal kanserin 

invazyon ve metastazında MMP/TIMP arasındaki dengenin bozulmasının önemi 
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vurgulanmıştır. TIMP-2’nin MMP-2 aktivasyonunda inhibitör etkisi ve MMP-2 

aktivasyonu için majör kofaktör olarak kolorektal kanserde çifte rol oynadığı 

düşünülmektedir. TIMP-2 ekspresyonunun artması kolorektal kanserlerin geç 

evrelerinde kötü prognoz göstergesidir (3).   

 

2.4. KOLOREKTAL KANSER VE OKSİDATİF STRES  
Organizmada serbest radikallerin oluşum hızı ile bunların ortadan kaldırılma hızı bir 

denge içerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandırılır.  Oksidatif denge 

sağlandığı sürece organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir.  Bu 

radikallerin oluşum hızında artma ya da ortadan kaldırılma hızında bir düşme, bu 

dengenin bozulmasına neden olur.  Serbest radikal oluşumu ile antioksidan savunma 

mekanizması arasındaki ciddi dengesizlik “Oksidatif stres” olarak adlandırılır ve  

sonuçta doku hasarına yol açar (Şekil 7) (42). 

 

 
Şekil 7. Oksidatif Stres (42) 

 

Oksidatif stres geri dönüşümlü ya da geri dönüşümsüz hücre hasarına yol 

açar.  Oksidatif stres; akut ya da kronik olabilir.  Örneğin iskemi-reperfüzyonda, kısa 

süreli bir oksidatif stres varken, kronik inflamasyonda uzun süreli bir oksidatif stres 

vardır.   Bu tür uzun süreli oksidatif stres kanser gelişiminde rol oynar (41).    
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Oksidatif streste doku veya hücrede oluşan serbest oksijen radikalleri (SOR)’nin 

konsantrasyonu antioksidan kapasiteyi aşmıştır.   

 

2.4. SERBEST RADİKALLER 
 
Serbest radikal üreten birçok bileşiğin, in vivo olarak tümörleri ilerlettikleri 

gösterilmiştir.  Peroksit ve hidroperoksitler de aynı etkiyi gösterirler.  Serbest 

radikaller kanserin başlangıç, gelişme ve ilerleme safhalarında etkili olmakla beraber 

bu etki ilerleme safhasında daha belirgin, diğer safhalarda ise nisbeten azdır.  

Serbest radikal etkisi sonucu DNA ve kromozomlarda kırılma ve onkogenlerde 

aktivasyon meydana gelir (10).  

Serbest radikaller için birçok tanım yapılmasına rağmen otoritelerin 

üzerinde birleştiği tanım; bir  serbest radikalin moleküler ya da atomik yörüngesinde 

bulunan ve genelde çok reaktif olan  eşleşmemiş elektron bulunduran bir kimyasal 

ürün olduğu şeklindedir.  Atomlardaki elektronlar yörünge olarak bilinen boşluklarda 

hareket ederler. Her yörüngede birbirine zıt yönde hareket eden en fazla iki elektron 

bulunur.  Bir serbest radikal çeşitli yollarla ortaya çıkabilir:  

1. Kovalent bağ taşıyan normal bir molekülün homolitik yıkımı sonucu 

oluşurlar.  Bölünme sonrası her bir parçada ortak elektronlardan biri kalır.  

 X    :    Y   →   X .    +   Y .

2. Normal bir molekülden tek bir elektronun kaybı normal bir moleküle tek 

bir elektronun eklenmesi ile oluşurlar. 

A    ±     e -    →    A . (+,-) 

 
Serbest radikaller; pozitif yüklü, negatif yüklü ya da nötral olabilirler.  

Biyolojik sistemlerde en fazla elektron transferi ile oluşurlar.  Her ne kadar serbest 

radikal reaksiyonları, bağışıklık sistemi hücrelerinden nötrofil, makrofaj gibi hücrelerin 

savunma mekanizması için gerekli olsa da, serbest radikallerin fazla üretimi doku 

hasarı ve hücre ölümü ile sonuçlanmaktadır. 

Serbest radikaller hücrelerin lipid, protein, DNA, karbohidratlar gibi tüm 

önemli bileşiklerine etki ederler ve yapılarının bozulmalarına neden olurlar.  Biyolojik 

sistemlerdeki süperoksit anyonu (O2
.-) hidroksil radikali (OH.), nitrik oksit (NO.), 

peroksil radikali (ROO.), ve radikal olmayan hidrojen peroksit (H2O2) gibi serbest 
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oksijen türleri oksidatif stresin en önemli nedenlerini oluştururlar.  Serbest radikal 

zincir reaksiyonları genellikle, moleküllerden H.’nın uzaklaştırılmasıyla başlar.  Lipid 

peroksidasyonu (doymamış yağ asitlerinin hücre membranlarında ve 

lipoproteinlerdeki oksidasyonu) serbest radikal zincir reaksiyonu için iyi bir örnektir. 

Bu reaksiyonun özellikle aterosklerozun gelişiminde çok önemli olduğu araştırıcıların 

savları arasında bulunmaktadır.  Mitokondriyal elektron transport zincirinde oksijenin 

tamamlanmamış redüksiyonu, sigara içimi, radyasyon gibi çeşitli faktörler oksidatif 

strese neden olabilirler (42). 

Tümör gelişimi ile serbest radikaller arasında bir ilişki olup serbest oksijen 

radikallerinin karsinogenezisin farklı basamaklarında önemli rol oynadığı 

anlaşılmıştır.   Bu maddeler özellikle organizmada antioksidan sistem bozulmuş ise 

lipid peroksidasyonunu başlatarak membran ileti sistemine hasar verebilirler.  Yine  

genlerin büyüme ve diferansiasyonunu değiştirerek mutagenez ve karsinogenezde 

etkin olabilirler.   Tüm bu olaylar hidroksiradikallerin pürin ve pirimidin bazlarına 

etkisiyle nükleer seviyede ve/veya lipid peroksidasyonu ile de hücre membranı 

düzeyinde gerçekleşmektedir (49). 

 

2.5.1. Serbest Radikallerin Hasar Mekanizması 
Serbest radikaller bütün hücresel makromoleküllerle reaksiyona girebilirler. Hücresel 

hasar oluşumunda özellikle üç tip reaksiyon önemlidir: 

1. Proteinlerin oksidatif modifikasyonu 

Serbest oksijen radikalleri, aminoasit yan zincirleri oksidasyonuna neden olarak 

protein-protein bağlarının oluşmasına yol açarlar. Ayrıca protein yapısında, ana 

zinciri okside ederek proteinlerin parçalanmasına neden olurlar.  Böylece hücrede 

fonksiyonel önemi olan enzimlerde bozulmalar ortaya çıkar. 

2. DNA hasarı 

Serbest oksijen radikalleri, nükleer ve mitokondrial DNA’da timin ile reaksiyona 

girerek tek zincir kırılmaları oluşturur. Sonuçta hücrelerin enerji kaybetmeleriyle 

nekrotik tipte hücre ölümü olur. 

3. Lipid Peroksidasyonu 

Serbest radikallerin aracılık ettiği hücresel hasarda lipid peroksidasyonu önemli bir 

mekanizmadır. 
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Serbest oksijen radikalleri, plazma ve organel membranlarında lipid 

peroksidasyonuna neden olurlar.   Hidroksil radikali membran lipidleri ile çift bağ 

yapar, böylece lipid-radikal etkileşimi ile zincirleme reaksiyon sonucu pek çok lipid 

peroksidasyon ürünü (malondialdehid (MDA), dien konjugatları gibi) oluşur.  Eritrosit 

membranlarının, lipozomal membranların (özellikle hücre ve mitokondri) okside 

olması ile bu yapıların fiziksel ve kimyasal özellikleri değişir.  Membranın iyon 

geçirgenliği bozulur.  Eritrositlerde hemoliz olur.  Böylece yaygın membran, organel 

ve hücre hasarı ortaya çıkar (49). 

Lipid peroksidasyonu sırasında karbon bağlarının kopması ile aldehid 

yapısında yıkım ürünleri ortaya çıkmaktadır.  Bu sitotoksik metabolitler MDA gibi 

alkaneller ve 4-hidroksinonenal gibi hidroksialkanellerdir (49). MDA lipid 

peroksidasyonunun son ürünüdür.  Hücre membranında lipid peroksidasyonu, 

membran lipid içeriği ve dağılımındaki değişikliklerin göstergesidir.  Böylelikle hücre 

membranında oluşan direk hasarla reaktif karbon ürünleri oluştukları yerden daha 

uzak alanlara yayılarak bu bölgelerde doku hasarına sebep olabilirler (48).    

Lipid peroksidasyonunda zincirleme reaksiyonun başlatılması için 

tetikleyici bir faktör gereklidir.  Sözü edilen bu faktörün OH. radikali olduğu kabul 

edilmektedir.  Lipid peroksidasyonu, poliansatüre yağ asitlerinin zincirleme bir radikal 

reaksiyonudur ve üç aşamadan oluşur.   Bunlar: 

Başlatma (initiation) safhası: OH. radikali, bir yağ asidinin (LH) metilen molekülünden 

bir hidrojen atomu (H) kopararak bir lipid radikali (L.) oluşturur.  Bu reaksiyon hem 

membran lipidleri hem de besinsel yağlar için geçerlidir. 

OH .  +    LH       →        H 2O    +    L. 

İlerleme ve yıkım (propagation, degredation) safhası: Zincirleme reaksiyona uğrayan 

lipid radikaline O2 ilavesi ile devam eder ve lipid peroksil radikali (LOO-) ile lipid 

peroksit oluşur.  Tek elektron üzerinden yeniden yapılanma lipidin parçalanması ile 

sonuçlanır.  

L .  +     O2    →     LOO. 

LOO.   +     LH     →     LOOH    +     L. 

Lipid peroksidasyon ürünlerinden biri de MDA’dır. Malondialdehid 

plazmada çözünür olduğundan idrarda da saptanabilir.   Açığa çıkan diğer ürünler 

ise, 4-hidroksinonenal ve 4- hidroksi-2,3-transnonenaldır. 
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Sonlanma (termination) safhası:  Zincir reaksiyonu antioksidanlar tarafından 

sonlandırılabilir. 

LOO.    +      L.  +   2H+      →    LOOH     +     LH 

Yaşlanma, koroner kalp hastalıkları ve kanser başta olmak üzere birçok 

hastalıkta lipid peroksidasyonunun önemli rol oynadığı bilinmektedir.  Birçok 

çalışmada tümörlerde lipid peroksidasyonunun arttığı bildirilmiştir.  Lipid 

hidroperoksitler doğrudan DNA zincirini kırabilir ve lipid peroksil ve alkoksil radikalleri 

DNA’da oksidasyona sebep olabilir.  Okzoaldehidler; DNA, RNA ve proteinlere 

bağlanabilme ve aralarında çapraz bağlar oluşturma özelliklerinden dolayı antimitotik 

etki gösterirler.  Böylece, kanser ve yaşlanma olaylarında rol oynarlar. Lipid 

peroksidasyonunun ikinci bir ürünü olan MDA doku reaksiyon zincir hızının bir 

göstergesi olarak kullanılmaktadır (50).   

 

2.6. MALONDİALDEHİD  
Oksidatif hasarın in vivo göstergesi olarak en çok kullanılan belirteç serbest 

radikallerin doymamış yağ asitleriyle reaksiyona girmesiyle oluşan lipid 

peroksidasyonunun yıkım ürünlerinden olan MDA’dır.  Malondialdehidin hücre 

membranlarının geçirgenliğini artırdığı, membranların iyon alışverişine etki ederek 

hücre içi iyon dengesini bozduğu, enzim aktivitelerinin bozulmasına, DNA’nın 

yapısında kırılmalara ve baz değişimlerine neden olduğu gösterilmiştir (52).  

    Malondialdehid; membran komponentlerinin çapraz bağlanma ve 

polimerizasyonuna neden olur. Bu da membranda deformasyon yapar, iyon 

transportu, enzim aktivitesi gibi membran fonksiyonları etkilenir. 

 

2.6.1.  Malondialdehid’in Yapısı  
Malondialdehid uçucu, düşük molekül ağırlıklı (C3H4O2; formül ağırlığı: 72.07), kısa 

zincirli, 1,3-dikarbonil bileşiği ve orta derecede zayıf bir asit’tir (pKa: 4.46) (Şekil 8).  
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Şekil 8. MDA’nın kimyasal yapısı 

 
    Serbest formda veya çeşitli doku komponentleriyle kompleks yapmış 

olarak bulunabilen MDA, poliansatüre yağ asitlerinin oksidatif yıkımı sonucu son ürün 

olarak oluşabilir.  Memelilerde bu yağ asitleri en çok araşidonik asit ve 

dokosahekzanoik asittir.  Oleik asit ve linoleik asidin oksidasyonundan çok az MDA 

oluşur.  Bazı dokularda MDA enzimatik reaksiyonlar sonucu da oluşabilir.  PGH2, 

PGH3 ve PGG2’den tromboksan sentetaz kataliziyle 1:1:1 oranında MDA, 

tromboksan A2 ve 17 karbonlu bir bileşik oluşur.  Bununla birlikte esas kaynağı, 

doymamış yağ asitlerinin peroksidasyonudur.  MDA çoklu doymamış yağ asidlerinin 

yapısında molekül içi yeniden düzenlenme esnasında oluşan endoperoksidlerin 

yıkımının geç evreleri sırasında oluşur.  Bu yeniden düzenlenme yağ asitlerinin 

alifatik zinciri üzerinde oluşan serbest radikalleri stabilize etmek için gereklidir.  Bu 

durumda, linoleik asid gibi iki çift bağ içeren yağ asidleri peroksidasyon esnasında 

MDA oluşturabilmesine rağmen, üç veya daha fazla çift bağ içeren yağ asitleri, 

biyolojik örneklerde, MDA’nın esas kaynağıdır.   

  Malondialdehid, sulu çözeltilerde PH’a bağlı olarak çeşitli formlarda 

bulunabilir.  MDA’nın sulandırılmış asit veya nötral çözeltileri (<25mM) +4ºC’de 20 

gün saklanabilir.  Yüksek konsantrasyonlarda özellikle oda ısısında veya uzun süre 

bekletildiğinde MDA çözeltilerinde aldol tipi kondensasyon oluşur. 
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2.6.2. Malondialdehid’in Metabolizması  
Doku lipid peroksidasyonu esnasında oluşan MDA, hücresel düzeyde metabolize 

edilir.  Örneğin, karaciğer aldehid dehidrojenaz tarafından ya da bir mitokondrial yolla 

enzimatik olarak yıkılır ve/veya vücuttan atılır.  
    Ekzojenik olarak uygulanan MDA hızlıca ve uniform olarak bütün esas 

majör organlar boyunca dağılır.   Doku MDA’sındaki herhangi bir azalma esas olarak 

CO2 ve daha az ölçüde asetil ve malonil-koenzim A (daha sonra anabolik yollara 

girerler) oluşacak şekilde aldehid dehidrojenaz tarafından MDA kökenli asetaldehidin 

oksidasyonunu yansıtır.  MDA kökenli malonat yoluyla alternatif bir metabolizmanın 

sınırlı aktivitesini gösteren kanıtlar da vardır.  Birkaç farklı aldehid dehidrojenaz 

MDA’yı indirgeyebilir.  MDA dozajından sonra, asit-labil MDA metabolitleri, çok az 

serbest MDA ile birlikte idrarla atılır.  MDA’nın majör idrar metabolitlerinin, N-asetil-ε-

(2-propen) lizin gibi, amino grupları yoluyla MDA ile reaksiyon yapmış protein, 

fosfolipid ve nükleik asidlerin yıkımından ortaya çıktığı görülmektedir. 

 

 

 
Şekil 9. İn vivo MDA katabolizmasının potansiyel yolları 
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Ana katabolik yol ara maddeler olarak malonik semialdehid ve asetaldehid ve ürün 

olarak CO2’i (Şekil 9) içerir.  MDA’nın malonik semialdehidden CO2 veya CoA ara 

maddelerine dönüşümünde anahtar enzim/ metabolik yollar: (a) aldehid 

dehidrojenaz; (b) dekarboksilaz; (c) asetil-CoA sentaz; (d) asetil-CoA karboksilaz; (e) 

trikarboksilik asid siklusu. 
 

2.7. NİTRİK OKSİT (NO·) 
Nitrik oksit, bağışıklık sisteminin düzenlenmesi, düz kasların gevşemesi, 

vazodilatasyon ve nörotransmisyonu içeren çeşitli fizyolojik süreçlerde görev alan 

önemli bir pro-oksidatif ve antioksidatif sinyal molekülü olmakla birlikte aynı zamanda 

çok reaktif bir radikaldir.  Nitrik oksit molekülü bir atom azot ile oksijenin eşleşmemiş 

elektron vererek birleşmesinden oluşması nedeniyle radikal tanımına uymaktadır. 
1980’lerde Furchgott ve Zawadski izole arter preparatlarında, asetilkolinle 

oluşturdukları gevşemenin, endotele bağımlı olduğunu göstermişlerdir.  Çünkü 

asetilkolinle oluşan bu gevşeme, arteryel endotel uzaklaştırıldığında veya harap 

edildiğinde görülmemiştir (54).  1987’de Ignarro ve arkadaşları ile Palmer ve 

arkadaşları (55) ayrı ayrı yaptıkları çalışmalarda, EDRF’yi damar endotelinden izole 

etmişler ve bu yapının dominant kısmının NO. olduğunu tespit etmişlerdir. 

İnflamasyon gelişmesinde; nitrojenin reaktif metabolitlerinin artmış 

üretiminin patofizyolojik bir rolü vardır.  İnsan inflamatuar barsak hastalığı ve 

intestinal inflamasyon oluşturulmuş hayvan modellerinde NO. düzeyleri artmıştır (8). 

Nitrik oksit MMP’ların sentez ve salınımının regülasyonunda da önemlidir. 

Yakın zamanlı çalışmalarda MMP-2 ve MMP-9 yapımı ve sekresyonunda NO.’nun  

olası rolüne dikkat çekilmiştir (7). 

 

2.7.1.   Nitrik Oksit  Metabolizması 
Nitrik oksit, L-argininden sitrülin oluşumu sırasında, L-argininin guanidin nitrojen 

grubunun hidroksilasyonu ile oluşan ara üründür (Şekil 10).  Bu reaksiyon bir dizi 

nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi tarafından katalize edilir.  Nitrik oksit, argininden 

NOS enzimi aracılığıyla sentezlenir. NOS'in genetik olarak farklı üç izoformu tespit 

edilmiştir.  Bunlar; düşük miktarda üretilerek vasküler tonüsü ayarlayan bir konstitutif 
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endoteliyal izoform (eNOS), yine düşük miktar üretilen sinaptik şekillenme ve 

nörotransmisyonu düzenleyen bir konstitutif nöronal izoform (nNOS) ve yüksek 

miktarda üretilerek, immün/inflamatuar olaylarda rol alan ve hücre aracılı immün 

cevapta etkili bir komponent olan uyarılabilir form (iNOS)'dur.  nNOS ve eNOS 

izoenzimleri NO. üretimi için Ca kalmodulin kompleksine bağımlıdır, buna karşın 

iNOS bundan bağımsızdır (53).   

  Bu reaksiyon için ortamda oksijen ve bazı diğer ko-faktörlerin nikotinamid 

adenin dinükleotid fosfat (NADPH), flavin adenin dinükleotid (FAD), flavin 

mononükleotid (FMN), tetrahidrobiopterin ve kalmodulin bulunması gerekir (62). 

 

 

 

 
Şekil 10. L-argininden nitrik oksit (NO·) sentezi  

Nitrik oksit, L-argininin L-sitrüline dönüşümü sırasında sentezleniyor.  Bu reaksiyon 

esnasında 1,5 molekül NADPH, elektron vericisi olarak kullanılıyor. Hidroksi-arginin 

ara ürün olarak oluşmuştur (26). 

 

2.7.2. Nitrik Oksit  Yapısı ve Özellikleri 
Renksiz ve son derece toksik bir gaz olan NO. serbest radikal yapısında olmasından 

dolayı yarı ömrü çok kısadır.  Düşük konsantrasyonlarda toksik değildir ve çok önemli 

fizyolojik işlevlerin gerçekleşmesinde rol oynar. 

Havadaki NO. oksijenle oksitlenerek çok kısa sürede NO2
- (nitrit) ve NO3

- 

(nitrat) oluşturur.  NO’in açık formülünde görülen eşlenmemiş elektronu, azot ve 
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oksijen atomları üzerinde yer değiştirerek rezonans stabilitesi sağlar, reseptörden 

bağımsız olarak membranlardan kolayca diffüze olabilir (56-57).   Tüm bu özellikleri 

NO’e haberci molekül özelliği kazandırmaktadır (56).  Ayrıca su ve oksijen varlığında, 

3-20 sn gibi çok kısa yarı ömrü vardır, kolayca oksitlenir.  Böyle bir ortamda NO. bir 

dizi nitrojen oksitlerine (NOx) dönüşebilir.   

  Nitrik oksit ve tekrar NO.’e dönüşebilen nitrojen oksitleri (NO2, N2O3, N2O4 

vb) güçlü nitroze edici ajanlardır ve primer ile sekonder aminleri nitrözleyerek, 

nitrozaminleri oluştururlar.  Nitrozaminler;  potansiyel karsinojeniktirler.  Çünkü bu 

bileşikler DNA’da, nitrozilasyon, deaminasyon yapabilir ve alkil nükleofillerin 

oluşumuna neden olabilirler. 

  Yapısal NOS tarafından yapılan nitrik oksit, hücreler arası ve hücre içi 

haberleşmede rol oynar. Yapısal NOS enzimleri, ortamdaki kalsiyum konsantras-

yonlarının artışından etkilenirken iNOS etkilenmez.  Yapısal NOS çeşitli organ 

sistemleri için bazal seviyelerde gereklidir.  Tiol grupları ile reaksiyona girerek 

gerektiği zamanlarda kullanılmak üzere depolanır.  Nitrik oksit, pankreasın asiner 

hücrelerinde guanozin 3.5 siklik monofosfat (cGMP) sentezini düzenler.  Guanozin 

3.5-siklik monofosfat, böbrekler ile beyinde atrial natriüretik faktör, yapımı düz 

kasların gevşemesi, retinada fototransdüksiyon ve enterotoksinlerle ilişkili olarak ince 

barsaklarda sıvı salınımını etkiler.  Arterlerde venlerden daha fazla NO. üretilir.  Nitrik 

oksit demir sülfür içeren ve trikarboksilik asit siklusunun enzimi olan cis-akonitaz ile 

gliseraldehid-3-fosfat dehidrogenazın tiyol (SH) gruplarına bağlanır.  Normal fizyolojik 

koşullarda NO konsantrasyonları 100-500 nM düzeylerinde iken endotoksin, α-

interferon, IL-1, TNF-α gibi ajanlarla iNOS’un tetiklenmesi sonucunda düzeyleri 

yaklaşık on kat artar.  Hastalık ve sonuçlarına bağlı olarak NO. zararlı veya yararlı 

etkiler gösterebilir (117). 

  Nitrik oksit bir kez sentezlendikten sonra hızla hedef dokulara yayılır ve 

hücre içinde guanilat siklaz enzimini aktive ederek düz kas kasılmasını sağlayan 

“siklik guanozin monofosfat” (cGMP) miktarını artırır (62).  Oluşan bu biyokimyasal 

olaylar düz kas kasılması, vasküler tonüs ve kan akımlarının düzenlenmesinde 

önemli rol oynar.  Nitrik oksit aynı zamanda trombositler içindeki çözülebilir guanilat 

siklaz aktivitesini de artırarak trombosit adhezyon ve agregasyonunu azaltır.  Ayrıca 

mikroorganizmaların mitokondrial proteine bağlı demir bileşikleriyle reaksiyona girip 
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DNA sentezini bozarak ölmelerine yol açar ve savunma sisteminde rol oynar.  Nitrik 

oksit, kardiyovasküler sistem, sinir sistemi ve immünolojik sistemde bir çok fizyolojik 

ve patolojik mekanizmaların düzenlenmesinde çok önemli intra ve intersellüler sinyal 

taşıyan bir moleküldür (62). 

  Nitrik oksit damar düz kaslarını gevşetir, trombosit agregasyonunu inhibe 

eder, kan basıncını düşürür, anjiyogenezi stimüle eder, nöronal sinyal iletimini sağlar.  

iNOS vasıtasıyla mikroorganizma tahrip edici NO· sentezlemek için makrofajları 

aktive eder (63).  Nitrik oksit diğer bir yandan da, inflamatuar bozukluklarda sitotoksik 

bir ajan olarak hareket edebilir.    

 

2.7.3.  Nitrik Oksit ve Kanser  

Nitrik oksit; vazodilatasyon, nörotransmisyon, anjiyogenez, apoptoz ve tümör 

progresyonu gibi birçok olayda rol oynayan bir mediyatördür.  Yakın zamanda 

yapılan çalışmalar NO’in en az iki mekanizma ile tümör gelişimi ile ilgili olabileceğini 

göstermiştir.  Bunlardan birincisi, anjiogenezisin stimülasyonu, diğeri ise DNA 

üzerinde serbest radikallerin direk aktivasyonu ile artmış mutagenezisidir (68).  Ek 

olarak, tümör hücrelerinden NO. salınımı, NO.’in .antiproliferatif etkisi aracılığı ile 

tümör ile uyarılan immünsupresyonda rol oynayabilir (69). Birçok in vivo ve in vitro 

çalışmada NO.’in anjiyogenezi hızlandırdığı gösterilmiştir.  Anjiyogenezin tümörün 

büyüme ve yayılımındaki en önemli faktörlerden olduğu bilinmektedir.  NO.’in 

endotelyal hücre büyümesini indüklediği ve tümör kan akımını düzenlediği 

gösterilmiştir. 

  Karsinogenezde bozulan apoptozisin tümör gelişiminde önemli bir faktör 

haline gelmesine yol açar.  İnflamatuar süreçte meydana gelen olaylar kolorektal 

tümörler gibi kanserlerin gelişmesinde önemli risk faktörlerini oluştururlar.  Kolorektal 

kanser gelişmesinde inflamatuar proçes bir risk faktörüdür.   Aktive olmuş immün 

sistem hücrelerinde NO. üretiminin artmış bulunması NO. ve kanser gelişimi arasında 

bir bağ olduğunu düşündürmektedir.  İnsan kolon adenomlarında gözlenen NOS 

izoformlarındaki artış, kolon kanseri gelişimi sürecine önemli katkılarda bulunur (64). 

  Nitrojenin reaktif metabolitlerinin üretimindeki artış, inflamasyon 

gelişiminde önemli bir patofizyolojik role sahiptir.  Hayvan modellerindeki intestinal 

inflamasyon ve insan inflamatuar barsak hastalığı NO. üretimi ve iNOS’un 
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ekspresyonunda artışla karakterizedir.  iNOS, kolon epitelyal hücrelerinden 

proinflamatuar stimulusa cevap olarak eksprese olur.  İnflamatuar odak içinde NO., 

superoksit anyonuyla reaksiyona girebilir, sonuçta peroksinitrit üretimi sayesinde 

oksidatif doku hasarı meydana gelir ki kolon inflamasyonunda NO’in yıkıcı etkilerinin 

aracılık ettiğine inanılmaktadır (68). 

  Son zamanlarda yapılan araştırmalarda kanserde NO. ve iNOS’un 

aktivitesi çalışılmıştır. Bulunan sonuçlarda genellikle NO. ve iNOS’un arttığı 

gösterilmiştir. Fakat kolorektal kanserli hastalarda bulunan sonuçlar halen 

tartışmalıdır. Birçok çalışmada normal mukoza ile karşılaştırıldığında tümör 

dokusunda NO düzeyleri yüksek bulunmuşken, tersi sonuçlar da gösterilmiştir. 

  Nitrik oksitin protümör özellikleri kadar antitümör özelliklerinin de olduğu 

bilinmektedir.  Düşük konsantrasyonlarda tümör büyümesini stimüle eder ve birçok 

hücre tipini apoptozdan korur.  Yüksek konsantrasyonlarda ise hücre büyümesini 

inhibe eder ve apopitozu indükler.  NO.’in sürekli indüksiyonu, kronik inflamasyonda 

mutajenik etkiye neden olabilir.  NO. aracılı DNA hasarı veya DNA tamirinin 

engellenmesi potansiyel olarak kanserojeniktir.  NO. tümör büyümesi ve metastazı 

stimüle edebilir.  Bunu tümörün migrasyon, invazyon ve anjiyogenik kabiliyetini 

artırarak yapar.  NO.’in tümör süpresör P53 onkoproteinini inaktive ederek 

karsinogenezi hızlandırabileceğini gösteren çalışmalar bildirilmiştir. 

Nitrik oksit ayrıca siklooksijenaz-2 (COX-2) enzimini uyararak tümör 

progresyonunu hızlandırabilir.  Hem NO hem de prostoglandinlerin konsantrasyonları 

inflamasyon ve tümör progresyonu ile yakından ilşkili bulunmuştur.  Kolorektal 

kanserlerin tedavisinde COX-2 ve iNOS’u inhibe edecek kemoterapötik ajanların 

tedavide kullanılabileceği düşünülmektedir. 

 

2.8. ANTİOKSİDAN SİSTEMLER 
Serbest oksijen radikallerinin oluşumunu ve bunların meydana getirdiği hasarı 

önlemek için vücutta bazı savunma mekanizmaları geliştirilmiştir.  Bunlar “antioksidan 

savunma sistemleri” olarak bilinirler. 
  Organizma serbest radikallerin zararlı etkilerinden korunmak amacı ile 

vücutta SOR ve reaktif nitrojen türlerini enzimatik ve enzimatik olmayan 

antioksidanların aktivasyonu ile dengeleyip uzaklaştırabilir.  İyi bir antioksidan serbest 
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radikalleri belirli bir şekilde ortadan kaldırır, redoks metallerini tutar, antioksidan ağı 

içerisinde diğer antioksidanları tetikler, gen ekspresyonunda pozitif etkiye sahiptir, 

organizmada kolayca emilir ve membran ve/veya sulu ortamlarda fonksiyoneldir.  

Superoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) önemli 

enzimatik antioksidanlardır.  Non-enzimatik antioksidanlar arasında vitaminler 

(vitamin E, vitamin C, karotenoidler), tiyol antioksidanlar (glutatyon, tiyoredoksin, 

lipoik asit), doğal flavonoidler, melatonin ve diğer bazı moleküller bulunur.  Bir 

antioksidan diğer antioksidanları tetikleyebilir.  Bu işlem “antioksidan ağı” olarak 

adlandırılır.  

 

2.9. MELATONİN   
Melatonin (MEL), karanlıkta pineal bezden salgılanan, uyku, üreme, sirkadiyen ritim 

ve immünite gibi pek çok biyolojik fonksiyonun düzenlenmesinde rol oynayan bir 

hormondur (Şekil 11). 

 

  
Şekil 11.  Melatoninin yapısı (77) 

 

  Pineal bez melatonin yapımından sorumlu tek organ değildir. Diffüz 

nöroendokrin sistem içinde kabul edilen APUD (amine precursor uptake and 

decarboxilation) hücrelerinde melatonin sentez edildiği gösterilmiştir. Bu hücreler, 

retina, lakrimal bezler, beynin diğer bölgeleri ile bronş, karaciğer, böbrek, adrenal 

bezler, gastrointestinal sistem, timus, plasenta, over, testis ve endometriumda yer 

alır. Ayrıca mast hücresi, lökosit ve naturel killer hücrelerinde melatonin 

sentezlenmektedir. 

  Melatoninin varlığı 1958 yılında dermatolog Lerner tarafından 

belirlenmiştir.   Gastrointestinal traktta melatonin varlığını ilk kez Raikhlin ve Kvetnoy 
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bildirmişlerdir. (71).  Daha sonra sindirim sistemi mukozasındaki enterokromafin 

hücrelerde (EK) immünohistolojik olarak tespit edilmiştir (72,73).  

 

2.9.1. Gastrointestinal Melatonin  
Melatonin kanda ve diğer vücut sıvılarında günboyu minimal yoğunluktadır.  Çeşitli 

çalışmalarda gastrointestinal dokulardaki melatonin konsantrasyonunun kandaki 

konsantrasyonlardan,10-100 kez daha yüksek olduğu saptanmıştır (74).  Gastro-

intestinal melatoninin sentez ve sekresyon mekanizması henüz tam olarak 

açıklanamamıştır. Gastrointestinal melatoninde sirkadiyen ritm gözlenmez. 

Paranteral veya oral melatonin ya da prekürsörü olan triptofan uygulanması GİS’de 

melatonin birikimine neden olur.  Özellikle gece salınan gastrointestinal melatoninin 

çok küçük bir kısmının pineal orjinli olabileceği de düşünülmüştür (74). 

  Buna ek olarak GİS’in enterokromofin hücrelerinin (EK) veya 

pinealositlerdeki melatonin üretiminin yanında, luminal sıvılarda da melatonin tespit 

edilmiştir.  Luminal melatoninin yiyeceklerden gelebileceği düşünülmüştür.  Tavuk-

larda melatoninden zengin besin uygulanması plazma melatonin düzeyinin 

yükselmesine neden olmuştur.  Bununla beraber yiyecekle luminal konsantrasyonlar 

arasındaki korelasyon ve gastrointestinal mukozanın farklı segmentlerindeki 

melatonin değerleri luminal melatoninin ancak mukozal orjinli olmasıyla mümkündür 

(74). 

  Sistemik veya peroral melatonin uygulamaları sonucunda özellikle mide ve 

kolonda birikim gözlenmektedir (74).    

Kolit tedavisi veya önlenmesinde melatonin antioksidatif etki yaparak 

immün sistemi uyararak etki eder.  Melatoninin immün sistemi uyarıcı etkisi çok iyi 

bilinmektedir.  Bununla beraber melatoninin GİS’deki immün yanıt üzerine artırıcı 

etkisi direkt olarak aydınlatılamamıştır.  İndirek olarak ratlarda melatonin 

uygulanmasının GİS’in majör immün dokusu olan payers plaklarının büyüklük ve 

sayısını önemli derecede artırması indirek kanıt olarak gösterilmiştir (74). 

 

2.9.2. Melatonin ve Kanser 
Melatonin güçlü immünmodülatör ve onkostatik etki gösterir (75).  İn vitro melatonin 

insan kolorektal kanser hücrelerinin (CaCo-2) proliferasyonunu inhibe eder.  İn vitro 
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yüksek dozda melatonin kolon adenokarsinomunda hücre büyümesini inhibe eder.  

Melatoninin düşük dozlarda onkostatik etkisi gösterilememiş ise de doza bağlı olarak 

DNA sentezini azalttığı sonucuna ulaşılmıştır (76).  Üstelik in vivo şartlarda, hem 

düşük ve hem de yüksek dozlarda melatonin, murine kolonik kanserinin apoptotik 

hücre sayısını arttırdığı gösterilmiştir. 

 
2.9.3. Melatonin Metabolizması  
Melatonin sentezi sirkadien ritm gösterir.  Aydınlıkta hiperpolarize olan retinal 

hücreler, karanlıkla beraber depolarize olarak, bezde MEL sentezini başlatırlar.  Gün 

batımıyla fotoreseptör hücrelerden salgılanan norepinefrin, hem triptofanın 

dolaşımdan beze girişini arttırmakta ve hem de b1 reseptörleri aracılığıyla 

membrandaki adenil siklazı aktive ederek, intraselüler cAMP seviyelerini 

yükseltmektedir (77).  

 Dolaşımdaki triptofanın aktif transportla pinealosit içine alınmasıyla 

başlayan MEL sentezi, dört ardışık enzimatik reaksiyon sonucunda tamamlanır:  İlk 

aşamada hidroksilasyon reaksiyonuyla oluşan 5-OH triptofan, dekarboksilasyonla 

serotonine dönüşmekte ve daha sonra sırasıyla N-asetilasyon ve O-metilasyon 

reaksiyonlarıyla, serotoninden MEL (5-metoksi-N-asetiltriptamin) oluşmaktadır (Şekil 

12).  MEL sentezinde hız kısıtlayıcı enzim olan N-asetiltransferaz (NAT) aktivitesi, 

cAMP etkisiyle yükselmekte ve böylece sentezlenen ve salgılanan MEL miktarı 

artmaktadır (Şekil 13) (77).  

Sentezini takiben, pineal bezden doğrudan dolaşıma verilen MEL, lipofilik 

özelliğine rağmen, membran reseptörleri aracılığıyla hedef hücrelerine ulaşır. 

Otoradyografik çalışmalarla, beynin çeşitli bölgelerinde, bağırsak, ovaryumlar, kan 

damarları ve karaciğerde, MEL reseptörlerinin varlığı gösterilmiştir. MEL 

reseptörlerinin sensitivitesi ve ekspresyonu, günlük ışık ritmi ile ilişkilidir.  Lipofilik 

özelliği nedeniyle, hücrenin tüm fraksiyonlarına kolaylıkla girebilen MEL için  sitozolik 

ve nükleer bağlanma yerleri de tanımlanmıştır. 

  Melatoninin inaktivasyonu, başlıca karaciğerde gerçekleşir.  İndol 

halkasının altıncı konumundan hidroksile olan MEL, daha sonra sülfat veya 

glukuronik asitle konjuge edilerek idrarla atılır.  MEL’in idrardaki başlıca metaboliti 
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olan 6-sülfatoksi melatonin düzeyleri, MEL’in plazma düzeyleri kadar, sentez ve 

yıkımı için de iyi bir göstergedir. 

  

Şekil 12. Triptofandan melatoninin oluşum aşamaları 
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Şekil 13. Pineal bezde melatonin sentezinin kontrolü 

 

2.9.4. Melatoninin Biyolojik Etkileri  
Melatoninin uyku, sirkadien ritm, duygu durumu, termoregülasyon, immünite, cinsel 

olgunlaşma ve üreme gibi bir çok biyolojik olayla ilişkili olduğu bildirilmiştir.   Ayrıca, in 

vivo ve in vitro çalışmalarla antiproliferatif ve antioksidan etkilere de sahip olduğu 

gösterilen MEL’in, kanser ve yaşlanmanın önlenmesinde de etkili olabileceği öne 

sürülmektedir (Şekil 14). 

 

2.9.5. Melatoninin Antioksidan Etkisi  
Antioksidanlar içerisinde, MEL’in en güçlü radikal tutucu olduğu öne sürüldüğünden, 

MEL’e olan ilgi giderek artmakta ve antioksidan özelliği gün geçtikçe önem 

kazanmaktadır. Melatoninin bir antioksidan olduğu, literatürde ilk kez 1991 yılında 

Ianas ve ark tarafından öne sürülmüş ve daha sonra yapılan in vitro ve in vivo 

çalışmalarla desteklenmiştir.   
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Şekil 14. Melatoninin sistemik etkileri (77) 

 

Bu çalışmalar birlikte değerlendirildiğinde, MEL’in antioksidan özelliği üç 

ana başlık altında toplanabilir :  

 

1.Direkt antioksidan etki: MEL’in OH. H2O2, O2, HOCl, NO., ONOO. gibi oksidatif 

strese yol açabilen serbest radikalleri detoksifiye ettiği ve böylece onların 

biyomoleküller üzerindeki zararlı etkilerini önleyebildiği bildirilmektedir  

Melatoninin antioksidan özelliği, yapısında bulunan pirol halkasından 

kaynaklanmaktadır.  Fizyolojik şartlarda pek çok indol MEL’e benzer şekilde yıkılsa 

da, O2 varlığında, MEL’in pirol halkasının indolamin 2,3-dioksijenaz (IDO) ile 

enzimatik ya da hemin ile nonenzimatik olarak yıkımı, yüksek reaktiviteye sahip, N1-

asetil-N2-formil-5-metoksikinüramin (AFMK) oluşumuyla sonuçlanmaktadır.  MEL’in 

H2O2 varlığında da  AFMK oluşturduğu ve bu metabolitin radikal tutucu aktivite 

gösterdiği belirlenmiştir . 

N1-asetil-N2-formil-5-metoksikinüramin oluşumuna yol açan diğer bir 

mekanizma ise, yüksek bir affinite ile OH. radikalini bağlayabilen MEL’in, indolil 

katyon radikalini oluşturması ve bu radikalin de, O2’i yakalayarak AFMK’e 

dönüşmesidir.  AFMK, daha sonra arilamin formamidaz (AFA)’ın katalizlediği 
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reaksiyonla N1-asetil-5- metoksikinüramin (AMK)’e çevrilmektedir.   Diğer taraftan 

indolil radikal, OH. varlığında siklik 3-hidroksimelatonin oluşturmakta ve bu 

metabolitin idrar düzeyleri, radikal üretiminin bir göstergesi olarak kullanılmaktadır. 

Çeşitli antioksidanların gücünü belirlemek amacıyla yapılan karşılaştırmalı çalışmalar, 

MEL’in en güçlü antioksidanlardan biri olduğunu göstermektedir.  

Askorbat, alfa-tokoferol ve GSH gibi zincir reaksiyonlarını kırabilen diğer 

antioksidanlardan farklı olarak, MEL yayılmakta olan lipid peroksidasyonunu peroksil 

radikalini yakalayarak sonlandırmaktadır.  MEL’in bu antioksidanlardan daha güçlü 

olduğu. , GSH’dan beş kat ve mannitolden 14 kat daha güçlü bir şekilde OH. 

radikalini yakaladığı in vitro çalışmalarla gösterilmiştir.  5-OH-triptofan, 5-OH-triptamin 

ve serotonin ile kıyaslandığında, MEL’in, NO. oluşumunu azaltan en güçlü indol 

olduğu saptanmıştır.   İn vitro şartlarda MEL’in doza bağımlı bir şekilde, ONOO. ’in yol 

açtığı oksidasyonu önlediği ve ayrıca kendisi nitrasyona uğrayarak ONOO. ’i 

detoksifiye ettiği; in vivo inflamasyon modelinde de nitrotirozin oluşumunu baskıladığı 

gösterilmiştir.  

 

2. Antioksidan enzim aracılı etki:  Farmakolojik ve muhtemelen fizyolojik düzeylerdeki 

MEL’in,  süperoksit dismutaz (SOD),  glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon 

redüktaz (GSSG-Rd), glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) ve ϒ-glutamilsistein 

sentetaz gibi bazı antioksidan enzimlerin gen ekspresyonlarını ya da aktivitelerini 

artırdığı ve bu yolla oksidatif stresi baskıladığı bildirilmektedir.  Ratlara, akut/ kronik 

uygulanan MEL’in beyin dokusu Mn-SOD ve CuZn-SOD sentezini artırdığı ve bu 

yolla oksidatif hasara karşı beyin dokusunu koruduğu; ayrıca anne rata verilen 

MEL’in plasentadan geçebildiği ve fetus beyninde SOD aktivitesini artırdığı 

gösterilmiştir.  Gündüze göre, gece öldürülen ratlarda beyin GSHPx aktivitesinin 

daha yüksek bulunması, MEL’in fizyolojik antioksidan etkisine bağlanmaktadır (77). 

Hayvan modeli çalışmalarında, farmakolojik dozda uygulanan MEL ile 

akciğer, barsak, böbrek, karaciğer, beyin, kalp, pineal bez ve eritrosit GSHPx 

aktiviteleri, %22-138 oranında artmaktadır.  Ratlarda karaciğer, böbrek ve beyin 

dokusu GSHPx aktivitesinin, MEL uygulandıktan üç saat sonra arttığı gözlenmiştir. 

Nöral GSH-Px aktivitesinin, MEL’e benzer şekilde, gündüz düşük; gece yüksek 

olduğu bulunmuştur.  Pinealektomi yapılan ratların karaciğer, akciğer ve beyin GSH-
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Px aktivitelerinde anlamlı düşüşler saptanmıştır.  GSH havuzunu koruyan GSSG-Rd 

aktivesinin sürekli karanlığa maruz bırakılan kuşların beyninde daha yüksek olduğu 

ve ekzojen MEL ile de deney hayvanlarında aktivitenin yükseldiği bildirilmiştir.  MEL 

uygulanan ratların, karaciğer GSSG-Rd aktivitesinin yaklaşık iki kat arttığı 

belirlenmiştir.  MEL tarafından ϒ-glutamilsistein sentetazın uyarılmasıyla, insan 

endotel hücrelerinde total GSH içeriğinin yükseldiği öne sürülmektedir (77). 

 

3. Prooksidan enzim aracılı etki:  MEL’in bazı prooksidan enzimleri inhibe ederek, 

serbest radikal oluşumunu azalttığı ve bu yolla da antioksidan sistemi desteklediği 

öne sürülmektedir.  İn vitro ve in vivo şartlarda, NO. ve daha ileri aşamada ONOO. 

oluşumuna neden olan nitrik oksit sentaz (NOS) aktivitesinin, fizyolojik MEL 

konsantrasyonlarında inhibe edildiği bildirilmektedir. MEL’in bu antioksidan etkilerini 

destekleyecek şekilde; oksidatif doku hasarına yol açan kainik asit, L-sistein, 

sisplatin, adriyamisin, alloksan, streptozotosin, sentetik seks steroidleri  ve siklosporin 

A gibi toksinlerle indüklenen oksidatif stresin MEL ile önlenebildiği, in vivo 

çalışmalarla da gösterilmiştir.  

 Melatonin hem suda ve hem de lipid fazda çözünebildiğinden, 

organizmada çok geniş alanda antioksidan etki gösterebilmektedir.  Kolaylıkla kan-

beyin bariyerini ve plasentayı geçebilen MEL için, bilinen hiçbir morfofizyolojik 

bariyerin olmaması, MEL’in tüm intraselüler komponentlere rahatlıkla ulaşabilmesini 

sağlamaktadır.  Böylece MEL, hücre zarını, organelleri ve çekirdeği etkin bir şekilde 

serbest radikal hasarından koruyabilmektedir.  Hücre membranı ile temas ettiğinde, 

fosfolipid tabakanın dış yüzeyine tutunan MEL, radikallerle membrandan önce 

temasa geçerek onları detoksifiye eder ve membranı korur.  MEL varlığında, 

mitokondriyal solunum zincirinden kaynaklanan O.
2, H2O2 ve OH. gibi radikallerin 

üretimi de azalmaktadır. Çekirdeğe kadar ulaşabilme özelliği, DNA’nın oksidatif 

hasara karşı korunmasında, MEL’e bir üstünlük sağlamaktadır.  Daha da önemlisi, 

diğer antioksidanların aksine, çok yüksek dozlarda (300 mg/gün) ve beş yıl gibi uzun 

süre kullanımda bile, MEL’in toksik bir etki göstermemesidir.  

Melatoninin antioksidan etkileri genel olarak incelendiğinde, adezyon 

moleküllerinin ve proinflamatuvar sitokinlerin sentezini azaltmasını da içeren oldukça 

geniş spektruma sahip bir antioksidan olduğu görülebilir (77).  
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2.9.6. Oksidatif Stres ve Melatonin
Hem in vitro, hem de in vivo çalışmalarda, melatoninin güçlü bir serbest radikal 

süpürücü ajan olduğu gösterilmiştir (78,79).  Oldukça toksik olan hidroksil radikalleri 

başta olmak üzere, diğer serbest oksijen radikallerinin neden olduğu oksidatif 

hasardan makromolekülleri özellikle de DNA'yı koruyabilir.  DNA hasarı oluşturan 

radikaller hücrede nükleer bir enzim olan poli-ADP-riboz sentazı (PARS) aktive 

ederler.  Bu enzim, DNA tek zincirinin kırılması ile aktive olur ve hücrelerde şiddetli 

enerji tüketimine yol açarak sonuçta nekrotik tipte hücre ölümüne neden olur. 

Melatoninin PARS aktivitesini inhibe ederek; şok, inflamasyon ve 

iskemi/reperfüzyonda (İ/R) organ hasarını önleyebileceği bildirilmektedir (80).  

Melatonin serbest radikal yakalayıcı etkisi bakımından, bilinen tüm 

antioksidanlardan (mannitol, glutatyon ve vitamin E gibi) daha güçlüdür.  

Antioksidanların büyük çoğunluğunun aksine, melatonin hem suda, hem de yağda 

çözünebildiğinden hücrenin tüm komponentlerine etki eder. Melatonin direk olarak 

güçlü bir radikal (hidroksil radikali, süperoksid anyon radikali, peroksil radikali, singlet 

oksijen ve peroksinitrit anyonu) süpürücü etki gösterir. İndirekt olarak ise, spesifik 

melatonin reseptörleri aracılığı ile antioksidan enzim seviyelerini artırarak ya da pro-

oksidatif enzimleri inhibe ederek (SOD, GSHPx, GSSGRd, glikoz-6-fosfat 

dehidrogenaz  stimulasyonu ve NOS inhibisyonu) doku koruyucu etki gösterir (26, 78, 

79).  

Süperoksit radikaline en önemli etkisi süperoksidin dismutasyonunda en 

büyük rol oynayan SOD'un mRNA'sını artırmasıdır. H2O2 hücrelerde CAT ve GSHPx, 

ile toksik olmayan ürünlere dönüştürülür.  GSHPx, GSSGRd ve aktivitesi melatonin 

ile uyarılmaktadır.  Melatonin, H2O2'in hücre içi konsantrasyonunu azaltır. GSSGRd 

aktivitesinde ko-faktör olan NADPH, G-6-PD ile oluşturulur.  Melatonin G-6-PD 

aktivitesini de uyarır.  Melatonin, indol nükleusun yan zincirindeki metoksi ve asetil 

grupları OH. radikalinin giderilmesinde rol oynar.  Melatonin bir elektron vererek 

hidroksili nötralize eder ve toksik olmayan indolil katyon radikaline (melatonil) 

dönüşür.  Bu nitrojen merkezli melatonil radikalinin de süperoksit anyon radikali ile 

etkileşip 5-acetyl-N-formyl-5-methoxykynuramine (5-MAFK) oluştururken bu radikali 
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de süpürdüğü bildirilmektedir. Melatonin singlet oksijeni direkt olarak nötralize 

edebilmektedir (79).  

Nitrik oksit, O2 varlığında peroksinitrite dönüşerek toksik etkilere aracılık 

eder. ONOO-, peroksinitröz asit ve hidroksil radikaline dönüşebilmektedir.  NO. 

inhibisyonunun ONOO- oluşumunu engelleyeceği ve kardiyak performansı 

artırabileceği gösterilmiştir.  Bu nedenle, NO. sentezini gerçekleştiren NOS'un 

(özellikle iNOS) pro-oksidatif bir enzim olabileceği düşünülmektedir.  Melatoninin 

iNOS aktivitesini inhibe edebileceği bildirilmiştir (78,79).  

Melatoninin daha önce gösterilmiş bir diğer etkisi ise zarları stabilize edici 

özelliğidir.  Bu konuda daha önce yapılan çalışmalarda melatoninin sepsiste artan 

oksidatif hasarda eritrosit zarında koruyucu etkileri gösterilmiş ve in vivo ortamda 

melatoninin farmakolojik dozlarının eritrosit zarını lipid peroksidasyonundan ve 

oksidatif hasardan koruduğu ve antioksidan savunma sistemindeki enzimlerin 

aktivitelerini artırdığı bulunmuştur (81,82).  Melatoninin hücre zarlarını stabilize edici 

özelliğinin yanı sıra mitokondrial zarları da stabilize edici özelliklerinin olduğu 

gösterilmiştir.  Lipofilik özellikte olması nedeniyle özellikle de mitokondrial iç zarı 

stabilize ederek elektron transport zincirinin fonksiyonunu gerektiği gibi 

yapabilmesine yardımcı olmaktadır.  Ayrıca in vitro ortamda da melatoninin 

eritrositlerin zarında sodyum nitroprussid uygulamasına bağlı olarak artan nitrik oksit 

(NO) düzeylerinin oksidan etkisini önleyici yönde etkilerinin olduğu bulunmuştur.  

Ancak melatoninin fizyolojik düzeylerindeki (pikogram) değişiklikler eritrosit 

membranında lipidlerin peroksidasyonu açısından önemli bir değişikliğe neden 

olmamıştır.  Aynı zamanda in vivo ve in vitro deneylerde, birçok hastalığın 

patojenezinde ve fizyolojik doku perfüzyonunda oldukça önemli olan eritrositlerin 

deformabilite özelliklerindeki bozuklukların da melatonin uygulaması ile antioksidan 

etkisine bağlı olarak düzeltildiği öne sürülmüştür (81,82).   
 

2.9.7. Melatoninin Etki Yerleri 
İn vitro fizyolojik dozlarda melatonin, cAMP üretimini zamana ve doza bağlı bir 

şekilde inhibe eder.  Melatonin reseptörleri; Mel-1a, Mel-1b ve Mel-1c olmak üzere üç 

tiptir.  Mel-1a reseptör geni insan kromozomunda 4q35.1 lokalizasyonunda 

kodlanmıştır.  Ekspresyonu suprakiazmatik nukleus ve pars tuberaliste sınırlıdır.  

Sirkadien ve reprodüktif etkilerinin bu reseptör aracılığı ile gerçekleştiği düşünülür. 
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Mel-1b reseptör geni insan kromozomunda 11q21-22 bölgesinde kodlanmıştır.  Beyin 

ve retinada eksprese olur ve her iki bölgede de dopaminerjik fonksiyonlar ile ilişkili 

olduğu düşünülür.  Mel-1c geni ise insanda saptanmamıştır. 

 

2.9.8. İnsanda Melatonin Üretimi 
Normal insanlarda melatonin gece salgılanır.  Yetişkinlerde ortalama plazma 

melatonin seviyesi 60-70 pg/ml ve başlıca metaboliti olan 6-HMS’nin maksimum 

plazma konsantrasyonu 80- 100 pg/ml arasındadır.  Normal insan melatonin ritminin 

en karakteristik özelliği normal bireylerde günlük ve haftalık olarak tekrarlanabilir 

olmasıdır.  Birey içerisinde değişmezliğe rağmen bireyler arasında ritmin amplitüdü 

açısından çok büyük bir değişkenlik vardır.  

 

2.10. APOPTOZİS 
Apoptozis (programlanmış hücre ölümü), hücre intiharı olarak da bilinir ve fizyolojik 

bir olaydır.  Apoptoz, organizmanın ihtiyaç duymadığı, biyolojik görevini tamamlamış 

veya hasarlanmış hücrelerin, zararsız bir biçimde ortadan kaldırılmasını sağlayan ve 

genetik olarak kontrol edilen programlı hücre ölümüdür (83).   

Yaşamakta olan hücreler iki farklı mekanizma ile ölürler.  Bu mekanizmalar 

nekroz ve apoptozdur (Şekil 15).  Nekroz; hipoksi, aşırı ısı değişiklikleri, toksinler gibi 

hücre dışından gelen çeşitli fiziksel ve kimyasal etkenler sonucunda gelişen travmatik 

hücre ölümüdür.  Apopitoz ise yaşlanmış, fonksiyonunu yitirmiş, fazla üretilmiş, 

düzensiz gelişmiş veya genetik olarak hasarlı hücrelerin, organizma için güvenli bir 

şekilde yok edilmelerini sağlayan ve genetik olarak kontrol edilen programlı hücre 

ölümüdür. Nekroz patolojik bir olaydır.  Apopitoz ise fizyolojik veya patolojik 

uyaranlarla oluşabilir (84).  

Apoptozis, hücrenin yaşam çemberi boyunca yapım-yıkım dengesinin 

sürdürülmesini sağlar.  Barsak epitel hücrelerinin devamlı yenilenmesi, menstruasyon 

esnasında uterusun iç yüzündeki hücrelerin öldürülerek uzaklaştırılması apoptozise 

örnektir. Apoptozis, organizmada hasar görmüş veya organizma için tehlikeli 

olabilecek hücrelerin yok edilmesinde de görev alır.  Örneğin virüsle enfekte hücreler 

bu yolla ortadan kaldırılır.  Hasarlı DNA da apoptozis yolu ile ortadan kaldırılır.  

Hücrenin DNA’sında meydana gelen mutasyonlar kanser gelişimine neden 
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olabilecekleri için bu hasarlı hücrelerin apoptozis yolu ile öldürülmesi büyük önem 

taşımaktadır (85). 

  

 
Şekil 15. Apoptozis ve nekrozisin hücresel görünümü (86) 

 

Ökaryotik organizmalardaki hücreler doğarlar, belirli bir süre yaşarlar ve 

sonra ölürler. Yaşam süresi hücre tipine göre değişmektedir.  Zamanı gelince 

hücreler daha önceden programlanmış bir şekilde ölürler.  Örneğin; barsak hücreleri 

üç beş günlük bir yaşam süresini takiben ölürken derinin epidermal hücreleri 20–25 

günlük bir süre sonunda ölmektedir.  Kalp kası hücreleri veya nöronlar ise ömür boyu 

yaşarlar.  Tüm bu ölümler fizyolojik şartlarda meydana geldiği için bu ölüm şekli 

fizyolojik hücre ölümü olarak da adlandırılır (86).  Apoptozla hücre ölümü; enerji 

kullanılarak hücresel yaralanma ve inflamasyon olmaksızın, çok daha ustaca 

gerçekleştirilir.  Programlı hücre ölümünün, bütün çok hücreli organizmalarda, 

gelişmede ve homeostazın sürdürülmesinde vazgeçilmez bir rolü vardır (87). 

 
 
 
2.10.1. Apoptozis ve Tarihçesi  
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Apoptozis birçok gen ile ilişkili aktif bir sistem olup, Yunancada apo (= ayrı) ve ptozis 

(= düşen) kelimelerinin birleştirilmesi ile oluşmuş bir kelimedir.  Apoptozis, hücrelerde 

normal gelişim sırasında meydana gelen ölüm olarak 1842 yılında Vogt tarafından 

tanımlanmıştır.  Programlanmış hücre ölümü terim olarak ilk kez 1965 yılında 

kullanılmıştır.  Apoptozis terimi ilk kez 1972 yılında Kerr ve arkadaşları tarafından 

kullanılmıştır.  Kerr, fizyolojik olarak ölen hücrelerin çekirdeklerinde yoğunlaşmış 

kromatin parçalarını gözlemlemiş ve organellerin iyi korunduğunu fark ederek bu 

olayı büzüşme nekrozu olarak adlandırmıştır (93). 

Apoptozis tümörlerde sık görülen bir olay olup hücre ölümüne yol açan 

aktif olarak düzenlenmiş bir hücresel süreçtir.  Apoptozise direnç göstermek, hücre 

kaybını azaltarak tümöre bir avantaj sağlar. 

 

2.10.2. Apoptotik Hücre Ölümünün Aşamaları 
Apoptoz hücre içinden veya dışından gelen sinyallerle başlatılan ve birbirini takip 

eden bir olaylar zinciri olarak seyreder.  Sonuçta hücrenin fagositozu ile sona erer.  

Bu aşamalar;  

I) Apoptozun başlatılması, 

II) Hücre içi proteazların (kaspazların) aktivasyonu, 

III) Hücrede çeşitli morfolojik ve biyokimyasal değişikliklerin oluşması, 

IV) Fagositoz, olarak özetlenebilir.  

 

2.10.3. Apoptozda Biyokimyasal Değişiklikler 
Hücrelerde apoptoza yol açan bir tek mekanizma olmamakla birlikte pek çok hücre 

tipinde erken apopitozda sitoplazmada iyonize kalsiyumun arttığı izlenmiştir. 

Apopitozda en önemli biyokimyasal olay endojen endonükleaz enziminin aktivasyonu 

ile DNA’nın kırılmasıdır.  Bu enzim Ca ve Mg bağımlı olduğundan aktivasyonu için 

hücre içi kalsiyumun artması gerekmektedir.  Enzim DNA’yı 200 baz çiftlik parçalara 

ayırarak kırılmalar oluşturur ve jel elektroforezinde merdiven paterninin oluşmasına 

yol açar.  Buna karşılık nekrozda çok sayıda endonükleaz enzimi aktive olduğundan 

DNA düzensiz parçalanarak merdiven paterni oluşmaz (86).  

Apoptotik hücrede görülen önemli değişikliklerden biri normalde plazma 

membranının iç yüzünde bulunan fosfatidilserin’in erken evrede membranın dış 
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yüzüne doğru transloke olmasıdır “fosfatidilserin translokasyonu”. Bu mekanizma 

apoptotik hücrelerin komşu hücreler ve makrofajlar tarafından tanınmasını sağlar 

(86).  

Apoptozis çok sayıda ve çeşitte mediatör tarafından düzenlenir. Bunlar 

arasında, bazı iyonlar (kalsiyum), moleküller (seramid), genler (c-myc), proteinler 

(p53) ve hatta organeller (mitokondri) bulunmaktadır.  Bazı mediatörler hücre tipine 

özgündür, bazıları da apoptotik stimulusun çeşidine göre farklılık gösterebilirler. 

 

2.10.4. Morfolojik Değişiklikler 
Hücreler özelleşmiş yüzeysel yapılarını ve diğer hücrelerle olan temas yüzeylerini 

kaybederler.  Su kaybederek küçülürler, büzüşürler.  Stoplazmanın yoğunlaştığı, 

organellerin birbirlerine yakınlaştığı izlenir.  Membranlar bütünlüklerini korurlar.  

Organeller genel olarak sağlamdır.  Morfolojik olarak en önemli değişiklikler 

nükleusta izlenir. Kromatin çekirdek membranına yakın kısımlarda yoğunlaşarak 

değişik şekil ve büyüklükte çöker.  Elektron mikroskobik incelemede kromatinin 

yoğun granüler yarımay, hilal veya yüzük şeklinde çekirdek membranının iç yüzünde 

yerleştiği gözlenir.  Çekirdek de hücre gibi büzüşür ve bazen membranla sarılı olarak 

birkaç parçaya ayrılabilir (90). 

Apoptoz hematoksilen eozinle (H&E) boyanmış kesitlerde ışık mikroskopik 

seviyede izlenebilir.  Hücreler koyu eozinofilik sitoplazmalı, bir veya birkaç parçalı 

piknotik çekirdekli olarak görünür.  Çekirdek, kromatinin çekirdek membranının iç 

yüzüne yerleşmesi nedeniyle hilal veya yarımay şeklinde izlenebilir.  Apoptotik süreç 

ilerledikçe hücrelerde sitoplazmik çıkıntılar oluşur.  Hücre daha sonra membranla 

çevrili küçük parçalara ayrılır.  İçlerinde sitoplazma ve sıkıca paketlenmiş organeller 

ve bazılarında çekirdek parçaları da mevcut olan apopitotik cisimler meydana gelir  

(Şekil 16) (91). 

Apoptotik hücreler komşu hücreler ve makrofajlar tarafından tanınır ve 

fagosite edilir. 

Apoptozisin belirlenmesinde kullanılan yöntemler; 

-Morfolojik görüntüleme yöntemleri 

-İmmunohistokimyasal yöntemler 

-Biyokimyasal yöntemler 
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-İmmunolojik yöntemler 

-Moleküler biyoloji yöntemleri (86) 

                

 
Şekil 16. Apoptotik cisimciklerin oluşumu (92) 

 

Malign hastalıklar klasik olarak kontrolsüz bir aşırı hücre proliferasyonunun 

olduğu hastalıklardır.  Aşırı proliferasyonun yanında azalmış apoptotik hücre ölüm 

hızının da malignite gelişimine katkıda bulunduğu görülmüştür (71).  

Apoptozisle ilgili çalışmalar hızla artmasına karşın apoptozisi saptamak ve 

değerlendirmek pek kolay olmamaktadır.  Özellikle tek bir hücrede apoptozis olayı 

saatler içerisinde geliştiğinden apoptotik süreçteki hücreyi morfolojik olarak tanımak 

ve kantifiye etmek zordur.  Genellikle çalışmaların güvenilirliğini artırmak amacıyla 

farklı yöntemlerin birkaçının birlikte kullanılması önerilmektedir.  Apoptotik hücredeki 

morfolojik değişiklikleri saptamak için ışık mikroskobu, elektron mikroskobu, 

flowsitometri kullanılmaktadır.  Yine çeşitli sitoplazmik değişiklerin saptanması 

(örneğin kaspaz aktivitesinin, hücreye kalsiyum akışının veya mitokondri 

disfonksiyonunun ölçülmesi), membran değişikliklerinin belirlenmesi (örneğin 

membran geçirgenliğinin değişmesi), apoptoz sürecinde veya regülasyonunda görevli 

çeşitli proteinlerin kanda veya dokuda düzeyinin ölçülmesi (örn: Bcl2/Bax oranı), DNA 

parçalanmasının çeşitli özel immünohistokimyasal boyalarla saptanması bu 
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yöntemler arasında sayılabilir. Bütün bu yöntemler içinde en sık rastlanan yöntemler, 

DNA’daki değişikliklere dayalı olan DNA agaroz jel elektroforezi ve TUNEL (terminal 

deoxytransferase mediated bio-dUTP nick end labeling) boyası ile formalinde fikse 

edilmiş materyalde yapılan mikroskobik incelemedir.  Son dönemde kullanılan önemli 

ve güvenilir bir başka metod ise Annexin-V boyası uygulaması ve ELISA’ dır (94).  

Kanser, AIDS, otoimmün ve nörodejeneratif hastalıklar gibi önemli 

hastalıklarda apopitotik mekanizmada bozukluklar tespit edilmesi, apopitozla ilgili 

yapılan araştırmaları hızla artırmıştır.  Araştırmalar bu hastalıkların oluşmasının 

engellenebilmesi ve apoptozun tedavide kullanılabilmesi alanlarında 

yoğunlaşmaktadır.  Apopitozu kontrol eden mekanizmaların daha iyi anlaşılması 

tıbbın pek çok dalında yeni tedavi çabalarına kapı açabilecektir. 

Literatürde, kolorektal adenokarsinom grubunda apoptoz ve proliferasyonu 

karşılaştıran sınırlı sayıda çalışma mevcut olup, bu çalışmalar daha çok Fas ligand 

(FasL), kaspaz, Bcl-2, p53, Ki-67 ile ilgilidir. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEMLER 
Etik kurul ön onayı alındı.   Hastalardan biyopsi ile alınacak doku materyalleri için etik 

kurul ön onayı alındı. bilgilendirildi.  Çalışma kapsamına alınacak her bireye, 

“Gönüllüler İçin Bilgilendirilmiş Onam Metni” okunarak bilgilendirildi ve kendilerine 

“Bilgilendirilmiş Onam Formu” imzalatıldı.  Çalışmaya katılmayı kabul edenler çalışma 

kapsamına alındı. 

 

3.1. HASTALARIN BELİRLENMESİ VE BİYOPSİ MATERYALLERİNİN ALINMASI 
Gastroenteroloji polikliniğine başvuran ve kolorektal kanser olabileceği düşünülen 

hastalara kolonoskopi yapılarak biyopsi materyalleri alındı.  Alınan materyalin bir 

kısmı formole konularak rutin patolojik inceleme için patoloji laboratuarına gönderildi.  

Bir kısmı da eppendorf tüplerin içerisine konularak hızla donduruldu.  Çalışma 

zamanına kadar - 80ºC’de saklandı.   

  Patolojik inceleme sonucunda kolorektal adenokanser tanısı alan toplam 

14 hasta çalışmaya dahil edildi.   Hastalardan 12’si erkek ve yaş ortalamaları (60.6 ± 

2.65), ikisi kadın ve yaş ortalamaları (67 ± 2.5) olarak belirlendi.   Hastalar yeni tanı 

almış olup cerrahi girişim yapılmadığından evrelendirme yapılamadı. 

   Örnek toplama aşaması tamamlandığında dokular tartılarak gram doku 

ağırlıkları belirlendi.  Dokular %0,1 triton X100 (PBS ile hazırlandı) ile 1/50 ve 1/100 

oranlarında dilüsyon yapılarak ultra.homojenizatörde (Bandelin Sonoplus) buz 

üzerinde homojenize edildi.  Çalışılıncaya kadar - 80ºC’de saklandı. 

 

 3.2. HÜCRE KÜLTÜRÜ ÇALIŞMALARI 
 Bu çalışmada CaCo-2 hücre dizisi kullanıldı.  CaCo-2 hücre dizisi insan 

kolon adenokarsinoma hücre dizisidir.  Hücreler ATCC (Amerikan Tissue Culture 

Collection)’den sağlandı. 

Dulbecco’nun modifiye esansiyel hücre kültürü besiyeri, (DMEM, Gibco 

BRL. Burlington) içersine 2mM L–glutamin, %7.5 Na bikarbonat, 0.1mM non 

esansiyel aminoasit, 1mM Na pirüvat, %20 bovin serum albumin (BSA), %1 penisilin, 

streptomisin içerecek şekilde hazırlandı.  CaCo-2 hücreleri bu ortam içerisinde 

üretildiler.  Hücreler yaklaşık %70-80 sıkışıklığa ulaştıklarında pasajları yapılarak 

çoğaltıldı.   
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İkinci pasajda dondurularak nitrojen tankında saklanmış olan hücreler 

37ºC’lik su banyosunda hızla çözüldü ve steril kabine alındı (Heraeus).  Hücreler, 

37ºC’ye getirilmiş olan üç mL DMEM içerisine yavaşça pipetlendi.  25 cm2’ lik hücre 

kültürü kabına (flaska) alındı.  Hücreler, günaşırı ortamları boşaltılıp beş-altı mL PBS 

(fosfat buffer saline) ile üç kez yıkandıktan sonra taze ortam eklenmek suretiyle 

çoğaltıldı.  Canlılık, çoğalma durumu ve enfeksiyona maruz kalıp kalmadıklarını 

gözlemlemek amacıyla hücreler hergün kültür mikroskobunda incelendi.  

 Hücreler yeterli sıkışıklığa eriştiklerinde kültür kabındaki besi ortamı 

dökülerek 1mL tripsine (37ºC) tabi tutuldu.  Yaklaşık dört beş dakika 37ºC CO2 

inkübatöründe (Thermo) bekletildi.  Hücrelerin kültür kabından kopmaları 

sağlandıktan sonra tripsini nötralize etmek amacıyla tripsinin beş katı miktarda besi 

ortamı eklendi.  Hücreler kültür mikroskobunda incelenerek yüzeyden ayrıldıkları 

gözlendikten sonra steril bir tüpe alındı.  1990 RPM’de on dakika santrifüj edildi.  

Santrifüjden sonra üstteki besi ortamı dökülerek hücrelerin üzerine taze ortam 

eklendi.  50 cm2 ‘lik kültür kabına alındı.  Daha sonra günaşırı besi ortamları dökülüp 

PBS ile (37ºC) yıkandıktan sonra taze ortam eklenmek suretiyle hücreler çoğaltıldı. 

Hücreler yaklaşık %80 sıkışıklığa ulaştığında pasaj işlemi tekrarlandı.  Gruplar 

oluşturuluncaya kadar toplam beş pasaj yapıldı. 

CaCo-2 hücreleri, 24 kuyucuklu hücre kültür kaplarına 500’er µL ve 

apoptozu değerlendirmek için 18 tane petri kabına üçer mL besi ortamı ile ekildi.   

Gün aşırı PBS ile üç kez yıkanarak ortamları değiştirildi.  Hücreler yaklaşık %80-90 

sıkışıklığa ulaştıklarında gruplar oluşturularak melatonin uygulaması yapıldı.  Etanol/ 

PBS ile 10mM konsantrasyonunda melatonin stok çözeltisi hazırlandı.  Stok çözelti 

2µM’lık filtreden geçirilerek 1mM, 0.01mM, 0.1µM, 1nM, 0.01nM 

konsantrasyonlarında melatonin içeren besi ortamları hazırlandı. Melatonin 

uygulanmayan hücreler kontrol grubu olarak tanımlandı (Tablo IV).   24 kuyucuklu 

hücre kültür kapları ve petri kaplarına yukarda belirtilen miktarlarda ekim yapılarak 

inkübasyona bırakıldı.   

24 saat sonunda besi ortamları 1,5 mL’lik plastik eppendorf tüplere alındı.  

Kuyucuklara 200 µL 50mM trisma base + %1NP40 (PH 7,4) eklendi. On dakika 

karıştırıcıda tutuldu.  On dakika sonunda hücreler pipet yardımıyla iyice plaktan 
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kazınarak eppendorflara alındı.  Tüm inceleme ve ölçümler beşinci pasajda her grup 

için dokuz ayrı hücre kültüründe gerçekleştirildi. 

 
Tablo IV. Deney ve kontrol gruplarında uygulanan melatonin dozları 

 Grup adı Melatonin dozu 

A 

(n=9) 
1 mM 

B  

(n=9) 
0,01 mM 

C 

(n=9) 
0,1 µM 

D 

(n=9) 
1 nM 

   
   

   
   

   
   

 D
en

ey
 G

ru
pl

ar
ı 

E 

(n=9) 
0,01nM 

Kontrol Grubu F 
(n=9) (−) 

 

 
3.3. APOPTOTİK/ NORMAL HÜCRE TAYİNİ 
Petri kaplarına ekilerek deney ve kontrol grupları oluşturulmuş ve inkübasyona 

bırakılmış olan hücrelerin besi ortamları MDA, NO. ve aktif MMP-9 ölçümleri için; 

birinci, ikinci ve üçüncü gün sonunda hücrelere zarar verilmeden 1,5 mL’lik plastik 

eppendorf tüplere alındı. Petri kaplarında kalan hücrelerde aşağıda anlatılan 

yöntemle apoptoz oranı değerlendirildi (95). 

  Gerekli boyalar: 

Fiksatif solüsyon 

2mg/ mL malaşit yeşili (metanolde) 

Lökostat solüsyonu 1 

-% 0.1 eozin Y 

-% 0.1 formaldehid  

-% 0.4 sodyum fosfat dibazik (Na2 HPO4 ) 
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-%0,5 potasyum fosfat monobazik  (KH2PO4 ) 

Lökostat solüsyonu 2 

-% 0.04 metilen mavisi,  

-%0.04 azur A, % 0.4 sodyum fosfat dibazik (Na2 HPO4 ), 

-% 0.5 potasyum fosfat monobazik  (KH2PO4 ) 

İşlemler: 

• Hücre içeren tüm petriler PBS ile iki kez yıkandı.  

• On saniye fiksatif solüsyonda inkübe edildi.  

• Boya dökülerek kurutma kağıdı üzerine ters çevrilip boyanın tamamen 

boşalması sağlandı.  

• On saniye lökostat solüsyonu 1’de inkübe edildi.  

• Boya dökülerek kurutma kağıdına ters çevrilerek boya tamamen boşaltıldı.  

Lökostat solüsyonu 2’de on saniye bekletilerek boya döküldü.  

• PBS ile iki kez yıkanarak havada kurutuldu. (Resim 1)  

• Işık mikroskobu ile apoptotik ve normal hücreler sayıldı (Toplam 200 hücre). 

 

 
Resim 1. Apoptozu değerlendirmek için boyanmış hücreler                                        
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3.4. DOKU VE HÜCRE KÜLTÜR ORTAMLARINDA PROTEİN TAYİNİ 
Doku örnekleri ve hücre kültür süpernatantlarında protein tayini Lowry metodu ile 

yapıldı.  Bu yöntemin temeli alkali ortamda Cu+2 ile protein arasında bir kompleks 

oluşması ve folin reaktifinin indirgenmesi sonucu oluşan renk şiddetinin 750 nm’de 

kolorimetrik olarak değerlendirilmesine dayanmaktadır. 

 

Reaktifler 

-20 g Na2CO3 + 0.5g Na-K-tartarat (C4 H4 KNaO6.4H2O) 0.1 N NaOH içinde çözülerek 

hacim 1L’ye tamamlandı. 

-100 mg CuSO4. 5H2O 100 mL suda hazırlandı. 

-Alkali bakır çalışma çözeltisi:  CuSO4. 5H2O/ Na2CO3, 0.1 M NaOH, 0.7 M Na-K-

tartarat (1/9) oranında karıştırılarak hazırlandı. 

-Seyreltik folin:  Folin,1/2 su ile seyreltildi. 

-Alkali bakır çalışma çözeltisi:  CuSO4. 5H2O/ Na2CO3, 0.1M NaOH, 0.7M Na-K-

tartarat (1/9) oranında karıştırılarak hazırlandı. 

Analiz Aşamaları 

• Homojenize edilmiş doku örnekleri 4000 RPM’de yedi dakika santrifüj edildi. 

• Standart  olarak sığır serum albumin (BSA) kullanıldı.  31.25, 62.5, 125, 250, 

500, 1000, 2000mg/dl olmak üzere yedi farklı konsantrasyonda standart hazırlandı. 

• Örnek ve standartlardan 5µl alındı.  

• Üzerine 250 µl alkali bakır çalışma çözeltisi eklendi.  Oda ısısında 15 dakika 

inkübasyondan sonra  

• 25 µl seyreltik folin çözeltisi eklenerek 45 dakika inkübasyona bırakıldı.  

• 750 nmde mikroplak okuyucuda (Thermo Labsystems) okunarak 

konsantrasyonları standart grafikten yararlanılarak hesaplandı. 

 

3.5. DOKUDA VE HÜCRE KÜLTÜR ORTAMLARINDA  NİTRİK OKSİT ÖLÇÜMÜ 

Nitrik oksit tayini; kadmiyumun nitratı nitrite indirgemesi esasına dayanmaktadır.  

Reaktifler 

-%30 ZnSO4  çözeltisi    
-5 mM CuSO4 çözeltisi 

-Glisin-NaOH tamponu (PH=9,7) 
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-3M HCl içinde sülfonilamid çözeltisi 

-N-Naftiletilen diamin çözeltisi (NED) 

Analiz Aşamaları 

• Homojenize edilmiş doku örnekleri 4000 RPM’de yedi dakika santrifüj edildi. 

• 100 mM sodyum nitrit (NaNO2) hazırlanarak stok standart çözeltisi oluşturuldu.  

Bu stok çözeltiden 500µM’lık ikinci stok çözeltisi hazırlandı.  İkinci stok çözeltiden 2, 

10, 20, 30, 40, 60, 80 µM’lık standartlar hazırlandı. 

• Doku ve hücre kültür ortamı süpernatantları %30 ZnSO4 çözeltisi ile 

deproteinize edildi ( 100µl örnek+ 20µl ZnSO4 ile) ve 10000 RPM’de on dakika 

santrifüj edildi. 

• 100 µl süpernatant çekilerek üzerine 20 µl glisin- NaOH tamponu eklendi.   

• Kadmiyum granüllerinin aktivasyonu gerçekleştirildi.  Granüller üç kez bidistile 

su ile çalkalandı.  Bir-iki dakika CuSO4 çözeltisi içinde bekletildi.  Daha sonra glisin 

NaOH tamponu ile üç kez yıkandı. 

• Her bir numune içerisine aktiflenmiş kadmiyum granülleri ilave edildi. 

Vortekslenerek 20 dakika inkübasyona bırakıldı. 

• 10000 RPM’de on dakika santrifüj edildi. 

• 50 µl süpernatant alındı.  1/1 oranında karıştırılarak hazırlanmış olan NED 

sülfonilamid çözeltisinden 50 µl eklendi. 

• 540 nm’de mikroplak okuyucuda (Bio-TEK İnstruments EL 800) absorbansları 

ölçüldü.  Standart grafikten (Şekil 17) yararlanılarak örneklerin konsantrasyonlar 

ıhesaplandı.  
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Şekil 17. NO. standart grafiği 

Sonuçlar, protein düzeylerine oranlanarak µmol/mg protein olarak ifade edildi. 
  

3.6. DOKUDA VE HÜCRE KÜLTÜR ORTAMLARINDA MDA ÖLÇÜMÜ 
Günümüzde MDA düzeyinin belirlenmesinde kullanılan spektrofotometrik yöntemler 

tiyobarbitürik asidin MDA ile reaksiyona girmesi sonucu oluşan pembe renkli bileşiğin 

ölçümüne dayanmaktadır.  Bu yöntemde tiyobarbitürik asit MDA dışında bazı 

glikoproteinler, aminoasitler ve benzeri bileşiklerle de aynı reaksiyona girmekte ve 

yanlış yüksek ölçümlere neden olmaktadır. 

Yapılan çalışmalarda MDA ölçümlerinde florometrik HPLC yönteminin 

spektrofotometrik yöntemden doğruluk ve hassasiyet yönünden daha üstün olması 

nedeniyle son yıllarda MDA ölçümlerinde HPLC yönteminin kullanımı giderek 

artmaktadır.  Bu yöntemde MDA’nın kromotografik ayrımının ve florometrik 

ölçümünün yapılması daha doğru sonuç elde edilmesini sağlamaktadır (97). 

 

Reaktifler 

-1,1,3,3 tetraetoksi propan (MDA standardı) 

-2,8 mmol/L butillenmiş hidroksi toluen (etanolde) (BHT) 

-%8,1 SDS (sodyum dodesil sülfat) 

60 



-8g/L tiyobarbitürik asit (TBA)+ asetik asit karışımı (TBA, 200mL/L asetik asit ile 1/1 

dilüe) 2M NaOH ile PH 3,5’a ayarlandı. 

-Butanol:piridin (15:1) 

-0,01M  KH2PO4 ultra saf su ile hazırlandı. 

-0,01M  K2HPO4 ultra saf su ile hazırlandı. 

-1,1,3,3 tetraethoksi propane ile 10mM /L stok standart hazırlandı (distile su ile).  

Daha sonra bu standarttan 50, 40, 20,10, 5, 3, 1.5, 0.75, 0.375, 0.188, 00687 µM/L 

konsantrasyonlarda standartlar oluşturuldu. 

 

Analiz Aşamaları 

-Akış hızı 0,8ml/dk. 

-Kolon ısısı 40 ºC 

-Dedektör dalga boyu florosan dedektör 

-Ex 515, Em 553 

-Dad dedektör 532nm 

-Enjeksiyon miktarı 25 µl 

-Kolon:  P henomenex C18 nemesis olacak şekilde HPLC sistem hazırlandı. 

• Mobil faz: Tampon 80 µl, metanol 10 µl, asetonitril 10 µl  

• 50µl std, numune üzerine 20µl 2.8mM BHT + 40 µl %8.1 SDS + 600 µl 8g/L 

TBA asetik asit karışımı eklendi.  

• 95ºC de 1 saat inkübe edildi.  Buz üzerinde soğutuldu. 

• Soğuduktan sonra 200µl saf su + 1000 µl butanol : piridin karışımı eklendi. 

• 1 dakika vortekslendi.  

•  İki-üç dakika inkübasyondan sonra ayrılmış olan renkli üst faz 1,5 mL’lik plastik 

eppendorf tüplere alındı.  

•  10000 RPM’de beş dakika santrifüj edildi.  

Yukarıda anlatıldığı şekilde önce standartlar çalışıldı (Agilent 1100 Serisi, 

Waldron, Almanya).  Sistemin ve standartların düzgün olduğu görüldükten sonra 

numunelerin çalışılmasına geçildi.  Her altı örnekte bir standart çalışılmak suretiyle 

numuneler çalışıldı (Şekil 18 ve 19).  Örneklerdeki MDA  konsantrasyonları kendisine 

en yakın standardın alanı ile doğru orantı kurularak hesaplandı.   Sonuçlar protein 

düzeylerine oranlanarak mg protein başına nmol olarak ifade edildi. 
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Şekil 18.   10µM konsantrasyonundaki MDA standardının kromotogramı 

 

 
Şekil 19. 1mM melatonin uygulanmış hücre kültür ortamı örneğinin MDA analizinin 

kromotogramı 
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3.7. MATRİKS METALLOPROTEİNAZ-9 AKTİVİTE DENEYİ 
Farklı melatonin konsantrasyonları ile inkübe edilen CaCo-2 hücrelerinin ortamları 

toplandı.  Hücre kültür süpernatantları 5 dakika 10000 g’de +4ºC’de santrifüj edildi.   

% 0,1 triton X100 ile homojenize edilmiş olan doku örnekleri 15 dakika 

10000 g’de +4ºC’de santrifüj edildi. Hücre kültür ortamlarında ve homojenize doku 

örneklerinde aktif MMP-9 düzeyleri ELISA metodu ile (Sensolyte Plus, Anaspec) 

hazır kit kullanılarak ölçüldü.   

 

Kit içeriği 

-Monoklonal anti insan MMP-9 antikoru ile kaplanmış 96 kuyucuklu plak. 

-Yıkama tamponu 10x konsantre deiyonize su ile 9 kez sulandırıldı. 

-MMP-9 standardı (10 µg/ml rekombinant insan pro MMP-9), 10 µl standardına 490 

µl dilüsyon tamponu eklenerek 200 ng/ml’lik standart hazırlandı.   Bu standarttan seri 

dilüsyon yapılarak 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125 ng/ml’lik 6 tane standart 

hazırlandı.  Tüm bu işlemler buz üzerinde yapıldı. 

-MMP dilüsyon tamponu 

-Assay tamponu 

-APMA (4-aminofenilmerkürik asetat) (100mM ). Assay tamponu ile 1mM olacak 

şekilde dilüsyon yapıldı. 

-MMP-9 substratı (5-FAM/QXL 520 FRET peptid) deney tamponu ile 1/200 dilüsyon 

yapıldı. 

 

Analiz Aşamaları 

• Tüm kit içeriği oda ısısına getirildi.  Prospektüsde yazıldığı şekilde reaktiflerin 

dilüsyonları yapıldı 

• Monoklonal anti insan MMP-9 antikoru ile kaplanmış olan kuyucuklara 100 µl 

örnek, standart ve blank (MMP-9 dilüsyon tamponu) eklendi.  

• 100-200 RPM’de oda ısısında bir saat inkübe edildi.   

• 200 µl yıkama tamponu ile tüm kuyucuklar dört kez yıkandı. 

• MMP-9 standardı zimojen yapıda olduğundan, standartların bulunduğu 

kuyucuklara 100 µl, 1mM APMA eklenip 37 ºC’de iki saat inkübe edilerek aktif 

hale getirildi.   
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• Tüm kuyucuklar 200 µl yıkama tamponu ile dört kez yıkandı. 

• Tüm kuyucuklara 100 µl MMP-9 substrat eklendi. 

• Plak kapatılarak karanlıkta 16 saat inkübasyondan sonra,  mikroplak ELISA 

okuyucuda (Thermo labsystems multiskan spectrum marka) 490/520 nm’de 

(eksitasyon/emisyon)  floresans absorbanslar okundu. 

• Standart grafiğe (Şekil 20) göre aktif MMP-9 düzeyleri bulundu. 

• Sonuçlar hücre kültür ortamındaki protein düzeylerine oranlanarak ng/mg 

protein olarak değerlendirildi. 
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Şekil 20. Aktif MMP-9 standart grafiği 

 

3.8. DOKULARIN MMP-9 YÖNÜNDEN İMMÜNOHİSTOKİMYASAL İNCELENMESİ 
Her olgunun H&E boyalı preperatları arşivden çıkarıldı. 

  İmmün-histokimyasal boyama için parafin bloklardan hazırlanan kesitler 

poly-L-lysin (MikroSlides Snowcoat X-tra, Surgipath, Richmond, IL, USA) kaplı 

lamlara alındı.  Alınan kesitler deparafinizasyon ve rehidratasyon işlemi sonrası 

endojen peroksidaz aktivitesinin bloke edilmesi için % 3’lük H2O2’de 15 dakika 

bekletildi.  Antikorun nonspesifik bağlanmasını önlemek için protein blokajı uygulandı.  

Ardından primer antikor olan MMP-9 (NovoCastra, UK, NCL-MMP-9-439, 1/40) ile bir 

saat inkübe edildi.  Primer antikora bağlanan sekonder antikor ile 15 dakika ve 
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streptavidin-biyotin-peroksidaz enzim kompleksi ile 15 dakika inkübasyon işlemleri 

gerçekleştirildi.  Her bir aşamanın bitiminde kesitler PBS ile yıkandı.  Renklendirici 

olarak 3,3’-diaminobenzidin (DAB) ile inkübe edilen kesitlere hemotoksilen ile zemin 

boyaması yapılarak lamelle kapatıldı. 

Hemotoksilen eozin ile boyalı ve immünhistokimyasal boyama uygulanan 

örneklerin hepsi ışık mikroskobu ile (Olympus BX50) ile incelendi.  MMP-9’un 

epitelyum hücrelerinde, inflamatuar hücrelerde sitoplazmik boyanması değerlendirildi.  

Boyanma yoğunluklarına göre hafif boyananlara +1, orta derecede boyananlara +2, 

güçlü boyananlara +3 puan verildi. 

  
3.9. İSTATİSTİKSEL ANALİZ  
Araştırmadan elde edilen veriler, SPSS 15.0 istatistik programında değerlendirilmiştir.  

İstatistiksel incelemede 0.05’in altındaki p değerleri % 95 güven aralığı ile anlamlı 

olarak kabul edilmiştir.  MDA, NO, MMP-9 ölçümlerine ait tüm veriler ortalama ± 

standart error mean (SEM) olarak ifade edilmiştir.  Ortalamaların karşılaştırılmasında 

Mann-Whitney U testi uygulandı. Değişkenler arasındaki korelasyonların 

karşılaştırılmasında “Spearman’s nonparametrik testi” kullanıldı. 
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4. BULGULAR 
 
4.1. APOPTOTİK HÜCRELERİN DEĞERLENDİRİLMESİ 
Apoptotik hücrelerin değerlendirilmesi için hazırlanan boyalarla boyanarak havada 

kurutulmuş olan hücreler ışık mikroskobunda incelendi (Resim 2 ve 3).   Her 

seferinde 200 hücre sayılarak normal ve apoptotik hücre ayrımı yapıldı.  Hücre 

sayıları tablo V’’de gösterilmiştir. 

  0,1µM melatonin uygulanan örnekte hiç apoptotik hücre saptanmadı.  

Diğer gruplarda saptanan apoptotik hücre sayıları çeşitli idi ve uygulanan melatonin 

dozu ile ilişkili görünmüyordu. 

 

Tablo V. Deney ve kontrol gruplarında Normal/apoptotik hücre sayıları (N=normal 

hücre, A= apoptotik hücre, Sayılan toplam hücre sayısı=200) 

GÜNLER  

1 2 3 

Grup Melatonin dozu N A N A N A 

A 1 mM  194 6 199 1 198 2 

B 0,01 mM 192 8 200 0 196 4 

C 0,1 µM  200 0 200 0 200 0 

D 1 nM  198 2 197 3 197 3 

   
   

 D
en

ey
 G

ru
pl

ar
ı 

E 0,01 nM  199 1 195 5 198 2 

Kontrol 
Grubu F (−) 199 1 199 1 197 3 
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Resim 2                                                          Resim 3 

Resim 2.  Normal hücrelerin mikroskobik görünümü (X100)  

Resim 3.  Apoptotik hücre (Koyu renk boyanmış) (X100) 
 

4.2.   CACO-2 HÜCRELERİNDE MELATONİNİN MDA YAPIMI ÜZERİNE ETKİSİ  
Melatonin uygulanan gruplarda ve kontrol grubunda MDA konsantrasyonlarının 

günlere göre dağılım grafiği şekil 21’dedir. 

 

0,000

0,020

0,040

0,060

0,080

0,100

0,120

1mM 0.01mM 0.1µM 1nM 0.01nM kontrol

Melatonin

M
D
A
  (

nm
ol

/m
g 

pr
ot

ei
n)

Gün 1 Gün 2 Gün 3

 
Şekil 21. Melatonin uygulanan gruplarda ve kontrol gruplarında MDA 

konsantrasyonlarının günlere göre dağılım grafiği 

  Birinci günde en yüksek MDA konsantrasyonu 0,1µM melatonin uygulanan 

grupta ölçülmüştür; en düşük MDA konsantrasyonu ise 1mM ve 0,01nM melatonin 

uygulanan grupta ölçülmüştür.   
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  İkinci günde en yüksek MDA konsantrasyonu 0,01nM melatonin 

uygulanan grupta ölçülmüştür; en düşük MDA konsantrasyonu ise 1mM melatonin 

uygulanan grupta ölçülmüştür.   

  Üçüncü günde en yüksek MDA konsantrasyonu 0,01nM melatonin 

uygulanan grupta ölçülmüştür; en düşük MDA konsantrasyonu ise 0,1 µM melatonin 

uygulanan grupta ölçülmüştür. 

  Çalışmamızda; melatoninin bir ve üç günlük uygulamasının MDA 

düzeylerinde kontrol grubuna göre bir azalma gösterdiğini izledik. Fakat bu azalma 

istatistiksel olarak anlamlı değildi.  

 

4.3.   CACO-2 HÜCRELERİNDE MELATONİNİN NO. YAPIMI ÜZERİNE ETKİSİ 
Melatonin uygulama grupları ve kontrol gruplarının günlere göre ortalama NO. 
düzeyleri şekil 22’de gösterilmiştir.  
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Şekil 22. Melatonin uygulanan gruplarda ve kontrol gruplarında NO 

konsantrasyonlarının günlere göre dağılım grafiği 

 

Birinci günde en yüksek NO. konsantrasyonu 1nM melatonin uygulanan 

grupta ölçülmüştür; en düşük NO. konsantrasyonu ise 0,01nM melatonin uygulanan 

grupta ölçülmüştür. 
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İkinci günde en yüksek NO. konsantrasyonu 0,01mM melatonin uygulanan 

grupta, en düşük NO. konsantrasyonu ise 0,01nM melatonin uygulanan grupta 

ölçülmüştür. 

Üçüncü günde en yüksek NO. konsantrasyonu 0,01mM ve 1nM melatonin 

uygulanan grupta, en düşük NO. konsantrasyonu ise 0,1µM melatonin uygulanan 

grupta ölçülmüştür. 

Melatonin uygulamasının bir ve ikinci günlerinde NO. düzeyleri arasında 

anlamlı bir fark görülmemesine rağmen üçüncü günün sonunda 1mM melatonin 

uygulanan grupta NO. yapımı kontrol grubuna göre anlamlı şekilde azalmıştır (p< 

0.05).   Üçüncü gün sonunda 0,1µM ve 0.01nM melatonin uygulanan gruplarda da 

NO. yapımının anlamlı şekilde (p< 0.05) azaldığı izlenmiştir. 
 

4.4. CACO-2 HÜCRELERİNDE MELATONİNİN MMP-9 YAPIMI ÜZERİNE ETKİSİ 
Melatonin uygulama grupları ve kontrol gruplarının günlere göre ortalama aktif MMP-

9 düzeyleri Şekil 23’de gösterilmiştir. 

  Birinci günde en yüksek aktif MMP-9 konsantrasyonları 0,01mM melatonin 

uygulanan grupta; en düşük MMP-9 konsantrasyonları ise 1mM melatonin uygulanan 

grupta görülmüştür. 

  İkinci günde en yüksek aktif MMP-9 konsantrasyonları 1nM melatonin 

uygulanan grupta; en düşük MMP-9 konsantrasyonları ise 1mM melatonin uygulanan 

grupta görülmüştür. 

  Üçüncü günde en yüksek aktif MMP-9 konsantrasyonları 0,01mM 

melatonin uygulanan grupta; en düşük MMP-9 konsantrasyonları ise 1nM melatonin 

uygulanan grupta görülmüştür. 

Melatonin uygulama grupları ile kontrol grupları arasında aktif MMP-9 

düzeylerinde birinci ve ikinci günler arasında anlamlı bir fark yokken üçüncü günün 

sonunda 1mM, 0,01mM ve 0,01nM melatonin uygulama grupları ile kontrol grupları 

arasında istatistiksel olarak anlamlı fark bulunmuştur (p<0,05). 
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Şekil 23. Melatonin uygulanan gruplarda ve kontrol gruplarında aktif MMP-9’un 

günlere göre dağılım grafiği 

 
4.5. BİYOKİMYASAL PARAMETRELER ARASINDAKİ KORELASYONLAR                              
Spearman’ın nonparametrik korelasyon analizinde melatonin uygulanan gruplarda  

doz dikkate alınmadan ikinci ve üçüncü günlerde ölçülen MDA düzeyleri arasında 

pozitif yönde güçlü bir korelasyon bulunmuştur ( p= 0.000 r = 0.469) (Şekil 24). 
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Şekil 24. Melatonin uygulanan CaCo-2 hücrelerinin ikinci ve üçüncü günlerdeki MDA 

düzeyleri arasındaki ilişki  
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Melatonin uygulamasının doz dikkate alınmadan ölçülen birinci gün sonu 

NO. düzeyleri ile ikinci gün sonu MDA düzeyleri arasında negatif yönde güçlü bir 

korelasyon izlendi (p = 0.000;  r = -0.525) (Şekil 25). 
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Şekil 25. Melatonin uygulanan CaCo-2 hücrelerinde birinci gün sonunda NO 

düzeyleri ile ikinci gün sonundaki MDA düzeyleri arasındaki ilişki  

  Melatonin uygulamasının doz dikkate alınmadan ölçülen birinci gün sonu 

NO. düzeyleri ile üçüncü gün sonu MDA düzeyleri arasında negatif yönde korelasyon 

izlendi (p = 0.014;  r = -0.333) (Şekil 26). 
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Şekil 26. Melatonin uygulanan CaCo-2 hücrelerinde birinci gün sonunda NO 

düzeyleri ile üçüncü gün sonundaki MDA düzeyleri arasındaki ilişki 

 

4.6. İMMÜNOHİSTOKİMYASAL İNCELEME SONUÇLARI 
Doku örneklerinin immünohistokimyasal incelemesi sonucunda (Resim 4) stroma 

hücrelerinde %27,5 olguda boyanma (MMP-9 ekspresyonu ) gözlenmedi.  Olguların 

%45’inde hafif derecede (+1), %27,5’unda ise orta derecede (+2) ekspresyon 

gözlendi.  Örneklerin epitel hücreleri incelendiğinde %45’inde MMP-9 ekspresyonu 

gözlenmezken, % 45’inde hafif ve %10’unun da orta derecede ekspresyon gözlendi. 
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 A                                         B            

         
                  C                                               D 

   

Resim 4. Kolorektal kanserli hastalarda tümör dokusunda MMP-9 ekspresyonunun 

immünohistokimyasal incelenmesi ( A-C-D: X200 B: x400) 
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5.  TARTIŞMA  

Kolorektal kanserler dünyanın değişik toplumlarında farklı sıklıkta görülen onkolojik 

bir sorundur.  Primer kolorektal kanserlerin %95’ini adenokarsinomlar oluşturur. 

Kolon kanserlerinin yaklaşık % 60’ı distal kolonda izlenirken ~%30’u rektum da, 

%20’si sigmoid kolonda yerleşir.  Kolon kanseri gelişiminde genetik ve çevresel 

faktörler etkilidir.   

Kolorektal kanserlerin başlangıç ve ilerleme aşamalarında reaktif oksijen 

radikallerinin rolü ileri sürülmüştür. Karsinogenezde DNA hasarı, hücre membranı, 

mitokondri hasarları önemli olup serbest oksijen radikallerinin tümör ilerlemesini ve 

başlayan hücre çoğalmasını arttırırken antioksidan enzimlerin tümör başlamasını ve 

ilerlemesini inhibe edebileceği ihtimalinin yüksek olduğu bildirilmiştir (76).  

Gastrointestinal mukoza; aerobik metabolizma esnasında fazlaca SOR oluşmasının 

bir sonucu olarak uzamış oksidatif stresin hedefidir.  Ayrıca intestinal sistem devamlı 

olarak oksidan besinlere maruz kalmaktadır (111).   

Melatoninin klinik açıdan etkili bir antioksidan ve dolayısıyla antikanserojen 

olduğuna inanılmaktadır.  Çeşitli klinik durumlarda melatoninin tümör büyümesini 

inhibe ettiği ve kanser kemoterapisinde yan etkileri önlediği rapor edilmiştir. Bu 

çalışmada güçlü bir antioksidan olan melatoninin kolon adanokanser hücre 

kültürlerinde NO., MDA ve MMP-9 üzerine etkileri araştırılarak melatoninin olası 

koruyucu etkilerinin moleküler yolu açıklanmaya çalışılmıştır. 

Melatoninin; hücreleri, dokuları ve organları serbest radikal oluşturan ajan 

ve olaylar (potasyum siyanid, L-sistein, aşırı egzersiz, karbon tetraklorid, iskemi- 

reperfüzyon, protein ve iyonize radyasyon gibi) sonucu gelişen oksidatif 

zedelenmeye karşı çeşitli serbest radikalleri ve serbest oksijen radikallerini (OH., 

peroksinitrit, NO., vb.) detoksifiye ederek koruduğu gösterilmiştir.  Melatoninin en 

potent endojen hidroksil radikal temizleyicilerinden biri olduğu ve glutatyon 

peroksidaz, glutatyon redüktaz ve SOD gibi antioksidan enzimleri stimüle ettiği, nitrik 

oksid sentetaz gibi oksidatif enzimlerin sentezinde ise inhibitör etki yaptığı 

belirlenmiştir. 

İnsan kolon dokusunda melatonin reseptörlerinin varlığı bilinmektedir.  

Kolon dokusunda üç tip melatonin reseptörü vardır:  MT-1, MT-2, MT-3.  Tümör hücre 

kültürlerinde MT-2’nin antiproliferatif rol oynadığı gösterilmiştir. 
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Tümör proliferasyonunda melatoninin rolünü inceleyen çalışmalar 

mevcuttur.  Fakat kolorektal kanserlerde in vitro deneylerle melatoninin rolünü 

inceleyen az sayıda çalışmaya rastlanmıştır (16,113). Farriol ve arkadaşları yaptıkları 

bir çalışmada düşük (10-7M-10-10M) ve yüksek dozlarda (1,2 ve 3x10-3M) melatoninin  

CT-26 sıçan hücrelerinde DNA sentezi üzerine olan etkilerini 5- bromo-2-deoksiüridin 

düzeylerine bakarak incelemişler, yüksek doz melatonin konsantrasyonları ile DNA 

sentezi arasında istatistiksel olarak anlamlı bir düşüş bulmuşlardır (76).  

Çalışmamızda melatoninin; apoptoz üzerine hiçbir doz ve uygulama süresinde 

anlamlı bir etki yapmadığını gözlemledik.  Ancak meletoninin apoptoz üzerine etkisi 

ile ilgili kesin yargıya varabilmek için apoptoz deneylerinin başka metodlarla da 

desteklenmesi gerekmektedir. 

Nitrik oksit, pro-inflamatuar veya antiinflamatuar etkileriyle akut ve kronik 

inflamasyonda önemli bir role sahiptir.  Barsak inflamasyonunda NO.’nun etkileri 

üzerine çalışmalar 1990’ların başından itibaren artış göstermiştir.  Bu araştırmaların 

bazılarında NO. inhibisyonu dokularda fonksiyon bozukluğu ve hasara neden olurken, 

bir kısmında da yararlı etkiler göstermiştir.  Nitrik oksit oldukça reaktif bir moleküldür 

ve doğrudan ya da peroksinitrit oluşumu yoluyla oksidan etki gösterir.  Bu oksidan 

özelliği nedeniyle bakterisid ve tümör hücrelerine karşı sitotoksiktir, savunma 

sisteminin bir parçası olarak görev yapar.  Nitrik oksidin birçok zararlı etkisi 

süperoksit anyonu ile reaksiyonu sonucu oluşan peroksinitrite bağlı olarak ortaya 

çıkar (65).  Biyolojik sistemlerde üretilen yüksek konsantrasyonlardaki NO.’nun zararlı 

etkileri üç mekanizma ile gerçekleşir.  Bunlardan ilki, NO.’nun oksijene benzer şekilde 

hücre içine girerek, paylaşılmamış elektronu bulunan bir molekül olduğu için hücre 

içinde proteinlerin yapısında bulunan demir gibi geçiş metallerine bağlanması ve 

ortama serbest demir salınmasına neden olmasıdır.  İkincisi, otooksidasyon ile N-

nitroso bileşiklerini oluşturarak DNA’ya zarar veren N2O3 oluşturmasıdır.  Son olarak 

da nitrik oksit, oksijen radikalleri ile reaksiyona girerek DNA, proteinler ve hücre 

membran lipidlerini okside eden peroksinitrit üretmesidir.  Nitrik oksit fizyolojik ve 

patofizyolojik olaylarda hücresel toksisiteyi gösteren bir biyoregülatör moleküldür 

(117). 

  Aktive olmuş immün sistem hücrelerinde NO. üretiminin artmış bulunması 

NO. ve kanser gelişimi arasında bir bağ olduğunu düşündürmektedir.  İnsan kolon 
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adenomlarında gözlenen NOS izoformlarındaki artış, kolon kanseri gelişimi sürecine 

önemli katkılarda bulunmaktadır (64).  Yakın zamanda yapılan çalışmalar NO.’in en 

az iki mekanizma ile tümör gelişimi ile ilgili olabileceğini göstermiştir.  Bunlardan 

birincisi, anjiogenezisin stimülasyonu, diğeri ise DNA üzerinde serbest radikallerin 

direk aktivasyonu ile artmış mutagenezisidir (68). 

Navarro ve arkadaşları HT-29 kolon adenokanser hücrelerinde 

melatoninin NO. yapımı üzerine etkilerini inceledikleri bir çalışmada melatoninin doza 

bağlı bir şekilde NO. düzeylerinde düşüşe sebep olduğunu göstermişlerdir.  

Maksimum etki 4mM melatonin dozunda olmak üzere 1mM doz melatoninde de NO. 

düzeylerinde anlamlı azalma göstermişlerdir (118).  Benzer şekilde Papazisis ve 

arkadaşları yaptıkları çalışmada, 72 ve 96 saat sonunda melatoninin sitotoksik 

etkilerini incelemişler ve 0.1 mM’ın üzerindeki melatonin dozlarının HT-29 hücreleri 

için sitotoksik olduğunu göstermişlerdir.  Aynı çalışmada 0.1mM’dan daha düşük 

dozlarda melatoninin, hücre büyümesi ve DNA sentezi üzerinde herhangi bir etki 

yapmadığını gösterilmiştir.  Sitotoksik etkiler özellikle 1mM ve üzeri dozlarda dramatik 

şekilde artmıştır (120).  Biz çalışmamızda 1mM’nın üzerindeki melatonin dozlarının 

toksik etki yapacağını düşünerek maksimum melatonin dozumuzu 1mM olarak 

belirledik. Melatonin dozlarını 1/100 oranlarında düşürerek farklı dozlarda melatonine 

yanıtın nasıl olacağını izlemeyi amaçladık. 

Çalışmamızda melatonin uygulamasının bir ve ikinci günlerinde NO. 

düzeyleri arasında anlamlı bir fark görülmemesine rağmen üçüncü günün sonunda  

1mM melatonin uygulanan grupta NO. yapımı kontrol grubuna göre anlamlı şekilde 

azalmıştır (p< 0.05).  Bu sonuç Navarro ve arkadaşlarının yaptıkları çalışma ile 

uyumludur.  Bu sonuca ek olarak yine üçüncü gün sonunda 0,1µM ve 0.01nM 

melatonin uygulanan gruplarda da NO. yapımının anlamlı şekilde (p< 0.05) azaldığı 

izlenmiştir.  Bu sonuçlar melatoninin NO. oluşumunu doza ve zamana bağımlı olarak 

etkilediği düşündürmektedir.  NO.’in tümör hücrelerine karşı sitotoksik etkisi göz 

önüne alındığında, melatonin tedavisinin NO. düzeylerinde azalmaya neden olması 

ile melatoninin oksidatif hasara karşı koruyucu etkisini NO. üzerinden göstermesi 

mümkündür. 

Serbest radikal aracılı doku hasarının göstergesi olarak daha çok oksidatif 

hasar sonucu oluşan ürünlerin ölçülmesi yoluna gidilmektedir.  Bu amaçla lipid 
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peroksidasyonunun yıkım ürünlerinden biri olan MDA, oksidatif hasarın in vivo 

göstergesi olarak en sık ölçülen parametredir.  Kolon kanserli hastaların serum MDA 

düzeyinin yüksek bulunması, serbest oksijen radikalleri ile oluşan lipid 

peroksidasyonunun sonuçlarından biridir.  Bu sonuç kolon kanserinde oluşan doku 

hasarında serbest oksijen radikallerinin ve oksidatif stresin rol aldığını 

düşündürmektedir.  Serum MDA düzeyi ölçümünün kolon kanseri hastalığının 

tanısında klinikte faydalı olabileceğini düşündürmektedir (100).  Bazı araştırmacılar 

kanserli hastalarda plazmada ve kanserli dokularda artan lipid peroksit düzeylerini 

bildirmişlerdir. (102, 103, 105). 

 Serbest oksijen radikallerinin düzenlenmesi biyokimyasal reaksiyonlardaki 

değişikliklerin normal bir sonucudur (5).  Membran fosfolipidlerini içeren hücre 

komponentlerinin oksidatif hasara karşı çok önemli bir koruma sunduğu dikkate 

alınmalıdır.  Serbest oksijen radikali üretimi hücresel membran dejenerasyonu ve 

DNA hasarının bir sonucu olarak artmış lipid peroksidasyonunu içererek hastalığın 

klinik ilerleyişinde artmaktadır.  Kanser hastalarında anormal olarak çoğalan 

hücrelerde artan lipid peroksidasyonunun serum lipid peroksitlerinde artışa yol açtığı 

gösterilmiştir.  Kanserde lipid peroksidasyonundaki artış Szatrowski ve Nathan 

tarafından gözlendiği gibi, zayıf antioksidan sisteme bağlı olabilir (98).  Kanser 

hastalarında MDA artışı biyolojik membranların yapısındaki poliansature yağ asidi 

ürünlerinin bulunmamasına bağlı olabilir.  Skrzydlewska ve arkadaşları yaptıkları bir 

çalışmada kolorektal kanser hastalarında plazma ve doku MDA konsantrasyonlarının 

arttığını göstermişlerdir (5).  Erata ve arkadaşları yaptığı bir çalışmada kolorektal 

kanserli hastaların normal dokuları ile malign dokuları arasındaki MDA düzeylerini 

karşılaştırmışlar ve malign dokuda MDA düzeylerinin %111 daha yüksek olduğunu 

göstermişlerdir (112). 

Kolon kanseri ile oksidatif stres ilişkisini gösteren birçok çalışma 

mevcuttur. Bayraktar ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada kolon kanserli hastalarda 

kontrol grubu ile karşılaştırıldığında serum MDA düzeylerinde anlamlı bir artış 

görülmektedir (114).  Otamiri ve arkadaşları yaptıkları çalışmada kolorektal kanser 

hastalarında normal doku ile karşılaştırıldığında MDA düzeylerinde anlamlı bir 

yükselme bulmuşlardır (105).   Mei ve arkadaşları yaptıkları bir çalışmada kolitli 

ratlardan aldıkları inflamasyonlu kolonu lipopolisakkaritle uyararak in vivo ve in vitro 
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melatoninin MDA ve NO. üzerine etkilerini incelemişlerdir.  In vitro deneylerde 

lipopolisakkaritle uyarılan hücrelerde 1mM dozda melatonin uygulamasının NO. 

düzeyinde anlamlı bir düşüşe sebep olduğunu, 10 µM ve 100 µM dozlarda ise NO. 

düzeylerinde bir azalma olduğunu fakat bu azalmanın anlamlı olmadığını 

göstermişlerdir.   10 µM, 100 µM ve 1mM dozların her üçünde de melatoninin MDA 

düzeylerinde ise anlamlı bir azalmaya sebep olduğunu göstermişlerdir (13).     Biz, 

çalışmamızda melatoninin dozdan bağımsız olarak bir ve üç günlük uygulanmasının 

MDA düzeylerinde kontrol grubuna göre bir azalma gösterdiğini izledik. Fakat bu 

azalma istatistiksel olarak anlamlı değildi. Mei ve arkadaşlarının yaptıkları çalışmada, 

kolon kanseri hücrelerinin lipopolisakkaritle uyarılmasının, MDA düzeyindeki 

değişiklikleri yansıtması açısından önemlidir.  Bizim, çalışmamızda MDA 

düzeylerinde anlamlı bir değişiklik izlenmemesi hücreleri herhangi bir oksidatif ajanla 

uyarmamış olmamız sebebiyle olabilir. 

Yerer ve arkadaşları yaptıkları çalışmada plazma melatonin 

seviyelerindeki değişikliklerin eritrosit MDA düzeylerinde değişikliklere sebep 

olduğunu fakat bu değişikliklerin istatistiksel bir anlamlılık taşımadığını göstermişlerdir 

(119).  Biz de çalışmamızda; kullandığımız melatoninle doku MDA düzeylerinde 

anlamlı bir fark bulamadık.  Bu sonuç melatoninin antioksidan etkinliğinin lipid 

peroksidasyonu üzerine etkisi olmadığını düşündürmektedir. 

Kanserde ESM, tümör dokusunun büyümesi ve tümör hücresinin 

yayılımını önlemek için primer bir bariyer olarak görev yapar.  Tümör invazyonu ve 

metastazın mekanizması ile ilgili yapılan yeni çalışmalarda, bazal membran (BM) ve 

ESM bozulmasının asıl basamak olduğu gösterilmiştir.  Malign tümörler bu bariyeri 

aşmak için metalloproteinazları kullanırlar (18, 27,116).  Matriks metalloproteinazlar 

ekstrasellüler matriks yıkımını hem direkt olarak hem de tümör invazyonuna karışan 

diğer biyolojik sistemlerle etkileşerek, hücre adezyon molekülleri, sitoskeletal 

proteinler ve büyüme faktörleri aracılığıyla gerçekleştirirler (1). Matriks 

metalloproteinazlar, ekstrasellüler matriks ile bazal membran komponentlerini 

parçalama yeteneğine sahip olan bir enzim ailesidir (22, 27).  Bu enzimler doku 

yeniden yapılanması, morfogenezis, yara iyileşmesi ve normal gelişimsel süreç gibi 

fizyolojik durumlarda rol oynadıkları gibi tümör hücresi invazyonu, anjiogenezis ve 

metastaz gibi patolojik süreçlerde de yer alırlar (27). 
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Literatür incelendiğinde kolorektal kanserde MMP-9 düzeylerini inceleyen 

çok sayıda çalışmaya rastlanmıştır (1, 3, 4, 22, 29, 36, 106, 107, 108, 109, 110). 

Parsons ve arkadaşları tarafından yapılan bir çalışmada, kolon adenomlarında 

normal mukozaya göre karşılaştırıldığında pro MMP-9 düzeyinin daha yüksek olduğu 

gösterilmiştir.  Araştırmacılar ılımlı (moderate) displastik poliplerle şiddetli displastik 

polipler, karşılaştırıldığında MMP-9’da artmaya doğru bir eğilim olduğunu bildirmişler 

ve MMP-9’daki bu artışın tümörün invazyon ve metastaz yapma potansiyelinde 

önemli bir role sahip olabileceğini göstermişlerdir (106). 

Kolonik ve rektal tümörler arasında MMP-9 ekspresyonunda farklılıklar 

mevcuttur.  Roeb ve arkadaşları normal dokuyla karşılaştırdıklarında kolon 

kanserinde MMP-9 ekspresyonu beş kat artmış fakat rektal kanserli hastaların normal 

dokuları ile kanser dokusu arasında MMP-9 ekspresyonunda bir fark bulamamışlardır 

(107).  Kolorektal kanserde MMP-9 seviyelerindeki artış direk tümör progresyonuyla 

ilgili olmaktan ziyade tümör dokusundaki ve etraf dokuda görülen tipik inflamasyonla 

izah edilmiştir.  Bununla birlikte görünürdeki inflamasyonun derecesi, tümördeki 

MMP-9 ekspresyonunun seviyesi ile iyi bir korelasyon göstermemektedir (108). 

Baker ve Leaper’ın çalışmalarında cerrahi rezeksiyondan sonra 77 

hastanın normal ve tümöral mukoza içeren doku örneklerinde latent MMP-9; tümör 

örneklerinin %99’unda normal dokuların da %91’inde tespit edilmiştir.  Aktif MMP-9 

kolorektal tümörlerde %86, normal dokuda ise %16 oranında gösterilmiş total MMP-

9 düzeyleri kolorektal tümörlerde normal dokuya göre anlamlı derecede yüksek 

bulunmuş.  Endojen aktif MMP-9 tümör dokularının %100’ünde normal kolorektal 

dokuların ise %71’inde gösterilmiştir. Yine, tümörün patolojik evresi ile MMP-9 

ekspresyon derecesi arasında bir uyum olduğu görülmüştür. Tümör 

diferansiyasyonu, derinliği, lenfatik ve vasküler invazyonla gelatinaz düzeylerinde 

farklılıklar gözlenmiştir.   Bu farklılıklar anlamlı bulunmamıştır.  Fakat aktivite 

deneyleri ile ölçülen, total MMP-9 ve endojen MMP-9 düzeyleri tümör dokularında 

anlamlı derecede yüksek bulunmuştur.  Tümör dokularında aktif ve latent MMP-9 lizis 

bandlarının her ikisi de Duke’s stage ile korelasyon göstermekte fakat diferansiasyon, 

tümör derinliği veya invazyonu ile korelasyon göstermemektedir (29). 

 Waas ve arkadaşları yaptıkları bir çalışmada karaciğer metastazı olan 

kolorektal kanserli hastaların metastatik tümör dokusunda, normal karaciğer 
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dokusuna göre daha yüksek miktarda MMP-9 aktivitesi saptamışlardır.  

Klinikopatolojik değişikliler ile MMP-9’un aktif ve latent formları arasında korelasyon 

olduğunu göstermişlerdir (22).  Tutton ve arkadaşları ise kolorektal kanserli 

hastalarda MMP-9 düzeylerini küratif cerrahi öncesi ve sonrası (6-12 ay sonra) 

dönemlerde incelemişler ve kanser dokularında MMP-9 düzeylerini normal dokuya 

göre anlamlı derecede yüksek bulmuşlardır (109).   Cerrahi sonrası dönemde MMP-9 

düzeylerinde cerrahi öncesi döneme göre anlamlı derecede düşme tespit etmişlerdir 

Baker ve arkadaşlarının yaptığı bir çalışmada kolorektal kanserli hastaların 

dokularında latent ve aktif MMP-9 düzeylerini karşılaştırmışlar ve tümör dokularındaki 

aktif MMP-9 düzeylerinin normal dokudan anlamlı derecede yüksek olduğunu 

bulmuşlardır (36). 

Ganguly ve arkadaşları indometazin ile indüklenmiş gastrik ülser 

hastalarında MMP-9’un aktivitesi üzerine melatoninin etkisini incelemişler ve 

melatoninin doza bağımlı olarak MMP-9 aktivitesini inhibe ettiğini göstermişlerdir.  

MMP-9 aktivitesinin azalması ile birlikte melatoninin ülserasyonu engellediğini 

bildirmişlerdir (110).  Bizim çalışmamızda, melatonin uygulama grupları ve kontrol 

grupları karşılaştırıldığında aktif MMP-9 düzeyleri arasında bir ve iki günlük melatonin 

uygulması sonunda anlamlı bir fark bulamadık.  Üç günlük melatonin uygulaması ise 

1mM, 0,01mM ve 0,01nM dozlarda MMP-9 düzeyleri kontrol gruplarına göre daha 

yüksek izlendi (p<0,05).  Literatürde kolon kanseri hücrelerinde melatonin 

uygulaması ile aktif MMP-9 düzeylerini karşılaştıran in vitro bir başka çalışmaya 

rastlamadık.  Bu yüzden çalışmamızdaki sonuçlarla literatür karşılaştırma imkanı 

bulamadık. 

 
6. SONUÇ VE ÖNERİLER 
Bu çalışmada CaCo-2 kolon adenokarsinom hücreleri kullanılarak in vitro şartlarda 

melatoninin antioksidan ve anti-kanserojen etkilerinin moleküler yolları araştırıldı.   

Çalışmamızda melatonin uygulamasının doza ve zamana bağlı olarak 

MMP-9 düzeylerinde kontrol gruplarına göre artışa neden olduğu, yine doza ve 

zamana bağlı olarak NO. düzeylerinde azalmaya neden olduğu gösterildi.  
Çoğu malign tümörde stromal fibroblastlar MMP-9’un primer kaynağıdır.  

Birçok tümörde görülen inflamatuar hücre infiltrasyonu da MMP üretimine neden olur.  
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Tümör hücreleri ise fibroblastlar tarafından MMP üretimini artıran faktörleri üretir.  Bu 

çalışmada direkt olarak melatoninin adenokanser CaCo-2 hücreleri üzerine etkisini 

incelendi.  Çalışmanın daha ileri dönemlerinde CaCo-2 hücreleri ve fibroblastlar 

ve/veya inflamatuar hücreler ortama eklenerek melatoninin ko-kültür ortamında 

etkilerinin incelenmesinin daha faydalı olacağı kanısındayız.  Ayrıca yine aynı 

ortamda MMP’ların aktivitesinin kontrolünde önemli etkisi olan proteinaz 

inhibitörlerinin de incelenmesi kolorektal tümör gelişimi ve metastaz patogenezine 

daha ayrıntılı ışık tutacaktır.  

Bozuk apoptotik mekanizma kanser gelişiminin özelliklerinden biridir.  

Kanser hücrelerinde apoptozisi arttırmak, kanser tedavisindeki hedeflerden biridir.  

Bu çalışmada melatoninin, uygulanan hiçbir dozunda hücrelerin apoptozu üzerine 

anlamlı bir etkisi izlenmemiştir.  Daha kesin bir yargı ancak apoptozun başka 

metodlarla da incelenmesi ile mümkün olacaktır.  

Melatoninin olası “dual” etkisi nedeniyle kanser tedavisi ve kanserden 

korunma amacıyla kullanılması için şimdilik dikkatli olunması gereklidir. 
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ÖZET 
 

KOLOREKTAL TÜMÖRLERDE MATRİKS METALLOPROTEİNAZ-9, NİTRİK 
OKSİT VE MALONDİALDEHİD KONSANTRASYONLARI ÜZERİNE MELATONİNİN 
ETKİSİ 

 
Adnan Menderes Üniversitesi Tıp Fakültesi Biyokimya AD, 09100-Aydın 

 
Kolorektal kanser (KRK), günümüzde en sık rastlanan kanser tipleri arasındadır.  

KRK’de prognozu belirleyen faktörler, lokal invazyon ve metastatik tümör yayılımdır.  

İnvazyonu önleyen en önemli bariyer olan kollajen başlıca matriks 

metalloproteinazlarca (MMP) parçalanır. MMP’lar metastaz oluşumundaki rolleri 

nedeniyle prognoz tayininde ve yeni tedavi hedeflerinin belirlenmesinde önemli role 

sahiptirler. Bilinen en kuvvetli endojen antioksidan olan melatoninin tümör 

büyümesini inhibe ettiği ve kanser kemoterapisinde yan etkileri önlediği bildirilmiştir.   

 Bu çalışmada melatoninin CaCo-2 adenokanser hücrelerinde NO, MDA ve 

MMP-9 yapımına etkileri araştırıldı. Melatonin CaCo-2 hücre kültürlerine farklı 

dozlarda (10-11M-10-3M) ve farklı sürelerle (24-48-72 saat) uygulandı. Kontrol 

grubuna melatonin uygulanmamıştır. Besiyerinde MDA düzeyi HPLC yöntemiyle, NO 

düzeyi griess reaksiyonuna dayanan yöntemle ve MMP-9 düzeyleri ELISA 

yöntemiyle ölçüldü.  Apoptoz tayini lökostat boyaması yapılarak değerlendirildi. 

Ayrıca kolorektal kanser tanısı alan 15 hastanın kolonoskopik biyopsi materyallerinde 

MMP-9 düzeyleri, immünohistokimyasal olarak değerlendirildi.   

  Melatoninin CaCo-2 hücrelerinde apoptoz üzerine etkisi izlenmedi.  

Melatonin (1mM) uygulamasında üçüncü günün sonunda NO düzeylerinde kontrol 

grubuna göre azalma izlendi (p< 0.05). Melatonin uygulaması MDA düzeylerinde 

değişikliğe yol açmadı. Üç günlük melatonin uygulaması sonucu 1mM, 0,01mM ve 

0,01nM dozlarda aktif MMP-9 düzeylerinde kontrol grubuna göre artış gözlendi 

(p<0,05). 

  Kolorektal kanserlerde MMP-9 düzeyleri tümör gelişiminde ve metastaz 

oluşumunda önemli rol oynamaktadır. Melatonin uygulamasının NO düzeyleri üzerine 

etkileri melatoninin antitümöral etkiye sahip olabileceğini düşündürürken MMP-9 

düzeyleri üzerine etkisi şaşırtıcıdır. Melatoninin adenokanser hücreleri üzerine dual 
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etkili olması olası olup KRK’deki etki mekanizmalarına yönelik daha kapsamlı 

çalışmalara ihtiyaç vardır. 

 

Anahtar Sözcükler: 
Kolorektal kanser, malondialdehid, melatonin, matriks metalloproteinaz-9, nitrik oksit 
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SUMMARY 
 

EFFECTS OF MELATONIN ON MATRIKS METALLOPROTEINASE-9, NITRIC 
OXIDE AND MALONDIALDEHYDE CONCENTRATIONS IN COLORECTAL 
CANCERS 

 
Adnan Menderes University, Faculty of Medicine, Dept. of Biochemistry, 09100-
Aydın 

 
Colorectal cancers (CRC) are among the most common cancer types in today’s 

world.  In CRC, local and the metastic invasions are the factors determining the 

prognosis of the disease.  The most important barrier against invasion is collagen 

which is degarded mainly by matrix metalloproteinases (MMPs).  MMPs play 

important roles in determining prognosis and new targets of therapy dueto their 

important roles in metastasis. Melatonin, the most potent endogen antioxidant 

known, has been reported to inhibit tumour progression and to prevent the side 

effects caused by chemotherapy.   

  In this study, effetcs of melatonin on NO, MDA and MMP-9 production by 

CaCo-2 adenocancer cells were investigated. Different doses of melatonin (10-11M-

10-3M)  were applied to CaCo-2 cells for various durations (24-48-72 hours). Control 

group did not receive any melatonin treatment.  Culture medium was analysed for 

MDA by HPLC method, while NO levels were measured by Griess reaction. MMP-9 

levels were measured using ELISA method.  Presence of apoptosis was investigated 

by leukostat staining. Furthermore, biopsy materials from 15 patients with colcorectal 

tumour diagnosis were evaluated for MMP-9 production by immunostaining.   

  Melatonin did not have any apoptotic effect on CaCo-2 cells.  Melatonin 

treatment at a dose of 1mM caused a decrease in NO levels on the third day of 

treatment compared to the controls (p< 0.05). There was no change in MDA levels by 

melatonin treatment. At day three, melatonin treatment at doses of 1mM, 0,01mM 

and 0,01nM caused an increase in MMP-9 levels compared to the control group 

(p<0,05). 

  Matrix metalloproteinase-9 levels play an important role in tumour 

development and metastasis in colorectal cancers. While inhibitory effects of 
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melatonin on NO production suggest a role for the antioxidant an antitumoral effect, it 

was surprising to see the effects of it on MMP-9 production. Further studies are 

needed to investigate the possible dual effects of melatonin on colorectal cancers. 

 

Keywords: 
Colorectal cancer, malondialdehyde, melatonin, matrix metalloproteinase-9, nitric 

oxide 
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