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11. GIRIS VE AMAG

Kolorektal kanser (KRK) ginimuzde gelismis Ulkelerde en sik rastlanan kanser tipleri
arasinda olup bes yillik sag kalim suresi %45 olarak bildirilmistir (1). Kolorektal
kanserlerde prognozu esas olarak belirleyen faktorler lokal invazyon ve metastatik
timér yayilimidir. invazyon ve metastaz icin timér hiicresinin sirdirmesi gereken
u¢ asama sirasiyla; 1) vaskuler endotel ve ekstraselliler matrikse tutunma, 2) lokal
proteoliz ve 3) hareketlilik kazanma olarak siralanabilir. Bunlardan son ikisinde gesitli
proteolitik enzimler rol oynamaktadir. Bu enzimler normal organizmada da mevcut
olup malignitelerde yuksek plazma seviyelerinin artmis metastaz yetenegdi ile
birlikteligi gosterilmistir (1).

Invazyon icin bazal membranin ve gevredeki interstisyel stromanin
parcalanmasi gereklidir. invazyonu onleyen en &nemli bariyer kollajendir.
interstisyum ve stromada daha ¢ok tip | ve tip Il kollajen bulunurken, bazal
membranda tip IV ve V kollajen bulunmaktadir.

Kollajen esas olarak matriks metalloproteinazlar (MMP) tarafindan
parcalanir. MMP’lar sentezlendikleri hlcreden salindiktan sonra aktive olurlar.
Enzimlerin aktivitesinin regllasyonunda serin proteazlar, diger aktif MMPlar ve
enzimlerin endojen inhibitorleri, MMP’larin doku inhibitorleri (TIMP) baglica roll oynar
(2). MMP’lar metastaz olusumundaki rolleri nedeniyle prognoz tayininde ve yeni
tedavi hedeflerinin belirlenmesinde énemli role sahiptir. Ornedin meme ve akciger
kanserinde artmis MMP-2 (jelatinaz A) ekspresyonu artmis metastaz potansiyeli ile
iligkili bulunmustur. Kolorektal kanserlerde ise ozellikle MMP-2 ve MMP-9
enzimlerinin ekspresyonunda ve aktivitesinde bir artis gdsterilmis olup bu artis ile
tumor evrelemesi arasinda pozitif bir korelasyon bildirilmistir (1, 3, 4, 24).

Yukarida da belirtildigi gibi karsinogenez c¢ok basamakh bir olaydir.
Tablonun tum evrelerinde gesitli serbest radikallerin karsinogenezi arttirici etkileri
vardir (5).

Nitrik oksit (NO) oldukga reaktif bir serbest radikaldir. Yari 6mri sadece
bir ka¢ saniyedir ve kolayca superoksit gibi serbest radikallerle birlegir. Biyolojik
sistemlerde hizla nitrit ve nitrata pargalanir. Nitrik oksit MMP’larin sentez ve

saliniminin regulasyonunda da onemlidir. Yakin zamanh calismalarda MMP-2 ve



MMP-9 yapimi ve sekresyonunda NO- nun olasi roltine dikkat ¢cekilmistir (7). Duz kas
hicrelerinde endotelial NOS (eNOS) artisinin MMP-2 ve MMP-9 aktivitesini
azaltirken TIMP-2 yapimini arttirdigi yonunde de vyayinlar vardir. NO/cGMP
yolaginin MMP ekspresyonu ve aktivitesi Uzerine etkisi oldugu bildiriimis fakat henuz
tam olarak agikliga kavugsmamistir (8).

Nitrik oksit ¢ok kisa yari dmru ve reaktivitesi nedeniyle lokal bir haberci
olarak etki eder, sinyal iletimi, apoptozis gibi birgok biyolojik olayda rol oynar.
Apoptozis gibi koruyucu mekanizmalarin bozuldugu karsinogeneziste NO- kanser
gelisiminde énemli rol oynamaktadir (6). Mutant p53 geni tasiyan HT-29 kolon
kanseri hiicrelerinde NO' sentaz ekspresyonu htcre proliferasyonunu arttirirken wild-
type p53 tasiyan hucrelerde NO- sentaz aktivitesi ve hicre buyumesi ve tumor
olusumu arasinda ters bir oranti izlenmistir (6).

Lipid peroksidasyonu bir tlr oksidatif doku hasari olup poliansatire yag
asitlerini etkiler. Tablo, hidrojen peroksit ve superoksit radikallerine maruz kalan
hucrelerin membranlarinda hasarlanma, hicre organellerinin kaybi ve sitozolik
aldehid ve peroksit Urlnlerinin olugsumu ile kendini gosterir. Malonildialdehid (MDA)
olusumu lipid peroksidasyonunun iyi bir gostergesidir. MDA serbest radikallerle
membran yag asitlerinin girdigi reaksiyonlarda baslica son drun olarak izlenir.
Kolorektal kanserlerde malign dokuda normal dokuya gore MDA duzeylerinde %
111’lere varan artislar bildirilmistir (9).

Antioksidanlar organizmada oksijenin varliginda olusan serbest oksijen
radikallerini etkisiz hale getirirler. Magnezyum, selenyum, vitamin E, C ve A gibi
eksojen olarak besinlerle aldigimiz antioksidanlarin yani sira organizmada
antioksidan olarak etki gosteren bircok madde sentezlenir. Organizmada endojen
olarak uretilen en 6nemli antioksidan maddelerden biri melatonindir. Melatoninin
antioksidan etkisinin vitamin E’den daha fazla oldugu yoninde yayinlar mevcuttur
(10).  Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin) triptofan metabolizmasinin ileri bir
urunad olarak basta epifiz bezi olmak Uzere ¢esitli dokularda serotoninden sentezlenir
(11). Lipofilik bir hormon olan melatonin viicutta yaygin olarak bulunur. iskemi-
reperflizyon, inflamasyon gibi serbest radikallerin ve bunlara eslik eden reaktiflerin rol

oynadigi cgesitli patolojik tablolarda melatoninin yararli, antioksidatif etkileri



gosterilmistir (11). Melatoninin ayrica nitrik oksit sinyal iletimi UGzerine olasi etkileri,
NO' ve NOO' yapimini azalttigi bildirilmistir (12,13).

intestinal sistem epifiz digsinda énemli bir melatonin sentez yeridir (11).
Melatonin intestinal sistemde enterokromafin hucrelerce Uretilir ve lokal
konsantrasyonlari sistemik konsantrasyonlarindan yuksektir. Simdiye kadar,
melatonin etkilerini géstermesinde rol oynayan iki melatonin reseptéri (MT1 ve MT2)
tanimlanmistir.  Bu reseptor tipleri intestinal sistemin farkli kisimlarinda farkli
oranlarda eksprese edilmektedirler (11, 14). Melatonin énemli immunmodulator ve
onkostatik etkileri prostat ve meme kanserlerinde gosterilmistir (11, 15). Noéronlarda
ve immun hucrelerde melatonin apoptozisi Onlerken bircok diger kanser hucresi
tipinde apoptotik etkilere sahiptir (16, 6). Kuvvetli bir antioksidan olarak melatoninin
kolon mukozasi hasarlanmasinda dnemli koruyucu bir rolt oldugu yonunde yayinlar
mevcuttur. Fare ve sigcan kolit modellerinde melatoninin mukoza hasarina yol agan
bircok parametrenin olusumunu azalttigi veya durdurdugu bildirilmistir (12).
Melatoninin kolon kanseri Uzerindeki etkileri ise henuz tam bir agiklik kazanmamigtir
(18, 20).

Bu calismada CaCo-2 kolon adenokarsinom hucreleri kullanilarak in vitro
sartlarda melatoninin antioksidan ve anti-kanserojen etkilerinin molekuler yollarinin
arastiriimasi amaclanmigtir. Bu amacla melatonin uygulanmig/uygulanmamig CaCo-
2 hucre kultira ortaminda lipid peroksidasyonu markeri olarak MDA, nitrik oksit
metabolizmasini izlemek Uzere NO' duzeyleri, kolon timoérinin metastazinda énemli

enzimlerden MMP-9’un aktivitesi incelenmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. KOLOREKTAL KANSER
Kolorektal kanserler (KRK) dunyanin degisik toplumlarinda farkli siklikta gorulen
onkolojik bir sorundur. Sanayilesmis ulkelerde gorulme sikligi gelismekte olan

ulkelere oranla daha fazladir.

2.1.1. Epidemiyoloji

istatistiksel bilgilerin glivenilir oldugu ABD’de kolorektal kanserler; erkeklerde prostat
ve akciger, kadinlarda meme ve akciger kanserlerinden sonra uguncu siklikta
gorulen kanserlerdir (23). Kolorektal kanserlerden o6lim butin kanserlerden

olimlerin % 10’unu olusturmaktadir (23).

2.1.2. insidans

Sporadik kolorektal kanser gelisiminde yas major bir risk faktorudur. KRK sikhgi 20-
39 yaslar arasinda son derecede dusuktur. 40-50 yas arasinda onemli oranlarda
artmaya baslar. Kolorektal kanserlerde tani yagi ortalama 62'dir. Ancak, kolorektal
kanserler igin risk 50-75 yas arasinda degisir. Yas ilerledikge risk orani yukselir.
Cocukluk yaslarinda seyrek gorulur. Bunlarin gogu predispozan faktorler ve polipozis
sendromu gibi pozitif aile anamnezi gosterirler (25).

Primer kolorektal kanserlerin %95’ini adenokarsinomlar olusturur. Kolon
kanserlerinin yaklasik %30 u rektumda % 25’i sigmoidde %5-10’u inen kolonda %10-
15'i transvers kolonda, ¢ikan kolon-gekumda da %25’i yerlesir.  Yapilan bir
calismada KRK yaklasik %45’inin rektumda %22’sinin de sigmoid kolonda goruldugu
bildirilmistir ( Sekil 1) ( 24).

Kolorektal kanser gorilme oranlari dinyanin degisik cografi bolgelerinde
farklihk gostermektedir. Kuzey Amerika ve Avrupa’daki birgok ulkede KRK gorulme
sikligi Afrika ve Asya’daki gelismekte olan ve/veya az gelismis bdlgelerden on kat
daha fazladir (23).

Tarkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanhdi verilerine gére 1999 yilindaki kolon

kanseri insidansi; erkeklerde %3.48, rektum kanseri insidansi %2.81°dir. Kadinlarda



ise insidans; kolon kanserinde %4.22, rektum kanserinde ise %3.84 olarak

aciklanmistir.

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Anahilim Dalindaki son 15 villik seride de gériildiigi gibi kanser kaln
bagirsadin aniize (makat) yakin alan son kisminlannda yani inen kolon, sigmoid, reltosigmoid ve rektum bélumlerinde daha

fazla clusmatktadir.
Tranvers Kolon

Hepatik
Fleksura
Yo2,d

Splenik
Fleksura
%2,7

Cikan inen
Kolon Kolon
%94 %4,9
Cekum
%11,2 Sigmeid
Kolon
%22,1

Sekil 1 Kolorektal kanserlerin kolonda gorulme oranlari (24)

Bu cografi farkliliklarin; genetik yatkinlik yaninda, diyetsel ve cevresel

faktorlerin etkisiyle olustugu kabul edilmektedir.

2.1.3. Mortalite

ABD en yuksek kolon kanseri insidans oranlarina sahip oldugu halde, en dusuk
mortalite hizina sahip ulkelerden biridir. Tedavi edilen butin KRK’lerin bes yillik
yasam oranlari ABD’de % 61, Cin'de % 32 ve Avrupa’da % 30 olarak bildirilmigtir
(23).

2.1.4. Risk Faktorleri
Kolon kanseri gelisiminde genetik ve gevresel faktorler etkilidir. Bunlardan; genetik
yatkinlik en belirgin risk faktéri olmakla beraber kolorektal kanserlerin blyuk
cogunlugu sporadik kanserlerdir.

Toplumun diyet ve yasam degisikligi ile KRK insidansinin % 66-75

oraninda azaltilabilece@i belirtiimistir. Benzer sekilde diyet degisikligi ve fiziksel



aktiviteyi arttirmanin insidans oranlarindaki azalmada rolu olabilecegi ileri
surtlmastir. Diyetsel faktorler disinda aspirin ve nonsteroid antiinflamatuar (NSAII)
ila¢ kullaniminin roli ve kanser taramalar ile adenomatdz poliplerin ¢ikariimis
olmalarinin da kanser insidansinda diguse neden olabilecegi belirtilmistir (23).
Kolorektal karsinom patogenezinde kirmizi et ve yag oranindan zengin
yuksek kalorili beslenmenin, antioksidan, antimutajen, antineoplastik vitamin ve eser
elementlerden yoksun, lifsel komponenti olmayan beslenme aligkanliginin tamor
olusumunda &nemli rolii vardir. Ulkeler arasindaki kolorektal kanser sikliklari
arasindaki degiskenlik beslenme, yasam tarzi ve ¢evresel faktorlerin farklihgini
yansitmaktadir. Endojen ve ekzojen karsinojenik etkenler, hatali beslenmeye bagl
koruyucu maddelerin eksikligi kolon mukoza epitel hucrelerinin rejenerasyon
kapasitesinin ve mukus kalitesinin kaybina neden olmaktadir. Tum bu faktorler
barsak epiteli ile direkt temasta olan intraliminal mikrofloranin ve igerigin
degismesine, epitel hucre membranlarinda yag asit oranlarinin yukselmesine, lipid
peroksidasyon radikallerinin artmasina neden olur. Ayrica, sitokinler, interlokinler,
prostaglandinler ve timor nekroz faktort alfa (TNF-a), NO™ gibi iltihabi medyatorler
mukoza epitel destriksiyonunun kalici hale gelmesine neden olur. Sonugta, genetik

ve somatik mutasyonlarla karsinogenezis baslar (25).

2.1.4.1. Yas
Kolorektal kanserler ileri yas hastaligi olup kisinin 50 yas ve Uzerinde olmasi orta

derecede bir risk faktortdur.

2.1.4.2. Aile Oykiisii
Sporadik Kanserler: Herediter sendromlarin yanisira sporadik kanserler iginde
genetik bir yatkinhgin s6z konusu oldugu anlasiimigtir. Epidemiyolojik ¢alismalarda
hastaliga sahip bireylerin birinci derece yakinlarinda KRK gelisme riski genel topluma
gore iki- Ug kat daha fazladir.

Familyal adenomat6z polipozis (FAP) ve herediter nonpolipozis kolorektal
kanser (HNPCC) en sik ailesel kolon kanseri sendromlaridir. Batin KRK’lerin % 5’ten

azini olustururlar (23).



2.1.4.3. Adenomatbz Polipler-Kanser

Kolorektal kanserlerin buyuk bir kismi adenomatdz poliplerin dogal seyri sonucu
gelismektedir. Adenomlar tanim olarak displazik epitele sahiptir ve bu benign
neoplazmlar malign dejenerasyon potansiyeline sahiptirler. Klinik calismalarda
adenomatdz poliplerin karsinomalarin 6nculi oldugu kanitlanmistir.  Adenomlarin
kolonda dagihimi karsinom dagilimi ile paraleldir. Endoskopik veya cerrahi olarak
cikarilan birgok polipte kanser odagi saptanmaktadir. Kanser riskinin polipteki
displazi derecesi ile dogrudan iligkili oldugu goésterilmigtir. Ayrica polipektomi yapilan

hasta grubunda KRK’den 6lim oranlarinin azaldigi goésterilmistir.

2.1.4.4. Inflamatuar Barsak Hastaligi (IBD)

Kronik Ulseratif kolit veya Crohn hastaligi olanlarda kolon kanser riskinin hastalik
suresi ile orantih olarak arttigi bilinmektedir. Bu grupta ortalama % 3-8 olan
kanserlesme orani, hastaligin baslamasindan 10 yil sonra % 10’a, 25 yil sonra %
30’lara kadar yukselmektedir. Crohn hastaligi olan kigilerde kolon kanseri genel
toplumdan daha erken yasta gorilir. IBD’'de karsinomanin baslangic lezyonu
displazidir. Kanser riski ylksek dereceli displazide en fazladir ve daha ¢ok

gorulebilen plaklar veya kitlelerde gelisir (23).

2.1.4.5. Diger Durumlar
Diabetes Mellitus, kolesistektomi, alkol, sigara icimi, Ureterokolik anastamozlar ve

pelvik radyasyon KRK olusumunda diger risk faktorleri olarak siralanabilir.

2.1.5. Koruyucu Faktorler

Kolorektal kanserler i¢in belirlenen risk faktorleri yaninda bazi koruyucu faktérler de
tanimlanmistir. Bunlar; meyve ve sebzeden zengin diyet, dizenli fiziksel aktivite,
duzenli aspirin veya NSAIl kullanimi ile postmenopozal kadinlarda hormon

replasman tedavisidir.

2.1.5.1. Diyet
Bircok epidemiyolojik gcaligma; sebze ve meyveden zengin diyet ile beslenmenin

kolorektal kanserden korunmayla iligkili oldugunu gostermigtir. Bu koruyucu etki;



sebze ve meyvelerdeki fiber (lif igerigi), antioksidan vitaminler, folik asit, selenyum
gibi mineraller, diger mikronutrientler veya fitokimyasallara veya henlz tam
bilmedigimiz elementlere bagl olabilir. Kolorektal kanserden korunmada diyetsel lifin
(fiber) potansiyel rolu oldugu gosterilmigtir. Bununla beraber hangi miktarda diyetsel
fiberin KRK gelisiminden korudugu acik olmadigi gibi bir grup ¢alismada uyumsuz
sonuglar rapor edilmistir. DustUk diyetsel fiber alan toplumlarda gidadaki total fiber
alimini iki katina g¢ikarmakla KRK riskinin % 40 oraninda dusurebilecegi ileri

surdlmustur (23).

2.1.5.2. Folik Asit

Hayvan ve insan galismalarinda elde edilen bilgiler folik asidin kolon doku kultarinde
kanser patogenezini inhibe ettigini gostermistir. 400 pg/gun folik asit iceren
multivitamin kullanan kadinlarda KRK gelisme riski 6nemli oranda azaldidi
bildirilmistir (23).

2.1.5.3. Kalsiyum
Bir diger muhtemel koruyucu faktér, artmis diyetsel kalsiyum alimi veya diyete
kalsiyum ilavesidir. Kalsiyumun koruyucu etkisinin bireysel vit D reseptor genotipine

bagli oldugunu telkin eden galigmalar vardir (23).

2.1.5.4 Fiziksel Aktivite
Is sirasinda veya istirahat zamaninda yapilan diizenli fiziksel aktivitenin kolon kanseri
korunmasiyla iligkili olduguna ait gozlemler mevcuttur (23). Fakat fiziksel aktivitenin

koruyucu etkisini nasil yaptigi bilinmemektedir.

2.1.5.5. Aspirin ve NSAI llaglar

Kolon kanseri gelisiminde aspirin ve diger NSAI ilaglarin koruyucu etkisini gosteren
onemli veriler mevcuttur (23). leri surllen hipotezde; bu grup ajanlar ile
siklooksijenaz-2 inhibisyonu olmakta, apoptozis artmakta ve timoér hicresi buyimesi

azalmaktadir.



2.1.5.6. Hormon Replasman Tedavisi
Bazi calismalar postmenopozal kadinlarda hormon kullaniminin  KRK riskini

azaltabilecegini telkin etmektedir.

2.1.5.7. HMG- CoA Rediiktaz inhibitérleri (statinler)

Koroner arter hastaligi igin pravastatin ve simvastatin kullanimi ile yapilan klinik
calismalarda kolon kanseri insidansinda azalma go6zlenmistir. Bu ajanlarin
apoptozisi uyardigi ve kolon kanser hucre proliferesyonunu inhibe ettigi (23) ve

sulindak ilavesi ile bu etkilerin daha da arttigi gosterilmistir.

2.1.6. Kolorektal Kanserde Histopatoloji

2.1.6.1. Makroskopik Ozellikler

Buyuk boyuttaki timorlerde tg tir makroskopik 6zellik vardir:

e LUmene dogru kitlesel buyime: Cekum ve ¢ikan kolonda daha fazla goéralur.
TUmaorun intraliminal bdlimu intramural béliminden daha fazladir.

e infiltratif- Glsere: Transvers, inen kolon ve rektumda daha fazla gérilir.

e Anuler- konstriktif: Rektum ve sol kolonda daha fazladir.

2.1.6.2 Mikroskopik Ozellikler

Diinya Saglik Orgiitiiniin kolorektal karsinom siniflamasi asagidaki gibidir:
e Adenokarsinom

e Musin6z adenokarsinom

e Tasli yuzuk hicreli karsinom

e Adenoskuamoz karsinom

e Skuamoz hucreli karsinom

¢ Andiferansiye karsinom

e Kuguk hucreli karsinom



2.1.6.2.1 Adenokarsinom

Tumor dokusunda tubul olugsumunun derecesi ve hucresel dizilime gore
derecelendirme yapilir. Hastalarin % 15-20’si grade | ya da iyi diferansiyedir. Yuzde
60-70 grade Il ya da orta diferansiye, % 15-20’si grade lll ya da az diferansiyedir.

2.1.6.2.2 Musinbz Adenokarsinom

Tagh yuzuk hdcreli karsinomlar da bu gruba eklendiginde, kolorektal karsinomlar
icinde gorulme sikhdr % 10°’dur. Musindz karsinom tanisi igin musindz komponentin
tumordn % 50’sinden fazla olmasi gerekir. Musindz karsinomlar; geng eriskin ve
cocuklarda, villoz adenom zemininde, Ulseratif kolitli ve radyoterapi alan hastalarda
daha fazla gorular. Bu tumorler musindz olmayan kolorektal karsinomlara gore
daha ileri evrededirler. Musin6z karsinomlar icinde tasli yuzuk hucreli tird daha

agresiftir ve prognozu daha koétudur (24).

2.1.6.2.3. Tasli Ylziik Hicreli Karsinom (linitis plastika)
Nadir olan bu tip genellikle gen¢ hastalarda gorulir. Tumor hdcrelerinin %50’den

fazlasinda belirgin intrasitoplazmik musin varhgi ile karekterizedir.

2.1.6.2.4 Skuamoéz diferansiasyon gosteren karsinom

Kolorektal karsinomlarda skuaméz diferansiasyon gorulebilir.  Bunlarin  blyuk
cogunlugu cekumda vyerlesir. Pekgok vakada skuaméz komponent glandiler
komponent ile birliktedir (adenoskuamé6z karsinom). Saf skuamoéz hticreli karsinom
kolonda oldukga nadirdir. Klinik bulgular klasik adenokarsinoma benzer. Prognozu

nispeten daha kotudur.
2.1.6.2.5 Andiferansiye Karsinom

Tumora olusturan huacreler glanduler ve diger daha az gorulen diferansiye tumor

hlcrelerine benzemez. Kolorektal timorlerin % 1’ini olusturur.
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2.1.6.2.6 Kiiglk Hiicreli Karsinom
Histopatolojik olarak akcigerin ku¢uk hucreli karsinomu ile ayni ozellikleri tagiyan bu
tumor kolorektal karsinomlarin % 1’inden azini olugturur. Olgularin % 30’'u adenoma

kokenlidir.

2.1.6.2.7 Seyrek gériilen kolorektal karsinomlar
Karsinosarkom, koryokarsinom alanlari igceren adenokarsinom, clear hucrel

adenokarsinom ve hepatoid adenokarsinomdur.

2.1.6.2.8 Erken kolon karsinomu (Small Early Flat Carcinoma)

Daha ¢ok Japon patologlar tarafindan kabul edilen ve tanimlanan bu lezyon Bati'da

az oranda gorulmektedir. Karsinom derinligi mukoza ve submukoza ile sinirhdir.
Japonya ve Batida farkh siklikta goértlmesinin nedeni patologlar arasindaki

displazi- karsinom tani kriterlerinin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir (24).

2.1.7. Yerlesim
Kolorektal kanserlerin gogu sigmoid kolon ve rektumda yerlegir. Ancak proksimal

kolon kanserleri giderek artmaktadir.

2.1.8. Evreleme
Evrelemede amag; hastaligin yayillim derecesini saptamak bu sekilde tedavinin
planlanmasi ve prognoz agisindan tahminde bulunabilmektir. Bu amacgla en sik

kullanilan sistemler TNM ve Duke’s sistemleridir (Tablo | ve II).

Tablo | Timorlerde Duke’s Evrelendirmesi

Evre Yayihm

Evre A Sadece mukozada

Evre B Tum duvar (+), lenf ganglionu ( -)
Evre C Tam duvar (+), lenf ganglionu (+)
Evre D Uzak metastaz (+)
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Tablo Il Tuimorlerin TNM Klinik Siniflama Kiriterleri

Primer timor (T)

Tx | Primer tumor degerlendirilmiyor

TO | Primer timor yok

Tis | Karsinoma in situ

T1 | TUmOr submukozaya yayllmis

T2 | TUmor muskularis propriyaya yayilmis

T3 | Tumor subserozaya veya peritonla kapli olmayan perikolik veya perirektal

dokulara gegmis

T4 | TUmor visseral peritonu gegmis ve komsuluk yolu ile diger organlari tutmus

Rejyonel lenf nodulleri (N)

Nx | Rejyonel lenf nodulleri dederlendirilemiyor

NO | Rejyonel lenf nodullerine yayilim yok

N1 | 1-3 perirektal veya perikolik lenf nodulinde metastaz var

N2 | 4 veya daha fazla pararektal veya perikolik lenf nodulinde metastaz var

N3 | Vaskiler yapilar boyunca herhangi bir lenf nodulinde metastaz var

Uzak metastaz (M)

Mx | Uzak metastaz varligi degerlendirilemiyor

MO | Uzak metastaz yok

M1 | Uzak metastaz var

2.1.9. Tani
Hikaye, fizik muayene ve tanisal testlerle taniya gidilir. Ozellikle aile hikayesi,
kanama, digkilama aligkanligindaki degisiklikler ve kilo kaybi sorgulanmalidir.

Kolon tumorleri yavas buyurler ve bu nedenle karakteristik semptomlar
genellikle cok ge¢ donemde gorulur. Kolorektal kanserde erken tani ¢cok dnemlidir.
Uzun yasam suresi saglamanin anahtari erken tanidir. Genel olarak, klinik bulgu ve
belirtiler ortaya c¢iktiginda hastalik ileri evrededir. Bu nedenle, bulgular ortaya

¢lkmadan, kisaca asemptomatik hastada kanser taninabilmelidir. Bunun igin de
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toplumu bilgilendirmek ve tarama programlari uygulamak gereklidir. Tarama;
guvenilirligi olan, basit, dogru ve ucuz testlerle yapilmali ve genig insan Kkitleleri
uzerine dayanmalidir. Tarama sonucu kuguk ve erken evre tumora saptama olasiligi
fazladir. Tarama Ozellikle, kanser riski olan hastalarda daha anlamli ve yararhdir
(25).

Kolorektal kanserlerde semptom ve bulgular timorin lokalizasyonu,
makroskopik yapisi, tumorun yayilim derecesi ve kanama, perforasyon ve tikanma
gibi komplikasyonlarin olugsumuna gore degisir.

Sag kolon kanserlerinde karin agrisi, dispeptik yakinmalar, halsizlik ve
karin sag alt kisminda palpabl kitle en sik gorulen yakinmalardir.  Nedeni
aciklanamayan anemi ve hizl kilo kaybi varliginda sag kolon tumoéru mutlaka akla
gelmelidir. Gozle goérulur kanama nadiren goérulir. Rektum kanserlerinde ana
semptom rektal kanamadir. Sik gorulen diger bulgular kabizlik, karin agrisi ve

bosalamama hissidir. Komplikasyonlar bazen hastaligin ilk bulgularini olusturur.

2.1.10. Prognostik Parametreler

Barsak duvarina invazyon derinligi ve lenf digimi sayisi temel prognostik
faktorlerdir. Bunlar disinda az diferansiye timoérler, endokrin hicre varligi, Crohn
benzeri reaksiyon, tumor tomurcuklanmasi da kotl prognozu gosterir.

Kolorektal kanserlerin teshisinde henlz hicbir belirte¢ tek basina
prognostik Gneme sahip degildir.

Diferansiasyon belirtecleri: Karsinoembriyojenik antijen (CEA), CA19-9,
epidermal buyume faktoru (EGF), gastrin reseptorleri, E-kaderin, integrin, tip 1V
kollajen (24).

Molekuler belirtecler: c-myc, K-ras, CD 44, NM 23, p53 kullaniimaktadir.

Farkli proteinaz sistemlerinden proteinaz ve inhibitdr profillerini
tanimlamak kolorektal kanser ilerlemesini belirlemek icin onemlidir (24). Matriks
metalloproteinazlar metastaz olusumundaki rolleri nedeniyle prognoz tayininde ve
yeni tedavi hedeflerinin belirlenmesinde dnemli role sahiptir.

Kolorektal kanserlerde Ozellikle MMP-2 ve MMP-9 enzimlerinin
ekspresyonunda ve aktivitesinde bir artis gOsteriimis olup bu artis ile tumor

evrelemesi arasinda pozitif bir korelasyon bildirilmistir (1, 3, 4, 25).

13



2.2. KANSER VE EKSTRASELLULER MATRIKS

Ekstraselliler matriks (ESM), hlcrelerarasi bosluklarda 6zel bir ortam olusturan doku
batunligu ve homeostazindan sorumlu dinamik, interaktif bir yapidir. ESM, protein
ve proteoglikanlari iceren, organizmalara sadece vyapisal destek saglamakla
kalmayip ayni zamanda hicre proliferasyonu, farklilagsmasi ve migrasyonu ile
yapisma, doku morfogenezisi gibi pek cok biyolojik aktivitede énemli rollere sahiptir
(27).

Matriksi olusturan basglica iki temel ekstrasellller protein vardir. Bunlar;
kollajen ve proteoglikanlardir. ESM yapisinda en fazla bulunan proteinlerden biri
kollajendir. Total vicut proteinlerinin %30, total vicut agirliginin ise %6 kadarini
olusturan kollajen, insan vicudunda en yaygin olarak bulunan proteindir. Yuksek
oranda glisin (%33) igeren kollajenin yapisinda, prolin (%10) ile aminoasit turevleri
olan hidroksiprolin (%10) ve hidroksilizin (%1) bulunmaktadir. Kollagen grubunda yer
alan proteinlerin yapisindaki her U¢g amino asitten biri glisin, her bes amino asitten
biri prolin veya hidroksiprolin gibi amino asit olup ve molekul uglu heliks veya super
heliks yap! g0sterir.

invazyon icin bazal membranin ve ¢evredeki interstisyel stromanin
parcalanmasi gereklidir. invazyonu 6nleyen en &énemli bariyer kollajendir.
interstisyum ve stromada daha c¢ok tip | ve tip lll kollajen bulunurken, bazal
membranda tip IV ve V kollajen bulunmaktadir.

Tumor invazyonu ve metastazin mekanizmasi ile ilgili yapilan yeni
calismalarda, bazal membran (BM) ve ESM bozulmasinin asil basamak oldugu
gosterilmigtir. MMP’larin burada ¢ok dnemli rol oynadigi ortaya konmustur (18,116)
(Sekil 2). Kanserde ESM, tumor dokusunun buylimesi ve tumaor hdcresinin yayilimini
Onlemek igin primer bir bariyer olarak goérev yapar. Malign tiumorler bu bariyeri
asmak icin metalloproteinazlari kullanirlar (27).

Matriks metalloproteinazlar; ESM yikimini hem direkt olarak hem de tumor
invazyonuna karisan diger biyolojik sistemlerle etkileserek, hucre adezyon

molekulleri, sitoskeletal proteinler ve blyume faktorleri araciligiyla gergeklestirirler

(1).
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2.3. MATRIKS METALLOPROTEINAZLAR

2.3.1. Genel Ozellikleri

Matriks metalloproteinazlar (MMP); ekstraselliler matriks (ESM) ile bazal membran
komponentlerini pargcalama yeteneg@ine sahip olan ve aktif bdlgesinde ¢inko iceren
homolog bir enzim ailesidir (22, 27,113). Bu enzimler doku yeniden yapilanmasi,
morfogenezis, yara iyilesmesi ve normal gelisimsel sureg¢ gibi fizyolojik durumlarda rol
oynadiklari gibi tumoér hicresi invazyonu, anjiogenezis ve metastaz gibi patolojik

sureclerde de yer alirlar (27,113).

Initiation Epithelium

]_/ Basement

Lo Lo bbb fodo b o o b b M membrane
Lo L Stroma

Extravasalion l Malignant cell

Rioiecuiay iadicine Thday

Sekil 2. Timor gelisim ve yayilim asamalari (116)
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Ekstraselluler matriksin ve bazal membranin  pargalanmasi;
nonneoplastik dokunun yeniden olugsum surecinde oldugu gibi kanser invazyonunda
da onemli rol oynar. MMP’lar santral sinir sistemi, bas-boyun, mide, pankreas,
kolon, bdbrek, deri ve prostatin malign tumdrlerinin invazyonunda belirgin bir rol

oynar (27).

2.3.2. Siniflandirma

Matriks metalloproteinaz ailesinin 6nceden tanimlanmis Uyesine bir¢cok yeni
metalloproteinazin eklenmesi ile bugin 20’den fazla enzim bildirilmistir (1, 2, 15, 22,
30).

Matriks metalloproteinazlar, I0kositler, keratinositler, fibroblastlar,
makrofajlar, kondrositler, duz kas hucreleri gibi epitelyal ve mezenkimal kokenli
hicreler tarafindan sentezlenirler. Pek cok MMP embriyogenez asamasinda yaygin
olarak eksprese edilir. Yetigkinlerde ise plasentada, endometriyumda, meme
bezlerinin involusyonu esnasinda ve inflamasyonda hizla eksprese edilirler. Doku
gelisimi ve farklilasmasinda, yeniden sekillenmede, ovulasyon, hicre gocu,
anjiogenez ile tam mekanizmalari bilinmese de bircok hastaligin patolojisinde
MMP'ler 6nemli rol oynamaktadir. Kanser disinda, artrit, inflamasyon, multipl skleroz,
kronik yaralar, kronik akciger hasari, bronsiyal astim, pulmoner tansiyon MMP'lerin

rol aldigi baslica hastaliklardir.

MMP’lar bes gruba ayrilabilir (28, 29)

¢ Kollajenazlar : MMP- 1, MMP- 8, MMP- 13
e Jelatinazlar : MMP- 2, MMP- 9
e Stromelizinler : MMP- 3, MMP- 10, MMP- 11

e Membran tip MMP’lar : MT-MMP
e Diger MMP’lar

Matriks metalloproteinazlar genellikle pro/“latent” formda salinir. Enzim
dizeylerinin kontroll ekspresyon dizeyinin kontrolu ile saglanir. Proteolitik aktivite

icin ekstrasellller olarak aktivasyon gereklidir (29).
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Tablo IlIl. MMP’larin siniflandiriimasi (27)

MALstent  MAAkM

Grup MMP (Da) (kDa) Etk etn substrat

Follgjenaclor

Iterstsyel kallaensz. - MMP-L )] 43 Kollzjen tip LI T VIL X (Fibmler)

Natrofil kollajenaz MVP-8 13 3 Kollzjen tp LIL T

Kollajenaz 3 MMP-13 63 3 Kollzjen tp LIL I IV, gelatm

Gelarinazlar

(elatmaz A MMP- ) (6 Gelatm, kollapen IV, V VIL X elastn, fibronektm
(elatmaz B MMP-9 9 i Gelatn, kellayen tip IV, I I Gbronekim, elastim
Stromelysinler

Stromelysm 1 MMP-3 i 4 Kollzjen tip I IV V. I proteoghkanlar, fibronektm, lanunm
Stromelysim 2 MMP-10 i 4 Gelatm, tip I, IV, Vkollajen, fibronekim
Stromelysm 3 ML il i | profemaz mhubitdrlend.

MEMMPs

MTL-MMP MME-14 b i Pro MMP-2, pro MMP-13, kollajenler, fibronekim
MIZMMP MAP-13 ) bl MTI-MMP 1le benzerd.

MI3-MMP MME-16 b 3 Pro MAP-

MT4-AMP MMVELT ! i Pro MAP-

MI3-MMP MVE-1 63 62 Pro MAP-

Digerlent

Matnlysim MVP-T 2 19 Gelatm, fbronekan, elastm Lollajen aplV
Metalloelastaz MMP-12 i 4 Elastn, fibronektm, kazem

2.3.3. Matriks Metalloproteinazlarin Yapisi
Matriks metalloproteinazlarin primer yapisi incelendiginde bu proteinlerin birkag farkl
bdlge icerdigi goralmustar (27).

1-“Pre-domain” bolgesi: ilk bdlge; molekiili sekresyon icin hedefleyen,
ancak daha sonra uzaklastirilan ve latent enzimde bulunmayan sinyal peptid
dizesidir. 80-90 aminoasit iceren aminoterminal propeptiddir.

2- “Pro-domain” bolgesi: Yiksek derecede korunmus PRCGVPDV dizesi
icerir. Enzim aktive oldugunda c¢ikarilir.  “Pro-domain” yapisinda bulunan sistein
rezidulerinin enzimin latent formunun korunmasinda rol oynadidi dusunulmektedir.

Bu bolgenin ¢ikariimasi, inaktif proenzimin aktif forma dontismesini saglar.
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3-Katalitik bdlge: Histidin reziduleri iceren, bakteriyel
metalloproteinazlardan termolizine analog olan ve fonksiyonel stabilitenin korunmasi

icin gerekli olan ¢inko iyonunu igeren bolgedir. Yaklasik 170 aminoasit igerir.

mentese bolgesi

katalitik }
(D_(D domain -.... MMP-1,3.8.10,12,13
Ju -y H L
pre pro Y

hemopeksin benzeri
domain

fibronektin tip Il benzeri tekrar
—— mentese bodlgesi

MMP-2,9

katalitik domain  hemopeksin benzeri
domain

furin benzeri enziin tanima motifi mentege bdlgesi

T H BT O000—@ v
H_/

re ro : . transmembran domain
P P hemopeksin benzeri

domain

GPI baglayici bélge
Sekil 3. MMP enzimlerinin molekuler yapisi (30)

4-Prolinden zengin bolge (mentese bdlgesi): Katalitik bolge ve son bolge
arasinda yer alir.

5-Hemopeksin benzeri boélge: Son kisimda hem baglayan molekillere
dizin benzerligi nedeniyle, hemopeksin olarak adlandirilan boélge yer alir. Bu bodlge N
ve C terminal kisimlarini baglayan disulfit bagi icerir ve katalitik bolgeye 5-10
aminoasitlik prolinden zengin bir bodlge ile baglanir. Matrilizin (MMP7) diginda tim
metalloproteinazlarda bulunur. Bu bélgenin fonksiyonu bilinmemekle birlikte substrat
spesifitesini saglama ya da plazminojen aktivator drokinaz sistemine analog olma

Ozelligi ile, hucre ylzey reseptor alanini tanima fonksiyonu gosterdigi ileri
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surtulmastir. Substrata baglanma ve TIMP ile etkilesime girmede fonksiyonel roll
vardir (27).

Bu genel yapinin disinda; Jelatinaz A ve B; katalitik bolgelerinde
fibronektinin kollajen baglayan bdlgesi ile iligkili olan, sisteinden zengin jelatin
baglayan bir ekstra domain icerirler. Membran tipi metalloproteinazlar (MT-MMP) bir
transmembran domain, stromelisin 3 ise furin benzeri bir kisim igerirler (Sekil 3)(27,
30).

Jelatinaz B ve MT- MMPnin tuma; tip V kollajenin a zincirine benzer bir

kisim igerirler.

2.3.4. Matriks Metalloproteinaz Aktivitesinin Dlizenlenmesi
Latent zimojenler; MT-MMP’ler araciligiyla, diger proteazlarin etkisiyle veya dnceden
aktive olmus MMP’lerin digerlerini aktive etmesiyle aktiflenebilirler.

Matriks metalloproteinazlarin  proteolitik aktiviteleri (¢ basamakta
dizenlenir. Bunlar transkripsiyon, pro-enzimin aktivasyonu ve enzim aktivitesinin
inhibisyonudur (Sekil 4)(30).

2.3.4.1. Transkripsiyonel Diizenleme

Matriks metalloproteinaz gen ekspresyonu tumoér nekrozis faktor a (TNF-a),
interlokin-1 (IL-1) gibi inflamatuar sitokinlerle, trombosit kaynakli biylime faktori
(PDGF) ve epidermal buyume faktoru (EGF) gibi birgok bayume faktort ve hormonlar
ile stimule edilir (Sekil 4). Transforme edici (donusturtci) blayume faktoru-b (TGF-b),
heparin, kortikosteroidler, retinoidler, prostaglandin E2 (PGE2) ve diger eikozanoidler

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

2.3.4.2. Proenzimin Aktivasyonu Asamasinda Diizenleme

Matriks metalloproteinazlar sentezlendikten sonra inaktif proenzim (zimojen) olarak
saliverilirler.  “Pro-domain” yapisinda bulunan sistein rezidilerinin enzimin latent
formunun korunmasinda rol oynadigi dusunilmektedir. Bu bolgenin c¢ikariimasi,

inaktif proenzimin aktif forma donusmesini saglar.
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Pozitif etkiler @ Negatif etkiler@
MMP genleri
IL-1, TNF o, TGF-g, heparin,
PDGF, EGF \ ="\ kertikosteroidler
Transkripsiyon retincidler, PG E,
THNF &
Aktivasyon

TIMP genleri

"

PAI-1

Latent Zimojenler
Pro-MMP’ ler

uPA, Plazmin S Aktivasyon
MTMMp W=

Pozitif feedbacm

J <

TIMP1, 2, 3, 4
a,-makroglobulin,
heparin, tetrasiklinler

sentetik inhibitérler
’—-‘i‘triks proteolizi
’

e Pozitif etkiler
——— Negatif etkiler

Sekil 4. MMP enzim aktivitesinin duzenlenmesi (30)

Matriks metalloproteinazlarin temel fizyolojik aktivatort plazmindir. Cesitli
hicrelerde (endotel hicresi, monosit-makrofaj, duz kas hucresi) eksprese edilen
urokinaz-tip plazminojen aktivatéort (uPA)'nin aktif formunun plazminojeni plazmine
donusturdiagu ve olusan plazminin pro-MMP’leri aktive ettigi kabul edilmektedir (Sekil
5)(30).

Urokinaz-tip plazminojen aktivatori araciligi ile olusan aktivasyon kaskadi
ile pihtilasma kaskadi arasinda benzerlikler vardir. Urokinaz PA aracili aktivasyon
kaskadinda bir MMP’nin aktivasyonu, diger bir MMP’nin aktivasyonuna yol acar,
aktiflenen enzim bir diger MMP’yi aktive edecek sekilde bir déngu olusturur (Sekil
5)(30). Bu sekilde plazmin pro- formdaki MMP-1, MMP-3 ve MMP-9'u aktif formuna
donustardr. Daha sonra MMP-3 pro-MMP-1'i MMP-1’e donusturar, MMP-1 de pro-
MMP-9Q’u aktif formuna donuastirebilir. MT-MMP’ler de diger MMP’lerin 6zellikle MMP-
2’nin aktivatoridurler.  Olusturduklari proteolitik aktivasyon plazminojen/plazmin

aktivator sistemine benzer sekilde hucre yuzeyinde gergeklesir (30).
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Matriks metalloproteinaz-2 ve MMP-9 aktive olmus doku makrofajlari
tarafindan Uretilen (6zellikle aterosklerotik plak icindeki kopuk hicre makrofajlar)

serbest radikal etkisiyle ESM iginde kendiliginden aktive olabilir (30).

ProMMP-1
" MMP-1
Plazminojen
ProMMP-3

Plazmin\c‘ /
MMP-3
ProMMP-9
C Matriks

MMP-9
/ T\ degredasyon

Hiicre membram

~ProMMpP-13 ——MMP-13 —

ProMMP-2 ——> MMP-2 /

TIMP2

Sekil 5. MMP’lar igin hiucre ylUzeyi ile iligkili aktivasyon kaskadi (30)

2.3.4.3. Matriks Metalloproteinaz Enzim Aktivitesinin Inhibisyonu
Matriks metalloproteinaz aktivitesinin kontrolinde spesifik doku inhibitorleri olan
TIMP’ler anahtar rol oynarlar (27, 31, 32). Doku spesifik MMP’ler selektif gen
ekspresyonu ve buyume faktorleri, sitokinler, onkojenler, timdr promoterleri yoluyla
aktive olabilirler (28).

insanlarda TIMP; 1, 2, 3 ve 4 olmak lzere tanimlanmis dort gruba ayrilir
(30). TIMP’ler de MMP’ler gibi vaskuler duz kas hucreleri, endotel hicreleri, kan
hicreleri, bag dokusu hucreleri ve makrofajlar tarafindan sentez edilirler (30).
TIMP’ler arasinda matriksteki lokalizasyonlari ve gen ekspresyonunun duzenlenmesi
yonunden farklar vardir. Degisik MMP turlerine gore de oOzgulluk gOsterirler.
Ornegin; Jelatinaz A (MMP-2) tercihen TIMP- 2 ile Jelatinaz B (MMP-9) ise TIMP-1
ile inhibe edilirler (30).

TIMP’ler bag dokusu metabolizmasinin duzenlenmesinde temel olan

proteinlerdir. Pek ¢ok dokuda ve viacut sivilarinda bulunurlar. MMP’lere irreversibl



ve non-kovalent bicimde badglanarak latent enzim formunun aktivasyonunu ve
katalitik aktivitenin surduralmesini de inhibe ederler. Boylece TIMP’ler MMP enzim
aktivitesini ve MMP/TIMP dengesini siki kontrol altinda tutarlar.

Bundan bagka, genel proteinaz inibitdru olarak bilinen ve yuksek molekul
agirhigr nedeni ile dokulara girmesi zor olan a2-makroglobulin), heparin, tetrasiklinler
ve ve sentetik inhibitorler de aktif MMP inhibitorleri arasinda yer alirlar (Sekil 4)( (15,
29, 30,32, 33).

Ayrica tetrasiklin analoglari, non-selektif MMP inhibitorleri olarak kabul
edilebilir. MMP molekulinin Zn igeren aktif bolgesine baglanarak enzimde yapisal
degisiklige yol acarlar ve enzimin aktivitesini kaybetmesine neden olurlar (30).

Son yillarda peptid ve non-peptid yapida sentetik MMP inhibitorleri de
uretilmigtir  (109). Bu inhibitdrler en ¢ok kanser tedavisinde olmak Uzere
kardiyovaskuler hastaliklar, artrit, psoriyazis, peridontal hastallk ve makula

dejenerasyonu gibi farkli hastaliklarin tedavisinde denenmektedir.

2.3.5. Kanser Progresyonunda Proteinazlarin Rolii

Malign hacreler, invazyon ve metastaz yapma 6zelligine sahiptirler. Kolorektal
kanser hastalarinda 6limidn major nedeni tiumér invazyonu ve metastazdir (3).
Yaklasik 25 yildan daha uzun bir zamandir kanser yayilmasinda proteazlarin rolu
bilinmektedir. Sistein ve aspartat proteazlari, proteinleri asit pH'da pargalarken,
intrasellller proteolitik aktiviteden de sorumludurlar. Kanser invazyonunda
ekstraselluler matriksin ve bazal membranin pargalanmasi onemli rol oynar. Bu
parcalanma cesitli ekstraselliler ptoteolitik enzimler sayesinde olur. Bu enzimler
matriksi pargalayan proteazlar olarak bilinirler.

Bu grupta serin proteaz ailesi (tPA sistemi) ile birlikte matriks
metalloproteinaz ailesi yer alir. Serin proteazlari ve metalloproteinazlar nétral pH'da
aktivite gosterirler (10). TUmor ile infiltre olmus stromal hlcrelerde matriksi degrade
eden proteaz sisteminin komponentleri saptanmigtir. Bu da kanser invazyon
surecinde stromal hicrelerin aktif rol oynadigini gosterir.  Bu enzimlerin aktivitesi,
proenzim aktivatorleri (UPA, MT-MMP), spesifik inhibitérler (PAI, TIMP) ve hicre

yuzey reseptorleri (UPAR) ile duzenlenir. Matriks parcalanmasi, ekstrasellller

22



matriks komponentlerinin Uretimi, proteinaz Uretimi ve proteinaz inhibitorlerinin tretimi
arasindaki dengeye baghdir (27).

MMP’ler baglica proteazlar olarak kolorektal kanserde yogun olarak
cahisiimistir ve metastatik surecin invaziv safhasi i¢in gerekli olduguna inaniimaktadir.
Tumor hicre migrasyonuna ana engel olarak tim dokularin major yapisal proteinleri
kollajenler gosterildiginden beri  kollajenolitik enzimlerin  kanser yayilimini

kolaylastirmadaki esas rolu oynadigi varsayilmaktadir (Sekil 6) (2,115).

Normal Benign Malignant Invasive Metastatic
e Initiation Prometion Comversion
pithelium “ ” ”
Easement S i-— = _—
membrane }:.—.z /ﬁ'*r_-_!:ﬂ
Cannective @ a8
tissue (stroma) S

| Matrix metalloproteinasss ’:.\3'

Cumart Bidogy

Sekil 6. Tumor ve metastaz gelisiminde MMP’larin rolG (115)

Tumor dokusunda, proteinaz dizeyleri normal kolorektal dokudakinden
daha fazladir. ESM’deki proteolitik hasarin nedeni olarak yiksek proteinaz seviyeleri
gosterilmigtir.  Bu durum tumorlerin invazyon ve metastaz potansiyelini de etkiler
(22,36). Proteinazlarin olusturdugu ESM hasari primer olarak, spesifik proteinaz
inhibitérlerince normal ve patolojik dokunun her ikisinde de dizenlenir. Ne var Ki
kanserde bu proteinazlar normal olarak dizenlenemezler (36).

Aktif proteinazlar ve inhibitorleri arasindaki denge, metastatik kaskadin her
bir evresinde ortaya ¢ikacak ESM yikimi/ remodeling olup olmadidini belirlemede
onemlidir (36).

Matriks metalloproteinazlarin  artritte, yara iyilesmesinde, aortik
anevrizmalar, konjestif kalp yetmezligi gibi birgok patolojik durumda rol oynadigi ileri
surulmektedir (36,37). Kronik obstruktif akciger hasari (KOAH), akut akciger hasari,
brongiyal astim, pulmoner hipertansiyon gibi selim akciger hastaliklar ile akciger
kanserinin MMP-9 ile iligkili oldugu belirtilmistir (40).

Jelatinazlar kollajenleri, jelatinleri, fibronektini ve elastini pargalayabilirler.
Bu enzimler katalitik bolgeye ilismis 3 kez tekrar eden fibronektin benzeri bolgeler

icerirler. Jelatinaz B (MMP-9) kolorektal kanserler basta olmak Uzere akciger,
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mesane, mide ve derinin yassi hlcreli karsinomlarinda makrofajlarinda saptanmistir.
MMP-2 ve MMP-9 bazal membranin major komponenti olan kollajen IV’Un yapisini
bozarlar (22). MMP-2 ve MMP-9 malign dokularda en fazla belirlenen, tGmor
saldirganligi ve metastatik potansiyelle iligkili oldugu saptanan MMP’lardir (38-39).

Diger bir MMP, interstisyel kollajenaz (MMP-1) meme, beyin, mide, bas
boyun kanserlerinde saptanmistir. Kolorektal kanserlerde insitu hibridizasyon (ISH)
teknigi ile eozinofil ve fibroblastlarda artmis MMP-1 duzeyi gosterilmistir. Kolorektal
kanser hucrelerinde MMP-1’in Duke’s evrelendirmesinden bagimsiz olarak kotu
prognozla birlikte oldugu gosterilmistir (2). Bazal hicre karsinomlarinda stromal
hiicrelerde MMP-1 diizeyinin artisi, imminositokimyasal (ISK) ydéntemlerle
gosterilmigtir. Mide kanserinde tumor stromasinin makrofaj ve fibroblast benzeri
hucrelerinde lokalize olmustur (27).

Stromelizin-1 (MMP-3) ve stromelizin-2 (MMP-10) bazal hiicreli kanserde,
bas boyun vyassi hucreli karsinomlarinda, prostat, mide, kolon ve pankreas
karsinomlarinda saptanmistir.  Yine, stromelizin-3 (MMP-11) bas boyun, mide,
kolorektum, karaciger, akciger, bobrek, deri ve pankreas kanserlerinde stromada
artmis olarak bulunurken neoplastik epitelde lokalizasyonu saptanmamistir. invaziv
meme kanserinde in situ meme kanserinden daha fazla olmasi ve kolorektal
kanserde gozlenirken benign kolon adenomunda gozlenmemesi, MMP-11’in giderek
artan miktarlarinin tUmoérun invaziv olma potansiyeli ile dogru orantili oldugunu
disundurmektedir. Ne varki, tim matriks MMP’lari tumor gelisiminin destekgisi
degildir. Gergcekte MMP-12 ekspresyonunda artis, timor blydmesinin inhibisyonunda
rol oynar. Tumor dokusunda MMP-12'nin asiri ekspresyonu, kolorektal kanserli
hastalarda sag kalim artigiyla ve tUmor neovaskularizasyonunda azaligla anlaml
derecede pozitif iligkili bulunmustur (2).

Pro MMP-9Qun aktivasyonunda MMP-13'Un rolu vardir. MMP-13'dn
tumorlerde normal dokulara gore arttigi bildirilmistir (2).

Matrilizin (PUMP-1, MMP-7) duzeyleri mide, meme, prostat, ve kolorektal
kanserde artis gostermektedir. Kolorektal kanserlerde de timorin ge¢ evrelerinde
matrilizin duzeyleri yukselir. Atipik malign timorlerden olan ve metastaz yapmayan
bazal hucreli karsinomlarda ise matrilizin dizeylerinde artig izlenmemistir. Bu da

matrilizin dizeylerinin timor progresyonunda énemli bir roll oldugunun kanitidir.
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Membran tipi MMP’ler (MT-MMP) jelatinaz aktivasyonunda rol alirlar.
Jelatinaz aktivasyonu, tumor hucrelerinin gogu igin dnemlidir. MT-MMP’larin mRNA
ve proteini mide kanserinde neoplastik bolgede kolon, meme, bas boyun kanserinde
ise stromada saptanmigtir (27).

Son derece potent olan bu endopeptidazlarin regllasyonunda cesitli
sitokinler, buyume hormonlari, periselliler ortam, hucre matriks iligkisi ve
ekstraselluler matriks rol oynar. Bu enzimlerin ekstrasellller aktivasyonlarinin
kontrolinde endojen inhibitorlerle olan inaktivasyon da oldukga onemlidir. Spesifik
doku inhibitorleri olan TIMP’ler, metalloproteinazlarin aktif ve/veya inaktif formlarina
siki bir sekilde, 1:1 oraninda sitokiyometrik olarak baglanirlar (3, 22, 78, 80, 15).

Metalloproteinazlarin spesifik doku inhibitorleri (TIMP) in vivo kosullarda
bu enzimlerin aktivitesinin regulasyonunda 6nemli rol oynarlar, timor invazyon ve
metastazini reversibl olarak inhibe ederler.

Dokudaki ve ekstraselluler sividaki TIMP konsantrasyonlari genellikle
MMP konsantrasyonlarindan fazladir. Boylece dogal inhibitorler fokal periselluler
bdlgede enzimin proteolitik etkisini sinirlar (81). TIMP’lerin transkripsiyonu MMP’lere
benzer sekilde sitokinler (TNFa, IL-1, IL-6) ve blyume faktorlerince (TGFR)
dizenlenir (81). MMP’lar ve TIMP’ler arasindaki oran cesitli fizyolojik ve patolojik
sureglerde degismekte olup aradaki dengedeki degisiklikler farkh tablolarin
patogenezinde 6nemli roller oynayabilmektedir (27).

Kolorektal kanserlerde hem TIMP1 protein hem de mRNA’si stromada
fibroblastlarda izlenmistir. Hastaligin ilerlemesi ile diuzeylerinin arttigi bildirilmigtir.
TIMP-1 karsinomlarda benign adenomlardan, adenomlarda da normal mukozada
oldugundan daha fazla oranda saptanmigtir. Artan miktarlarin timaorian invaziv olma
Ozelligi ile dogru orantili oldugu soéylenebilir (17). TIMP-1 MMP-9un primer
inhibitéradir. MMP-9/ TIMP-1 oranindaki bir dengesizligin adenomlarin karsinomlara
ilerlemesinde potansiyel bir sebep olabilecegi dusunulmektedir (81).

TIMP-2 ekspresyon duzeyinin tumor invazyon derinligi, lenf nodu
metastazi ve tumdr Duke’s siniflamasi ile tedricen arttigi bildirilmistir (3).

Matriks metalloproteinaz-2 ve TIMP-2 arasindaki denge ise ESM
batunligu ve homeostazinin korunmasi igin mutlak gereklidir. Kolorektal kanserin

invazyon ve metastazinda MMP/TIMP arasindaki dengenin bozulmasinin 6nemi
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vurgulanmistir.  TIMP-2'nin  MMP-2 aktivasyonunda inhibitor etkisi ve MMP-2
aktivasyonu icin major kofaktor olarak kolorektal kanserde cifte rol oynadigi
dusundlmektedir. TIMP-2 ekspresyonunun artmasi kolorektal kanserlerin gec¢

evrelerinde kotu prognoz gostergesidir (3).

2.4. KOLOREKTAL KANSER VE OKSIDATIF STRES

Organizmada serbest radikallerin olugsum hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma hizi bir
denge icerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Oksidatif denge
saglandigi slUrece organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu
radikallerin olusum hizinda artma ya da ortadan kaldiriilma hizinda bir dugsme, bu
dengenin bozulmasina neden olur. Serbest radikal olugsumu ile antioksidan savunma
mekanizmasi arasindaki ciddi dengesizlik “Oksidatif stres” olarak adlandirilir ve

sonucta doku hasarina yol agar (Sekil 7) (42).

Oksidatif Stres
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Sekil 7. Oksidatif Stres (42)

Oksidatif stres geri donusumlu ya da geri donusumsuz hicre hasarina yol
acar. Oksidatif stres; akut ya da kronik olabilir. Ornegin iskemi-reperfiizyonda, kisa
sureli bir oksidatif stres varken, kronik inflamasyonda uzun sureli bir oksidatif stres

vardir. Bu tlr uzun sureli oksidatif stres kanser gelisiminde rol oynar (41).
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Oksidatif streste doku veya hlcrede olusan serbest oksijen radikalleri (SOR)nin

konsantrasyonu antioksidan kapasiteyi agmigtir.

2.4. SERBEST RADIKALLER

Serbest radikal Ureten birgok bilesigin, in vivo olarak tumorleri ilerlettikleri
gosterilmistir.  Peroksit ve hidroperoksitler de ayni etkiyi gosterirler.  Serbest
radikaller kanserin baslangig, gelisme ve ilerleme safhalarinda etkili olmakla beraber
bu etki ilerleme safhasinda daha belirgin, diger safhalarda ise nisbeten azdir.
Serbest radikal etkisi sonucu DNA ve kromozomlarda kirilma ve onkogenlerde
aktivasyon meydana gelir (10).

Serbest radikaller igin birgok tanim yapilmasina ragmen otoritelerin
uzerinde birlestigi tanim; bir serbest radikalin molekiler ya da atomik yoringesinde
bulunan ve genelde ¢ok reaktif olan eslesmemis elektron bulunduran bir kimyasal
ariin oldugu seklindedir. Atomlardaki elektronlar yoringe olarak bilinen bogsluklarda
hareket ederler. Her yoriingede birbirine zit ydonde hareket eden en fazla iki elektron
bulunur. Bir serbest radikal gesitli yollarla ortaya ¢ikabilir:

1. Kovalent bag tasiyan normal bir molekulin homolitik yikimi sonucu
olusurlar. Bolinme sonrasi her bir pargada ortak elektronlardan biri kalir.

X Y > X+ Y

2. Normal bir molekulden tek bir elektronun kaybi normal bir molekile tek
bir elektronun eklenmesi ile olusurlar.

At e > A®

Serbest radikaller; pozitif yukll, negatif yukliU ya da notral olabilirler.
Biyolojik sistemlerde en fazla elektron transferi ile olusurlar. Her ne kadar serbest
radikal reaksiyonlari, bagisiklik sistemi hlcrelerinden nétrofil, makrofaj gibi hiicrelerin
savunma mekanizmasi igin gerekli olsa da, serbest radikallerin fazla Gretimi doku
hasari ve hucre 6lumu ile sonuglanmaktadir.

Serbest radikaller hicrelerin lipid, protein, DNA, karbohidratlar gibi tim
onemli bilegiklerine etki ederler ve yapilarinin bozulmalarina neden olurlar. Biyolojik
sistemlerdeki superoksit anyonu (O2") hidroksil radikali (OH’), nitrik oksit (NO),
peroksil radikali (ROO"), ve radikal olmayan hidrojen peroksit (H2.O;) gibi serbest
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oksijen turleri oksidatif stresin en 6nemli nedenlerini olustururlar. Serbest radikal
zincir reaksiyonlari genellikle, molekullerden H’nin uzaklastiriimasiyla baglar. Lipid
peroksidasyonu (doymamig yag asitlerinin  hlicre membranlarinda ve
lipoproteinlerdeki oksidasyonu) serbest radikal zincir reaksiyonu igin iyi bir drnektir.
Bu reaksiyonun 6zellikle aterosklerozun gelisiminde ¢ok dnemli oldugu arastiricilarin
savlari arasinda bulunmaktadir. Mitokondriyal elektron transport zincirinde oksijenin
tamamlanmamis reduksiyonu, sigara igimi, radyasyon gibi cesitli faktorler oksidatif
strese neden olabilirler (42).

Tumor gelisimi ile serbest radikaller arasinda bir iliski olup serbest oksijen
radikallerinin  karsinogenezisin farkli basamaklarinda o6nemli rol oynadidi
anlasiimistir.  Bu maddeler 6zellikle organizmada antioksidan sistem bozulmus ise
lipid peroksidasyonunu baslatarak membran ileti sistemine hasar verebilirler. Yine
genlerin bliyume ve diferansiasyonunu degistirerek mutagenez ve karsinogenezde
etkin olabilirler.  Tum bu olaylar hidroksiradikallerin purin ve pirimidin bazlarina
etkisiyle nukleer seviyede vel/veya lipid peroksidasyonu ile de hicre membrani
dizeyinde gerceklesmektedir (49).

2.5.1. Serbest Radikallerin Hasar Mekanizmasi

Serbest radikaller batun hucresel makromolekullerle reaksiyona girebilirler. Hicresel
hasar olusumunda 6zellikle Ug tip reaksiyon dnemlidir:

1. Proteinlerin oksidatif modifikasyonu

Serbest oksijen radikalleri, aminoasit yan zincirleri oksidasyonuna neden olarak
protein-protein baglarinin olusmasina yol acarlar. Ayrica protein yapisinda, ana
zinciri okside ederek proteinlerin pargalanmasina neden olurlar. Bodylece hlcrede
fonksiyonel 6nemi olan enzimlerde bozulmalar ortaya ¢ikar.

2. DNA hasari

Serbest oksijen radikalleri, nukleer ve mitokondrial DNA’da timin ile reaksiyona
girerek tek zincir kirilmalari olusturur. Sonugta hucrelerin enerji kaybetmeleriyle
nekrotik tipte hicre 6limu olur.

3. Lipid Peroksidasyonu

Serbest radikallerin aracilik ettigi hucresel hasarda lipid peroksidasyonu onemli bir

mekanizmadir.
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Serbest oksijen radikalleri, plazma ve organel membranlarinda lipid
peroksidasyonuna neden olurlar.  Hidroksil radikali membran lipidleri ile ¢ift bag
yapar, boylece lipid-radikal etkilesimi ile zincirleme reaksiyon sonucu pek ¢ok lipid
peroksidasyon urund (malondialdehid (MDA), dien konjugatlari gibi) olusur. Eritrosit
membranlarinin, lipozomal membranlarin (6zellikle hicre ve mitokondri) okside
olmasi ile bu yapilarin fiziksel ve kimyasal Ozellikleri degisir. Membranin iyon
gegirgenligi bozulur. Eritrositlerde hemoliz olur. Bdylece yaygin membran, organel
ve hicre hasari ortaya ¢ikar (49).

Lipid peroksidasyonu sirasinda karbon baglarinin kopmasi ile aldehid
yapisinda yikim urunleri ortaya ¢ikmaktadir. Bu sitotoksik metabolitler MDA gibi
alkaneller ve 4-hidroksinonenal gibi hidroksialkanellerdir (49). MDA lipid
peroksidasyonunun son urinudur. Hucre membraninda lipid peroksidasyonu,
membran lipid igerigi ve dagihimindaki degisikliklerin gostergesidir. Boylelikle hicre
membraninda olusan direk hasarla reaktif karbon urlnleri olustuklari yerden daha
uzak alanlara yayilarak bu bolgelerde doku hasarina sebep olabilirler (48).

Lipid peroksidasyonunda zincirleme reaksiyonun basglatiimasi igin
tetikleyici bir faktor gereklidir. So6zu edilen bu faktdérin OH' radikali oldugu kabul
edilmektedir. Lipid peroksidasyonu, poliansatire yag asitlerinin zincirleme bir radikal
reaksiyonudur ve U¢ asamadan olugur. Bunlar:

Baslatma (initiation) safhasi: OH' radikali, bir yag asidinin (LH) metilen molekulinden
bir hidrojen atomu (H) kopararak bir lipid radikali (L") olusturur. Bu reaksiyon hem
membran lipidleri hem de besinsel yaglar igin gegerlidir.

OH" + LH — H,O + L
ilerleme ve yikim (propagation, degredation) safhasi: Zincirleme reaksiyona ugrayan
lipid radikaline O, ilavesi ile devam eder ve lipid peroksil radikali (LOO") ile lipid
peroksit olugur. Tek elektron Uzerinden yeniden yapilanma lipidin pargalanmasi ile
sonuglanir.

L+ O, — LOO

LOO + LH —» LOOH + L

Lipid peroksidasyon urunlerinden biri de MDA’dir. Malondialdehid
plazmada ¢ozunur oldugundan idrarda da saptanabilir.  Agiga ¢ikan diger Urunler

ise, 4-hidroksinonenal ve 4- hidroksi-2,3-transnonenaldir.
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Sonlanma (termination) safhasi:  Zincir reaksiyonu antioksidanlar tarafindan
sonlandirilabilir.

LOO + L + 2H" — LOOH + LH

Yaslanma, koroner kalp hastaliklari ve kanser basta olmak Uzere bircok
hastalikta lipid peroksidasyonunun onemli rol oynadigi bilinmektedir.  Birgcok
calismada tumorlerde lipid peroksidasyonunun arttigr  bildirilmistir. Lipid
hidroperoksitler dogrudan DNA zincirini kirabilir ve lipid peroksil ve alkoksil radikalleri
DNA’da oksidasyona sebep olabilir. Okzoaldehidler; DNA, RNA ve proteinlere
baglanabilme ve aralarinda ¢apraz baglar olusturma 6zelliklerinden dolay antimitotik
etki gosterirler. Boylece, kanser ve yaslanma olaylarinda rol oynarlar. Lipid
peroksidasyonunun ikinci bir Grund olan MDA doku reaksiyon zincir hizinin bir

gostergesi olarak kullaniimaktadir (50).

2.6. MALONDIALDEHID
Oksidatif hasarin in vivo gostergesi olarak en c¢ok kullanilan belirte¢ serbest
radikallerin doymamis yag asitleriyle reaksiyona girmesiyle olusan lipid
peroksidasyonunun yikim urunlerinden olan MDA'dir.  Malondialdehidin hucre
membranlarinin gecirgenligini artirdigi, membranlarin iyon aligverisine etki ederek
hicre i¢i iyon dengesini bozdugu, enzim aktivitelerinin bozulmasina, DNA’nin
yapisinda kirilmalara ve baz degisimlerine neden oldugu gdsterilmistir (52).
Malondialdehid; membran komponentlerinin c¢apraz baglanma ve
polimerizasyonuna neden olur. Bu da membranda deformasyon yapar, iyon

transportu, enzim aktivitesi gibi membran fonksiyonlari etkilenir.
2.6.1. Malondialdehid’in Yapisi

Malondialdehid ugucu, duguk molekul agirlikli (C3HsO2; formal agirhgi: 72.07), kisa
zincirli, 1,3-dikarbonil bilegigi ve orta derecede zayif bir asit’tir (pKa: 4.46) (Sekil 8).
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Sekil 8. MDA’nin kimyasal yapisi

Serbest formda veya cesitli doku komponentleriyle kompleks yapmis
olarak bulunabilen MDA, poliansature yag asitlerinin oksidatif yikimi sonucu son urin
olarak olusabilir. Memelilerde bu yag asitleri en ¢ok arasidonik asit ve
dokosahekzanoik asittir. Oleik asit ve linoleik asidin oksidasyonundan ¢ok az MDA
olusur. Bazi dokularda MDA enzimatik reaksiyonlar sonucu da olusabilir. PGH,,
PGH; ve PGG,den tromboksan sentetaz kataliziyle 1:1:1 oraninda MDA,
tromboksan A, ve 17 karbonlu bir bilesik olusur. Bununla birlikte esas kaynagi,
doymamis yag asitlerinin peroksidasyonudur. MDA ¢oklu doymamis yag asidlerinin
yapisinda molekul i¢i yeniden duzenlenme esnasinda olusan endoperoksidlerin
yikiminin ge¢ evreleri sirasinda olugur. Bu yeniden duzenlenme yag asitlerinin
alifatik zinciri Uzerinde olusan serbest radikalleri stabilize etmek icin gereklidir. Bu
durumda, linoleik asid gibi iki ¢ift bag iceren yag asidleri peroksidasyon esnasinda
MDA olusturabilmesine ragmen, U¢ veya daha fazla ¢ift bag iceren yag asitleri,
biyolojik drneklerde, MDA'nin esas kaynagidir.

Malondialdehid, sulu c¢ozeltilerde P™a bagli olarak cesitli formlarda
bulunabilir. MDA’'nin sulandiriimis asit veya nétral ¢ozeltileri (<25mM) +4°C’de 20
gun saklanabilir. Yuksek konsantrasyonlarda ozellikle oda 1sisinda veya uzun sure

bekletildiginde MDA ¢o6zeltilerinde aldol tipi kondensasyon olusur.
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2.6.2. Malondialdehid’in Metabolizmasi

Doku lipid peroksidasyonu esnasinda olusan MDA, hucresel dizeyde metabolize
edilir. Ornegin, karaciger aldehid dehidrojenaz tarafindan ya da bir mitokondrial yolla
enzimatik olarak yikilir ve/veya vicuttan atilir.

Ekzojenik olarak uygulanan MDA hizlica ve uniform olarak butin esas
major organlar boyunca dagilir. Doku MDA'sindaki herhangi bir azalma esas olarak
CO; ve daha az dlgude asetil ve malonil-koenzim A (daha sonra anabolik yollara
girerler) olusacak sekilde aldehid dehidrojenaz tarafindan MDA kdkenli asetaldehidin
oksidasyonunu yansitir. MDA kdkenli malonat yoluyla alternatif bir metabolizmanin
sinirl aktivitesini gosteren kanitlar da vardir. Birkag¢ farkl aldehid dehidrojenaz
MDA'y! indirgeyebilir. MDA dozajindan sonra, asit-labil MDA metabolitleri, ¢cok az
serbest MDA ile birlikte idrarla atihr. MDA’'nin major idrar metabolitlerinin, N-asetil-e-
(2-propen) lizin gibi, amino gruplari yoluyla MDA ile reaksiyon yapmis protein,

fosfolipid ve nikleik asidlerin yikimindan ortaya ¢iktigi gértilmektedir.
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Sekil 9. in vivo MDA katabolizmasinin potansiyel yollari
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Ana katabolik yol ara maddeler olarak malonik semialdehid ve asetaldehid ve Urun
olarak CO’i (Sekil 9) icerir. MDA’nin malonik semialdehidden CO, veya CoA ara
maddelerine donuguminde anahtar enzim/ metabolik vyollar: (a) aldehid
dehidrojenaz; (b) dekarboksilaz; (c) asetil-CoA sentaz; (d) asetil-CoA karboksilaz; (e)

trikarboksilik asid siklusu.

2.7. NITRIK OKSIT (NO)
Nitrik oksit, bagisiklik sisteminin ddzenlenmesi, duUz kaslarin gevsemesi,
vazodilatasyon ve norotransmisyonu igeren cgesitli fizyolojik slreclerde gorev alan
onemli bir pro-oksidatif ve antioksidatif sinyal moleklll olmakla birlikte ayni zamanda
cok reaktif bir radikaldir. Nitrik oksit molekulu bir atom azot ile oksijenin eslesmemis
elektron vererek birlesmesinden olusmasi nedeniyle radikal tanimina uymaktadir.
1980’lerde Furchgott ve Zawadski izole arter preparatlarinda, asetilkolinle
olusturduklari gevsemenin, endotele bagimh oldugunu goéstermiglerdir.  CuUnku
asetilkolinle olusan bu gevseme, arteryel endotel uzaklastirildiginda veya harap
edildiginde gorulmemigtir (54). 1987°de Ignarro ve arkadaslari ile Palmer ve
arkadaslar (55) ayri ayri yaptiklari ¢galismalarda, EDRF’yi damar endotelinden izole
etmisler ve bu yapinin dominant kisminin NO" oldugunu tespit etmiglerdir.
inflamasyon gelismesinde; nitrojenin reaktif metabolitlerinin  artmis
Uretiminin patofizyolojik bir rolli vardir. insan inflamatuar barsak hastaligi ve
intestinal inflamasyon olusturulmus hayvan modellerinde NO" dizeyleri artmistir (8).
Nitrik oksit MMP’larin sentez ve saliniminin regulasyonunda da énemlidir.
Yakin zamanli ¢alismalarda MMP-2 ve MMP-9 yapimi ve sekresyonunda NO’nun

olasi rolune dikkat gekilmigtir (7).

2.7.1. Nitrik Oksit Metabolizmasi

Nitrik oksit, L-argininden sitralin olusumu sirasinda, L-argininin guanidin nitrojen
grubunun hidroksilasyonu ile olugan ara urindur (Sekil 10). Bu reaksiyon bir dizi
nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi tarafindan katalize edilir. Nitrik oksit, argininden
NOS enzimi araciligiyla sentezlenir. NOS'in genetik olarak farkli U¢ izoformu tespit

edilmistir. Bunlar; distk miktarda Uretilerek vaskuler tonlsu ayarlayan bir konstitutif
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endoteliyal izoform (eNOS), yine disuk miktar Uretilen sinaptik sekillenme ve
ndrotransmisyonu duzenleyen bir konstitutif néronal izoform (nNOS) ve yuksek
miktarda uretilerek, immun/inflamatuar olaylarda rol alan ve hicre aracili immudn
cevapta etkili bir komponent olan uyarilabilir form (iNOS)'dur. nNOS ve eNOS
izoenzimleri NO* Uretimi icin Ca kalmodulin kompleksine bagimhdir, buna karsin
iINOS bundan bagimsizdir (53).

Bu reaksiyon igin ortamda oksijen ve bazi diger ko-faktorlerin nikotinamid
adenin dinukleotid fosfat (NADPH), flavin adenin dinukleotid (FAD), flavin

mononukleotid (FMN), tetrahidrobiopterin ve kalmodulin bulunmasi gerekir (62).

NS
L-Arinint+ Oy ————» Sitrillin+ itk Oksit
NADPH

H.N o MH. HzN M-0H H?N
NH MADFH 172 NADPH
+ N=—0
i g\ Mitric oxide
H;'N COO- H N  COO- Hy*M COO-
L-Arginine N*-hydroxy-L-arginine L-Citrulline

Sekil 10. L-argininden nitrik oksit (NO) sentezi
Nitrik oksit, L-argininin L-sitrlline donusumu sirasinda sentezleniyor. Bu reaksiyon
esnasinda 1,5 molekul NADPH, elektron vericisi olarak kullaniliyor. Hidroksi-arginin

ara urun olarak olusmustur (26).

2.7.2. Nitrik Oksit Yapisi ve Ozellikleri
Renksiz ve son derece toksik bir gaz olan NO" serbest radikal yapisinda olmasindan
dolayi yari dmru ¢ok kisadir. Dusuk konsantrasyonlarda toksik degildir ve gok énemli
fizyolojik islevlerin gerceklesmesinde rol oynar.

Havadaki NO* oksijenle oksitlenerek ¢ok kisa stirede NO;™ (nitrit) ve NO3

(nitrat) olusturur. NO’in agik formulunde gorulen eglenmemis elektronu, azot ve
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oksijen atomlari Uzerinde yer degistirerek rezonans stabilitesi saglar, reseptorden
badimsiz olarak membranlardan kolayca diffiize olabilir (56-57). Tum bu 6zellikleri
NO’e haberci molekul 6zelligi kazandirmaktadir (56). Ayrica su ve oksijen varliginda,
3-20 sn gibi ¢cok kisa yari dmru vardir, kolayca oksitlenir. Bdyle bir ortamda NO- bir
dizi nitrojen oksitlerine (NOx) donusebilir.

Nitrik oksit ve tekrar NO’e donusebilen nitrojen oksitleri (NO2, N2O3, N2O4
vb) guglu nitroze edici ajanlardir ve primer ile sekonder aminleri nitrozleyerek,
nitrozaminleri olustururlar. Nitrozaminler; potansiyel karsinojeniktirler. Cunku bu
bilesikler DNA’da, nitrozilasyon, deaminasyon yapabilir ve alkil nukleofillerin
olusumuna neden olabilirler.

Yapisal NOS tarafindan yapilan nitrik oksit, hucreler arasi ve hucre igi
haberlesmede rol oynar. Yapisal NOS enzimleri, ortamdaki kalsiyum konsantras-
yonlarinin artigsindan etkilenirken iINOS etkilenmez. Yapisal NOS cesitli organ
sistemleri icin bazal seviyelerde gereklidir. Tiol gruplari ile reaksiyona girerek
gerektigi zamanlarda kullaniimak Uzere depolanir. Nitrik oksit, pankreasin asiner
hicrelerinde guanozin 3.5 siklik monofosfat (cGMP) sentezini dizenler. Guanozin
3.5-siklik monofosfat, bobrekler ile beyinde atrial natritretik faktér, yapimi diz
kaslarin gevsemesi, retinada fototransdiksiyon ve enterotoksinlerle iligkili olarak ince
barsaklarda sivi salinimini etkiler. Arterlerde venlerden daha fazla NO- dretilir. Nitrik
oksit demir sulfur iceren ve trikarboksilik asit siklusunun enzimi olan cis-akonitaz ile
gliseraldehid-3-fosfat dehidrogenazin tiyol (SH) gruplarina baglanir. Normal fizyolojik
kosullarda NO konsantrasyonlari 100-500 nM duizeylerinde iken endotoksin, a-
interferon, IL-1, TNF-a gibi ajanlarla iINOS’un tetiklenmesi sonucunda duzeyleri
yaklagik on kat artar. Hastalik ve sonuglarina bagli olarak NO- zararli veya yararh
etkiler gosterebilir (117).

Nitrik oksit bir kez sentezlendikten sonra hizla hedef dokulara yayilir ve
hicre igcinde guanilat siklaz enzimini aktive ederek diz kas kasilmasini saglayan
“siklik guanozin monofosfat” (cGMP) miktarini artirir (62). Olusan bu biyokimyasal
olaylar diz kas kasiimasi, vaskuller tonlis ve kan akimlarinin dizenlenmesinde
onemli rol oynar. Nitrik oksit ayni zamanda trombositler i¢cindeki ¢ozulebilir guanilat
siklaz aktivitesini de artirarak trombosit adhezyon ve agregasyonunu azaltir. Ayrica

mikroorganizmalarin mitokondrial proteine bagh demir bilesikleriyle reaksiyona girip

35



DNA sentezini bozarak dlmelerine yol acar ve savunma sisteminde rol oynar. Nitrik
oksit, kardiyovaskuler sistem, sinir sistemi ve immunolojik sistemde bir ¢ok fizyolojik
ve patolojik mekanizmalarin duzenlenmesinde ¢ok 6nemli intra ve interselltler sinyal
tasiyan bir molekuldar (62).

Nitrik oksit damar diz kaslarini gevsetir, trombosit agregasyonunu inhibe
eder, kan basincini dusurur, anjiyogenezi stimule eder, néronal sinyal iletimini saglar.
INOS vasitasiyla mikroorganizma tahrip edici NO' sentezlemek icin makrofajlari
aktive eder (63). Nitrik oksit diger bir yandan da, inflamatuar bozukluklarda sitotoksik

bir ajan olarak hareket edebilir.

2.7.3. Nitrik Oksit ve Kanser

Nitrik oksit; vazodilatasyon, noérotransmisyon, anjiyogenez, apoptoz ve tumor
progresyonu gibi birgok olayda rol oynayan bir mediyatordur. Yakin zamanda
yapilan calismalar NO’in en az iki mekanizma ile timor gelisimi ile ilgili olabilecegini
gostermigtir.  Bunlardan birincisi, anjiogenezisin stimulasyonu, digeri ise DNA
uzerinde serbest radikallerin direk aktivasyonu ile artmig mutagenezisidir (68). Ek
olarak, tumor hudcrelerinden NO' salinimi, NO”in .antiproliferatif etkisi araciligi ile
tumor ile uyarilan immunsupresyonda rol oynayabilir (69). Birgok in vivo ve in vitro
calismada NO”in anjiyogenezi hizlandirdigi gosterilmistir.  Anjiyogenezin tumorin
baylime ve yayihmindaki en 6nemli faktérlerden oldugu bilinmektedir. NO’in
endotelyal hlcre buyumesini indikledigi ve tumér kan akimini dizenledigi
gOsterilmigtir.

Karsinogenezde bozulan apoptozisin tumor gelisiminde onemli bir faktor
haline gelmesine yol agar. inflamatuar siregte meydana gelen olaylar kolorektal
tumorler gibi kanserlerin gelismesinde énemli risk faktorlerini olustururlar. Kolorektal
kanser gelismesinde inflamatuar proges bir risk faktoridir.  Aktive olmus immun
sistem hucrelerinde NO- Uretiminin artmis bulunmasi NO' ve kanser gelisimi arasinda
bir bag oldugunu diisindiirmektedir. insan kolon adenomlarinda gézlenen NOS
izoformlarindaki artis, kolon kanseri gelisimi strecine 6nemli katkilarda bulunur (64).

Nitrojenin  reaktif metabolitlerinin  Gretimindeki artis, inflamasyon
gelisiminde 6nemli bir patofizyolojik role sahiptir. Hayvan modellerindeki intestinal

inflamasyon ve insan inflamatuar barsak hastaligi NO* dretimi ve iINOS’un
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ekspresyonunda artigla karakterizedir. iINOS, kolon epitelyal hUcrelerinden
proinflamatuar stimulusa cevap olarak eksprese olur. inflamatuar odak icinde NO-,
superoksit anyonuyla reaksiyona girebilir, sonugta peroksinitrit Uretimi sayesinde
oksidatif doku hasari meydana gelir ki kolon inflamasyonunda NQO’in yikici etkilerinin
aracilik ettigine inaniimaktadir (68).

Son zamanlarda yapilan arastirmalarda kanserde NO° ve iINOS’'un
aktivitesi galisilmistir. Bulunan sonuglarda genellikle NO° ve iINOS’un arttigi
gosterilmigtir. Fakat kolorektal kanserli hastalarda bulunan sonuglar halen
tartismalidir. Birgok calismada normal mukoza ile karsilastirildiginda tamoér
dokusunda NO dlzeyleri yiksek bulunmusken, tersi sonuglar da gdésterilmistir.

Nitrik oksitin protumor 6zellikleri kadar antitimor Ozelliklerinin de oldugu
bilinmektedir. Dusuk konsantrasyonlarda tiumaér bluyumesini stimile eder ve birgok
hicre tipini apoptozdan korur. YUksek konsantrasyonlarda ise hlcre blyumesini
inhibe eder ve apopitozu indikler. NO”in surekli indlksiyonu, kronik inflamasyonda
mutajenik etkiye neden olabilir. NO' aracili DNA hasari veya DNA tamirinin
engellenmesi potansiyel olarak kanserojeniktir. NO* timoér blyumesi ve metastazi
stimlle edebilir. Bunu timodrin migrasyon, invazyon ve anjiyogenik kabiliyetini
artirarak yapar. NO”’in timoér slpresér P53 onkoproteinini inaktive ederek
karsinogenezi hizlandirabilecegini gosteren ¢aligmalar bildirilmigtir.

Nitrik oksit ayrica siklooksijenaz-2 (COX-2) enzimini uyararak tumor
progresyonunu hizlandirabilir. Hem NO hem de prostoglandinlerin konsantrasyonlari
inflamasyon ve tumoér progresyonu ile yakindan ilgkili bulunmustur. Kolorektal
kanserlerin tedavisinde COX-2 ve iNOS'u inhibe edecek kemoterapotik ajanlarin

tedavide kullanilabilecegi dugsunulmektedir.

2.8. ANTIOKSIDAN SISTEMLER

Serbest oksijen radikallerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari
Oonlemek icin vicutta bazi savunma mekanizmalari gelistiriimigtir. Bunlar “antioksidan
savunma sistemleri” olarak bilinirler.

Organizma serbest radikallerin zararl etkilerinden korunmak amaci ile
vucutta SOR ve reaktif nitrojen tdrlerini enzimatik ve enzimatik olmayan

antioksidanlarin aktivasyonu ile dengeleyip uzaklastirabilir. lyi bir antioksidan serbest
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radikalleri belirli bir sekilde ortadan kaldirir, redoks metallerini tutar, antioksidan agi
icerisinde diger antioksidanlari 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) énemli
enzimatik antioksidanlardir. Non-enzimatik antioksidanlar arasinda vitaminler
(vitamin E, vitamin C, karotenoidler), tiyol antioksidanlar (glutatyon, tiyoredoksin,
lipoik asit), dogal flavonoidler, melatonin ve diger bazi molekuller bulunur. Bir
antioksidan diger antioksidanlari tetikleyebilir. Bu igslem “antioksidan agi” olarak

adlandirilir.

2.9. MELATONIN

Melatonin (MEL), karanlikta pineal bezden salgilanan, uyku, dreme, sirkadiyen ritim
ve immdunite gibi pek ¢ok biyolojik fonksiyonun dizenlenmesinde rol oynayan bir
hormondur (Sekil 11).

CH,0 CH,CH;NHCOCH,

N
H

MELATONIN
(5-Metoksi-N-Asetiliriptamin)

Sekil 11. Melatoninin yapisi (77)

Pineal bez melatonin yapimindan sorumlu tek organ degildir. Diffuz
ndroendokrin sistem icinde kabul edilen APUD (amine precursor uptake and
decarboxilation) hucrelerinde melatonin sentez edildigi gosterilmistir. Bu hucreler,
retina, lakrimal bezler, beynin diger bolgeleri ile brons, karaciger, bobrek, adrenal
bezler, gastrointestinal sistem, timus, plasenta, over, testis ve endometriumda yer
alir. Ayrica mast hdcresi, |6kosit ve naturel Kkiller hicrelerinde melatonin
sentezlenmektedir.

Melatoninin  varhgr 1958 vyilinda dermatolog Lerner tarafindan

belirlenmistir. Gastrointestinal traktta melatonin varhgini ilk kez Raikhlin ve Kvetnoy
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bildirmiglerdir. (71). Daha sonra sindirim sistemi mukozasindaki enterokromafin

hicrelerde (EK) immunohistolojik olarak tespit edilmistir (72,73).

2.9.1. Gastrointestinal Melatonin

Melatonin kanda ve diger vicut sivilarinda glinboyu minimal yogunluktadir. Cesitli
calismalarda gastrointestinal dokulardaki melatonin konsantrasyonunun kandaki
konsantrasyonlardan,10-100 kez daha yuksek oldugu saptanmistir (74). Gastro-
intestinal melatoninin sentez ve sekresyon mekanizmasi henlz tam olarak
aciklanamamigtir.  Gastrointestinal melatoninde sirkadiyen ritm gdézlenmez.
Paranteral veya oral melatonin ya da prekirsérii olan triptofan uygulanmasi GiS’de
melatonin birikimine neden olur. Ozellikle gece salinan gastrointestinal melatoninin
¢ok kuguk bir kisminin pineal orjinli olabilecedi de dusunulmagstur (74).

Buna ek olarak GiS’in enterokromofin hiicrelerinin (EK) veya
pinealositlerdeki melatonin Uretiminin yaninda, luminal sivilarda da melatonin tespit
edilmigtir. Luminal melatoninin yiyeceklerden gelebilecedi dugunulmustur. Tavuk-
larda melatoninden zengin besin uygulanmasi plazma melatonin dizeyinin
yukselmesine neden olmustur. Bununla beraber yiyecekle luminal konsantrasyonlar
arasindaki korelasyon ve gastrointestinal mukozanin farklh segmentlerindeki
melatonin degerleri luminal melatoninin ancak mukozal orjinli olmasiyla mumkundur
(74).

Sistemik veya peroral melatonin uygulamalari sonucunda 6zellikle mide ve
kolonda birikim gézlenmektedir (74).

Kolit tedavisi veya oOnlenmesinde melatonin antioksidatif etki yaparak
immuan sistemi uyararak etki eder. Melatoninin immuan sistemi uyarici etkisi ¢ok iyi
bilinmektedir. Bununla beraber melatoninin GiS’deki immiin yanit (izerine artirici
etkisi direkt olarak aydinlatilamamistir. indirek olarak ratlarda melatonin
uygulanmasinin GiS’in majér immiin dokusu olan payers plaklarinin biyiklik ve

sayisini 6nemli derecede artirmasi indirek kanit olarak gosterilmistir (74).
2.9.2. Melatonin ve Kanser

Melatonin guiglii imminmoddlatér ve onkostatik etki gosterir (75). In vitro melatonin

insan kolorektal kanser hiicrelerinin (CaCo-2) proliferasyonunu inhibe eder. in vitro
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yuksek dozda melatonin kolon adenokarsinomunda hucre buyumesini inhibe eder.
Melatoninin disuk dozlarda onkostatik etkisi gosterilememis ise de doza bagl olarak
DNA sentezini azaltti§i sonucuna ulagilmigtir (76). Ustelik in vivo sartlarda, hem
dusuk ve hem de yuksek dozlarda melatonin, murine kolonik kanserinin apoptotik

hicre sayisini arttirdigi gosterilmigtir.

2.9.3. Melatonin Metabolizmasi

Melatonin sentezi sirkadien ritm gosterir.  Aydinlikta hiperpolarize olan retinal
hicreler, karanlikla beraber depolarize olarak, bezde MEL sentezini baslatirlar. Gun
batimiyla fotoreseptér hicrelerden salgilanan norepinefrin, hem triptofanin
dolasimdan beze girisini arttirmakta ve hem de b1 reseptorleri araciligiyla
membrandaki adenil siklazi aktive ederek, intraseliler cAMP seviyelerini
yukseltmektedir (77).

Dolagimdaki triptofanin aktif transportla pinealosit icine alinmasiyla
baslayan MEL sentezi, dért ardisik enzimatik reaksiyon sonucunda tamamlanir: ilk
asamada hidroksilasyon reaksiyonuyla olusan 5-OH triptofan, dekarboksilasyonla
serotonine donusmekte ve daha sonra sirasiyla N-asetilasyon ve O-metilasyon
reaksiyonlariyla, serotoninden MEL (5-metoksi-N-asetiltriptamin) olusmaktadir (Sekil
12). MEL sentezinde hiz kisitlayici enzim olan N-asetiltransferaz (NAT) aktivitesi,
cAMP etkisiyle yukselmekte ve bdylece sentezlenen ve salgilanan MEL miktari
artmaktadir (Sekil 13) (77).

Sentezini takiben, pineal bezden dogrudan dolasima verilen MEL, lipofilik
Ozelligine ragmen, membran reseptorleri araciligiyla hedef hucrelerine ulagir.
Otoradyografik caligmalarla, beynin gesitli bolgelerinde, bagirsak, ovaryumlar, kan
damarlari ve karacigerde, MEL reseptorlerinin  varhigi gosterilmigtir. MEL
reseptdrlerinin sensitivitesi ve ekspresyonu, gunlik isik ritmi ile iligkilidir. Lipofilik
Ozelligi nedeniyle, hucrenin tum fraksiyonlarina kolaylikla girebilen MEL igin sitozolik
ve nukleer baglanma yerleri de tanimlanmistir.

Melatoninin inaktivasyonu, baslica karacigerde gercgeklesir. indol
halkasinin altinci konumundan hidroksile olan MEL, daha sonra silfat veya

glukuronik asitle konjuge edilerek idrarla atilir. MEL’in idrardaki baglica metaboliti

40



olan 6-sUlfatoksi melatonin dizeyleri, MEL’in plazma dlzeyleri kadar, sentez

yikimi icin de iyi bir gostergedir.
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Sekil 12. Triptofandan melatoninin olusum agamalari
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Pineal pland da melatonin sentezinin kontrolu. SON; Suprakiazmatik nikleus, RH: retinohipotalamik, PVN,
Paraventrikiiler nikleus, SCG; Superior servikal ganglion, NA; Norepinefrin, NAT; 5-Hidroksitriptanin-N-

asetiltransteraz, HIOMT: Hidroksiindol-O-metiltransferaz

Sekil 13. Pineal bezde melatonin sentezinin kontrol(

2.9.4. Melatoninin Biyolojik Etkileri

Melatoninin uyku, sirkadien ritm, duygu durumu, termoregulasyon, immunite, cinsel
olgunlasma ve Ureme gibi bir ¢cok biyolojik olayla iligkili oldugu bildirilmigtir. Ayrica, in
vivo ve in vitro ¢alismalarla antiproliferatif ve antioksidan etkilere de sahip oldugu
goOsterilen MEL'’in, kanser ve yaslanmanin onlenmesinde de etkili olabilecegi one
surdlmektedir (Sekil 14).

2.9.5. Melatoninin Antioksidan Etkisi

Antioksidanlar igerisinde, MEL'in en gugclu radikal tutucu oldugu 6ne suruldigunden,
MEL’e olan ilgi giderek artmakta ve antioksidan ozelligi gun gecgtikce oOnem
kazanmaktadir. Melatoninin bir antioksidan oldugu, literatirde ilk kez 1991 yilinda
lanas ve ark tarafindan 6ne surlilmus ve daha sonra yapilan in vitro ve in vivo

calismalarla desteklenmistir.
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Sekil 14. Melatoninin sistemik etkileri (77)

Bu calismalar birlikte degerlendirildiginde, MEL’in antioksidan 6zelligi g

ana baglik altinda toplanabilir :

1.Direkt antioksidan etki: MEL’'in OH Hy0,, O,, HOCI, NO°, ONOO" gibi oksidatif
strese yol acabilen serbest radikalleri detoksifiye ettigi ve bdylece onlarin
biyomolekuller Gzerindeki zararli etkilerini onleyebildigi bildiriimektedir

Melatoninin antioksidan Ozelligi, yapisinda bulunan pirol halkasindan
kaynaklanmaktadir. Fizyolojik sartlarda pek ¢ok indol MEL’e benzer sekilde yikilsa
da, O, varliginda, MEL’in pirol halkasinin indolamin 2,3-dioksijenaz (IDO) ile
enzimatik ya da hemin ile nonenzimatik olarak yikimi, yuksek reaktiviteye sahip, N1-
asetil-N2-formil-5-metoksikinuramin (AFMK) olusumuyla sonuglanmaktadir. MEL'’in
H,O, varlidinda da AFMK olusturdugu ve bu metabolitin radikal tutucu aktivite
gOsterdigi belirlenmigtir .

N1-asetil-N2-formil-5-metoksikiniramin olusumuna yol agan diger bir
mekanizma ise, yuksek bir affinite ile OH radikalini baglayabilen MEL’in, indolil
katyon radikalini olusturmasi ve bu radikalin de, O)i yakalayarak AFMK'e

donusmesidir. AFMK, daha sonra arilamin formamidaz (AFA)In katalizledigi
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reaksiyonla N1-asetil-5- metoksikindramin (AMK)'e c¢evrilmektedir.  Diger taraftan
indolil radikal, OH- varliginda siklik 3-hidroksimelatonin olusturmakta ve bu
metabolitin idrar duzeyleri, radikal Uretiminin bir gostergesi olarak kullaniimaktadir.
Cesitli antioksidanlarin glcund belirlemek amaciyla yapilan karsilastirmali ¢calismalar,
MEL’in en gug¢li antioksidanlardan biri oldugunu gostermektedir.

Askorbat, alfa-tokoferol ve GSH gibi zincir reaksiyonlarini kirabilen diger
antioksidanlardan farkl olarak, MEL yayilmakta olan lipid peroksidasyonunu peroksil
radikalini yakalayarak sonlandirmaktadir. MEL'’in bu antioksidanlardan daha guglu
oldugu. , GSH'dan bes kat ve mannitolden 14 kat daha guglu bir sekilde OH
radikalini yakaladi§i in vitro ¢alismalarla gdsterilmistir. 5-OH-triptofan, 5-OH-triptamin
ve serotonin ile kiyaslandiginda, MEL’in, NO' olusumunu azaltan en guglu indol
oldugu saptanmistir. in vitro sartlarda MEL’in doza bagimli bir sekilde, ONOO"’in yol
acti§l oksidasyonu onledigi ve ayrica kendisi nitrasyona ugrayarak ONOO i
detoksifiye ettigi; in vivo inflamasyon modelinde de nitrotirozin olusumunu baskiladigi

gOsterilmistir.

2. Antioksidan enzim aracili etki: Farmakolojik ve muhtemelen fizyolojik duzeylerdeki
MEL'’in, sUperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon
rediuktaz (GSSG-Rd), glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) ve Y-glutamilsistein
sentetaz gibi bazi antioksidan enzimlerin gen ekspresyonlarini ya da aktivitelerini
artirdigi ve bu yolla oksidatif stresi baskiladigi bildiriimektedir. Ratlara, akut/ kronik
uygulanan MEL’in beyin dokusu Mn-SOD ve CuZn-SOD sentezini artirdigi ve bu
yolla oksidatif hasara kargi beyin dokusunu korudugu; ayrica anne rata verilen
MEL'’in plasentadan gecebildigi ve fetus beyninde SOD aktivitesini artirdidi
gosterilmigtir.  Gunduze gore, gece oldurulen ratlarda beyin GSHPx aktivitesinin
daha yuksek bulunmasi, MEL’in fizyolojik antioksidan etkisine baglanmaktadir (77).
Hayvan modeli ¢alismalarinda, farmakolojik dozda uygulanan MEL ile
akciger, barsak, bobrek, karaciger, beyin, kalp, pineal bez ve eritrosit GSHPx
aktiviteleri, %22-138 oraninda artmaktadir. Ratlarda karaciger, bobrek ve beyin
dokusu GSHPx aktivitesinin, MEL uygulandiktan G¢ saat sonra arttigi gozlenmistir.
Noéral GSH-Px aktivitesinin, MEL’e benzer sekilde, gunduz disuk; gece yuksek

oldugu bulunmustur. Pinealektomi yapilan ratlarin karaciger, akciger ve beyin GSH-
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Px aktivitelerinde anlaml dustsler saptanmistir. GSH havuzunu koruyan GSSG-Rd
aktivesinin surekli karanliga maruz birakilan kuslarin beyninde daha yuksek oldugu
ve ekzojen MEL ile de deney hayvanlarinda aktivitenin yukseldigi bildirilmistir. MEL
uygulanan ratlarin, karaciger GSSG-Rd aktivitesinin yaklasik iki kat arttigi
belirlenmistir. MEL tarafindan Y-glutamilsistein sentetazin uyariimasiyla, insan

endotel hicrelerinde total GSH igeriginin yukseldigi 6ne surulmektedir (77).

3. Prooksidan enzim aracili etki: MEL’in bazi prooksidan enzimleri inhibe ederek,
serbest radikal olusumunu azalttigi ve bu yolla da antioksidan sistemi destekledigi
dne sirilmektedir. /n vitro ve in vivo sartlarda, NO* ve daha ileri asamada ONOO
olusumuna neden olan nitrik oksit sentaz (NOS) aktivitesinin, fizyolojik MEL
konsantrasyonlarinda inhibe edildigi bildiriimektedir. MEL'in bu antioksidan etkilerini
destekleyecek sekilde; oksidatif doku hasarina yol agan kainik asit, L-sistein,
sisplatin, adriyamisin, alloksan, streptozotosin, sentetik seks steroidleri ve siklosporin
A gibi toksinlerle induklenen oksidatif stresin MEL ile Onlenebildigi, in vivo
calismalarla da gosterilmigtir.

Melatonin hem suda ve hem de lipid fazda c¢ozUnebildiginden,
organizmada ¢ok genis alanda antioksidan etki gosterebilmektedir. Kolaylikla kan-
beyin bariyerini ve plasentayl gecgebilen MEL icgin, bilinen higbir morfofizyolojik
bariyerin olmamasi, MEL’in tUm intraseltler komponentlere rahatlikla ulagabilmesini
saglamaktadir. Boylece MEL, hlcre zarini, organelleri ve g¢ekirdegi etkin bir sekilde
serbest radikal hasarindan koruyabilmektedir. Hlcre membrani ile temas ettiginde,
fosfolipid tabakanin dis ylzeyine tutunan MEL, radikallerle membrandan &nce
temasa gecerek onlari detoksifiye eder ve membrani korur. MEL varliginda,
mitokondriyal solunum zincirinden kaynaklanan O, H2O, ve OH" gibi radikallerin
uretimi de azalmaktadir. Cekirdege kadar ulasabilme o6zelligi, DNA'nin oksidatif
hasara kargi korunmasinda, MEL’e bir Ustunlik saglamaktadir. Daha da énemlisi,
diger antioksidanlarin aksine, ¢ok yuksek dozlarda (300 mg/gtin) ve bes yil gibi uzun
sure kullanimda bile, MEL'’in toksik bir etki gostermemesidir.

Melatoninin antioksidan etkileri genel olarak incelendiginde, adezyon
molekdllerinin ve proinflamatuvar sitokinlerin sentezini azaltmasini da iceren oldukca

genis spektruma sahip bir antioksidan oldugu goérulebilir (77).
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2.9.6. Oksidatif Stres ve Melatonin

Hem in vitro, hem de in vivo galismalarda, melatoninin guglu bir serbest radikal
supurucl ajan oldugu gosterilmigstir (78,79). Oldukga toksik olan hidroksil radikalleri
basta olmak Uzere, diger serbest oksijen radikallerinin neden oldugu oksidatif
hasardan makromolekulleri 6zellikle de DNA'y1 koruyabilir. DNA hasari olusturan
radikaller hucrede nukleer bir enzim olan poli-ADP-riboz sentazi (PARS) aktive
ederler. Bu enzim, DNA tek zincirinin kirilmasi ile aktive olur ve hicrelerde siddetli
enerji tiketimine yol acarak sonugta nekrotik tipte hicre 6limine neden olur.
Melatoninin  PARS  aktivitesini inhibe  ederek;  sok, inflamasyon  ve
iskemi/reperfiizyonda (i/R) organ hasarini énleyebilecegi bildiriimektedir (80).

Melatonin serbest radikal yakalayici etkisi bakimindan, bilinen tim
antioksidanlardan (mannitol, glutatyon ve vitamin E gibi) daha gugludur.
Antioksidanlarin buyuk cogunlugunun aksine, melatonin hem suda, hem de yagda
¢ozunebildiginden hidcrenin tum komponentlerine etki eder. Melatonin direk olarak
guglu bir radikal (hidroksil radikali, siperoksid anyon radikali, peroksil radikali, singlet
oksijen ve peroksinitrit anyonu) siipuriicli etki gésterir. indirekt olarak ise, spesifik
melatonin reseptorleri araciligi ile antioksidan enzim seviyelerini artirarak ya da pro-
oksidatif enzimleri inhibe ederek (SOD, GSHPx, GSSGRd, glikoz-6-fosfat
dehidrogenaz stimulasyonu ve NOS inhibisyonu) doku koruyucu etki gosterir (26, 78,
79).

Superoksit radikaline en dnemli etkisi stperoksidin dismutasyonunda en
bayuk rol oynayan SOD'un mRNA'sini artirmasidir. H,O, hicrelerde CAT ve GSHPX,
ile toksik olmayan urtnlere donusturtlir. GSHPx, GSSGRd ve aktivitesi melatonin
ile uyariimaktadir. Melatonin, H,O'in hicre i¢i konsantrasyonunu azaltir. GSSGRd
aktivitesinde ko-faktér olan NADPH, G-6-PD ile olusturulur. Melatonin G-6-PD
aktivitesini de uyarir. Melatonin, indol nukleusun yan zincirindeki metoksi ve asetil
gruplart OH' radikalinin gideriimesinde rol oynar. Melatonin bir elektron vererek
hidroksili noétralize eder ve toksik olmayan indolil katyon radikaline (melatonil)
donusur. Bu nitrojen merkezli melatonil radikalinin de superoksit anyon radikali ile

etkilegip 5-acetyl-N-formyl-5-methoxykynuramine (5-MAFK) olustururken bu radikali
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de supurdugu bildiriimektedir. Melatonin singlet oksijeni direkt olarak noétralize
edebilmektedir (79).

Nitrik oksit, O, varliginda peroksinitrite donugerek toksik etkilere aracilik
eder. ONOO', peroksinitrdoz asit ve hidroksil radikaline ddnusebilmektedir. NO
inhibisyonunun ONOO™ olusumunu engelleyecegi ve kardiyak performansi
artirabilecegi gosterilmistir.  Bu nedenle, NO- sentezini gergeklestiren NOS'un
(6zellikle iINOS) pro-oksidatif bir enzim olabilecegi dusunulmektedir. Melatoninin
INOS aktivitesini inhibe edebilecegi bildirilmigtir (78,79).

Melatoninin daha 6nce gdsterilmis bir diger etkisi ise zarlar stabilize edici
ozelligidir. Bu konuda daha once yapilan galismalarda melatoninin sepsiste artan
oksidatif hasarda eritrosit zarinda koruyucu etkileri gosterilmis ve in vivo ortamda
melatoninin farmakolojik dozlarinin eritrosit zarini lipid peroksidasyonundan ve
oksidatif hasardan korudugu ve antioksidan savunma sistemindeki enzimlerin
aktivitelerini artirdigi bulunmustur (81,82). Melatoninin hlcre zarlarini stabilize edici
Ozelliginin yani sira mitokondrial zarlari da stabilize edici 6zelliklerinin oldugu
gosterilmigtir.  Lipofilik 6zellikte olmasi nedeniyle 6zellikle de mitokondrial i¢ zari
stabilize ederek elektron transport zincirinin fonksiyonunu gerektigi  gibi
yapabilmesine yardimci olmaktadir.  Ayrica in vitro ortamda da melatoninin
eritrositlerin zarinda sodyum nitroprussid uygulamasina bagl olarak artan nitrik oksit
(NO) duzeylerinin oksidan etkisini Onleyici yonde etkilerinin oldugu bulunmustur.
Ancak melatoninin fizyolojik duzeylerindeki (pikogram) dedisiklikler eritrosit
membraninda lipidlerin peroksidasyonu agisindan onemli bir degisiklige neden
olmamigtir.  Ayni zamanda in vivo ve in vitro deneylerde, birgok hastaligin
patojenezinde ve fizyolojik doku perfluzyonunda oldukga 6nemli olan eritrositlerin
deformabilite 6zelliklerindeki bozukluklarin da melatonin uygulamasi ile antioksidan

etkisine bagl olarak duzeltildigi 6ne strulmustar (81,82).

2.9.7. Melatoninin Etki Yerleri

In vitro fizyolojik dozlarda melatonin, cAMP (retimini zamana ve doza bagh bir
sekilde inhibe eder. Melatonin reseptorleri; Mel-1a, Mel-1b ve Mel-1c olmak Uzere Ug¢
tiptir. Mel-1a reseptdér geni insan kromozomunda 4q35.1 lokalizasyonunda
kodlanmistir.  Ekspresyonu suprakiazmatik nukleus ve pars tuberaliste sinirlidir.

Sirkadien ve reproduktif etkilerinin bu reseptor araciligi ile gerceklestigi dusunalur.
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Mel-1b reseptor geni insan kromozomunda 11921-22 bdlgesinde kodlanmigtir. Beyin
ve retinada eksprese olur ve her iki bolgede de dopaminerjik fonksiyonlar ile iliskili

oldugu dagunulur. Mel-1c geni ise insanda saptanmamistir.

2.9.8. insanda Melatonin Uretimi

Normal insanlarda melatonin gece salgilanir.  Yetiskinlerde ortalama plazma
melatonin seviyesi 60-70 pg/ml ve baslica metaboliti olan 6-HMS’nin maksimum
plazma konsantrasyonu 80- 100 pg/ml arasindadir. Normal insan melatonin ritminin
en karakteristik 6zelligi normal bireylerde gunlik ve haftalik olarak tekrarlanabilir
olmasidir. Birey icerisinde degismezlige ragmen bireyler arasinda ritmin amplitudi

acisindan ¢ok buyuk bir degiskenlik vardir.

2.10. APOPTOZIS

Apoptozis (programlanmis hicre 6lumu), hicre intihari olarak da bilinir ve fizyolojik
bir olaydir. Apoptoz, organizmanin ihtiyag duymadigi, biyolojik gorevini tamamlamig
veya hasarlanmis hucrelerin, zararsiz bir bicimde ortadan kaldiriimasini saglayan ve
genetik olarak kontrol edilen programli hiicre dlumuadur (83).

Yasamakta olan hicreler iki farkli mekanizma ile olurler. Bu mekanizmalar
nekroz ve apoptozdur (Sekil 15). Nekroz; hipoksi, asiri 1s1 degdisiklikleri, toksinler gibi
hicre disindan gelen gesitli fiziksel ve kimyasal etkenler sonucunda gelisen travmatik
hicre 6lumudir. Apopitoz ise yaslanmig, fonksiyonunu yitirmis, fazla Uretilmis,
duzensiz gelismis veya genetik olarak hasarli hucrelerin, organizma igin guvenli bir
sekilde yok edilmelerini saglayan ve genetik olarak kontrol edilen programli hiucre
oliumuaduar. Nekroz patolojik bir olaydir.  Apopitoz ise fizyolojik veya patolojik
uyaranlarla olusabilir (84).

Apoptozis, hucrenin yasam c¢emberi boyunca yapim-yikim dengesinin
surdurtulmesini saglar. Barsak epitel hicrelerinin devamli yenilenmesi, menstruasyon
esnasinda uterusun i¢ yuzundeki hucrelerin dldurllerek uzaklastiriimasi apoptozise
ornektir. Apoptozis, organizmada hasar goérmis veya organizma igin tehlikeli
olabilecek hiicrelerin yok edilmesinde de gérev alir. Ornegin virisle enfekte hiicreler
bu yolla ortadan kaldirnlir. Hasarli DNA da apoptozis yolu ile ortadan kaldirilr.

Hucrenin DNA’sinda meydana gelen mutasyonlar kanser gelisimine neden
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olabilecekleri i¢cin bu hasarl hicrelerin apoptozis yolu ile dldurilmesi buylk dnem
tasimaktadir (85).
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Sekil 15. Apoptozis ve nekrozisin hicresel gérunama (86)

Okaryotik organizmalardaki hiicreler dogarlar, belirli bir siire yasarlar ve
sonra olurler. Yasam suresi hucre tipine gore degismektedir. Zamani gelince
hiicreler daha énceden programlanmis bir sekilde dliirler. Ornegin; barsak hiicreleri
uc bes gunluk bir yagsam suresini takiben olurken derinin epidermal hucreleri 20-25
gunluk bir sure sonunda 6lmektedir. Kalp kasi hucreleri veya noronlar ise dmur boyu
yasarlar. Tum bu oOlumler fizyolojik sartlarda meydana geldigi igin bu o6lum sekli
fizyolojik hicre 6luml olarak da adlandirihr (86). Apoptozla hicre 6lUmu; enerji
kullanilarak hlicresel yaralanma ve inflamasyon olmaksizin, ¢ok daha ustaca
gerceklestirilir.  Programli hucre o6lumunun, butin g¢ok hicreli organizmalarda,

gelismede ve homeostazin surdurulmesinde vazgecilmez bir rolu vardir (87).

2.10.1. Apoptozis ve Tarihgesi
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Apoptozis birgok gen ile iliskili aktif bir sistem olup, Yunancada apo (= ayri) ve ptozis
(= disen) kelimelerinin birlestiriimesi ile olusmus bir kelimedir. Apoptozis, hiicrelerde
normal gelisim sirasinda meydana gelen 6lum olarak 1842 yilinda Vogt tarafindan
tanimlanmistir.  Programlanmis hdcre olumua terim olarak ilk kez 1965 yilinda
kullaniimistir.  Apoptozis terimi ilk kez 1972 yilinda Kerr ve arkadaslar tarafindan
kullaniimistir.  Kerr, fizyolojik olarak 6len hicrelerin g¢ekirdeklerinde yogunlasmis
kromatin pargalarini gézlemlemis ve organellerin iyi korundugunu fark ederek bu
olayi buzigme nekrozu olarak adlandirmigtir (93).

Apoptozis timorlerde sik gorulen bir olay olup hlcre 6élimlne yol agan
aktif olarak duzenlenmis bir hlcresel slrectir. Apoptozise direng gdstermek, hlicre

kaybini azaltarak tumore bir avantaj saglar.

2.10.2. Apoptotik Hiicre Oliimiiniin Asamalari
Apoptoz hucre iginden veya disindan gelen sinyallerle baslatilan ve birbirini takip
eden bir olaylar zinciri olarak seyreder. Sonugta hucrenin fagositozu ile sona erer.
Bu asamalar;

I) Apoptozun baslatiimasi,

II) Hlcre ici proteazlarin (kaspazlarin) aktivasyonu,

[II) Hacrede cesitli morfolojik ve biyokimyasal degigikliklerin olusmasi,

IV) Fagositoz, olarak dzetlenebilir.

2.10.3. Apoptozda Biyokimyasal Degisiklikler
Hucrelerde apoptoza yol agan bir tek mekanizma olmamakla birlikte pek ¢ok hicre
tipinde erken apopitozda sitoplazmada iyonize kalsiyumun arttigr izlenmigtir.
Apopitozda en dnemli biyokimyasal olay endojen endonukleaz enziminin aktivasyonu
ile DNA'nin kiriimasidir. Bu enzim Ca ve Mg badimli oldugundan aktivasyonu igin
hdcre igi kalsiyumun artmasi gerekmektedir. Enzim DNA'y1 200 baz giftlik pargalara
ayirarak kirilmalar olusturur ve jel elektroforezinde merdiven paterninin olusmasina
yol acar. Buna karsilik nekrozda ¢ok sayida endonukleaz enzimi aktive oldugundan
DNA dilzensiz pargalanarak merdiven paterni olusmaz (86).

Apoptotik hucrede gorulen onemli degisikliklerden biri normalde plazma

membraninin i¢ ylzunde bulunan fosfatidilserin’in erken evrede membranin dis
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yuzine dogru transloke olmasidir “fosfatidilserin translokasyonu”. Bu mekanizma
apoptotik htcrelerin komsu hucreler ve makrofajlar tarafindan taninmasini saglar
(86).

Apoptozis ¢cok sayida ve gesitte mediator tarafindan duzenlenir. Bunlar
arasinda, bazi iyonlar (kalsiyum), molekuller (seramid), genler (c-myc), proteinler
(p53) ve hatta organeller (mitokondri) bulunmaktadir. Bazi mediatdrler hiicre tipine

O0zgunddur, bazilari da apoptotik stimulusun gesidine gore farklilik gosterebilirler.

2.10.4. Morfolojik Degisiklikler

Hucreler ozellesmis yuzeysel yapilarini ve diger hicrelerle olan temas yuzeylerini
kaybederler. Su kaybederek kuacgulurler, buzusurler. Stoplazmanin yogunlastigi,
organellerin birbirlerine yakinlastigi izlenir. Membranlar butUnlUklerini Kkorurlar.
Organeller genel olarak saglamdir.  Morfolojik olarak en o6nemli degisiklikler
nukleusta izlenir. Kromatin ¢ekirdek membranina yakin kisimlarda yogunlasarak
degisik sekil ve buyuklukte c¢oker. Elektron mikroskobik incelemede kromatinin
yogun granuler yarimay, hilal veya yuzuk seklinde gekirdek membraninin i¢ ylizinde
yerlestigi gozlenir. Cekirdek de hticre gibi bluzligur ve bazen membranla sarili olarak
birkag parcaya ayrilabilir (90).

Apoptoz hematoksilen eozinle (H&E) boyanmis kesitlerde 1g1k mikroskopik
seviyede izlenebilir. Hucreler koyu eozinofilik sitoplazmali, bir veya birkag pargall
piknotik ¢ekirdekli olarak goértunur. Cekirdek, kromatinin ¢ekirdek membraninin i¢
yuzune yerlesmesi nedeniyle hilal veya yarimay seklinde izlenebilir. Apoptotik sure¢
ilerledikge hucrelerde sitoplazmik gikintilar olugur. Hucre daha sonra membranla
cevrili kiiglik parcalara ayrilir. iclerinde sitoplazma ve sikica paketlenmis organeller
ve bazilarinda ¢ekirdek parcalari da mevcut olan apopitotik cisimler meydana gelir
(Sekil 16) (91).

Apoptotik hucreler komsu hicreler ve makrofajlar tarafindan taninir ve
fagosite edilir.

Apoptozisin belirlenmesinde kullanilan yontemler;

-Morfolojik géruntileme yéntemleri

-immunohistokimyasal yéntemler

-Biyokimyasal yontemler
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-immunolojik yéntemler

-Molekdler biyoloji ydntemleri (86)

Sekil 16. Apoptotik cisimciklerin olusumu (92)

Malign hastaliklar klasik olarak kontrolsiiz bir asiri hiicre proliferasyonunun
oldugu hastaliklardir. Asiri proliferasyonun yaninda azalmis apoptotik hicre 6lim
hizinin da malignite gelisimine katkida bulundugu gorulmustar (71).

Apoptozisle ilgili galismalar hizla artmasina karsin apoptozisi saptamak ve
degerlendirmek pek kolay olmamaktadir. Ozellikle tek bir hiicrede apoptozis olayi
saatler igerisinde gelistiginden apoptotik suregteki hiicreyi morfolojik olarak tanimak
ve kantifiye etmek zordur. Genellikle ¢alismalarin guvenilirligini artirmak amaciyla
farkl yontemlerin birkaginin birlikte kullaniimasi énerilmektedir. Apoptotik hicredeki
morfolojik degisiklikleri saptamak igin 1sik mikroskobu, elektron mikroskobu,
flowsitometri kullaniimaktadir.  Yine gesitli sitoplazmik degisiklerin saptanmasi
(6rnegin  kaspaz aktivitesinin, hucreye kalsiyum akisinin veya mitokondri
disfonksiyonunun dl¢iimesi), membran degisikliklerinin  belirlenmesi (6rnegdin
membran gecirgenliginin dedismesi), apoptoz slrecinde veya regulasyonunda gorevli
cesitli proteinlerin kanda veya dokuda duzeyinin dlgtlmesi (6rn: Bcl2/Bax orani), DNA

parcalanmasinin ¢esitli 6zel immuanohistokimyasal boyalarla saptanmasi bu
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yontemler arasinda sayilabilir. Butun bu yontemler iginde en sik rastlanan yontemler,
DNA’daki degisikliklere dayali olan DNA agaroz jel elektroforezi ve TUNEL (terminal
deoxytransferase mediated bio-dUTP nick end labeling) boyasi ile formalinde fikse
edilmis materyalde yapilan mikroskobik incelemedir. Son donemde kullanilan énemli
ve guvenilir bir bagka metod ise Annexin-V boyasi uygulamasi ve ELISA’ dir (94).

Kanser, AIDS, otoimmun ve noérodejeneratif hastaliklar gibi 6nemli
hastaliklarda apopitotik mekanizmada bozukluklar tespit edilmesi, apopitozla ilgili
yapilan arastirmalari hizla artirmistir.  Arastirmalar bu hastaliklarin olusmasinin
engellenebilmesi ve apoptozun tedavide kullanilabilmesi alanlarinda
yogunlagmaktadir. Apopitozu kontrol eden mekanizmalarin daha iyi anlagiimasi
tibbin pek ¢ok dalinda yeni tedavi gabalarina kapi agabilecektir.

Literatlrde, kolorektal adenokarsinom grubunda apoptoz ve proliferasyonu
kargilastiran sinirli sayida galisma mevcut olup, bu ¢alismalar daha ¢ok Fas ligand
(FaslL), kaspaz, Bcl-2, p53, Ki-67 ile ilgilidir.
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3. GEREGC VE YONTEMLER

Etik kurul 6n onay! alindi. Hastalardan biyopsi ile alinacak doku materyalleri igin etik
kurul 6n onay! alindi. bilgilendirildi. Calisma kapsamina alinacak her bireye,
“Gondlltler igin Bilgilendiriimis Onam Metni” okunarak bilgilendirildi ve kendilerine
“Bilgilendirilmis Onam Formu” imzalatildi. Calismaya katilmayi kabul edenler ¢alisma

kapsamina alindi.

3.1. HASTALARIN BELIRLENMESI VE BiYOPSiI MATERYALLERININ ALINMASI
Gastroenteroloji poliklinigine basvuran ve kolorektal kanser olabilecegi dustnulen
hastalara kolonoskopi yapilarak biyopsi materyalleri alindi. Alinan materyalin bir
kismi formole konularak rutin patolojik inceleme igin patoloji laboratuarina génderildi.
Bir kismi da eppendorf tuplerin igerisine konularak hizla donduruldu. Calisma
zamanina kadar - 80°C’de saklandi.

Patolojik inceleme sonucunda kolorektal adenokanser tanisi alan toplam
14 hasta ¢alismaya dahil edildi. Hastalardan 12’si erkek ve yas ortalamalari (60.6 +
2.65), ikisi kadin ve yas ortalamalar (67 £ 2.5) olarak belirlendi. Hastalar yeni tani
almig olup cerrahi girigsim yapiimadigindan evrelendirme yapilamadi.

Ornek toplama asamasi tamamlandiginda dokular tartilarak gram doku
agirhklari belirlendi. Dokular %0,1 triton X100 (PBS ile hazirlandi) ile 1/50 ve 1/100
oranlarinda dilusyon yapilarak ultra.homojenizatorde (Bandelin Sonoplus) buz

uzerinde homojenize edildi. Calisilincaya kadar - 80°C’de saklandi.

3.2. HUCRE KULTURU GALISMALARI

Bu calismada CaCo-2 hucre dizisi kullanildi. CaCo-2 hucre dizisi insan
kolon adenokarsinoma hucre dizisidir. Hucreler ATCC (Amerikan Tissue Culture
Collection)'den saglandi.

Dulbecco’nun modifiye esansiyel hucre kulturu besiyeri, (DMEM, Gibco
BRL. Burlington) icersine 2mM L—glutamin, %7.5 Na bikarbonat, 0.1mM non
esansiyel aminoasit, 1mM Na pirGvat, %20 bovin serum albumin (BSA), %1 penisilin,
streptomisin igcerecek sekilde hazirlandi. CaCo-2 hicreleri bu ortam igerisinde
uretildiler. Hucreler yaklasik %70-80 sikigikliga ulastiklarinda pasajlari yapilarak
cogaltildi.
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ikinci pasajda dondurularak nitrojen tankinda saklanmis olan hiicreler
37°C’lik su banyosunda hizla ¢6zuldl ve steril kabine alindi (Heraeus). Hucreler,
37°C’ye getirilmis olan u¢ mL DMEM igerisine yavasca pipetlendi. 25 cm? lik hiicre
kaltaru kabina (flaska) alindi. Hucreler, gunasiri ortamlari bosaltilip bes-alti mL PBS
(fosfat buffer saline) ile GU¢ kez yikandiktan sonra taze ortam eklenmek suretiyle
cogaltildi.  Canlilik, ¢ogalma durumu ve enfeksiyona maruz kalip kalmadiklarini
g6zlemlemek amaciyla hucreler hergun kaltir mikroskobunda incelendi.

Hucreler yeterli sikigikliga eristiklerinde kultir kabindaki besi ortami
dokulerek 1mL tripsine (37°C) tabi tutuldu. Yaklasik dort bes dakika 37°C CO,
inkiibatériinde (Thermo) bekletildi. Hucrelerin  kdltur kabindan kopmalari
saglandiktan sonra tripsini notralize etmek amaciyla tripsinin bes kati miktarda besi
ortami eklendi. Hucreler kultur mikroskobunda incelenerek ylzeyden ayrildiklar
g6zlendikten sonra steril bir tipe alindi. 1990 RPM’de on dakika santrifij edildi.
Santrifijden sonra uUstteki besi ortami dokullerek hucrelerin Uzerine taze ortam
eklendi. 50 cm? lik kiltir kabina alindi. Daha sonra gunasiri besi ortamlari dokulup
PBS ile (37°C) yikandiktan sonra taze ortam eklenmek suretiyle hucreler gogaltildi.
Hucreler yaklasik %80 sikisikliga ulastiginda pasaj islemi tekrarlandi.  Gruplar
olusturuluncaya kadar toplam bes pasaj yapildi.

CaCo-2 hucreleri, 24 kuyucuklu hdcre kultir kaplarina 500’er pyL ve
apoptozu degerlendirmek igin 18 tane petri kabina Uger mL besi ortami ile ekildi.
Gun asiri PBS ile U¢ kez yikanarak ortamlari degistirildi. Hucreler yaklasik %80-90
sikigikliga ulastiklarinda gruplar olusturularak melatonin uygulamasi yapildi. Etanol/
PBS ile 10mM konsantrasyonunda melatonin stok ¢ozeltisi hazirlandi. Stok ¢ozelti
2uM’hk  filtreden gegirilerek TmM, 0.01mM, 0.1uM, 1nM, 0.01nM
konsantrasyonlarinda melatonin igeren besi ortamlari hazirlandi. Melatonin
uygulanmayan htcreler kontrol grubu olarak tanimlandi (Tablo IV). 24 kuyucuklu
hacre kultar kaplari ve petri kaplarina yukarda belirtilen miktarlarda ekim yapilarak
inkUbasyona birakildi.

24 saat sonunda besi ortamlari 1,5 mL’lik plastik eppendorf tiplere alindi.
Kuyucuklara 200 yL 50mM trisma base + %1NP40 (PH 7,4) eklendi. On dakika

karistiricida tutuldu. On dakika sonunda hucreler pipet yardimiyla iyice plaktan
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kazinarak eppendorflara alindi. TUm inceleme ve o6lgimler besinci pasajda her grup

icin dokuz ayri hucre kulturinde gerceklestirildi.

Tablo IV. Deney ve kontrol gruplarinda uygulanan melatonin dozlari

Grup adi Melatonin dozu
A
1 mM
(n=9)
B
_ 0,01 mM
E (n=9)
S C
O 0,1 uM
> (n=9)
S
o) D
o 1 nM
(n=9)
E
0,01nM
(n=9)
Kontrol Grubu F
(n=9) =)

3.3. APOPTOTIK/ NORMAL HUCRE TAYiNi
Petri kaplarina ekilerek deney ve kontrol gruplari olusturulmus ve inkibasyona
birakilmis olan hucrelerin besi ortamlari MDA, NO' ve aktif MMP-9 oélgimleri igin;
birinci, ikinci ve Uguncu gun sonunda hucrelere zarar veriimeden 1,5 mL’lik plastik
eppendorf tuplere alindi. Petri kaplarinda kalan hucrelerde asagida anlatilan
yontemle apoptoz orani degerlendirildi (95).

Gerekli boyalar:
Fiksatif soliisyon
2mg/ mL malasgit yesili (metanolde)
Lokostat sollisyonu 1
-% 0.1 eozin Y
-% 0.1 formaldehid
-% 0.4 sodyum fosfat dibazik (Na; HPO, )
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-%0,5 potasyum fosfat monobazik (KH2POy4 )

Lbkostat soliisyonu 2

-% 0.04 metilen mauvisi,

-%0.04 azur A, % 0.4 sodyum fosfat dibazik (Na; HPOy, ),

-% 0.5 potasyum fosfat monobazik (KH2PO4 )

islemler:

o Hucre iceren tum petriler PBS ile iki kez yikandi.

o On saniye fiksatif solisyonda inkube edildi.

o Boya dokulerek kurutma kagidi uUzerine ters cevrilip boyanin tamamen
bosalmasi saglandi.

o On saniye I6kostat solusyonu 1’de inklbe edildi.

o Boya dokulerek kurutma kagidina ters cevrilerek boya tamamen bosaltildi.
Lokostat solusyonu 2'de on saniye bekletilerek boya dokuldu.

o PBS ile iki kez yikanarak havada kurutuldu. (Resim 1)

o Isik mikroskobu ile apoptotik ve normal hlcreler sayildi (Toplam 200 hdcre).

et vee

Resim 1. Apoptozu degerlendirmek igin boyanmis hucreler
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3.4. DOKU VE HUCRE KULTUR ORTAMLARINDA PROTEIN TAYiNi

Doku ornekleri ve hucre kultur supernatantlarinda protein tayini Lowry metodu ile
yapildi. Bu yontemin temeli alkali ortamda Cu*? ile protein arasinda bir kompleks
olusmasi ve folin reaktifinin indirgenmesi sonucu olusan renk siddetinin 750 nm’de

kolorimetrik olarak degerlendiriimesine dayanmaktadir.

Reaktifler

-20 g Na,COg3 + 0.5g Na-K-tartarat (C4 H4 KNaOg.4H20) 0.1 N NaOH icinde ¢ozulerek
hacim 1L’ye tamamlandi.

-100 mg CuS0O4. 5H,0 100 mL suda hazirlandi.

-Alkali bakir ¢calisma ¢ozeltisi: CuSO4. 5H,0O/ Na,CO3, 0.1 M NaOH, 0.7 M Na-K-
tartarat (1/9) oraninda karistirilarak hazirlandi.

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

-Alkali bakir calisma ¢oézeltisi: CuSO4. 5H,0O/ Na,CO3;, 0.1M NaOH, 0.7M Na-K-
tartarat (1/9) oraninda karistirilarak hazirlandi.

Analiz Asamalari

o Homojenize edilmig doku ornekleri 4000 RPM'de yedi dakika santrifuj edildi.

o Standart olarak sigir serum albumin (BSA) kullanildi. 31.25, 62.5, 125, 250,
500, 1000, 2000mg/dI olmak tzere yedi farkli konsantrasyonda standart hazirlandi.

° Ornek ve standartlardan 5ul alindi.

o Uzerine 250 pl alkali bakir calisma c¢ozeltisi eklendi. Oda isisinda 15 dakika
inkiibasyondan sonra

. 25 pl seyreltik folin ¢ozeltisi eklenerek 45 dakika inklibasyona birakildi.

o 750 nmde mikroplak okuyucuda (Thermo Labsystems) okunarak

konsantrasyonlari standart grafikten yararlanilarak hesaplandi.

3.5. DOKUDA VE HUCRE KULTUR ORTAMLARINDA NiTRIiK OKSIT OLCUMU
Nitrik oksit tayini; kadmiyumun nitrati nitrite indirgemesi esasina dayanmaktadir.
Reaktifler

-%30 ZnSO4 ¢ozeltisi

-5 mM CuSOy ¢ozeltisi

-Glisin-NaOH tamponu (P"=9,7)
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-3M HCI icinde sulfonilamid ¢ozeltisi

-N-Naftiletilen diamin ¢dzeltisi (NED)

Analiz Asamalari

o Homojenize edilmis doku érnekleri 4000 RPM’de yedi dakika santriflj edildi.

o 100 mM sodyum nitrit (NaNO) hazirlanarak stok standart ¢ozeltisi olusturuldu.
Bu stok ¢dzeltiden 500uM’lik ikinci stok ¢ozeltisi hazirlandi. ikinci stok ¢cdzeltiden 2,
10, 20, 30, 40, 60, 80 uM’lk standartlar hazirlandi.

o Doku ve hicre Kkultir ortami sUpernatantlari %30 ZnSO4 ¢Ozeltisi ile
deproteinize edildi ( 100ul 6rnek+ 20ul ZnSO4 ile) ve 10000 RPM’'de on dakika
santrifuj edildi.

o 100 pl supernatant ¢ekilerek Gzerine 20 ul glisin- NaOH tamponu eklendi.

o Kadmiyum granullerinin aktivasyonu gergeklestirildi. Granuller u¢ kez bidistile
su ile calkalandi. Bir-iki dakika CuSO, ¢ozeltisi icinde bekletildi. Daha sonra glisin
NaOH tamponu ile g kez yikandi.

o Her bir numune igerisine aktiflenmis kadmiyum grandlleri ilave edildi.
Vortekslenerek 20 dakika inkiibasyona birakildi.

. 10000 RPM’de on dakika santrifuj edildi.

o 50 ul supernatant alindi. 1/1 oraninda karistirilarak hazirlanmis olan NED
sulfonilamid ¢ozeltisinden 50 pl eklendi.

o 540 nm’de mikroplak okuyucuda (Bio-TEK instruments EL 800) absorbanslari
Olculdi. Standart grafikten (Sekil 17) yararlanilarak 6rneklerin konsantrasyonlar

thesaplandi.
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R-Sgr: 1.0000

Sekil 17. NO' standart grafigi

Sonuglar, protein dlzeylerine oranlanarak ymol/mg protein olarak ifade edildi.

3.6. DOKUDA VE HUCRE KULTUR ORTAMLARINDA MDA OLGUMU

Gunumuzde MDA duzeyinin belirlenmesinde kullanilan spektrofotometrik yontemler
tiyobarbittrik asidin MDA ile reaksiyona girmesi sonucu olusan pembe renkli bilesigin
Olcimine dayanmaktadir. Bu ydntemde tiyobarbitlrik asit MDA disinda bazi
glikoproteinler, aminoasitler ve benzeri bilesiklerle de ayni reaksiyona girmekte ve
yanlis yuksek dlgumlere neden olmaktadir.

Yapilan c¢alismalarda MDA o&lgumlerinde florometrik HPLC ydnteminin
spektrofotometrik yontemden dogruluk ve hassasiyet yoninden daha ustlin olmasi
nedeniyle son yillarda MDA o&lgimlerinde HPLC ydénteminin kullanimi giderek
artmaktadir. Bu yontemde MDA’nin kromotografik ayriminin ve florometrik

Olcimunun yapilmasi daha dogru sonug elde edilmesini saglamaktadir (97).

Reaktifler

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

-2,8 mmol/L butillenmig hidroksi toluen (etanolde) (BHT)
-%8,1 SDS (sodyum dodesil sulfat)
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-8g/L tiyobarbitirik asit (TBA)+ asetik asit karisimi (TBA, 200mL/L asetik asit ile 1/1
dilie) 2M NaOH ile P" 3,5’a ayarlandi.

-Butanol:piridin (15:1)

-0,01M KH,POy4 ultra saf su ile hazirlandi.

-0,01M K3HPOq ultra saf su ile hazirlandi.

-1,1,3,3 tetraethoksi propane ile 10mM /L stok standart hazirlandi (distile su ile).
Daha sonra bu standarttan 50, 40, 20,10, 5, 3, 1.5, 0.75, 0.375, 0.188, 00687 pM/L

konsantrasyonlarda standartlar olugturuldu.

Analiz Asamalari
-Akis hizi 0,8ml/dk.
-Kolon is1s1 40 °C
-Dedektor dalga boyu florosan dedektor
-Ex 515, Em 553
-Dad dedektor 532nm
-Enjeksiyon miktari 25 pl
-Kolon: P henomenex C18 nemesis olacak sekilde HPLC sistem hazirlandi.
o Mobil faz: Tampon 80 pl, metanol 10 pl, asetonitril 10 pl
o 50l std, numune utzerine 20ul 2.8mM BHT + 40 ul %8.1 SDS + 600 pl 8g/L
TBA asetik asit karigimi eklendi.
o 95°C de 1 saat inkube edildi. Buz tzerinde sogutuldu.
o Soguduktan sonra 200pl saf su + 1000 pl butanol : piridin karisimi eklendi.
o 1 dakika vortekslendi.
o iki-lic dakika inkiibasyondan sonra ayriimis olan renkli Ust faz 1,5 mL’lik plastik
eppendorf tlplere alindi.
o 10000 RPM’de bes dakika santriflij edildi.
Yukarida anlatildigi sekilde 6nce standartlar ¢alisildi (Agilent 1100 Serisi,
Waldron, Almanya). Sistemin ve standartlarin dizgin oldugu goéruldikten sonra
numunelerin galigilmasina gecildi. Her alti 6rnekte bir standart galigilmak suretiyle
numuneler caligildi (Sekil 18 ve 19). Orneklerdeki MDA konsantrasyonlari kendisine
en yakin standardin alani ile dogru oranti kurularak hesaplandi. Sonuglar protein

dizeylerine oranlanarak mg protein basina nmol olarak ifade edildi.

61



Injection Date : 10/9/2007 1:15:25 PM Seq. Line : 6

Sample Name : 10 Location : Vial 6
Acg. Operator : Cengiz Gokbulut Inj : 1
Acq. Instrument : Instrument 1 Inj Volume : 25 pl
icg. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\MDA.M

Last changed : 10/9/2007 12:19:55 PM by Cengiz Gokbulut

Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\MDA.M

Last changed : 10/9/2007 3:12:37 PM by Cengiz Gokbulut

mda

DAD1 A, Sig=532 4 Ref=554,100 (MDA-T1\SIG10007 D)
FLD1 A, Ex=515, Em=553 (MDA-T1\SIG10007.D)

HA21

5198

1893
2154
2414
4502

Sekil 18. 10uM konsantrasyonundaki MDA standardinin kromotogrami

Injection Date : 10/9/2007 2:55:08 PM Seq. Line : 17
Sample Name : Medyum A Location : Vial 16
Acq. Operator : Cengiz Gokbulut Inj : 1
Acg. Instrument : Instrument 1 Inj Volume : 25 pl
Acq. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\MDA.M
Last changed : 10/9/2007 2:38:06 FM by Cengiz Gokbulut
(modified after loading)
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\MDA.M
Last changed : 10/9/2007 3:12:37 PM by Cengiz Gokbulut
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Sekil 19. TmM melatonin uygulanmis hucre kultir ortami érneginin MDA analizinin

kromotogrami
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3.7. MATRIKS METALLOPROTEINAZ-9 AKTIViTE DENEYi
Farkli melatonin konsantrasyonlari ile inkibe edilen CaCo-2 hicrelerinin ortamlari
toplandi. Hucre kultir supernatantlari 5 dakika 10000 g'de +4°C’de santrifuj edildi.

% 0,1 triton X100 ile homojenize edilmis olan doku 6rnekleri 15 dakika
10000 g'de +4°C’de santriflij edildi. Hlcre kulltir ortamlarinda ve homojenize doku
orneklerinde aktif MMP-9 dizeyleri ELISA metodu ile (Sensolyte Plus, Anaspec)
hazir kit kullanilarak dlg¢uldu.

Kit igerigi

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

-Yikama tamponu 10x konsantre deiyonize su ile 9 kez sulandirildi.

-MMP-9 standardi (10 pg/ml rekombinant insan pro MMP-9), 10 ul standardina 490
Ml dilisyon tamponu eklenerek 200 ng/ml’lik standart hazirlandi. Bu standarttan seri
dilisyon yapilarak 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125 ng/ml'lik 6 tane standart
hazirlandi. Tum bu iglemler buz Gzerinde yapildi.

-MMP dilusyon tamponu

-Assay tamponu

-APMA (4-aminofenilmerkurik asetat) (100mM ). Assay tamponu ile 1mM olacak
sekilde dilusyon yapildi.

-MMP-9 substrati (5-FAM/QXL 520 FRET peptid) deney tamponu ile 1/200 dilisyon
yapildi.

Analiz Asamalari

e TUm kit igerigi oda i1sisina getirildi. Prospektlisde yazildi§i sekilde reaktiflerin
dilisyonlari yapildi

e Monoklonal anti insan MMP-9 antikoru ile kaplanmig olan kuyucuklara 100 pl
ornek, standart ve blank (MMP-9 dilisyon tamponu) eklendi.

e 100-200 RPM’de oda isisinda bir saat inkube edildi.

e 200 pl yikama tamponu ile tim kuyucuklar dort kez yikandi.

e MMP-9 standardi zimojen yapida oldugundan, standartlarin bulundugu
kuyucuklara 100 ul, 1TmM APMA eklenip 37 °C’de iki saat inklibe edilerek aktif
hale getirildi.
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e TUm kuyucuklar 200 pl yikama tamponu ile dort kez yikandi.

e TUm kuyucuklara 100 yl MMP-9 substrat eklendi.

e Plak kapatilarak karanlikta 16 saat inkUbasyondan sonra, mikroplak ELISA
okuyucuda (Thermo labsystems multiskan spectrum marka) 490/520 nm’de
(eksitasyon/emisyon) floresans absorbanslar okundu.

e Standart grafige (Sekil 20) gore aktif MMP-9 dizeyleri bulundu.

e Sonuglar hicre kultur ortamindaki protein duzeylerine oranlanarak ng/mg

protein olarak degerlendirildi.

35 1
y=0,151x+0,3199
30 - A
R*= O,QQy
25 /
s / o Serid
15 —Dogrusal (Seri 1)
£
10 4
5 /
0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250
konsantrasyon (ng/ml MMP-9)

Sekil 20. Aktif MMP-9 standart grafigi

3.8. DOKULARIN MMP-9 YONUNDEN iMMUNOHISTOKIMYASAL iNCELENMESI
Her olgunun H&E boyali preperatlari argivden ¢ikarildi.

immiin-histokimyasal boyama igin parafin bloklardan hazirlanan kesitler
poly-L-lysin (MikroSlides Snowcoat X-tra, Surgipath, Richmond, IL, USA) kaph
lamlara alindi. Alinan kesitler deparafinizasyon ve rehidratasyon islemi sonrasi
endojen peroksidaz aktivitesinin bloke edilmesi igin % 3’lik H,O,’de 15 dakika
bekletildi. Antikorun nonspesifik baglanmasini dnlemek igin protein blokaji uygulandi.
Ardindan primer antikor olan MMP-9 (NovoCastra, UK, NCL-MMP-9-439, 1/40) ile bir

saat inkibe edildi. Primer antikora baglanan sekonder antikor ile 15 dakika ve
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streptavidin-biyotin-peroksidaz enzim kompleksi ile 15 dakika inkubasyon iglemleri
gerceklestirildi. Her bir asamanin bitiminde kesitler PBS ile yikandi. Renklendirici
olarak 3,3’-diaminobenzidin (DAB) ile inkibe edilen kesitlere hemotoksilen ile zemin
boyamasi yapilarak lamelle kapatildi.

Hemotoksilen eozin ile boyali ve immunhistokimyasal boyama uygulanan
orneklerin hepsi 1sik mikroskobu ile (Olympus BX50) ile incelendi. MMP-9un
epitelyum hucrelerinde, inflamatuar hicrelerde sitoplazmik boyanmasi degerlendirildi.
Boyanma yogunluklarina gore hafif boyananlara +1, orta derecede boyananlara +2,

gucll boyananlara +3 puan verildi.

3.9. ISTATISTIKSEL ANALIz

Aragtirmadan elde edilen veriler, SPSS 15.0 istatistik programinda degerlendirilmigtir.
istatistiksel incelemede 0.05’in altindaki p degerleri % 95 gliven aralid ile anlamli
olarak kabul edilmigtir. MDA, NO, MMP-9 élgimlerine ait tim veriler ortalama *
standart error mean (SEM) olarak ifade edilmistir. Ortalamalarin kargilagtirimasinda
Mann-Whitney U testi uygulandi. Degiskenler arasindaki korelasyonlarin

karsilastiriimasinda “Spearman’s nonparametrik testi” kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. APOPTOTIK HUCRELERIN DEGERLENDIRILMESI
Apoptotik hucrelerin degerlendirilmesi i¢cin hazirlanan boyalarla boyanarak havada
kurutulmus olan hucreler 1sik mikroskobunda incelendi (Resim 2 ve 3).

seferinde 200 hiicre sayilarak normal ve apoptotik hiicre ayrimi yapildi.

sayllari tablo V’de gosterilmigtir.

0,14M melatonin uygulanan o6rnekte hi¢ apoptotik hlcre saptanmadi.

Diger gruplarda saptanan apoptotik hiicre sayilar g¢esitli idi ve uygulanan melatonin

dozu ile iligkili gorunmuyordu.

Tablo V. Deney ve kontrol gruplarinda Normal/apoptotik hiicre sayilari (N=normal

hicre, A= apoptotik hlicre, Sayilan toplam hticre sayisi=200)

GUNLER
2

Grup | Melatonin dozu N N A N
- A 1 mM 194 199 1 198
‘_é. B 0,01 mM 192 200 0 196
(z C 0,1 uM 200 200 0 200
§ D 1 nM 198 197 3 197
E 0,01 nM 199 195 5 198
rontol F ©) 199 199 | 1 | 197
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Resim 2 Resim 3
Resim 2. Normal hicrelerin mikroskobik gérinimu (X100)
Resim 3. Apoptotik hiicre (Koyu renk boyanmig) (X100)

4.2. CACO-2 HUCRELERINDE MELATONININ MDA YAPIMI UZERINE ETKISi
Melatonin uygulanan gruplarda ve kontrol grubunda MDA konsantrasyonlarinin

glnlere goére dagihm grafigi sekil 21’dedir.

OGUn1 BGUn2 B GUN3

0,120

0,100 A

0,080

0,060

0,040 -

0,020 A

MDA (nmol/mg protein)

0,000 -

1mM 0.01mM 0.1uM 1nM 0.01nM kontrol

Melatonin

Sekil 21. Melatonin uygulanan gruplarda ve kontrol gruplarinda MDA
konsantrasyonlarinin gunlere gore dagilim grafigi

Birinci gunde en yuksek MDA konsantrasyonu 0,1uM melatonin uygulanan
grupta olgulmustur; en dugsuk MDA konsantrasyonu ise 1mM ve 0,01nM melatonin

uygulanan grupta olgulmustur.
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ikinci giinde en yilksek MDA konsantrasyonu 0,01nM melatonin
uygulanan grupta olgulmustir; en dugsuk MDA konsantrasyonu ise 1mM melatonin
uygulanan grupta olgulmustur.

Uglincii giinde en yilksek MDA konsantrasyonu 0,01nM melatonin
uygulanan grupta olgulmustar; en disuk MDA konsantrasyonu ise 0,1 yM melatonin
uygulanan grupta olguimugtar.

Caligmamizda; melatoninin bir ve u¢ gunluk uygulamasinin MDA
dizeylerinde kontrol grubuna goére bir azalma gosterdigini izledik. Fakat bu azalma

istatistiksel olarak anlamli degildi.

4.3. CACO-2 HUCRELERINDE MELATONININ NO' YAPIMI UZERINE ETKiSi
Melatonin uygulama gruplari ve kontrol gruplarinin gunlere goére ortalama NO

dizeyleri sekil 22’de gosterilmigtir.

0,350 1 B 1.Gun @2 Gun B 3. Gun

0,300 -

0,250 7

0,200 7

0,150 7

0,100 7

NO unmol ng protein

0,050 7

0,000 -~

1mM 0.01mM 0. 1pM 1nM 0.01nM kontrol

Melatonin

Sekil 22. Melatonin uygulanan gruplarda ve kontrol gruplarinda NO

konsantrasyonlarinin gunlere gore dagilim grafigi
Birinci gunde en yuksek NO® konsantrasyonu 1nM melatonin uygulanan

grupta Olgulmastir; en duguk NO" konsantrasyonu ise 0,01nM melatonin uygulanan

grupta Olgliimustar.
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ikinci giinde en yiiksek NO' konsantrasyonu 0,01mM melatonin uygulanan
grupta, en disik NO' konsantrasyonu ise 0,01nM melatonin uygulanan grupta
OlcUlmustar.

Uglincii giinde en yiiksek NO konsantrasyonu 0,01mM ve 1nM melatonin
uygulanan grupta, en dustk NO' konsantrasyonu ise 0,1uM melatonin uygulanan
grupta olguimasgtar.

Melatonin uygulamasinin bir ve ikinci gunlerinde NO" duzeyleri arasinda
anlaml bir fark gorilmemesine ragmen uglncu gunun sonunda 1mM melatonin
uygulanan grupta NO* yapimi kontrol grubuna gére anlamli sekilde azalmistir (p<
0.05). Uglinct giin sonunda 0,1uM ve 0.01nM melatonin uygulanan gruplarda da

NO' yapiminin anlaml sekilde (p< 0.05) azaldigi izlenmistir.

4.4, CACO-2 HUCRELERINDE MELATONININ MMP-9 YAPIMI UZERINE ETKiSi
Melatonin uygulama gruplari ve kontrol gruplarinin gtinlere gére ortalama aktif MMP-
9 dluzeyleri Sekil 23’de gosterilmistir.

Birinci ginde en yuksek aktif MMP-9 konsantrasyonlari 0,01mM melatonin
uygulanan grupta; en duguk MMP-9 konsantrasyonlari ise 1mM melatonin uygulanan
grupta goralmustar.

ikinci giinde en yiiksek aktif MMP-9 konsantrasyonlari 1nM melatonin
uygulanan grupta; en dusuk MMP-9 konsantrasyonlari ise 1mM melatonin uygulanan
grupta gorulmustar.

Uglincii ginde en vylksek aktif MMP-9 konsantrasyonlari 0,01mM
melatonin uygulanan grupta; en disik MMP-9 konsantrasyonlari ise 1nM melatonin
uygulanan grupta gorulmasgtur.

Melatonin uygulama gruplari ile kontrol gruplari arasinda aktif MMP-9
dizeylerinde birinci ve ikinci gunler arasinda anlamli bir fark yokken tglncu ginin
sonunda 1mM, 0,01mM ve 0,01nM melatonin uygulama gruplari ile kontrol gruplari

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0,05).
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| 1.gun
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= 3.gun
1,200 9

1,000
0,800
0,600
0,400

0,200

0,000

Aktif MMP-9 Konstrasyonu (ng/mg protein)

1mM 0,00mM 0,1uM 1nM 0,01nM Kontrol

Melatonin Konstrasyonu

Sekil 23. Melatonin uygulanan gruplarda ve kontrol gruplarinda aktif MMP-9’un

glnlere goére dagihm grafigi

4.5. BiYOKIMYASAL PARAMETRELER ARASINDAKiI KORELASYONLAR
Spearman’in nonparametrik korelasyon analizinde melatonin uygulanan gruplarda
doz dikkate alinmadan ikinci ve Uglncu gunlerde Olglilen MDA dizeyleri arasinda

pozitif ydnde gucll bir korelasyon bulunmustur ( p= 0.000 r = 0.469) (Sekil 24).

,09

VDA (nmol/mg prot) Glin 2

0,00 ,62 ,04 ,06 ,08 ,10 12

MDA (nmol/mg prot) Gun 3

Sekil 24. Melatonin uygulanan CaCo-2 hucrelerinin ikinci ve Gglncu glnlerdeki MDA

duzeyleri arasindaki iliski
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Melatonin uygulamasinin doz dikkate alinmadan olgulen birinci gin sonu
NO- duzeyleri ile ikinci gin sonu MDA dizeyleri arasinda negatif yonde gugla bir
korelasyon izlendi (p = 0.000; r =-0.525) (Sekil 25).

,6

NO (umol/mg prot) Gun 1
[n]
[n]

02 03 04 05 06 07 08 09
MDA (nmol/mg prot) Giin 2
Sekil 25. Melatonin uygulanan CaCo-2 hucrelerinde birinci guin sonunda NO
dizeyleri ile ikinci gun sonundaki MDA duzeyleri arasindaki iligki

Melatonin uygulamasinin doz dikkate alinmadan olgtlen birinci giin sonu
NO- duzeyleri ile Gglncu gin sonu MDA dizeyleri arasinda negatif ydonde korelasyon
izlendi (p = 0.014; r =-0.333) (Sekil 26).
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NO (unmol/mg prot) Gin 1
o
[n]

0,00 02 .04 .06 .08 10 12
MDA (nmol/mg prot) Gin 3

Sekil 26. Melatonin uygulanan CaCo-2 hicrelerinde birinci gun sonunda NO

diuzeyleri ile tguncu gun sonundaki MDA duzeyleri arasindaki iligki

4.6. IMMUNOHISTOKIMYASAL INCELEME SONUGLARI

Doku orneklerinin immunohistokimyasal incelemesi sonucunda (Resim 4) stroma
hicrelerinde %27,5 olguda boyanma (MMP-9 ekspresyonu ) gozlenmedi. Olgularin
%45’inde hafif derecede (+1), %27,5unda ise orta derecede (+2) ekspresyon
gb6zlendi. Orneklerin epitel hiicreleri incelendiginde %45’inde MMP-9 ekspresyonu

g6zlenmezken, % 45’inde hafif ve %10’'unun da orta derecede ekspresyon gdézlendi.
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Resim 4. Kolorektal kanserli hastalarda tumor dokusunda MMP-9 ekspresyonunun
immunohistokimyasal incelenmesi ( A-C-D: X200 B: x400)
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5. TARTISMA
Kolorektal kanserler dinyanin degisik toplumlarinda farkh siklikta gértlen onkolojik
bir sorundur. Primer kolorektal kanserlerin %9%’ini adenokarsinomlar olusturur.
Kolon kanserlerinin yaklasik % 60’1 distal kolonda izlenirken ~%30’u rektum da,
%20’si sigmoid kolonda yerlegir. Kolon kanseri gelisiminde genetik ve cevresel
faktorler etkilidir.

Kolorektal kanserlerin baglangi¢ ve ilerleme asamalarinda reaktif oksijen
radikallerinin rolU ileri stralmustar. Karsinogenezde DNA hasari, hicre membrani,
mitokondri hasarlari dnemli olup serbest oksijen radikallerinin timor ilerlemesini ve
baglayan hucre ¢gogalmasini arttirirken antioksidan enzimlerin tumor baglamasini ve
ilerlemesini inhibe edebilecegi ihtimalinin yUksek oldugu bildirilmistir (76).
Gastrointestinal mukoza; aerobik metabolizma esnasinda fazlaca SOR olugmasinin
bir sonucu olarak uzamis oksidatif stresin hedefidir. Ayrica intestinal sistem devaml
olarak oksidan besinlere maruz kalmaktadir (111).

Melatoninin klinik agidan etkili bir antioksidan ve dolayisiyla antikanserojen
olduguna inanilmaktadir. Cesitli klinik durumlarda melatoninin tiUmoér buyumesini
inhibe ettigi ve kanser kemoterapisinde yan etkileri 6nledigi rapor edilmistir. Bu
calismada guclu bir antioksidan olan melatoninin kolon adanokanser hucre
kultirlerinde NO:, MDA ve MMP-9 Uzerine etkileri arastirilarak melatoninin olasi
koruyucu etkilerinin molekuler yolu agiklanmaya calisiimistir.

Melatoninin; hucreleri, dokulari ve organlari serbest radikal olusturan ajan
ve olaylar (potasyum siyanid, L-sistein, asiri egzersiz, karbon tetraklorid, iskemi-
reperflUzyon, protein ve iyonize radyasyon gibi) sonucu gelisen oksidatif
zedelenmeye karsi cesitli serbest radikalleri ve serbest oksijen radikallerini (OH:,
peroksinitrit, NO-, vb.) detoksifiye ederek korudugu gdsterilmistir. Melatoninin en
potent endojen hidroksil radikal temizleyicilerinden biri oldugu ve glutatyon
peroksidaz, glutatyon rediuktaz ve SOD gibi antioksidan enzimleri stimule ettigi, nitrik
oksid sentetaz gibi oksidatif enzimlerin sentezinde ise inhibitor etki yaptigi
belirlenmistir.

insan kolon dokusunda melatonin reseptérlerinin varligi bilinmektedir.
Kolon dokusunda ug tip melatonin reseptort vardir: MT-1, MT-2, MT-3. Tumor hicre

kalturlerinde MT-2'nin antiproliferatif rol oynadigi gosterilmigtir.
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Tamor proliferasyonunda melatoninin  rolind  inceleyen c¢alismalar
mevcuttur. Fakat kolorektal kanserlerde in vitro deneylerle melatoninin rolUnu
inceleyen az sayida galismaya rastlanmistir (16,113). Farriol ve arkadasglari yaptiklari
bir calismada diisiik (107M-10"°M) ve yiiksek dozlarda (1,2 ve 3x10M) melatoninin
CT-26 sican hucrelerinde DNA sentezi Uzerine olan etkilerini 5- bromo-2-deoksiuridin
duzeylerine bakarak incelemigler, yuksek doz melatonin konsantrasyonlari ile DNA
sentezi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir dusus bulmuslardir (76).
Calismamizda melatoninin; apoptoz Uzerine higbir doz ve uygulama suresinde
anlaml bir etki yapmadigini goézlemledik. Ancak meletoninin apoptoz Uzerine etkisi
ile ilgili kesin yargilya varabilmek icin apoptoz deneylerinin baska metodlarla da
desteklenmesi gerekmektedir.

Nitrik oksit, pro-inflamatuar veya antiinflamatuar etkileriyle akut ve kronik
inflamasyonda onemli bir role sahiptir. Barsak inflamasyonunda NO’nun etkileri
uzerine galismalar 1990’larin basindan itibaren artis gostermistir. Bu arastirmalarin
bazilarinda NO' inhibisyonu dokularda fonksiyon bozuklugu ve hasara neden olurken,
bir kisminda da yararl etkiler gostermistir. Nitrik oksit oldukca reaktif bir molekuldur
ve dogrudan ya da peroksinitrit olusumu yoluyla oksidan etki gosterir. Bu oksidan
ozelligi nedeniyle bakterisid ve tumor hucrelerine karsi sitotoksiktir, savunma
sisteminin bir pargasi olarak goérev yapar. Nitrik oksidin bircok zararl etkisi
superoksit anyonu ile reaksiyonu sonucu olusan peroksinitrite bagli olarak ortaya
cikar (65). Biyolojik sistemlerde Uretilen ylksek konsantrasyonlardaki NO”’nun zararl
etkileri ¢ mekanizma ile gergeklesir. Bunlardan ilki, NO’nun oksijene benzer sekilde
hdcre igine girerek, paylasiimamis elektronu bulunan bir molekdl oldugu icin hucre
icinde proteinlerin yapisinda bulunan demir gibi gegis metallerine baglanmasi ve
ortama serbest demir salinmasina neden olmasidir. ikincisi, otooksidasyon ile N-
nitroso bilesiklerini olusturarak DNA’ya zarar veren N,O3 olusturmasidir. Son olarak
da nitrik oksit, oksijen radikalleri ile reaksiyona girerek DNA, proteinler ve hucre
membran lipidlerini okside eden peroksinitrit Uretmesidir. Nitrik oksit fizyolojik ve
patofizyolojik olaylarda hucresel toksisiteyi gosteren bir biyoregulatdér molekaldir
(117).

Aktive olmus immun sistem hucrelerinde NO- Uretiminin artmis bulunmasi

NO' ve kanser gelisimi arasinda bir bag oldugunu disiindiirmektedir. insan kolon
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adenomlarinda gdézlenen NOS izoformlarindaki artis, kolon kanseri gelisimi surecine
onemli katkilarda bulunmaktadir (64). Yakin zamanda yapilan ¢alismalar NO”in en
az iki mekanizma ile tumor gelisimi ile ilgili olabilecegini gostermigtir. Bunlardan
birincisi, anjiogenezisin stimilasyonu, digeri ise DNA Uzerinde serbest radikallerin
direk aktivasyonu ile artmis mutagenezisidir (68).

Navarro ve arkadaglari HT-29 kolon adenokanser hucrelerinde
melatoninin NO' yapimi Gzerine etkilerini inceledikleri bir calismada melatoninin doza
bagl bir sekilde NO° duzeylerinde dususe sebep oldugunu gostermiglerdir.
Maksimum etki 4mM melatonin dozunda olmak Uzere 1mM doz melatoninde de NO
dizeylerinde anlamh azalma goéstermiglerdir (118). Benzer sekilde Papazisis ve
arkadaslarn yaptiklari galismada, 72 ve 96 saat sonunda melatoninin sitotoksik
etkilerini incelemigler ve 0.1 mM’in Uzerindeki melatonin dozlarinin HT-29 hucreleri
icin sitotoksik oldugunu gostermiglerdir. Ayni ¢alismada 0.1mM’dan daha dusuk
dozlarda melatoninin, hucre buyumesi ve DNA sentezi Uzerinde herhangi bir etki
yapmadigini gosterilmigtir. Sitotoksik etkiler 6zellikle 1mM ve Uzeri dozlarda dramatik
sekilde artmistir (120). Biz g¢alismamizda 1mM’nin Uzerindeki melatonin dozlarinin
toksik etki yapacagini duslnerek maksimum melatonin dozumuzu 1mM olarak
belirledik. Melatonin dozlarini 1/100 oranlarinda dusurerek farkli dozlarda melatonine
yanitin nasil olacagini izlemeyi amacladik.

Calismamizda melatonin uygulamasinin bir ve ikinci gunlerinde NO
dizeyleri arasinda anlamli bir fark goérilmemesine ragmen UGglncl gundn sonunda
1mM melatonin uygulanan grupta NO* yapimi kontrol grubuna gére anlamh sekilde
azalmistir (p< 0.05). Bu sonu¢ Navarro ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alisma ile
uyumludur. Bu sonuca ek olarak yine Ugunclu gun sonunda 0,1uM ve 0.01nM
melatonin uygulanan gruplarda da NO* yapiminin anlamh sekilde (p< 0.05) azaldidi
izlenmistir. Bu sonuglar melatoninin NO* olusumunu doza ve zamana bagimli olarak
etkiledigi dusundurmektedir. NO’in tumor huacrelerine karsi sitotoksik etkisi goz
onune alindiginda, melatonin tedavisinin NO* duzeylerinde azalmaya neden olmasi
ile melatoninin oksidatif hasara karsl koruyucu etkisini NO* Uzerinden gdstermesi
mumkundur.

Serbest radikal aracili doku hasarinin gostergesi olarak daha ¢ok oksidatif

hasar sonucu olugan urunlerin Olgulmesi yoluna gidilmektedir. Bu amagcla lipid
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peroksidasyonunun yikim urlnlerinden biri olan MDA, oksidatif hasarin in vivo
gOstergesi olarak en sik dlgulen parametredir. Kolon kanserli hastalarin serum MDA
dizeyinin yUksek bulunmasi, serbest oksijen radikalleri ile olusan lipid
peroksidasyonunun sonuglarindan biridir. Bu sonug¢ kolon kanserinde olusan doku
hasarinda serbest oksijen radikallerinin ve oksidatif stresin rol aldigini
disundurmektedir. Serum MDA dlzeyi o6lgumunin kolon kanseri hastaliginin
tanisinda klinikte faydal olabilecegini dusundurmektedir (100). Bazi arastirmacilar
kanserli hastalarda plazmada ve kanserli dokularda artan lipid peroksit duzeylerini
bildirmiglerdir. (102, 103, 105).

Serbest oksijen radikallerinin diizenlenmesi biyokimyasal reaksiyonlardaki
degisikliklerin normal bir sonucudur (5). Membran fosfolipidlerini igeren hucre
komponentlerinin oksidatif hasara karsi ¢ok onemli bir koruma sundugu dikkate
alinmalidir. Serbest oksijen radikali Uretimi hdcresel membran dejenerasyonu ve
DNA hasarinin bir sonucu olarak artmis lipid peroksidasyonunu icererek hastaligin
klinik ilerleyisinde artmaktadir.  Kanser hastalarinda anormal olarak ¢ogalan
hicrelerde artan lipid peroksidasyonunun serum lipid peroksitlerinde artisa yol agtigi
gosterilmistir.  Kanserde lipid peroksidasyonundaki artis Szatrowski ve Nathan
tarafindan gozlendigi gibi, zayif antioksidan sisteme bagli olabilir (98). Kanser
hastalarinda MDA artis1 biyolojik membranlarin yapisindaki poliansature yag asidi
artnlerinin bulunmamasina bagh olabilir. Skrzydlewska ve arkadaslari yaptiklari bir
¢alismada kolorektal kanser hastalarinda plazma ve doku MDA konsantrasyonlarinin
arttigini goéstermislerdir (5). Erata ve arkadaslari yaptigi bir ¢calismada kolorektal
kanserli hastalarin normal dokulari ile malign dokulari arasindaki MDA duzeylerini
kargilastirmiglar ve malign dokuda MDA dulzeylerinin %111 daha yuksek oldugunu
go6stermiglerdir (112).

Kolon kanseri ile oksidatif stres iligkisini gosteren birgok calisma
mevcuttur. Bayraktar ve arkadaglarinin yaptidi ¢calismada kolon kanserli hastalarda
kontrol grubu ile karsilastirildiginda serum MDA duzeylerinde anlamli bir artis
gorulmektedir (114). Otamiri ve arkadaslari yaptiklari ¢alismada kolorektal kanser
hastalarinda normal doku ile karsilastirildiginda MDA duzeylerinde anlamli bir
yukselme bulmuslardir (105). Mei ve arkadaglari yaptiklari bir ¢alismada Kkolitli

ratlardan aldiklari inflamasyonlu kolonu lipopolisakkaritle uyararak in vivo ve in vitro
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melatoninin MDA ve NO- Uzerine etkilerini incelemislerdir. In vitro deneylerde
lipopolisakkaritle uyarilan hicrelerde 1mM dozda melatonin uygulamasinin NOr
dizeyinde anlaml bir duguse sebep oldugunu, 10 yM ve 100 uM dozlarda ise NO
dizeylerinde bir azalma oldugunu fakat bu azalmanin anlamli olmadigini
go6stermiglerdir. 10 yM, 100 uM ve 1mM dozlarin her tGglinde de melatoninin MDA
dizeylerinde ise anlamli bir azalmaya sebep oldugunu goéstermislerdir (13). Biz,
calismamizda melatoninin dozdan bagimsiz olarak bir ve U¢ gunlik uygulanmasinin
MDA duzeylerinde kontrol grubuna goére bir azalma gosterdigini izledik. Fakat bu
azalma istatistiksel olarak anlamli degildi. Mei ve arkadaglarinin yaptiklari ¢calismada,
kolon kanseri hucrelerinin lipopolisakkaritle uyariimasinin, MDA duzeyindeki
degisiklikleri yansitmasi acgisindan 6nemlidir. Bizim, c¢alismamizda MDA
dizeylerinde anlamh bir degisiklik izlenmemesi hucreleri herhangi bir oksidatif ajanla
uyarmamig olmamiz sebebiyle olabilir.

Yerer ve arkadaslari yaptiklari c¢alismada plazma melatonin
seviyelerindeki degisikliklerin eritrosit MDA duzeylerinde degisikliklere sebep
oldugunu fakat bu degisikliklerin istatistiksel bir anlamlilik tagimadigini gostermislerdir
(119). Biz de calismamizda; kullandigimiz melatoninle doku MDA duzeylerinde
anlaml bir fark bulamadik. Bu sonu¢ melatoninin antioksidan etkinliginin lipid
peroksidasyonu Uzerine etkisi olmadigini dugundurmektedir.

Kanserde ESM, timoér dokusunun buylmesi ve tumor hicresinin
yayllimini dnlemek igin primer bir bariyer olarak gérev yapar. TUmor invazyonu ve
metastazin mekanizmasi ile ilgili yapilan yeni ¢alismalarda, bazal membran (BM) ve
ESM bozulmasinin asil basamak oldugu gosterilmigtir. Malign tumorler bu bariyeri
asmak igin metalloproteinazlari kullanirlar (18, 27,116). Matriks metalloproteinazlar
ekstrasellller matriks yikimini hem direkt olarak hem de timér invazyonuna karisan
diger biyolojik sistemlerle etkileserek, hicre adezyon molekulleri, sitoskeletal
proteinler ve buyume faktorleri aracihigiyla gerceklestirirler (1). Matriks
metalloproteinazlar, ekstraselliler matriks ile bazal membran komponentlerini
parcalama yetenegine sahip olan bir enzim ailesidir (22, 27). Bu enzimler doku
yeniden yapilanmasi, morfogenezis, yara iyilesmesi ve normal gelisimsel sure¢ gibi
fizyolojik durumlarda rol oynadiklari gibi timor hucresi invazyonu, anjiogenezis ve

metastaz gibi patolojik streglerde de yer alirlar (27).
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Literatur incelendiginde kolorektal kanserde MMP-9 duzeylerini inceleyen
cok sayida calismaya rastlanmistir (1, 3, 4, 22, 29, 36, 106, 107, 108, 109, 110).
Parsons ve arkadaslari tarafindan yapilan bir c¢alismada, kolon adenomlarinda
normal mukozaya gore karsilastirildiginda pro MMP-9 dizeyinin daha ylksek oldugu
gosterilmistir. Arastirmacilar ilimh (moderate) displastik poliplerle siddetli displastik
polipler, kargilastirildiginda MMP-9’da artmaya dogru bir egilim oldugunu bildirmigler
ve MMP-9’daki bu artigin timorun invazyon ve metastaz yapma potansiyelinde
onemli bir role sahip olabilecegini gostermiglerdir (106).

Kolonik ve rektal timorler arasinda MMP-9 ekspresyonunda farkliliklar
mevcuttur. Roeb ve arkadaslari normal dokuyla kargilastirdiklarinda kolon
kanserinde MMP-9 ekspresyonu bes kat artmig fakat rektal kanserli hastalarin normal
dokulari ile kanser dokusu arasinda MMP-9 ekspresyonunda bir fark bulamamislardir
(107). Kolorektal kanserde MMP-9 seviyelerindeki artis direk timoér progresyonuyla
ilgili olmaktan ziyade timor dokusundaki ve etraf dokuda gorilen tipik inflamasyonla
izah edilmigtir. Bununla birlikte gorundrdeki inflamasyonun derecesi, tumordeki
MMP-9 ekspresyonunun seviyesi ile iyi bir korelasyon gostermemektedir (108).

Baker ve Leaper'in calismalarinda cerrahi rezeksiyondan sonra 77
hastanin normal ve tumoral mukoza igeren doku orneklerinde latent MMP-9; tUmor
orneklerinin %99’unda normal dokularin da %91’inde tespit edilmistir. Aktif MMP-9
kolorektal tUmorlerde %86, normal dokuda ise %16 oraninda gdsterilmis total MMP-
9 duzeyleri kolorektal tumdrlerde normal dokuya gore anlamli derecede yuksek
bulunmus.  Endojen aktif MMP-9 timoér dokularinin %100’tinde normal kolorektal
dokularin ise %71'inde gosterilmigtir. Yine, tumorun patolojik evresi ile MMP-9
ekspresyon derecesi arasinda bir uyum oldugu gorulmuastar.  Tumor
diferansiyasyonu, derinligi, lenfatik ve vaskuler invazyonla gelatinaz duzeylerinde
farkhliklar gézlenmistir. Bu farkhliklar anlamli bulunmamistir.  Fakat aktivite
deneyleri ile Olgulen, total MMP-9 ve endojen MMP-9 dlzeyleri tumor dokularinda
anlamli derecede yuksek bulunmugtur. Tumor dokularinda aktif ve latent MMP-9 lizis
bandlarinin her ikisi de Duke’s stage ile korelasyon gdstermekte fakat diferansiasyon,
tumor derinligi veya invazyonu ile korelasyon géstermemektedir (29).

Waas ve arkadaglari yaptiklari bir galismada karaciger metastazi olan

kolorektal kanserli hastalarin metastatik timoér dokusunda, normal karaciger
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dokusuna goére daha vyuksek miktarda MMP-9 aktivitesi saptamiglardir.
Klinikopatolojik degisikliler ile MMP-9’un aktif ve latent formlari arasinda korelasyon
oldugunu gostermislerdir (22). Tutton ve arkadaslari ise kolorektal kanserli
hastalarda MMP-9 duzeylerini kuratif cerrahi oncesi ve sonrasi (6-12 ay sonra)
doénemlerde incelemisler ve kanser dokularinda MMP-9 duzeylerini normal dokuya
g6re anlamli derecede yuksek bulmuglardir (109). Cerrahi sonrasi donemde MMP-9
duzeylerinde cerrahi 6ncesi doneme gore anlamli derecede dusme tespit etmislerdir
Baker ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada kolorektal kanserli hastalarin
dokularinda latent ve aktif MMP-9 dlzeylerini karsilastirmiglar ve timoér dokularindaki
aktif MMP-9 duzeylerinin normal dokudan anlamli derecede ylksek oldugunu
bulmuslardir (36).

Ganguly ve arkadaglari indometazin ile indUklenmig gastrik Ulser
hastalarinda MMP-9un aktivitesi Uzerine melatoninin etkisini incelemisler ve
melatoninin doza bagimh olarak MMP-9 aktivitesini inhibe ettigini gostermislerdir.
MMP-9 aktivitesinin azalmasi ile birlikte melatoninin Ulserasyonu engelledigini
bildirmiglerdir (110). Bizim g¢alismamizda, melatonin uygulama gruplari ve kontrol
gruplari karsilastirildiginda aktif MMP-9 dizeyleri arasinda bir ve iki gunlik melatonin
uygulmasi sonunda anlamli bir fark bulamadik. Ug gunliik melatonin uygulamasi ise
1mM, 0,01mM ve 0,01nM dozlarda MMP-9 dizeyleri kontrol gruplarina gore daha
yuksek izlendi (p<0,05). Literatirde kolon kanseri hucrelerinde melatonin
uygulamasi ile aktif MMP-9 dizeylerini karsilastiran in vitro bir bagka calismaya
rastlamadik. Bu ylzden c¢alismamizdaki sonuglarla literatlr karsilastirma imkani

bulamadik.

6. SONUG VE ONERILER
Bu calismada CaCo-2 kolon adenokarsinom htcreleri kullanilarak in vitro sartlarda
melatoninin antioksidan ve anti-kanserojen etkilerinin molekuler yollari aragtirildi.
Calismamizda melatonin uygulamasinin doza ve zamana bagh olarak
MMP-9 dizeylerinde kontrol gruplarina gére artisa neden oldugu, yine doza ve
zamana bagl olarak NO' dlizeylerinde azalmaya neden oldugu gdsterildi.
Cogu malign timorde stromal fibroblastlar MMP-Q’'un primer kaynagidir.

Birgok timorde gorulen inflamatuar hicre infiltrasyonu da MMP Uretimine neden olur.
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Tumor hucreleri ise fibroblastlar tarafindan MMP Uretimini artiran faktorleri Gretir. Bu
calismada direkt olarak melatoninin adenokanser CaCo-2 hicreleri Uzerine etkisini
incelendi. Calismanin daha ileri donemlerinde CaCo-2 hucreleri ve fibroblastlar
vel/veya inflamatuar hulcreler ortama eklenerek melatoninin ko-kultir ortaminda
etkilerinin incelenmesinin daha faydali olacagi kanisindayiz. Ayrica yine ayni
ortamda MMP’larin  aktivitesinin  kontrolunde oOnemli etkisi olan proteinaz
inhibitorlerinin de incelenmesi kolorektal tumor gelisimi ve metastaz patogenezine
daha ayrintili 11k tutacaktir.

Bozuk apoptotik mekanizma kanser gelisiminin &zelliklerinden biridir.
Kanser hucrelerinde apoptozisi arttirmak, kanser tedavisindeki hedeflerden biridir.
Bu calismada melatoninin, uygulanan higbir dozunda hucrelerin apoptozu Uzerine
anlamli bir etkisi izlenmemigtir. Daha kesin bir yargi ancak apoptozun baska
metodlarla da incelenmesi ile mumkuin olacaktir.

Melatoninin olasi “dual” etkisi nedeniyle kanser tedavisi ve kanserden

korunma amaciyla kullaniimasi igin simdilik dikkatli olunmasi gereklidir.
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OZET

KOLOREKTAL TUMORLERDE MATRIKS METALLOPROTEINAZ-9, NITRIK
OKSIT VE MALONDIALDEHID KONSANTRASYONLARI UZERINE MELATONININ
ETKISI

Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya AD, 09100-Aydin

Kolorektal kanser (KRK), gunumuzde en sik rastlanan kanser tipleri arasindadir.
KRK’de prognozu belirleyen faktorler, lokal invazyon ve metastatik tumor yayihmdir.
invazyonu onleyen en onemli bariyer olan kollajen baslica matriks
metalloproteinazlarca (MMP) pargalanir. MMP’lar metastaz olugsumundaki rolleri
nedeniyle prognoz tayininde ve yeni tedavi hedeflerinin belirlenmesinde énemli role
sahiptirler. Bilinen en kuvvetli endojen antioksidan olan melatoninin timor
buyumesini inhibe ettigi ve kanser kemoterapisinde yan etkileri dnledigi bildirilmigtir.

Bu calismada melatoninin CaCo-2 adenokanser hucrelerinde NO, MDA ve
MMP-9 yapimina etkileri arastirildi. Melatonin CaCo-2 hucre kdlturlerine farkh
dozlarda (10""M-10>M) ve farkli sirelerle (24-48-72 saat) uygulandi. Kontrol
grubuna melatonin uygulanmamistir. Besiyerinde MDA duzeyi HPLC ydntemiyle, NO
dizeyi griess reaksiyonuna dayanan yontemle ve MMP-9 dulzeyleri ELISA
yontemiyle Olculdd. Apoptoz tayini I0kostat boyamasi yapilarak degerlendirildi.
Ayrica kolorektal kanser tanisi alan 15 hastanin kolonoskopik biyopsi materyallerinde
MMP-9 duzeyleri, immunohistokimyasal olarak degerlendirildi.

Melatoninin CaCo-2 hucrelerinde apoptoz Uzerine etkisi izlenmedi.
Melatonin (1mM) uygulamasinda dg¢lncu gunun sonunda NO duzeylerinde kontrol
grubuna gore azalma izlendi (p< 0.05). Melatonin uygulamasi MDA duzeylerinde
degisiklige yol agmadi. Ug ginliik melatonin uygulamasi sonucu 1mM, 0,01mM ve
0,01nM dozlarda aktif MMP-9 dizeylerinde kontrol grubuna gore artis gozlendi
(p<0,05).

Kolorektal kanserlerde MMP-9 duzeyleri timor gelisiminde ve metastaz
olusumunda énemli rol oynamaktadir. Melatonin uygulamasinin NO dlzeyleri Gzerine
etkileri melatoninin antitmoral etkiye sahip olabilece@ini dusundurirken MMP-9

dizeyleri Uzerine etkisi sasirticidir. Melatoninin adenokanser hdcreleri Uzerine dual
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etkili olmasi olasi olup KRK'deki etki mekanizmalarina yonelik daha kapsaml

¢alismalara ihtiyag vardir.

Anahtar Sozciikler:

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-
Aydin

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™"'M-
10°M) 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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