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Sican yeminin bilesimi.

10 pg/ml Con A igeren ve igermeyen kiiltlir medyumunda, 0
(baslangic) ve 24 saat sonra kontrole gore IFN-y seviyelerinde
meydana gelen degisiklikler.

10 pg/ml Con A igeren ve igermeyen kiiltlir medyumunda, 0
(baslangi¢) ve 24 saat sonra kontrole gore IL-10 seviyelerinde
meydana gelen degisiklikler.

10 pg/ml Con A igeren ve igermeyen kiiltlir medyumunda, 0
(baslangig) ve 24 saat sonra kontrole gére IL-4 seviyelerinde

meydana gelen degisiklikler.
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1.0ZET

Immiin sistem ve melatoninin (MT) ana kaynag1 olan pineal bez arasinda
karsilikli bir iligki oldugu ileri siirtilmektedir. Farkli hayvan tiirlerinde MT nin
immiinomodiilator etkiye sahip oldugu rapor edilmistir. Ancak MT’nin ve ayni
zamanda onun temel kaynagi olan pineal bezin timositlere ve sitokin sekresyonu
profiline etkisi iyi anlagilamamistir. Bu nedenle, ¢aligmamizda intak ve sham-
pinealektomi’den (Pnx) ibaret olan Pnx yapilmamis grup ve Pnx yapilmis
sicanlarin timus hiicre kiiltiirlerinde T helper 1/T helper 2 (Th1/Th2) lenfosit
dengesine M T nin etkisini arastirmay1 amagladik.

Sitokin tiretim profilini belirlemek i¢in deneyler, 10 pg/ml concanavalin A
(Con A) ile uyarilmis ve uyarilmamis timositlerde gergeklestirildi. Interferon-
gamma (IFN-y) (Th1 hiicreleri tarafindan {iretilir), interlokin (IL)-4 ve IL-10 (Th2
hiicreleri tarafindan dretilir) seviyeleri, silipernatantlar MT’nin iki farkh
konsantrasyonlariyla (10 ve 100 uM) muamele edildikten, 0 ve 24 saat sonra
Ol¢iildii. IFN-y seviyesi, Pnx yapilmis siganlarda, hem Con A ile uyarilmis hem de
uyarilmamig 24 saat medyumlarinda anlamli sekilde artti. Buna karsin, IL-10
seviyesi ise Pnx’li sicanlarin Con A’li1 ve Con A’siz gruplarinda anlaml sekilde
azaldi. MT nin 100 uM konsantrasyonu, Pnx’in IFN-y ve IL-10 seviyelerine olan
etkilerini diizeltti ancak, MT’nin 10 uM’lik dozu etkisizdi; kontrol ve MT
uygulanmis gruplar arasinda IFN-y ve IL-10 seviyelerinde anlamli farklilik yoktu.

Sonuglarimiz, Pnx yapilmasiyla sitokin tiretim profilinin anlamli bir sekilde
Thl yoniine dogru kaydigini, MT nin 100 uM dozunun uygulanmasiyla IFN-y

seviyesinin azalmasi ve IL-10 seviyesinin artmasinin, Th2 baskinliginin bir isareti



olarak kabul edilebilecegini ve bu etkinin doz bagimh bir sekilde MT ile iliskili

olabilecegini gostermektedir.



2. ABSTRACT

A reciprocal relationship between the pineal gland, the main source of
melatonin (MT) and the immune system has been suggested. It has been reported
that MT has immunomodulatory actions in different animal species; however,
effects of MT and its main source (the pineal gland) on thymocytes and its
cytokine secretion profiles are not well-understood. Therefore, we aimed to
investigate the effects of MT on the T helper 1 (Thl) and T helper 2 (Th2)
lymphocyte balance in thymocyte cultures prepared from pinealectomized (Pnx)
and non-Pnx rats consisting of intact and sham-operated control rats.

The experiments were performed in 10 pg/ml concanavalin A (Con A)
stimulated and nonstimulated thymocytes for determination of cytokine
production profiles. Interferon-gamma (IFN-y) (produced by Thl cells),
interleukin (IL)-4 and IL-10 (produced by Th2 cells) concentrations were
measured in the supernatants at 0 and 24 h after treatment with two different
concentrations of MT (10 and 100 puM). IFN-y levels increased significantly at 24
h in both Con A stimulated and non-stimulated media prepared from Pnx rats. In
contrast, IL-10 levels were sigificantly reduced at 24 h in the cultures belonging to
Pnx rats with and without Con A. While 100 uM concentration of MT adversed
the effects of Pnx on IFN-y andl L-10 levels, the 10 uM dose of MT had no effect.
There was no significant differences between the control and MT treated groups
in terms of [FN-y and IL-10 levels.

Our results show that the cytokine production profile was significantly

shifted towards Th1l by Pnx and implicate that 100 uM dose of MT treatment can



decrease IFN-y and increase IL-10, which is regarded as a sign of Th2 dominance.

This finding can be attributed to the dose of MT applied.



3. GIRIS

3.1. Pineal bez

3.1.1. Pineal bez ile ilgili tarihi notlar

Cok eski zamanlardan beri varlig1 bilinen pineal bez, ilk olarak M.O. 300
yilinda Iskenderiyeli Herophilus (M.O. 325-280) tarafindan tespit edilmistir (63).
Bergamali Galen (M.S.130-200), insan beyninde pineal bezi, ¢cam kozalagini
andiran seklinden dolayi, konareion (Latince conarium) olarak isimlendirerek ilk
tanimlamay1 yapmistir (12, 122, 134, 259). Bu kelime pineal sinirleri tanimlamak
icin ‘nervi conarii’ olarak giiniimiizde de kullanilmaktadir. Andreas Vesalius
Bruxellensis (1514-1564), pineal bezin topografik yapisini dikkatlice inceleyerek,
bezin merkezi yerlesimi ve beyinde ¢ifti olmayan bir organ olarak farkliligini
ortaya koymustur (4, 105). Yine Vesalius, bezin asir1 damarli yapisina dikkat
cekmistir (134). Biitiin bunlar pineal bezin, orta ¢agin iinlii filozof, hekim ve
matematik¢isi Rene Descartes (1596-1650) tarafindan ‘ruhun oturdugu yer’ (12,
122, 173) ve °‘psikofizyolojik fonksiyonlar1 diizenleyen organ’ olarak ifade
edilmesine dayanak olusturmustur (4, 134). Pineal bez, birgok hayvanda beynin
en st kisminda yer almasindan dolayr ayn1 zamanda servikal cisim (cervical
body) ve epiphysis cerebri gibi isimlerle de anilmistir (5, 134).

Yeni teknolojilerin gelismesine bagli olarak, pineal bezin yapisi ve
fonksiyonlar1 hakkinda giinlimiize yansiyan bilgilerin degismesi iizerine diger
anatomik yapi1 ve organlarla birlikte pineal beze de cesitli tanimlamalar
getirilmistir. Ornegin, mikroskobik ve histolojik tekniklerdeki ilerlemeler, daha alt

smiftaki omurgalilarda pinealin ‘“lgiincii bir g6z’ olarak tanimlanmasina yol



acmustir (5, 134). Bioassay ilerlemeler, aktif pineal ekstraktlarin kurbaga derisinin
rengini agici etkisinin kesfiyle sonuglanmis (134, 143) ve 1958°de pineal hormonu
melatoninin (MT) izolasyonuna rehberlik etmistir (121, 122, 134). Floresans
tekniklerin gelismesiyle pineal bezdeki MT ve serotonin miktarlar1 6l¢iilmiis, bu
iki maddenin gece-giindiiz seviyelerinde biiyiik degisiklikler goriilmiis (134, 192,
193) ve bdylece, pineal bezin islevlerinde aydinlik ve karanligin rolii oldugu

ortaya konulmustur (12, 134).

3.1.2. Pineal bezin anatomisi

Pineal bez, corpus pineale, glandula pinealis, pineapple gland, epiphysis
cerebri gibi adlarla da anilmaktadir ve sekil olarak 6zellikle insanda ananasa veya
kozalaga benzemektedir (111, 199). Pineal bez diencephalic ¢atinin bir ¢ikintisi
olarak gelisir (72, 209).

Sican pineal bezi commissura posterior ile commissura habenulorum
arasinda, 3. ventrikiil tavaninin arka ucundan baslayan bir sapla beyincige dogru
uzanir (216). Pineal sap, 100 pm ¢apinda (37) ve 2700-3000 um uzunlugunda (35)
olup, bezi 3. ventrikiiliin tavaninin arka ucuna baglar (13, 37, 199). Yuvarlaga
yakin oval sekilde olan bez, 0.9-1.56 mg agirligindadir (13). Sican pineal bezine
ait olgiimler, transvers 1300-1500 pm, dorso-ventral 750-800 um, longitudinal

(fronto-occipital ) 1500-1600 pum olarak bulunmustur (35).



Sekil 3.1. Sicanda pineal bezin anatomik konumu (190)

Insan pineal bezinin anatomik iliskileri sigan dahil diger memeli tiirlerle
aymidir (199). Boyutu ve pozisyonu ayni tiirdeki canlilarda bile farklilik
gosterebilir (13). Insanda, pineal bez prenatal gelisimin 36. giiniinde (65, 117),
commissura posrerior ile commissura habenulorum arasinda, diencephalon
tavaninin arka boliimiindeki neuroepithelium’un divertikiilii seklinde gelismeye
baslar (65, 117, 199, 214). Eriskin insanlarda agirligi 100-180 mg arasinda
degismekle birlikte, ortalama agirligir 130-140 mg olarak kabul edilmektedir.
Bezin uzunlugu 5-9 mm, genisligi 3-6 mm ve kalinlig1 3-5 mm arasindadir (199).
Viicut agirligina orani, diger tiirlerle karsilagtirildiginda, insanda kii¢iik bir orana

sahip oldugu goriliir (13).
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Sekil 3.2. Insanda pineal bezin anatomik konumu (9).

Pineal bez kemirici tiirli memelilerde yiizeysel ve derin pineal bez olmak
tizere iki kisimdir (72, 99, 199, 209). Bezin biiyiik bir kism1 dorso-caudal yonde
ylizeysel pineal sekline donilismiis, kii¢iik bir kismini olusturan derin pineal ise 3.
ventrikiile yakin sekilde yerlesmistir. Her iki kisim da pineal sap ile
birlestirilmistir. Yiizeysel pineal olarak anilan kismi yogun bir damar agina
sahiptir ve buradaki pinealositlerde sentezlenen MT bu damar agna salinir.
Bununla birlikte derin pineal olarak anilan kisminda ise gece-giindiiz ritminde MT
sentezleyici enzim icin kodlayict genleri igceren fonksiyonel pinealositler
mevcuttur (72, 209). Insanlar ve diger memelilerde ise pineal bez tek kisimdan
olusur (99, 199). Pineal bez memelilerde sekretuar, baliklarda ve amfibilerde
fotoreseptif, siiriingenlerde ve kuslarda ise hem fotoreseptif hem de sekretuar

fonksiyonlar1 iistlenmis bir organdir (13).



3.1.3. Pineal bezin histolojik yapisi

Subaraknoid aralikta yer alan corpus pineale, sap boliimii disinda piameter
ile sarilidir. Kapsiil gorevi yapan piamaterden bir¢ok kan damari igeren ince bag
doku boéliimleri organ igerisine niifuz ederek, bezi diizensiz lobullere ayirir (65,
117, 214). Kan damarlarini igeren stroma dokusu mezensim 'den gelisir (199, 216).

Pineal bez, parenkimal ve interstisyel hiicreler olmak iizere iki hiicre
grubundan olusur (35, 36). Neuroepithelial hiicreler ¢ogalarak pinealoblastlar
olusturur, bunlar da parenkim hiicrelerine doniisiir (199, 216). Parenkim
hiicrelerine pinealosit adi verilir. Bu hiicreler, ayn1 zamanda bezin sekresyon
fonksiyonundan sorumludur (35, 36, 63, 104, 214). Pinealositlerin pineal bez
igindeki oran1 %90’a ulasir ve bu hiicreler asagi sinif omurgalilarda fonksiyonel
151k reseptorleridir. Retinanin koni hiicreleriyle benzerlik gosterirler ve 151k
enerjisini elektriksel sinir uyarisina donistiiriirler. Memelilerde ise pinealosit
hiicresi 151k uyarisina direkt olarak degil, salgi fonksiyonu ile cesitli hedef
bolgelerde karmasik ve ¢ok néronlu diizenleyici bir ara istasyon vazifesi gorerek
yanit verir. Bircok memeli tiiriinde tek tip pinealosit hiicresi tanimlanmis olmasina
karsin, insan dahil bir grup memelide, tip 1 ve tip 2 olarak iki tip pinealosit
hiicresi tanimlanmistir. Pinealositlerden baska pineal bez ig¢inde bulunan en
onemli hiicre toplulugu glia hiicreleridir. Bunlarin bez igindeki oram %35-10
arasinda degismektedir (35, 36). Pinealositler tip 1, glia hiicreleri de tip 2
pinealosit olarak da isimlendirilirler (63, 104, 214). Ayrica plazma hiicreleri, mast
hiicreleri (34, 36, 63, 99), fibrositler, lenfositler, diiz kas fibrilleri (63, 99),
pigment iceren hiicreler, ¢izgili kas dokusu ve sinir hiicreleri de pineal bez

icerisinde bulunurlar (34, 36).



Pineal bezin sap kisminda ise seyrek olarak pinealositler, glia hiicreleri ve

miyelinsiz sinir lifleri bulunur (36).

3.1.4. Pineal bezin damarlari

Pineal bez kii¢iik yapida olmasina ragmen, endokrin organlar i¢inde, kan
akimi yoniinden 4 ml/dak/gr’lik degerle bdbreklerden sonra ikinci sirada
gelmektedir (79, 99, 104, 199).

Pineal bezin arteriyel beslenmesi a. cerebri posteriordan kaynaklanan a.
choroidea posterior’un medial dallar1 araciligiyla gergceklesmektedir (63, 199).
Beze gelen arteriyel dallar kapsulada birgok arteriollere ayrilarak organ igerisine
niifuz eder ve bag doku bolimlenmelerine uyacak sekilde parankimaya dagilir
(199). Venoz drenaji ise, v. cerebri magna ya da v. cerebri interna tarafindan
saglanir (63, 199). Pineal bezde kan beyin bariyeri yoktur (199, 251). MT,

tiretimini takiben basit difiizyon ile sekrete edilir (156, 199).

3.1.5. Pineal bezin innervasyonu
Pineal bezin endokrin aktivitesi, cogu endokrin organdan farkli olarak
onemli derecede sinirsel innervasyona baglidir. Gozler tarafindan ¢evrenin 1s1k
veya karanlik olduguna iliskin duyusal bilgilerin alinmasi, pineal bezden MT
salgilanmasinin diizenlenmesinde baslica 6neme sahiptir. Genel olarak 151tk MT
tiretimini azaltirken, karanlik artirir (104, 199, 200).
Isik uyarisi pineal beze karmasik, ¢ok noronlu bir sistemle ulasir. Retinadan
baslayan noral yolun birinci kismi retinohipotalamik traktus’dur (RHT). Retinal

151k reseptorleri 15181 elektriksel uyariya c¢evirerek monosinaptik olarak
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suprakiyazmatik c¢ekirdege (SCN) iletir (47, 63, 199). RHT, hipotalamusun
anterior kismindaki SCN’de sonlanir. Burada sinaps olusturduktan sonra, lifler
hipotalamusun paraventrikiiler c¢ekirdeklerine (PVN) giderler (104, 225). Sinir
impulslar1 daha sonra st torakal omurilik bolgesinde intermediolateral kordon
icinde taginir (104, 231). Bu pregangliyonik ndronlarin aksonlart omurilikten
ayrilir ve sempatik zincirde yukar1 dogru giderek superior servikal gangliondaki
(SSG) postgangliyonik noronlarla sinaps olustururlar (41, 104). Sempatik bir
gangliyon olan SSG’den ¢ikan postgangliyonik adrenerjik lifler ise nervi conarii

araciligiyla bas bolgesine gecer ve pineal bezde sonlanirlar (47, 63, 199)

Sekil 3.3. Isik uyarimlarinin pineal beze ulagirken izledigi yol (10).
Pineal bez, sempatik innervasyondan baska az oranda parasempatik ve
serotoninerjik sinir lifleri ile de innerve edilir. Bu lifler bezin i¢inde, ¢cogunlukla

pinealositlerin arasinda serbest sinir uglari1 seklinde sonlanirlar (38, 149, 199,

201).
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3.2. Melatonin

3.2.1. Melatoninin kesfi

Amerikali dermatolog Aaron B. Lerner ve arkadaslari, 1958’de sigir pineal
bezinden, potent maddeyi tanimladi (121, 122) ve bu N-asetil-5-metoksitriptamin
yapisindaki maddeye, amfibian pigmentlerindeki melanoforlar1 kontrakte ettigi
icin MT adim1 verdi (12, 99). MT, pineal bezin temel hormonu olarak kabul
edilmesine ragmen, bu bezden ¢ok sayida hormon ve/veya hormon benzeri
faktoriin de salgilandigi tespit edilmistir (32, 184, 185). Salgilanan endojen
maddeler indolaminler ve peptidler olarak iki gruba ayrilmaktadir. indolaminler

igerisinde, 232 molekiil agirlikli MT (52, 53) ilk sirada gelmektedir. (Sekil 3.4)

O

H3CO CH, — CH;— NH — C — CHj

o Z

Sekil 3.4. Melatoninin kimyasal yapisi (8).

MT’nin pineal bezden baska, retina (23, 178), lenfositler (44, 46, 66),
harder bezi (57) ve intestinal epitelyum’dan da (31, 89) salgilandig1
bildirilmektedir. Pineal bezden MT’nin disinda 5-metoksitriptamin ve 5-
metoksitriptafol’i kapsayan indollerin yani1 sira (131) adrenalin, noradrenalin,
serotonin (5-Hidroksitriptamin, 5-HT), histamin, inositol, taurin gibi maddeler ve
arginin vasotocin, angiotensin I, lipotropinler ve enkefalinler gibi peptidler de

salinmaktadir (120).
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3.2.2. Melatoninin biyosentezi ve metabolizmasi

Pineal bezden salgilanan baslica hormon olan MT, bir indol tiirevidir.
Indolamin sentezi pinealositlerde meydana gelmektedir (104, 250). MT sentezinde
baslangi¢ maddesi esansiyel bir aminoasit olan triptofandir (29, 109). Sentez i¢in
oncelikle triptofan aminoasitinin dolasimdan hiicre igine alinmasi gerekmektedir
(33, 63, 104). Plazmadan aktif transport mekanizmasi (230) ile hiicre igine alinan
triptofanin biiylik bir kismi indol metabolizmasinda, kiigiik bir kismi ise protein
sentezinde kullanilir (63). Pinealositlerde, triptofan, 5-hidroksilaz enzimi
tarafindan  5-hidroksitriptofana; daha sonra 5-hidroksitriptofan, L-aromatik
aminoasid dekarboksilaz (dopa dekarboksilaz) vasitasiyla 5-HT’ye doniistiiriiliir
(33, 61, 63, 82, 99, 228). 5-HT ise hiz sinirlayici bir enzim olan N-asetiltransferaz
(NAT) araciligiyla N-asetilserotonine (NAS), son olarak da NAS; hidroksiindol-

o-metiltransferaz (HIOMT) enzimi tarafindan MT’ye doniistiiriiliir (33, 61, 63, 95,

100, 110).
Cewre |
RH by cre |
> [ Goz ol SC @ 5 Arka Beyin
sk~ — . i
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ATP -1 MA
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Sekil 3.5. Melatonin sekresyonunun diizenlenmesi (10).
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Sentezlenen MT, pineal bezde depolanmadan hizli bir sekilde komsu
kapiller damarlara gecer. Lipofilikliginin ¢ok yiliksek olmasindan dolayi, biitiin
biyolojik doku ve sivilara dagilir (33). Kanda bulunan MT’nin %70’i albumine
bagl olarak taginir (29, 40, 154, 157, 196, 213). Gerek bagl, gerek serbest MT
kan ile beyin omurilik sivist (BOS) arasinda ¢apraz gecis halindedir (156, 196).
Insanda, bircok viicut sivist ve dokuda (kan, BOS, idrar, tiikiiriik, lenf, amniotik
stvi, sperma, retina ve siyatik sinir ) MT tespit edilmistir (33, 63, 251). Ayrica
anneden fotiise plasenta yoluyla, yeni doganlara ise siitle ge¢ebilmektedir (33, 63,
204, 205, 251). Yarilanma siiresi 10-40 dakika olan MT, baslica karacigerde ve
ikinci derecede de bobreklerde metabolize olur (33, 63, 106). Karacigerden ilk
geciste MT nin %90°1 metabolize olur ve mikrozomal enzimler tarafindan 6-
hidroksimelatonine doniisiir. Bu madde bobrekte siilfat veya daha az olarak da
glukuronik aside baglanarak idrarla atilir (33). MT’nin %1 ’inden daha az
degismeden idrarla atilmaktadir (12, 63, 213, 249). Idrardaki baslica metaboliti, 6-
stilfatoksimelatonin’dir (6-HMS= 6-hidroksimelatoninsiilfat) (33, 63, 104).
Ayrica, MT olusumunda 6nciil madde olan NAS de bir MT metabolitidir (13, 104,
250). MT’nin kendi prekiirsiiriine doniismesi, MT sentezinin bir geri bildirim
mekanizmasiyla kontrol edildigini gostermektedir (33, 63).

Pineal bezde MT disinda baska indolaminlerin ve peptidlerin de mevcut
olmasi, bezin 6n hipofiz gibi ¢ok hormonlu bir organ olabilecegi teorisinin 6ne

stiriilmesine yol agmustir (251).
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3.2.3. Melatonin sekresyonunun diizenlenmesi

MT sentezinin baslica kaynagi pineal bezdir (33). Insan dahil tiim
canlilarda MT geceleyin daha fazla miktarda salgilanmaktadir (104). Bu nedenle
MT’nin pineal bezden sirkadiyan bir ritimde salgilandigi kabul edilir (33, 104,
200). 5-HT’nin, MT’ye doniistiiriilmesinde rol oynayan, NAT ve HIOMT enzim
aktivitelerinin geceleyin daha yiiksek oldugu belirlenmistir (104, 226).

Pineal bez igerisinde, postgangliyonik sempatik sinir u¢larindaki en dnemli
transmitter, norepinefrin (NE)’dir. Giin boyunca ve 1sikta SCN etkin olarak bu
sinir uclarindan NE salinimini durdurur. Karanlikta ise sinir uglarindan NE
salinimi baglar. NE, pinealosit membranindaki -adrenerjik reseptorlere baglanir.
B-adrenerjik reseptorlerin uyarilmasi ile hiicre i¢inde 6nce adenilat siklaz aktive
olur ve cAMP artar. Daha sonra NAT ve dolayisiyla MT sentezi hizlanir (13,
16,33, 63, 104, 110, 199). Aydinlik ortamda, cAMP ve NAT diizeylerinde hizli
bir diisiis gozlenir. Pinealosit membraninda a-adrenerjik reseptorler de mevcut
olup, pineal fonksiyonun diizenlenmesinde B-adrenerjik uyarimi artirict bir rol
tistlenirler (13, 33, 63, 104, 199).

Insanda MT salgilanmas: genellikle 21:00-22:00 saatleri arasinda baslar ve
07:00-09:00 saatleri arasinda azalarak bazal seviyelere iner. Yetiskinlerde,
plazmadaki ortalama maksimum diizeyleri 50-70 pgr/ml’dir (13). MT nin baslica
metaboliti olan 6-HMS’nin maksimum plazma konsantrasyonu 80-100 pgr/ml
arasindadir. Plazma MT konsantrasyonu gece saat 02:00 ile 04:00 arasinda en
yiiksek seviyeye ulasir (250). MT salgilanmasinda mevsimsel farkliliklarin da bir

etkisi s6z konusudur (102, 104, 109). MT diizeyinin yiiksek kalma siiresi
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karanligin siiresine baghdir. Kis aylarinda uzamis gecelerde bu siire de
uzamaktadir (33, 104).

MT hayatin ilk haftasindan itibaren pineal bezden diisiik, fakat Slgiilebilir
diizeylerde ve giinliik ritim gdstermeden salgilanmaktadir (104, 107). Insanda MT
ritminin ne zaman basladig1 konusundaki veriler yetersizdir (104). MT’ nin
kandaki konsantrasyonu yasa bagli olarak degismektedir. Yeni doganlarda kan
MT konsantrasyonu diislik olup, iliclincli aya kadar artmakta ve bu aydan sonra
giinlik MT ritmi belirginlesmektedir (15, 86, 104). Serum MT diizeyi 1-3 yas
arasinda pik seviyesine ulagmaktadir (250). Bu donemde, geceleri serum
seviyeleri, 325 pgr/ml (1400 pmol/l ) gibi yiiksek degerlere kadar ulagsmaktadir.
Cinsel olgunlagma siirecinde giderek azalan serum MT diizeyi, 500 pmol/I’'nin
altina diistiigiinde, GnRH salgilanmasi artar ve puberte baslar. Yetigskin
genglerdeki diizeyi, 40-260 pmol/I’dir (248). Pubertenin gecikmis oldugu
durumlarda MT diizeyinde artis gézlenmistir. Kan MT diizeyi puberteden sonra
stirekli bir azalma gostermektedir (13).

Pineal bezden salgilanan diger indollerden, 5-metoksitriptamin’in MT nin
ritmiyle uyumlu olarak geceleyin sekresyonunun arttigi, S-metoksitriptafol’iin ise
bunun aksine, giiniin 151k fazinda sekresyonunda artis goriildiigii bildirilmektedir

(130).

3.2.4. Melatoninin etki mekanizmasi
MT baglayici alanlarin  lokalizasyonu ve farmakolojik olarak
karakterizasyonu i¢in I-125 ile isaretlenmis MT c¢aligmalar1 sonucunda iki tip MT

membran reseptori tespit edilmistir (243). Bu iki tip MT baglayici alan, yiiksek
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affiniteli (20-200 pikomolar konsantrasyonlarda) baglanma yerleri ve diisiik
affiniteli (nanomolar konsantrasyonlarda) baglanma yerleri olarak ayrilmiglardir.
Sadece yliksek affiniteli alanlar MT reseptorii olarak karakterize edilmistir ve
genleri klonlanmistir. Bunlarin sonucunda ii¢ tip yiiksek affiniteli membran
reseptorii tanimlanmustir. MT,; reseptorii biitiin vertebralilarda mevcuttur ve
baslica beyinde ekspresse edilir, MT; reseptorii de biitlin vertebralilarda mevcuttur
ve baglica retinada ekspresse edilmektedir. MTs reseptoriiniin ise memelilerin
disindaki vertebralilarda bulundugu rapor edilmistir (58, 207). Yakin zamanlarda
bazi memelilerde, MT; i¢in quinon rediiktaz enzimi kullanilarak diisiik affiniteli
alanlar tanimlanmistir (167).

Insanlarda, MT; reseptdr geninin 4q35.1 kromozomunda lokalize oldugu
ve SCN ve pars tuberalis’de ekspresse edildigi tespit edilmistir. MT nin sirkadian
ve reprodiiktif etkilerinin bu reseptor araciligryla gergeklestigi diisiiniilmektedir.
MT, reseptor geni ise 11g21-22 kromozom boélgesinde kodlanmistir. Beyin ve
retinada eksprese olmaktadir ve her iki bolgede de dopaminerjik fonksiyonlar ile
iligkili oldugu disiiniilmektedir. MT; reseptor geni ise heniiz insanlarda
saptanmamustir (229).

MT reseptorleri plazma membraninda yer alir ve hiicresel fonksiyonlarini
genelde ikinci haberciler araciligiyla gosterirler (237). Hem MT; hem de MT,
reseptorii G-protein kenetli reseptorlerdir (184, 246). MT, cAMP ve cGMP’nin
hiicre i¢inde birikmesini inhibe eder (245), hiicre i¢i kalsiyum [Ca™];
konsantrasyonunu azaltir ve diagilgliserol olusumunu baskilar (244, 245). MT,
reseptoriiniin muhtemelen G-protein araciligiyla fosfotidil inozitol hidrolizi ile

adenilat siklaz inhibisyonunda rol aldigi (187), bunlarin neticesinde cAMP’yi
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azaltic1 etki olusturdugu bildirilmektedir (42). Bu etkinin genellikle pertussis
toksin’e (PT) duyarli G-proteini araciliiyla olustugu ifade edilmektedir (206).
MT, reseptoriiniin de cAMP sentezi ve retinada dopamin sentezinin
inhibisyonunda rol oynadig1 gosterilmistir (59).

MT’nin lipofilik yapida olmasindan dolay1 kolayca hiicre i¢ine gecerek
buradaki yapisal proteinlerle etkilesebilecegi bilinmektedir. MT nin ¢ekirdekteki
niikleer retinoid orphan ve Z reseptdrlerinin (RZR/ROR) bir ligandi oldugu ifade
edilmektedir (22, 45). Yeni bilgiler, MT nin immiinomodiilator etkilerinin niikleer
reseptorleriyle iligkili olabilecegini bildirmektedir (45). MT reseptorleri plazma
membran ylizeyinde, sitozolde, ¢ekirdek ve mitokondri membrani gibi hiicrenin
bir¢ok alaninda tespit edilebilmektedir (50, 176, 181).

Insanlarm ve insan disindaki cesitli tiirlerin (131, 241) immiin sistem
hiicrelerinde MT reseptorleri; T hiicrelerinde (112), Th hiicrelerinde (78),

notrofillerde (132) ve monositlerde (19) belirlenmistir.

3.2.5. Melatoninin fizyolojik ve fizyopatolojik durumlar iizerine etkisi

3.2.5.1. Melatoninin antioksidan etkisi

MT nin bir antioksidan oldugu ilk kez 1991 yilinda lanas ve arkadaslari
(94) tarafindan ileri siiriilmiistiir. Daha sonra, hem in vitro (175, 203) hem de in
vivo (74, 182, 216) caligmalarla bu goriis desteklenmistir. Bu ¢aligmalar 1s181inda,
MT’nin antioksidan etkisini dogrudan, antioksidan enzimlerini aktive ederek ve
proenzim aktivasyonunu inhibe etmek suretiyle, ii¢ temel mekanizmayla

gosterdigi sdylenebilir (256).

18



MT’nin direkt antioksidan etkisini, hidroksil (HO"), hidrojen peroksit
(H,0,), singlet oksijen ('O»), hipoklorik asit (HOCI), nitrik oksit (NO) ve
peroksinitrit (ONOQO") gibi oksidatif strese yol acabilen serbest radikalleri
detoksifiye ederek, bu radikallerin biyomolekiiller iizerindeki zararli etkilerini
ortadan kaldirmak suretiyle gosterdigi bildirilmektedir (25, 198). MT’nin
oksidasyon iiriinii olan N'-asetil-N°-formil-5-metoksikiniiramin (AFMK) (86) ve
onun deformile olmus formu N'-asetil-5-metoksikiniiramin’in de (AMK)
antioksidan 6zelliklere sahip oldugu bildirilmektedir (7, 92, 208, 210, 223, 234).

Farmakolojik ve muhtemelen fizyolojik konsantrasyonlardaki MT nin,
stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon rediiktaz
(GSSG-Rd), glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) ve g-glutamilsistein sentetaz
gibi baz1 antioksidan enzimlerin gen ekspresyonunu ya da aktivitesini artirdigt ve
bu yolla oksidatif stresi baskiladig: bildirilmektedir (25, 195).

MT nin baz1 prooksidan enzimleri inhibe ederek, serbest radikal olusumunu
azalttig1 ve bu yolla da antioksidan sistemi destekledigi one siiriilmektedir (25,
195). In vitro ve in vivo sartlarda, NO™ ve daha ileri asamada OONO™ olusumuna
neden olan nitrik oksit sentaz (NOS) aktivitesinin, fizyolojik MT
konsantrasyonlarinda inhibe edildigi bildirilmektedir (24, 81). MT’nin bu
antioksidan etkisini destekleyecek sekilde, oksidatif doku hasarina yol agan kainik
asit (76), sisplatin (85), adriyamisin (150), alloksan (186), homosistein (21) ve
streptozotosin  (151) gibi maddelerle indiiklenen oksidatif stresin MT ile
Onlenebildigi gosterilmistir.

MT hem suda hem de lipid fazda ¢oziinebildiginden, organizmada ¢ok genis

bir alanda antioksidan etki gdsterebilmektedir. Kan-beyin bariyerini ve plasentay1
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kolayca gegebilmesinden ve hiicrenin tiim kisimlarina dagilabilmesinden dolayz,
hiicre zarini, organelleri ve ¢ekirdegi etkili bir sekilde serbest radikal hasarindan

koruyabilmektedir (12).

3.2.5.2. Melatonin-yaslanma iliskisi

Yaglanan pinealositlerde hiicre yapisinda belirgin gerileyici degisiklikler
goriiliir. Ilerleyen yasla birlikte tip 1 pinealositlerde lizozomlarda artis ve tip 2
pinealositlerde ise hiicre yapisinda degisiklikler goriiliir. Yaslandikc¢a ¢ekirdek /
sitoplazma orani kiigiilmektedir. Bu da pineal bezin islevinin genglerde daha fazla
oldugunun yapisal bir gostergesidir. Ayrica pinealosit sayisinda da yaslanmayla
birlikte bir azalma goriiliir (35, 36).

Yaglanmayla birlikte, pineal bezde MT sentezi azalmaktadir (177). Bu
amagla pubertedeki ve yaslanmig gruplarda yapilan histolojik ¢aligmalarda ve
pineal enzimlerin biyokimyasal analizlerinde, bezin MT sentez yeteneginde bir
negatiflik gozlemlenmistir (236). Serbest radikal hasarinin, zaman iginde iist iiste
eklenerek, yaslanmanin bazi dejeneratif etkilerine katkida bulunabilecegi fikri, ilk
kez 1956’da Harman tarafindan ortaya atilmistir (87). Daha sonraki ¢alismalarda,
viicutta olusan serbest radikallerin, yaslanma siirecinde ve yaslanma ile ilgili
bir¢ok patolojide rolii olduguna dair 6nemli bulgular elde edilmistir (87, 197).
MT, yasa bagh olarak azaldigindan, serbest radikallere bagli beyin hasar1 da
artmaktadir. Bu sebeple de, MT’nin yaslanmay1 geciktirmede kullaniminin

miimkiin oldugu varsayimi iizerinde durulmaktadir (107).
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3.2.5.3. Melatoninin beslenme davranisi iizerine etkisi

Sicanlar ve insanlarin, sirkadiyan ritme uygun olarak, gida aliminda benzer
Ozelliklere sahip olduklart belirlenmigtir. Sigcanlar yemeklerinin %70’inden
fazlasin1 karanlik faz esnasinda tiiketirler. Bu gilinliik ritmin mekanizmasi agik
degildir, fakat SCN’ye retinal hipotalamik projeksiyonun etkisi sonucu sirkadiyan
ritim olusumuyla iligkili oldugu diisiiniilmektedir (144, 152, 153).

MT’nin gida alimi {izerine etkisiyle ilgili olarak, farkli tiirlerde celigkili
sonuglar iceren ¢alismalar mevcuttur. Siganlarda doz bagimli olarak MT
uygulamasinin orta ve diisilk dozlarda gida alimini artirdigi, yiiksek dozlarda ise
azaltigini rapor eden caligmalar mevcuttur (96). MT’ nin gida alimi iizerine
dogrudan etkili olmadig1, fakat dolayl olarak hipatalamo-hipofizeal-adrenal eksen
aktivasyonu araciligryla, 5-HT reseptorlerinden 5-HT,a’nin  baskilanmasi
sebebiyle, hiperfajik bir etkiye sahip olabilecegi rapor edilmistir (194). MT nin
hamsterlerde (20) ve goldfishlerde gida alimini baskiladigi tespit edilmistir (188).
Sican ve hamsterlerdeki bu etkilere karsilik, tundra faresi (162) ve farelerde ise
(30) gida alimini uyardigi rapor edilmistir.

MT’nin istahin diizenlenmesi ile ilgili ghrelin (161, 162) ve leptin (142,

160) hormonlari tizerine de etkisinin oldugu belirlenmistir.

3.2.5.4. Melatoninin kardiyovaskiiler sistem iizerine etkisi

Yaglanma ile kalp hastaliklar1 insidansinin artmasi ve MT diizeyinin
azalmasi (202), ani kardiyak 6liim insidansinin sabah saatlerinde yiikselmesi (159)
ve bu saatlerde MT seviyesinin anlamli bir sekilde diisiik olmasi (158), kronik

kalp hastaligi olanlarda normal bireylere gére MT seviyesinin diisiik bulunmasi
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(141), MT’nin trombosit kiimelesmesi (55, 159) ve lipid peroksidasyonunu
azaltmasi, ilging bir sekilde kolesterol diizeyi normal kisilerde herhangi bir etki
gostermezken, yiiksek kolesterolii olan kisilerin serum kolesterol diizeylerini
diisiirmesi (173) ve spontan hipertansif siganlarda, kan basincini diisiiriip bazal
sempatik tonusu inhibe etmesi (75, 141) gibi bulgular, MT nin cesitli kalp

hastaliklarinin 6nlenmesi ve tedavisinde kullanilabilecegini gostermektedir (173).

3.2.5.5. Melatoninin anti-kanserojenik etkisi

Hayvanlardaki deneysel calismalarda, tiire bagli olarak, pinealektominin
(Pnx), tiimor olusumunu arttirdigrt ve MT uygulamasinin kanserojenlerin neden
oldugu tiimér gelisimini inhibe ettigi gosterilmistir (233). Immiinoterapi ve
kemoterapi alan hastalarda, tedaviye MT eklenmesiyle, tiimor gelisiminde
gerilemenin yan1 sira (126) yan etki siddetinde azalma (126, 136) ve yasam
stiresinde uzama bildirilmistir (126).

Kanserin, azalmig MT salinimi ve azalmis immiin reaktivite ile birlikte
seyretmesi, kanser immiinoterapisinde MT’nin terapotik ajan olabilecegini
diistindiirmektedir (111). Bilindigi gibi, natural killer (NK) ve Lymphokine-
activated killer (LAK) hiicreleri normal hiicreye dokunmaksizin malign veya virus
ile enfekte hiicreleri yok etmektedir (111, 172). Interlokin (IL)-2’nin, NK
aktivitesini ve NK ile T hiicrelerinden LAK hiicrelerinin olusumunu artirdigi
tespit edilmistir (54). Ancak, IL-2’nin anti-kanser etkisinin ¢ok yiiksek dozlarda
ortaya ¢cikmasi ve ciddi toksik etkilerinin olmasi kullanimini kisitlamaktadir (111).
Akciger metastazlarinin olusumu ve gelisiminin Onlenmesinde IL-2 ve MT

kombinasyonlar1 denenmis, MT’nin IL-2’nin anti-kanser etkisini additif bir

22



sekilde artirdigi belirlenmistir. Bu durum, IL-2’nin dozunun azaltilmasina ve
toksik yan etkilerinin kaybolmasina imkan saglamistir. Benzer klinik ¢aligsmalar,
metastatik renal karsinom, metastatik kiiciik hiicreli olmayan akciger karsinomu,
metastatik gastrik karsinom ve meme karsinomunda yiiriitilmiis ve basarili

sonuglar alinmigtir (125, 129).

3.2.5.6. Melatoninin iskemi-reperfiizyon hasarimna etkisi

Izole sican kalbinde yapilan bir c¢alismada, MT’ nin iskemi-reperfiizyon
aritmilerinde koruyucu etkiye sahip oldugu bildirilmistir (113). Yine, Pnx
uygulanan sicanlarda yapilan bir in vivo deney modelinde, reperfiizyondaki
irreversibl ventrikiil fibrilasyonuna bagl 6liim sikliginin arttigi ve bu durumun
MT uygulamasiyla diizeldigi tespit edilmistir (173).

Iskemi-reperfiizyon ile indiiklenen gastrik mukoza hasarinda, lipid
peroksidasyonuna ve oksijen metabolitlerine bagli olusan gastrik iskemi-
reperfiizyon hasarini MT nin 6nledigi rapor edilmistir (235). MT nin, karacigerde
de iskemi-reperfiizyonun neden oldugu hasari Onledigi ve yine fotal sigan

beyninde oksidatif lipid ve DNA hasarina kars1 etkisi tespit edilmistir (173).

3.2.5.7. Melatoninin uyku iizerine etkisi

Pineal bezden MT salgilanma ritmi, normal uyku aligkanlig1 saatleri ile
senkronizedir. Kan MT diizeyi geceleri giindiize gore yaklasik 10 kat daha
fazladir. Uyku bozuklugu olan yaslilarda serum MT diizeyi, uyku problemi

olmayan ayni yastakilere oranla daha diisiik bulunmustur. Yetiskinlere oral 5
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mg/giin verildiginde, REM uyku siiresini ve uyku kalitesini artirdigi rapor
edilmistir (254).

MT’nin gece boyunca diisiik diizeyde salgilanmasi uykunun azalmasina ve
bu sebeple uykuya duyulan ihtiyacin artmasina neden olur. Aksamin erken
saatlerinde yeterli miktarda MT salgilanmaz ise uyuma giiclesir. Sekresyon devam
etmedigi takdirde gece uyanmalar1 goriiliir. Pineal bezin fazla miktarda ve uzun
siire MT salgiladig1 durumlarda ise uyku istegi devam eder (13). Deneysel olarak
sigan ve farelerde intraperitonal MT uygulamasi sonucu, uyuma siiresinin uzadigi
bildirilmistir (63).

Jet lag, denizasirt ugak seyahatleri sonrasinda, viicut ritminin bozulmasina
bagh olarak gelisen, uykusuzluk ve grip benzeri semptomlarla kendini gdsteren
bir rahatsizliktir (173). MT kullanilmak suretiyle jet lag %50 oraninda
azaltilabilmektedir. Seyahatin sonlandigi iilkede yatma zamanindan bir saat dnce
MT alimmasi uyku-uyaniklik periyodunun yeni ortama adaptasyonunu

saglamaktadir (105).

3.2.5.8. Melatoninin endokrin ve iireme sistemi iizerine etkisi

Pineal bezin endokrin fonksiyonlari, ireme sistemi iizerine olan etkileri ve
nongonadal endokrin organlar (tiroid, adrenal bez vs) {izerine olan etkileri olarak
iki ayr1 baslikta incelenebilir (63, 111). Eriskin disi hayvanlara kronik MT
verildiginde, over boyutlarinda ve agirhiginda azalma olmakta, ayrica Ostrus
siklig1 da azalmaktadir (254). Eriskin erkek hayvanlarda ise seminifer vezikiil
kiigiilmektedir. Pnx, juvenil sicanlarda prematiire seksiiel matiirasyona,

erigkinlerde ise gonadlarda ve aksesuar organlarda biiyiimeye yol agmaktadir. Bu
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etki MT verilmesiyle bloke edilebilmektedir (99, 199, 254). MT nin, hipotalamus-
hipofiz-gonadlar sistemi {izerine inhibitér bir etkiye sahip oldugu kabul
edilmektedir (26, 33, 104, 199). Deney hayvanlarinda yapilan ¢aligsmalarda, leydig
hiicrelerinde MT’nin baglandig1 reseptorler gosterilmis ve MT nin testis lizerine
dogrudan etki ederek, leydig hiicrelerinde testosteron sentezini inhibe ettigi tespit
edilmistir (163, 257). Ayrica, sicanlar lizerinde yapilan bir ¢alismada, MT nin
doza bagl olarak gebe ve gebe olmayan siganlarin miyometriumunda, spontan ve
oksitosinle indiiklenen kontraksiyonlar1 inhibe ettigi bildirilmistir (17).

Pineal bezin 6n hipofiz hormonlar1 olan prolaktin, liiteinlestirici hormon
(LH), folikiil uyarict1 hormon (FSH) sekresyonu iizerine de etkisi vardir (108).
Yiiksek doz MT gonadotropin seviyelerini disiiriirken, prolaktin ve growth
hormon (GH) seviyelerini artirmaktadir (12, 99). MT etkisini hipotalamus
diizeyinde gostermektedir (73, 111). Ancak, dogrudan hipofiz bezi lizerinde de
etkili olabilecegi ifade edilmektedir (111, 199).

MT ayrica tiroid, bobrekiistii bezi ve diger endokrin organlar {lizerinde de
etkilidir. Tiroid bezi fonksiyonlari lizerinde genel bir inhibitor etki gosterir (105).
Bobrekiistli  bezi fonksiyonlar1 {izerinde de inhibitor etki goOstererek,
glukokortikoid ve mineralokortikoid sekresyonunu azaltir (26, 63, 104, 105). Yine
MT nin vazopressinin giinliik salgilanma ritmi {izerine uyarici etkisinin oldugu da

bildirilmektedir (67, 68, 104, 105).

3.2.5.9. Melatoninin merkezi sinir sistemi tizerine etkisi

MT, beynin elektriksel aktivitesi iizerinde diizenleyici etkilere sahiptir (105,

111). MT verildiginde elektroensefalogramda (EEG) baslica alfa dalgalarinda artis
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olmakta, anti-MT antikorlarinin varliginda veya Pnx yapilan hayvanlarda
epileptik nobetler ortaya ¢ikmaktadir (77, 111).

Son derece lipofilik olan MT nin sinir hiicrelerine gegisi ¢ok kolaydir. Sinir
sonlanmalarindan saliman eksitator norotransmitterler, serbest radikallerin
olusumunu arttirir ve beynin degisik bolgelerindeki  dejenerasyonlari
hizlandirirlar. Merkezi sinir sisteminde (MSS) olusan bu dejenerasyon, yas
ilerledikge artar Bu artig, MT seviyesindeki azalmayla da iliskilidir (253). MT nin
MSS’de, ozellikle serbest radikallerle iliskili oldugu ileri siiriilen alzheimer,
parkinson gibi hastalilk durumlarinda yararli  etkilerinin  olabilecegi
diisiiniilmektedir (77, 173).

Depresyonlu hastalarda, plazma MT seviyeleri diisiik bulunmustur (105).
Bu durum, muhtemelen adrenerjik tonustaki azalmaya baghdir (173). Yine
sizofrenide MT’nin amplitiidiinde diisme tespit edilmistir. Depresyonda, MT
amplitiidiindeki azalmaya kortizoldeki artig eslik etmektedir. Mania’da ise MT
amplitiidinde daha ziyade artis gozlenmektedir. Bipolar (manik depresif)
hastalarda, MT’nin 1s18a karsi cevabi daha belirgindir. Bu gozlem, diagnostik
oneme sahip olabilir (105).

Siirekli analjezik kullanan hastalarda, geceleri analjezik ihtiyacinin azaldig
bildirilmistir. Bu azalma, geceleri serum MT diizeylerindeki artisla koraledir.
Analjezik etkisindeki bu giin i¢i varyasyonlar, Pnx yapilan si¢anlarda ortadan
kalkmaktadir. MT’nin bu etkisinin opioid reseptorleri aracilifiyla oldugu

diisiiniilmektedir (60).
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3.2.5.10. Melatoninin immiin sistem iizerine etkisi

Pnx uygulanmis sicanlarda, timus bezinin yapisal olarak degisiklik
gosterdigi (170) ve yash farelerde (191), MT tedavisi veya pineal greft
uygulamasinin (191) timus bezinde involusyonu oOnlediginin gozlemlenmesi,
MT’nin immiin sistemi etkiledigi goriisiine rehberlik etmistir (124, 140, 191, 195,
224).

Pineal bez, salgiladigt MT vasitasiyla (135, 164) hiicresel ve humoral
immiinitenin diizenlenmesinde rol alan ve bu sebeple immiin sistem {izerine
cevresel etkileri ayarlamay1 saglayan onemli organlardan biridir (81, 137, 138).
MT uygulamasinin, normal ve immiin sistemi baskilanmig ev farelerinin her
ikisinde de in vitro ve in vivo antikor yanitlarimi yikselttigi (43, 137, 144) ve
immiin sistemi tehlikeye girmis fare grubunda T yardimci (Th) hiicre aktivitesini
diizelttigi tespit edilmistir (43).

MT’ nin immiin sistem {izerine olan etkisiyle ilgili mekanizma tam olarak
bilinmemektedir. Son zamanlarda MT nin kendisi i¢in lenfoid hiicrelerde mevcut
olan spesifik reseptorlere baglanarak, lenfoid hiicreler iizerinde direkt bir etkiye
sahip oldugu rapor edilmistir (39). Bununla birlikte, MT’nin B lenfositlerine degil
ama T lenfositlerine baglandig1 gosterilmistir (78, 138). Ustelik, lenfosit alt
popiilasyonlart iizerinde yapilan calismalarda, CD8" hiicrelerinden ziyade CD4"
hiicreleri iizerinde, MT baglayic1 alanlar tespit edilmistir. Bu da lenfositler
arasinda CD4" hiicrelerinin MT igin hedef olabilecegini akla getirmektedir (78).
Boylece MT’nin immiin sistemi modiile edici etkisinin, hiicre i¢i sinyallerin
aktivasyonuyla, hedef hiicreler iizerindeki spesifik hormon reseptorlerine

baglanmasi araciligiyla ayarlandigi sanilmaktadir (83).
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MT, immiin yetmezlik durumlarinda uygulandiginda, belirgin bir immiin
aktivasyona yol agmaktadir. Immiin parametreler {izerine olumsuz etkileri oldugu
bilinen akut stres ve immiin sistemi baskilayan farmakolojik uygulamalar ile
olusan immiin yetmezlik tablolar1 MT ile kontrol altina alinabilmektedir (137,
139). MT’nin en 6nemli hedef organlarindan biri timus’dur. MT’nin immiin yaniti
artirict etkisi, Th lenfositlerden kaynaklanan opioid peptidler, lenfokinler ve
hipofizer hormonlar araciliftyla olmaktadir. Diger taraftan, IL-2, Interferon-
gamma (IFN-y) ve timus bezi hormonlarinin MT’nin sentez ve salinimini
etkiledikleri bilinmektedir (137).

Garcia-Maurino ve arkadaglari (71), in vitro sartlarda MT nin IL-2 ve IFN-
y Uretimini artirdigint bulmus ve MT’nin Thl lenfositlerini aktive edebilecegini
bildirmigtir. Thl immiin yanitin yonlendirilmesinden IL-12’nin sorumlu oldugu
bilinmektedir (218). AIDS’de hastaligin ilerleyisinin, IL-4 ve IL-10 iiretimindeki
bir artmayla beraber, IL-2, IL-12 ve IFN-y iiretiminde mononiikleer hiicrelerin
yetersizligiyle paralel olmasindan dolay1 HIV-1’e karst Th1l yanitin 6nemi agiktir.
Bu dogrultuda yapilan bir ¢alismada, IL-12 ile MT arasindaki etkilesim ortaya
konulmaya calisilmigtir. Calismada, HIV-1 infekte bireyler ile saglikli kontrol
grubundakilerin MT seviyesi Ol¢iilmiis ve HIV-1 infekte grubunda MT seviyesi
kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde daha diisiik bulunmustur. Olgiilen IL-12
seviyeleri de MT ile paralel ¢ikmigtir. Ancak, IL-2 i¢in infekte ve infekte olmayan
gruplardan ¢ikan sonu¢ anlamli bulunmamistir. MT ile IL-12’nin karsilikli
etkilesimini tam olarak belirlemek amaciyla, gece MT seviyesi Ol¢iilmiis ve

giinlik ritim dolayistyla MT seviyesi yiiksek bulunmus, MT’nin yiiksek
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seviyelerde oldugu bu donemde, IL-12 seviyesinde de artis oldugu gozlenmistir.
Bu bilgiler iki immiinomodiilator arasindaki etkilesimi dogrulamaktadir (169).

Immiin sistemin homeostazisinde T yardimc1 1/T yardimeci 2 (Th1/Th2)
dengesi can alict derecede 6nem arz etmektedir. Th1/Th2 dengesindeki kalici
bozulmalarin otoimmiin hastaliklara yol agtig1 bilinmektedir. MT nin yalnizca
Thl hiicreleri iizerine ya da ayn1 zamanda Th2 hiicreleri iizerine de etkili olup
olmadig1 heniiz net degildir (140). 1997 yilinda yapilan bir calismada, in vitre
sartlarda, MT nin fizyolojik konsantrasyonlarinin IL-2, IL-6 ve IFN-y seviyesini
artirdigi bulunmustur (71). Oysa 1988 yilinda Arzt ve arkadaslar1 (14), MT ile
inkiibasyonu takiben IFN-y seviyesinin azaldigini bildirmislerdir. Yine 2001
yilinda yapilan bagka bir in vitro ¢alismada ise MT nin IFN-y {izerinde anlaml1 bir
etkisinin olmadig1 bulunmustur. Bu ¢alismada, MT uygulamasiyla baskilayici bir
sitokin olan IL-10 seviyesinde meydana gelen azalma nedeniyle IFN-y seviyesinin
artabilecegi ifade edilmistir (116). Antartika’da yapilan bir kis ¢aligmasinda ise
IFN-y seviyesi yiiksek, IL-10 seviyesi de diisiik bulunmustur (222).

Gerek in vivo gerekse in vitro sartlarda yapilan calismalarda celiskili
sonuglar elde edilmis olmast MT’nin immiin sistem hiicreleri ve mediyatorleri
olan sitokinler {izerine olan etki mekanizmasinin heniiz tam olarak
anlagilamadigini ve bu konuda daha fazla c¢alismaya ihtiyag oldugunu

gostermektedir (140).

3.3. immiin sistem

Organizma, enfeksiyon etkenine birbirini takip eden iki énemli savunma

hattinda kars1 koyarak hastaliktan korunmaya veya hastalik olusmussa etkenin
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iistesinden gelmeye calisir. Birinci hat savunmasini dogal direng mekanizmalari
olusturur. Bu mekanizmalar, mikroorganizmalar igin secicilik gostermeksizin
(non-spesifik), konagin patojen mikroorganizmaya maruz kalmasini izleyen ilk
saatler i¢cinde enfeksiyonu sinirlamaya yonelik olarak fonksiyon gosterirler. Dogal
immiinitenin baslica hiicreleri makrofajlar ve NK hiicreleridir. Bu reaksiyona
graniilositler de (8zellikle nétrofiller) katilirlar. ikinci hat savunmasi, kazanilmis
(spesifik, adaptif) immiinite i¢in c¢alisan mekanizmalarin harekete ge¢mesi ile
baslar. Bu savunma, organizmanin antijene primer ve sekonder cevabina gore,
belli bir siire sonunda, humoral ve/veya hiicresel diizeyde ve etkene spesifik bir
immiinitenin kazanilmasi ile elde edilir (106).

Immiin cevap, kendi kalitsal yapisina yabanci antijen molekiillerini tanima
yeteneginde bagisiklik sistemi olan canlinin, patojenlere karsi olusturdugu
reaksiyonlardir. Konak organizmaya giren yabanci patojenler, antijen sunucu
hiicreler (antigen presenting cells, APC) tarafindan karsilanmakta ve lenfositlere
sunulmaktadir. Timusa bagimli antijenler ile karsilasan APC, antijenleri Th
lenfositlere sunarken, IL-1 salarak lenfositlerin c¢ogalmalarma ve lenfokin
salgilamalarina yol agmaktadir. Bir endojen pirojen olan IL-1, ates yiikselmesine
ve graniilositoz olugsmasina neden olmaktadir. Timusa bagimsiz antijenler
dogrudan B lenfositlere sunulmaktadir. APC tarafindan uyarilan Th lenfositlerin
saldiklar1 lenfokinler, T ve B lenfositleri farklilastirmakta ve immiin cevap

tirtinlerinin olugmasini saglamaktadir (174).
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3.3.1. Sitokinler

Sitokinler, dogal ve spesifik immiin yanit olusumunda, immiin sistem
hiicrelerinin karsilikli iligkilerini diizenleyen protein veya glikoprotein yapisinda
maddelerdir (2, 28). Hiicreler arasi sinyal molekiilii olan sitokinler, inflamasyon,
hiicre biiyiimesi, hematopoez ve yara iyilesmesi gibi farkli bircok olaymn
diizenlenmesinde yer alirlar (2, 166).

Aktif T lenfositleri tarafindan sentezlenip salinanlar lenfokin, aktif
monosit/makrofajlardan sentezlenip salinanlar monokin ve l6kositler arasinda
etkilesim yapanlar ise interlokin olarak adlandirilmistir. Fakat, giinlimiizde bu
maddelerin, bu gruptaki hiicrelerden baska hiicrelerden de sentezlenip salindiginin
kesfedilmesiyle genel bir tanim olarak sitokin deyimi kabul gérmeye baglamigtir
(174).

Sitokin olarak adlandirilan, bu heterojen protein grubunun ortak
karakteristik 6zellikleri sunlardir (1, 18, 157, 166, 171):

- Diislik molekiil agirligina sahiptirler (80 kDA’dan kiiciik).

- Son derece potenttirler, genellikle pikomolar konsantrasyonlarda fonksiyon
gosterirler.

- Immiin cevaby, siddetlendirmek veya baskilamak suretiyle diizenlerler.

- Lenfoid hiicrelerin ve diger bazi hiicrelerin ¢ogalmasini ve farklilasmasini
saglarlar.

- Her sitokin ya da sitokin grubu, kendisi i¢in spesifik, yliksek affiniteli hiicre
ylizey reseptorleri ile reaksiyona girer. Sitokinlerin hiicre yiizeyindeki reseptoriine
baglanmasi, hiicrenin RNA yapisin1 ve protein sentezini etkileyerek, hiicrenin

fonksiyonunda degisime yol acar.
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- Kemik iligine etki ederek hematopoietik regiilasyona da katilirlar.

-Bazi hipofiz hormonlarinin ve diger biyolojik maddelerin sentez ve salinmalarina
neden olabilirler.

- Ates ve akut faz cevabini olustururlar.

- Antiviral etkinlik gosterirler (6zellikle interferonlar).

- Etkileri genelde otokrin veya parakrin sekildedir ve etki siireleri oldukga kisadir
(saniyeler-dakikalar ile sinirlidir). Bununla birlikte, bir kisim sitokinler endokrin
yolla viicudun uzak bolgelerine periferik dolasim ile ulasarak, bu bolgelerde de
etkili olurlar. Bdylece, serumda bazi durumlarda saptanabilir konsantrasyona
ulasabilirler. Ornegin: Meningokokal menenjit (247), lepramatdz lepra,
leyismaniy6z (189), gonore (90) ve kandidiyoz (211) gibi enfeksiydz durumlarda,
polimiyalji romatika (240) gibi otoimmiin hastaliklarda, ¢esitli ¢ogul organ
yetmezligi durumlarinda (84), akut pankreatitte (91), endometriosiste (179),
prostat kanserinde (6) ve miyokard infarktiisiinde (145) hastalik seyri ile yliksek
serum sitokin seviyeleri arasinda iliski oldugu bildirilmektedir (28).

Antijen baglanmasini takiben, aktive olan T lenfositler, basta I1L-2, IL-4 ve
IFN-y olmak iizere ilk sitokin grubunu sentezlerler. Monositler, T lenfositlerden
sentezlenen sitokinlere cevap olarak, ikinci grup sitokinleri olustururlar. Timor
nekroz faktorii-alfa (TNF-a)) ve IL-1’in de i¢inde yer aldigr bu monosit iirlinleri,
immiin fonksiyonu olan hiicreler {izerinde diizenleyici etkilere sahiptirler. Takip
eden immiinolojik olaylar artiran ya da baskilayan sinyaller olustururlar. Aktif
monositlerin diger {iriinleri (prostaglandinler ve lokotrienler) immiin sistem
hiicrelerinin aktivasyonunu etkilerler. Tiim bu kompleks iliskiler biitiinline sitokin

agi ad1 verilmektedir (114, 215).
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Sitokinler, fonksiyonel olarak su sekilde siniflandirilabilir (103):

- Yanguy1 tesvik edici (Proinflamatuar) sitokinler: IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a

- Yangiy1 durdurucu (anti-inflamatuar) sitokinler: IL-10, IL-13, TGF-3

- Immiin regiilatér sitokinler: IL-2, IL-4, IL-10, IL-12, IL-13, IL-15, IFN-y ve
TGF-B

- Anti-infeksiy6z sitokinler: IFN-a ve 8, [FN-y (viruslar), TNF-a (bakteriler)

- Hematopoezi tesvik eden sitokinler: G-CSF, M-CSF, GM-CSF, IL-3, IL-5 ve
IL-7

- Anti-proliferatif sitokinler: IFN-y, TNF-a, TGF-3

3.3.1.1. Interferon-gamma (IFN-y)

21-24 kD molekiil agirligina sahip olan, immiin ya da tip II interferon olarak
da bilinen homodimer yapida bir glikoproteindir. IFN-y, baslica Thl hiicreleri,
CD8" T hiicreleri, NK hiicreleri, B lenfositleri, dendritik hiicreler ve aktif
makrofajlardan salmir (1, 106, 171). Antiviral etkiyi artiran IFN-y, ayrica
mononiikleer fagositlerin giiclii bir aktivatoriidiir. [FN-y, temel Makrofaj Aktive
Edici Faktor’diir (MAF), bunun yan1 sira, Major Histokompatibilite Kompleksi-I
(MHC-I) molekiil ekspresyonunu artirir, ndtrofilleri aktive eder, NK hiicrelerin
sitolitik aktivitelerini uyarir ve TNF’nin endotel hiicrelerine olan etkilerini
giiclendirir (1, 171). IFN-y, hiicre aracili immiin yanitin yonlendirilmesinde

onemli rolii olan bir sitokindir (64).

33



3.3.1.2. Interlokin-4 (IL-4)

20 kD agirliginda bir glikoproteindir. Temel fizyolojik etkisi alerjik olaylar1
diizenlemektir. Antijenle uyarilmis CD4" T lenfositlerinden, &zellikle Th2 alt
grubundan salgilanirlar. B ve T lenfositlerinin biiyiime, etkinlik ve
farklilagsmasindan sorumludurlar. Aktive mast hiicreleri, bazofil hiicreler ve bazi
CDS8" hiicreleri de IL-4 iiretirler (1, 171, 227).

IL-4, B hiicre biiylime faktorii 1 (BCGF-1) veya B hiicre uyarici faktor 1
(BCSF-1) olarak da bilinir. IL-4 kodlayan genler 5. kromozom {iizerindedir. Bu
bolge IL-3, IL-5, graniilosit/monosit- koloni uyarici faktér (GM-CSF) ve monosit-
koloni wuyaric1 faktéor (M-CSF) reseptor genlerini de bulundurdugundan
hemopoezde 6nemlidir (97). IL-4, B lenfositler ve monositler {izerinde IgE’nin
diisiik affiniteli reseptoriiniin (CD23) belirmesini artirir (232). IgE {iretimi igin
gerekli olan ve B hiicrelerinin bu agir zincir izotipine degisimini uyaran temel
sitokindir. IgE, ani hipersensitive (alerjik) reaksiyonlarin aracisidir ve IL-4
tiretiminin artisinda allerjenlerin gelisiminin de merkezi bir rol oynadigi
diistiniilmektedir (1, 171, 227). Bu sitokinin antikoagulan etki de gosterebildigi
ayrica helmint enfeksiyonlaronda da rol aldig: bildirilmektedir (238).

IL-4, makrofaj aktivasyonunu inhibe eder ve IL-1 gibi sitokinlerle, nitrik
oksit (NO) ve prostaglandinlerin tiretimindeki artis da dahil, IFN-y’nin makrofaj
aktive edici etkisini bloke eder. Ozellikle Th2 alt grubu dahil olmak iizere T
hiicrelerinin, biiylime ve farklilasmasinda rol oynar. Endotel hiicreleri iizerine etki
ederek, lenfosit, monosit ve 0zellikle eozinofillerin baglanmasininda artisa neden
olan Damar Hiicresi Adezyon Molekiilii-1’in (VCAM-1) ekspresyonunu uyarir.

IL-4’e maruz kalan endotel hiicreleri bir kemokin olan Monosit Kemotaktik
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Protein-1’1 (MCP-1) ve 6zellikle eozinofillere etki eden heniliz tanimlanmamis bir
kemokini (Eotaksin) salgilarlar. Yani, yiiksek lokal konsantrasyonlarda, IL-4

monosit ve eozinofilden zengin inflamatuar reaksiyonlar1 baslatir (1, 171, 227).

3.3.1.3. Interlékin-10 (IL-10)
18 kD molekiil agirhiginda bir sitokin olup, CD4" yardime1 hiicrelerinin
Th2 alt grubu tarafindan iiretilir. Ayrica, bazi aktive B hiicreleri, insanlarda Th1
hiicreleri (101, 258), timositler, Epstein-Barr virusu ile infekte hiicreler (174),
aktive makrofajlar ve bazi non-lenfositik hiicre tipleri (keratinositler) tarafindan
da dretilir. IL-10’un iki Onemli fonksiyonu vardir. Birincisi; makrofajlar
tarafindan sitokinlerin (TNF, IL-1, IL-12, kemokin) iiretimini engellemek, ikincisi
ise makrofajlarin T hiicre aktivasyonundaki islevlerini engellemektir. Bu ikinci
etkiyi, MHC-II molekiillerinin ve bazi yardimci uyaricilarin ekspresyonunu
azaltarak yapar. Bu etkilerin sonucunda, T hiicresi araciligiyla gelisen hiicresel
immiin yanit inhibe edilir (1, 166). IL-10’un, IL-2 ve IFN-y sentezinin
inhibisyonu, IL-6, IL-8, GM-CSF, G-CSF sentezinin inhibisyonu, NK ve
makrofaj aktivasyonunun inhibisyonu, reaktif NO yapiminin baskilanmasi, B
hiicre ¢ogalmasi ve farklilagsmasinin indiiklenmesi gibi etkileri de vardir (106).
IL-10, temel olarak yangisal reaksiyonlari baskilar. Bircok infeksiyon
sirasinda IFN-y cevabina IL-10 yapimi da eslik eder. Bunun Tip 1 sitokin cevabi
ile olusabilecek doku hasarmin en aza indirilmesi amaciyla gerceklestigi

sanilmaktadir (106).
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3.3.2. T lenfositleri

Timusun kontroliinde olgunlagarak ikincil lenfoid organlarda yerini alan T
lenfositleri, hiicresel immiin yanittan sorumlu olan hiicrelerdir (174). Kemik
iliginden ¢ikarak, kortiko-medullar kavsaktan timusa giren oncii T hiicreleri (27),
timus korteksinde hizla ¢cogalir ve ¢esitli néroendokrin uyaranlarin etkisiyle olgun
T hiicresinin fonksiyonel 6zelliklerini kazanirlar (74). Olgunlasmamis T hiicreleri
timustaki gelisimleri siiresince T hiicre reseptorii (TCR) genlerinin yeniden
diizenlenmesi ve hiicre ylizey molekiillerinin ekspresyonundaki degisimleri de
kapsayan siirecte pozitif ve negatif seleksiyona tabi tutularak olgunlasirlar (62,
148, 168). Kanda dolasan kiiciik lenfositlerin %78-80’1 T lenfositleridir. Kanda 1-
2.5x10°/litre kadar T lenfositi bulunmaktadir. Bunlardan CD4 reseptoriine sahip
olanlarm sayist 0.5-1.6x10°/litre, CD8 reseptdriine sahip olanlarin sayisi ise 0.3-
0.9x10°/litre’dir. T lenfositlerini B lenfositlerinden ayiran temel ozellik, T
lenfositlerinin mevcut CD2 reseptorleri araciligiyla koyun eritrositlerine
baglanmasidir. Bu 6zellikten yararlanilarak, rozet testi ile T lenfositler tanimlanir
(174).

T lenfositleri, olgunlagma siirecinin sonrasinda, naif (uyarilmans) CD4"
veya CD8" timus hiicresi olarak periferal T hiicre havuzuna gog edip Th CD4" ya
da sitotoksik T (Tc) ve supressor T (Ts) CDS8' hiicresi olarak dongiiyii
tamamlamig olurlar (103, 106, 174). Fare ve insan T hiicreleri {izerinde yapilan
caligmalar, Th hiicrelerinin farkl tipleri oldugu sonucunu ortaya ¢ikarmistir, CD4"
hiicreleri, sitokin iiretim profillerine gore ThO, Th1, Th2 ve Th3 hiicreleri olarak
siiflandirilmaktadir (157, 212, 218). Thl hiicreleri, IL-2, 1L-12, IL-15, IL-18,

IFN-y ve TNF-B gibi sitokinler salgilayarak, hiicresel bagisikligin

36



diizenlenmesinde; Th2 hiicreleri de, 1L-4, IL-5, IL-6, IL-10 ve IL-13 salgilayarak,
humoral bagisikligin diizenlenmesinde rol alirlar (118, 219). Hiicre aracili
immiinitede rol oynayan Thl hiicresine ait sitokinler, gecikmis tip asir1 duyarlilik
reaksiyonlarinda ise karisirken; humoral immiin cevapta rol alan Th2 hiicrelerine
ait sitokinler ise, hizli tip asir1 duyarlilik reaksiyonlarinda rol oynamaktadir (3,
157, 218).

Gilintimiizde, bireysel toleransi (self-tolerance) koruma ve etkili bir immiin
cevap olusumu i¢in kritik 6nemi olan Thl veTh2 kaynakli sitokinler araciligiyla,
immiin dengenin (Th1/Th2) korundugu kabul edilmektedir (165). Otoimmiin
hastaliklarin patogenezinde Thl ve Th2 dengesinin 6nemi vurgulanmaktadir. Bu
hastaliklarla ilgili olarak Thl ya da Th2 baskinliginin ¢ok kritik bir 6neme sahip
olduguna dair deliller her gegen giin artmaktadir (93). Ornegin, alerji ve astim gibi
cesitli hastaliklarda, Th2 sitokinlerinin seviyesinin Thl hiicrelerinden salgilanan
sitokinlerden daha yiiksek oldugu (98); pre-eklampsi hastalarinda ise IL-2 ve IFN-
vy seviyelerinde artig tespit edilmisken, Th2 sitokini olan IL-4 diizeyinin ise
azaldigr belirlenmigtir (217). Saglikli gebelikte PBMC Kkiiltiirlerinde, IL-4
tiretiminden sorumlu m-RNA ekspresyonunda anlamli bir artis oldugu
bildirilmistir (239). Bir Th2 sitokini olan IL-10’un abortus egiliminde olan
farelere enjeksiyonu ile fetal kaybin onlenebildigi gdsterilmistir (48). IL-10"un
normal gebeligin  siirdiiriilmesinde  gerekli bir Th2 sitokini oldugu
diisiiniilmektedir (49). Konuyla ilgili olarak, Boztosun ve arkadaslar1 (28)
tarafindan yapilan bir ¢aligmada, serum IL-10 konsantrasyonlari tiim gebeliklerde
gebe olmayanlardan daha yiiksek degerlerde saptanmis ve basarili gebeliklerin

artmig IL-10 konsantrasyonlari ile iliskili oldugu, rekiirren spontan abortus’lu
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(RSA) kadinlarda istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte serum Thl
cevabr artist egiliminin gdézlenmesi, RSA ile Thl baskinlig1 arasinda iligki
olabilecegi, sagliklt gebeliklerin ise periferik kanda artmis Th2 cevabr ile iligkili

oldugu rapor edilmistir.

3.3.3. Timus bezi

Timus, lenfoid organlar arasinda endoderm, mezoderm ve ektoderm olmak
tizere her ii¢ tabakadan da hiicre igermesi bakimindan benzeri olmayan bir
organdir. Fetal yasamin 6. haftasinda sekillenir (174) ve yeni doganda 12-15 gram
kadar olup, pubertede 30-40 grama kadar biiyiir. Ileri yaslarda ise yag dokusuna
degisim gostererek 10-15 grama kadar iner (106).

Anatomik konum olarak, sternumun arkasinda {ist mediastinuma yerlesik ve
kapsiille saril1 iki loptan olusan lenfoid bir organdir. Timusu saran konnektif doku
orjinli kapsiil, loblar i¢ine trabekiila denilen uzantilar gondererek lobiilleri
olusturur. Her lobiil, korteks ve medulla olmak tizere iki bolgeye ayrilir (106).
Lenfoid hiicreler korteks kisminda yogun, medullada seyrektir. Timusa gelen 6n
lenfositler, korteksten medullaya gecerken, medullada bulunan epiteloid
hiicrelerin salgilariyla olgunlasarak T lenfositlere doniistirler (174).

Hiicresel tip immiin cevapta etkili olan timusun (174) korteksini, esas
itibariyle, retikiiler fibrillerle cevrili ve gelismenin degisik evrelerinde bulunan
lenfosit kiimeleri (timositler) olusturur. Medullada ise c¢ogunlukla epitelyal
hiicreler ve daginik halde seyrek lenfositler bulunur. Bunlar olgun T lenfositleridir

(106).
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Deney hayvanlari
Calismada, Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirmalar
Merkezi'nden (FUTDAM) saglanan, 220-250 gr agirhginda 21 adet Wistar

Albino cinsi intak erkek siganlar kullanildi.

4.2. Deney hayvanlariin bakim ve beslenmeleri

Tim hayvanlar 12 saat karanlik, 12 saat aydinlik ve standart oda sicakligi
(21°C) saglanan ortamda, her giin temizlenen kafeslerde tutuldu. Hayvanlar
normal musluk suyu ve Elazig Yem Fabrikasi’nda hazirlanan pelet halindeki 6zel

sican yemleriyle beslendi (Tablo 4.1).

Kuru madde (%) 93,69
Ham protein (%) 34,15

Ham yag (%) 3,00
Metabolik enerji (Kkal/kg) 2095

Kalsiyum (%) 3,36

Sodyum (%) 1,09

Magnezyum (%) 0,50
Cinko (mg/kg) 286,80
Bakir (mg/kg) 29,33

Ham maddeler Balik unu, misir, bugday, aycicegi
kiispesi, ¢cavdar ve mineral maddeler

Tablo 4.1: Sican yeminin bilesimi
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4.3. Deney protokolii

Deney hayvanlar1 kontrol (herhangi bir islem yapilmayacak grup (n=7) ),
Pnx (pineal bezleri cerrahi yontemle ¢ikarilacak grup (n=7) ) ve Sham-Pnx grubu
(pineal bezin alinmasi sathasina kadar Pnx grubuna uygulanan cerrahi iglemlerin
uygulanacagi grup (n=7) ) olmak {izere lige ayrildi. Pnx grubu ise, 24-Well
plate’de Pnx, Pnx+10 uM MT ve Pnx+100 pM MT eklenecek kiiltiir ortami
olmak iizere kendi arasinda lice ayrildi ve 96-Well plate’nin kuyucuklarina

belirlenen sira ile aktarildi.

4.4. Anestezi

Pnx ve Sham-Pnx grubundaki hayvanlar kas i¢ci 60 mg/kg ketamin
(Eczacibasi ilag San. ve Tic. A.S. Istanbul, Tiirkiye) ve 5 mg/kg rompun (Bayer
Tiirk Kimya San. Ltd. Sti. Istanbul, Tiirkiye) kombinasyonu ile genel anesteziye

alindi.

4.5. Pinealektomi operasyonu

Genel anestezi altindaki siganlar sterotaksik cihaza (Stoelting Co, Illinois,
ABD) yerlestirildi. Kafatas1 derisi trag edilerek iyotlu soliisyonla temizlendikten
sonra longitudinal olarak oksipital ¢ikintitya kadar orta hatta 1.75 cm’lik bir
ensizyon yapildi. Sagital ve lambdoid siiturlarin bulundugu kemiklerin periostlar
temporal kaslara ulasincaya kadar kazindi. Transfers ve sagital sinuslarin birlesme
noktasinin sag tarafindan, dis¢i turu yardimiyla 3-4 mm ¢apinda oval kemik
parcast kesilerek cikarildi. Hassas bir sekilde beyin zar1 delinerek ince uglu bir

pens, 60 derecelik bir aciyla, bu bolgeden igeriye yatay olarak yaklasik 3-5 mm
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ilerletildi. Pineal sap koparilarak pineal bez ¢ikarildi. Kafatasi derisi 4/0 ipek
iplikle dikildi. Sham-Pnx operasyonu da pineal bezin ¢ikarilma sathasina kadar

aym yontemle yapildi. Iyilesme siiresi igin siganlar iki hafta uygun ortamda

bekletildi.

4.6. Kullanilan kimyasal maddeler ve Kkitler

RPMI-1640 ve New Born Calf Serum (FCS), Biological Industries (Israil),
Penicilin / streptomycin, Mediatech Collegro (VA, AK, HI, ABD), IFN-y, IL-4 ve
IL-10 Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) kitleri de Cytimmune Sci.
Inc.’den (College Park, Maryland, ABD) saglandi. Kullanilan diger tiim kimyasal

maddeler ise Sigma Chemical Co.’dan (St. Louis, MO, ABD) temin edildi.

4.7. Timus hiicrelerinin elde edilmesi

Sicanlar servikal dislokasyonla oldiiriildiikten sonra 6zel kauguk diseksiyon
platformuna sirt Gistii yatirilip 6n ve arka ayaklarindan sabitlendi. Daha sonra
gbgiis kafesinin bittigi kisimdan itibaren, cerrahi bir makasla sirastyla deri, kas
dokusu, diyafram ve bilateral olarak kaburgalar kesildi. Kesilen gogiis kafesi
yukartya dogru kaldirilarak timus bezinin ortaya ¢ikmasi saglandi. Uygun bir pens
yardimiyla timus loblar1 total olarak alindi ve RPMI-1640 soliisyonu igceren bir
petri kabina konuldu. Timus bezi, diger doku pargaciklari ve kan pihtisindan
arindirildiktan sonra, yine RPMI-1640 soliisyonu iceren ayri bir petri kabina
aktarildi. Temizlenmis olan timus bezleri iki adet mikroskop lami arasinda

ezilerek, timus hiicrelerinin RPMI-1640 soliisyonu igerisine gegmesi saglandi.
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4.8. Timus hiicre Kiiltiiriiniin hazirlanmasi

RPMI-1640 soliisyonu igerisine niifuz etmis timositler thoma laminda

sayilarak, hiicre sayist 1x10° hiicre/ml olacak sekilde ayarlandi. Bunun icin

asagidaki formiil kullanildi:

Sayilan hiicre sayisi x 10°

Hiicre sayis1 -

istenen hiicre say1s1 x 10
Daha sonra agagidaki islemler gerceklestirildi:
Hiicre soliisyonu 62 pm’lik naylon filtreden gegirilerek biiyiikk falcon
tiiplerine aktarildi.
Biiyiik falcon tiiplindeki hiicre kiiltiirii soliisyonu, Concanavalin A(Con A)
eklenecek ve eklenmeyecek sekilde ayrilmis olan kiigiik falcon tiiplerine esit
sekilde boliistiirildi.
Tiipler. +7°C’de 2000 rpm devirde 15 dakika santrifiij edildi.
Ustte kalan RPMI-1640, ayn1 miktarda kiiltiir medyumuyla (1000 ml RPMI-
1640 icerisinde, 2 mM L-Glutamine (yoksa), 20mM HEPES (yoksa), %10
FCS, %1 Penicilin/streptomycin ) degistirildi (119).
T hiicre mitojeni olan Con A (115), 10 pg/ml dozda ayri bir sisede
hazirlanarak, Con A igerecek olan tiiplere konuldu.
Dikkatli bir sekilde triturasyon islemi yapildi

Bu islemleri takiben 24-Well platelerin (TRP, Isvigre) her kuyucuguna

hazirlanan hiicre siispansiyonundan 1 ml (1x10° hiicre) konuldu. Sonra 10 mM ve

100 mM’lik konsantrasyonda hazirlanmis MT’den kuyucuklara 1ul eklenerek,

calismada MT i¢in belirlenen 10ul ve 100ul’lik final konsantrasyonlari elde
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edilmis oldu. MT konulurken her seferinde pipet uclar1 degistirildi. Bu
uygulamaya deneyin biitiin sathalarinda dikkat edildi.

Baslangi¢ ornekleri, onceden belirlenmis sira ve konsantrasyonlara gore
alindiktan sonra, plateler Heraeus marka (Hera Cell, Almanya) %5 CO, -%95 O,
inkiibatoriine yerlestirildi. Alinan numuneler ise, IL-4, IL-10 ve IFN-y analizleri
i¢in -20°C’de muhafaza edildi. Inkiibatordeki 24-Well plate’lerden bir sonraki giin
24. saat numuneleri alindi ve ELISA analizleri i¢in numuneler yine -20°C’ye
yerlestirildi.

Hiicre soliisyonlarinin hazirlanmasindan, baglangic ve 24. saat 6rneklerinin
alimmasina kadar gegen biitiin asamalar, steril Class II Laminair Flow (Biolaf,

Ankara) icerisinde gerceklestirildi.

4.9. IL-4, IL-10 ve IFN-y seviyelerinin belirlenmesi

Rat IL-4, IL-10 ve IFN-y ELISA analizleri Firat Universitesi Tip Fakiiltesi
Immiinoloji Anabilim Dali Laboratuari’'nda  gerceklestirildi. ~Analizlere
baslamadan oOnce -20°C’de bulunan numuneler ve ELISA Kkitinin oda 1sisina

gelmesi beklendi.

4.9.1. ELISA soliisyonlarimin hazirlanmasi

Yikama soliisyonu, 80 ml Wash Buffer’e 2000 ml distile su oranina uygun
olarak, yeterli miktarda hazirlandi. Streptavidin-HRP’den 120 pl alinip, 12 ml
streptavidin—HRP diluent ile karistirildi ve Streptavidin—~HRP Working soliisyonu
elde edilmis oldu. Standart Diluent Buffer ile standartlar (Recombinant rat IFN-y,

IL-4 ve IL-10) karigtirilip, vortekslendi ve 10 dakika dinlendirildi. Hazirlanan
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standartlar, deney tiiplerine konuldu ve IFN-y i¢in, 700, 350, 175, 87.5, 43.7, 21.8

ve 0.0; IL-4 igin, 250, 125, 62.5, 31.2, 15.6, 7.8 ve 0.0; IL-10 igin ise 500, 250,

125, 62.5,31.2, 15.6 ve 0.0 olacak sekilde Assay Diluent ilave edilerek ayarlandi.

4.9.2. ELISA analiz prosediirii

Soliisyonlar hazirlanirken, oda 1sisina gelmesi i¢in ¢oziinmeye birakilan

ornekler hazir hale geldikten sonra, her bir sitokin i¢in kilavuzda belirtilen

prosediirlere gore asagidaki uygulamalar yapildi.

1-

En yiiksek standarttan baslanarak 96-Well plate’nin uygun kuyucuklarina
100 pl konuldu.

Kiiltlir 6rneklerinden ise daha once belirlenmis olan sirayla kuyucuklara 50
ul ilave edildi.

Standart Diluent Buffer’dan ve Biotin Conjugate’dan, IL-4 ve IL-10
plate’lerine 50 pl eklendikten sonra plate, asetat plate kaplayici ile kaplandi
ve oda 1s1sinda 2 saat bekletildi.

IFN- y ornekleri ise 37 °C’de 2 saat inkiibe edildikten sonra, hazirlanmis
olan yikama soliisyonu ile ELP40 marka otomatik plate yikayicisinda (BIO-
TEC Instruments, Inc., Vermant, ABD) 2x4 kez yikama yapildi ve Biotin
Conjugate’dan 100 pl eklendi. Bu asamadan sonra plate, tekrar 37 °C’de 1
saat inkiibe edildi.

Streptavidin—-HRP Working soliisyonundan 100 pl eklendikten sonra, 1L-4
ve IL-10 ornekleri oda 1sisinda 30 dakika, IFN- y 6rnekleri ise 37 °C’de 45
dakika inkiibe edildikten sonra tekrar yikama soliisyonuyla 2x4 kez yikama

yapildu.
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6-  Stabilized Chromogen’den de 100 ul eklendikten sonra plate’ler oda 1sisinda
30 dakika bekletildi (IFN- y ornekleri i¢in ise bu siire 20 dakika olarak
uygulandi).

7-  Inkiibasyondan sonra 100 pl Stop soliisyon ilave edilerek, plateler ELX 800
Universal marka bir plate okuyucusunda (BIO-TEC Instruments, Inc.
Vermant, ABD) uygun program secilerek 450 nm dalga boyunda okutuldu.
Analiz prosediirii esnasinda biitiin bekleme siireleri karanlikta gegirildi ve

plate’ler bu esnada asetat plate kaplayicisiyla kaplanarak muhafaza edildi.

4.10. Istatistiksel degerlendirme:

Bulgularin istatistiksel degerlendirmesi bilgisayar ortaminda SPSS 12.0 for
Windows programinda yapildi. Sitokin bulgular1 One-way ANOVA testi
kullanilarak hesaplandi ve tiim sonuglar Ortalama = SH olarak gdsterildi. p<0.05

degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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5. BULGULAR

Kontrol grubuna gore, Pnx ve Pnx+10 uM MT ilave edilmis timus hiicre
kiiltiirlerinde IFN-y seviyesi Con A’s1z (Sekil 5.1.a) ve Con A ile uyarilmis (Sekil
5.1.b) 24. saat 6rneklerinde anlamli olarak artti. Ayni sekilde IL-10 seviyesi Pnx
ve Pnx+10 uM MT ilave edilmis timus hiicre kiiltiirlerinde Con A’s1z (Sekil 5.2.a)
ve Con A ile uyarilmis (Sekil 5.2.b) 24. saat 6rneklerinde anlamli olarak azaldi.
IL-4 i¢in ise hem Con A’s1z (Sekil 5.3.a) hem de Con A ile uyarilmis (Sekil 5.3.b)
gruplarda 0 (baslangic) ve 24. saat Orneklerinde higbir anlamli degisiklik tespit
edilmedi. Pnx, Pnx+10uM MT ve Pnx+100 uM MT gruplart kendi aralarinda
karsilastirildiginda ise Pnx+100 uM MT grubunda IFN-y seviyesi hem Con A’siz
(Sekil 5.1.a) ve hem de Con A ile uyarilmis (Sekil 5.1.b) 24. saat 6rneklerinde,
Pnx grubuna gore anlaml sekilde azaldigi tespit edildi. Ayrica IL-10 seviyesinin
de Pnx+100 uM MT grubunda Con A ile uyarilmig (Sekil 5.2.b) 24. saat
orneklerinde, Pnx grubuna gore anlamli sekilde artis gosterdigi belirlendi.

Baslangi¢ (0 saat) orneklerinde, hem Con A’siz (Sekil 5.1.a, 5.2.a, 5.3.a)
hem de Con A ile uyarilmis (sekil 5.1.b, 5.2.b, 5.3.b) gruplarda; IFN-y, IL-10 ve

IL-4 i¢in anlamli degisiklik olugmadi.

47



Zaman
(saat)

24

24

Kontrol

3.12+1.07

3.65+0.33

10.69+0.61

11.04+0.79

IFN-y SONUCLARI (pg/ml)

Con A ile indiiklenmemis

DMSO SHAM PNX
3.29+0.47 2.99+0.24 2.77+0.47
%
4.14+0.59 4.16£0.73 5.44+0.41

Con A ile indiiklenmis

10.09+1.43 10.06+1.04 9.20+0.58

12.14+1.24 11.32+0.62 15.0610.27*

PNX+10uM MT

2.72+1.24

&
5.434+0.32

10.14+0.67

*
14.45+0.28

PNX+100pM MT

3.59+0.5

3.93+0.05°

9.61+1.91

12.35+0.92%

Tablo 5.1. 10 pg/ml Con A igeren ve igermeyen kiiltiir medyumunda, 0 (baslangi¢) ve 24 saat sonra kontrole gore IFN-y

*
seviyelerinde meydana gelen (Ort £ SH) degisiklikler ( : Kontrol ile karsilastirildiginda, % Pnx, Pnx+10 ve Pnx+100 uM MT

gruplari arasinda ; p<0.05, One-Way ANOVA).
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5.1. IFN-y sonuclar1

A

IFN-y 0-24 saat

pN)(

IFN-y Seviyeleri (pg/ml)
- N w £
pNX-l-mo )—{

Kontrg,
Duse
Shap,

PNy, 10

Sekil 5.1.A. : 0 (baslangi¢) ve 24 saat sonra kontrole gore Con A ilave edilmemis
sican timus hiicre kiiltiirlerinin IFN-y seviyelerinde meydana gelen (Ort + SH)
degisiklikler (": Kontrol ile karsilastirildiginda, *: Pnx, Pnx+10 ve Pnx+100
gruplartyla karsilastirildiginda; p<0.05, One-Way ANOVA).

IFN-y Con A 0-24 Saat

* 3 0 saat
16 * 24 saa

a
10 +
|
|
.
2 |
0
g £

Sekil 5.1.B. : 0 ve 24 saat sonra kontrole gore 10 pg/ml Con A ilave edilmis sigan

t

IFN-y Seviyeleri (pg/ml)

KOntro,
DMSo
Shap,

pN)(

timus hiicre kiiltiirlerinin IFN-y seviyelerinde meydana gelen (Ort £ SH)
degisiklikler (*: Kontrol ile karsilagtirildiginda, *: Pnx, Pnx+10 ve Pnx+100
gruplariyla karsilastirildiginda; p<0.05, One-Way ANOVA).
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IL-10 SONUCLARI (pg/ml)

Con A ile indiiklenmemis

Z(;‘;?;‘)“ Kontrol DMSO SHAM PNX PNX+10pM MT | PNX+100uM MT
0 28.28+0.99 28.97+1.09 30.68+3.27 28.98+1.03 26.73+0.65 28.1040.62
24 36.10+£0.72 35.21+1.88 37.85+1.02 29.18+1" 30244147 31.8142.49
Con A ile indiiklenmis
0 29.49+0.73 29.27+0.95 30.33+0.15 26.37+0.57 28.03+1.76 28.44+0.69
24 35.48+1.45 34.80+2.42 32.08+1.2 27.93£0.98 28.7740.85 33.66+3.21°

Tablo 5.2. 10 pg/ml Con A igeren ve i¢cermeyen kiiltiir medyumunda, 0 (baslangic) ve 24 saat sonra kontrole gore IL-10
seviyelerinde meydana gelen (Ort = SH) degisiklikler (*: Kontrol ile karsilagtirildiginda, % Pnx uM MT ve Pnx+10 uM MT
gruplariyla karsilastirildiginda; p<0.05, One-Way ANOVA).
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5.2. IL-10 sonuclar:

A

IL-10 0-24 Saat

50

3 0 saat
mmm 24 saat

40 A

30 1 T =

20 A1

PN)(

IL-10 Seviyeleri (pg/ml)
>
PMXerge [ W

KOntra,
DMSO
Shan,

PNX+10

Sekil 5.2.A. : 0 ve 24 saat sonra kontrole gore Con A ilave edilmemis si¢an timus
hiicre kiiltlirlerinin IL-10 seviyelerinde meydana gelen (Ort = SH) degisiklikler
("p<0.05, One-Way ANOVA ).

IL-10 Con A 0-24 Saat
50
[ 0 saat
HE 24 saat
40 a
E
) *
=4 *
- 4 i
z 30 = fim -
2
[
2
3
& 20 |
)
s
=
10
0
-~ S
2 s § x 3 S
5 § 5 g £ $
< g H

Sekil 5.2.B. : 0 ve 24 saat sonra kontrole gore 10 pg/ml Con A ilave edilmis sigan
timus hiicre kiiltiirlerinin IL-10 seviyelerinde meydana gelen (Ort + SH)

degisiklikler (*: Pnx, Pnx+10 ve Pnx+100, *"p<0.05, One-Way ANOVA)).

51



IL-4 SONUCLARI (pg/ml)

Con A ile indiiklenmemis

Zaman Kontrol DMSO SHAM PNX PNX+10uM MT PNX+100uM
(saat) MT
0 8.26+0.58 7.75+0.66 8.18+1.33 9.26+0.67 9.36+0.24 8.05+0.86
24 8.95+0.95 9.18+0.33 9.11+0.35 9.38+0.9 10.01+0.46 10.05+0.42
Con A ile indiiklenmis
0 31.75+2.21 31.54+1.36 29.27+0.66 33.73+0.1 29.98+1.85 29.47+4.54
24 21.17+1.6 23.75+4.06 21.80+2.85 22.4242.76 21.332.08 19.18+1.23

Tablo 5.3. 10 ug/ml Con A igeren ve icermeyen kiiltiir medyumunda, 0 (baslangig) ve 24 saat sonra kontrole gore 1L-4

seviyelerinde meydana gelen (Ort £ SH) degisiklikler.
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5.3. IL-4 sonuglan

IL-4 0-24 Saat

IL-4 Seviyeleri (pg/ml)

3 0 saat
mmm 24 saat

Sekil 5.3.A. : 0 ve 24 saat sonra kontrole gore Con A ilave edilmemis sigan timus

hiicre kiiltlirlerinin IL-4 seviyelerinde anlamli degisiklik meydana gelmemistir

40

30

20

IL-4 Seviyeleri (pg/ml)

Sekil5.3.B. : 0 ve 24 saat sonra kontrole gore 10 pg/ml Con A ilave edilmis sican

timus hiicre kiiltiirlerinin I1L-4 seviyelerinde anlamli degisiklik meydana

gelmemistir.

K°ntro/

DMSo

sham

PN, X

pNX+10
PNX+100

IL-4 Con A 0-24 Saat

saat
4 saat

N o

H
|l

Kongy,,

Dysg o

sham
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6. TARTISMA

Immiin sistemin ana unsurlarindan biri olan timus bezinde (27), MT
reseptorlerinin mevcut oldugu bilinmektedir (133). Daha onceki ¢aligsmalarin Pnx
yapilmis siganlarda timus bezinin yapisal olarak bir degisiklik gdsterdigini (170),
yaslt farelerde (191) ve Pnx yapilmis sicanlarda (170) MT tedavisi veya pineal
greft uygulamasinin (191) timus bezinde involiisyonu 6nledigini bildirmesi, pineal
bezin immiin sistemi etkiledigi goriisiine destek saglamistir (124, 140, 195).

Organizmanin ¢evresel degisikliklere karsi uyumlu cevabi i¢in néroendokrin
ve immiin sistem arasindaki etkilesim Onemlidir. Bu iliskide pineal bezden
salgilanan bir norohormon olan MT o6nemli rol oynar (83, 135, 140). Uzun
zamandan beri MT ve immiin sistem arasindaki iliskiyi agiklayabilmek igin
calismalar yapilmaktadir (195). Yapilan arastirmalarda MT’nin immiin sistemi
uyarici bir etkiye sahip oldugu ortaya konulmustur (43, 137, 140, 195).

Gilinlimiizde, bireysel toleransi (self-tolerance) koruma ve etkili bir immiin
cevap olusumu igin biiyilk 6neme sahip olan Thl ve Th2 lenfositlerden salinan
sitokinler vasitasiyla immiin dengenin diizenlendigi gortisii agirlikli olarak kabul
gormektedir (165). Immiin sistemin saglikli olarak isleyebilmesi icin Thl ve
Th2’nin denge durumunda olmasi gerekmektedir (140, 165). Hiicresel immiin
cevabi belirten Thl grup sitokini [FN-y ile humoral immiin cevab1 gosteren I1L-4
ve IL-10 (Th2 sitokinleri) bu dengenin saglikli igleyisi hakkinda fikir vermektedir
(219). Thl ve Th2 dengesini etkileyen farkli hastalik durumlarinin yani sira; bu
sitokin gruplarinin birbirleri tizerinde de etkileri oldugu bilinmektedir. Th1 hiicre

sitokini olan IFN-y, Th2 hiicrelerinin gelisimi ve aktivasyonunu baskilarken; Th2
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hiicrelerinin trettigi IL-10 (67, 144) ve IL-4 de, Thl hiicrelerinin gelisimi ve
aktivasyonu iizerinde negatif etki olusturmaktadir (68, 179).

Otoimmiin hastaliklarin fizyopatolojisinde Thl ya da Th2 hiicrelerinden
salinan sitokinlerin baskinliginin kritik 6neme sahip oldugunu gosteren ¢alisma
sonuclart giderek artmaktadir (93). Th1/Th2 dengesi lizerine MT’nin etkisinin
nasil oldugu tam olarak agiklanmis degildir. Gerek immiin sistemi etkileyen
hastaliklara  karsi, gerekse otoimmiin hastaliklarin  fizyopatolojilerinin
anlagilabilmesi ve tedavisine yonelik olarak klinik uygulamaya konulabilmesi
acisindan MT’nin etkisine dair yapilan g¢aligmalardan celiskili sonuglar elde
edilmis olmasi, pineal bezin etkisini tam olarak yansitacak c¢aligmalara ihtiyag
oldugunu gostermektedir (140).

Otoimmiin hastaliklarin goriilme sikliginda meydana gelen artig, immiin
sistemi etkiledigi bilinen MT’ nin tedavideki roliiniin belirlenebilmesi agisindan
bir¢ok calisma yapilmasina neden olmustur. Ancak, MT’nin etkisine yonelik
heniiz net bir sonu¢ elde edilememistir. Baz1 arastirmacilar tarafindan yapilan
calismalarda MT ile inkiibasyonu takiben IFN-y’nin seviyesinin azaldigi tespit
edilmistir (14, 56, 66). Fakat, daha sonraki ¢alismalarda MT’nin IFN-y iiretimini
artirdigi (43, 51, 71, 140, 222), bununla birlikte IL-10 seviyesini baskiladigi ve
IL-4 tiretimine ise etki etmedigi bildirilmistir (242).

Calismamizda, Pnx+10 pM MT ilave ettigimiz grupta IFN-y seviyesinin
artmast, IL-10 seviyesinin azalmasi ve IL-4 seviyesinde de herhangi bir degisiklik
goriilmemesi bu c¢aligmalarin sonuglariyla uyumludur. Ancak, Pnx yaptigimiz
grupta da ayni sonuglarin elde edilmesi, MT’ nin Th1/Th2 dengesi lizerine olan

etkisini belirleyebilmek icin pineal bezdeki mevcut diger indol ve peptidlerle
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MT’nin  etkilesiminin  belirlenmesi  gerektigine  dair  diislincelerimizi
dogrulamaktadir. Pineal bezden, S5-metoksitriptamin ve 5-metoksitriptafol’ii
kapsayan indollerin yani sira (130) adrenalin, noradrenalin, serotonin, histamin,
inositol, taurin gibi maddeler ve arginin vasotocin, angiotensin I, lipotropinler ve
enkefalinler gibi peptidler de salinmaktadir (120). MT ve pineal bezdeki mevcut
olan bu maddelerin etkilesimine yonelik olarak yapilan ¢alismalar yok denecek
kadar azdir. Bu konuyla ilgili olarak yapilan bir g¢alismada, MT ve 5-
metoksitriptamin’in  sekresyonunun sirkadiyan ritminin birbirine benzerlik
gosterdigi, 5-metoksitriptafol’iin sirkadiyan ritminin ise MT ile zit bir sekilde
giiniin 151k fazinda doruk noktaya ulastig1 bildirilmektedir. Sirkadiyan ritimleri zit
olmasina karsin sitokinler iizerine olan etkileri bakimindan ise MT ve 5-
metoksitriptafol’lin biliylik benzerlik gosterdigi (130), 6zellikle kanser tedavisinde
MT’nin kullanilmasinin diigiiniildiigli durumlarda methoxytryptophol’iin de bu
tedaviye katilmasiyla, karanlik periyot siiresince MT’nin antitiimoral etkisi ve
giindiiz 151k faz1 siiresince de methoxytryptophol’iin antitiimoral etkisi neticesinde
daha verimli bir sonug elde edilebilecegi ifade edilmektedir (127).

Yukarida ileri siirdiigimiiz hipotezimizle ilgili olarak, in vitro sartlarda
yapilan c¢alismalarda MT’nin NK hiicre aktivitesini, IFN-y ve TNF’nin DNA
sentezini ve T lenfositlerinin ¢ogalmasini baskiladigi tespit edilmistir (56, 123,
124, 180). Pnx+10 uM MT grubunda elde ettigimiz bulgular bu literatiirlerle
uyumludur. Bununla birlikte ¢aligmamizda endojen MT ile birlikte diger pineal
indol ve peptidleri de uzaklastirdigimiz Pnx grubunda ve Pnx+10 uM MT
grubunda IFN-y ve IL-10 ile elde edilen sonuglarimiz, MT ile diger indol ve

peptidlerin etkilesim i¢inde bulunabilecegi tezimizi kuvvetlendirmektedir.
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Pnx, Pnx+10 uM MT ve Pnx+100 uM MT eklenen gruplar kendi aralarinda
kiyaslandiginda hem Con A ile indiiklenmis hem de Con A ile indiikklenmemis
Pnx+100 puM MT eklenen gruptaki IFN-y seviyesinin Pnx grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmis olmasi ve kontrol degerine yakin
bulunmasi; yine IL-10 seviyesinin de Con A ile indiiklenmis Pnx+100 uM MT
eklenen grupta Pnx grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olarak artmis olmasi
ve kontrol grubu degerlerine yaklastiginin tespit edilmesi, MT nin etkisinin doza
bagimli olarak degisebildigini gostermektedir. Bizim sonuglarimizla ilgili olarak,
1994 yilinda yapilan bir in vitro ¢alismada, MT nin fizyolojik konsantrasyonlarda
IFN-y ve TNF-a iiretimini indiikledigi fakat doza bagimli olarak bu sitokinlerin
tiretimini inhibe ettigi ifade edilmistir (56).

Pnx grubumuzda IFN-y seviyesinin yiikselmesi ve bununla iliskili olarak IL-
10 seviyesinin azalmasi nedeniyle, pineal bezin total etkisinin humoral immiin
cevabr stimiile etme seklinde olabilecegi kanaatine varilmistir. Ayrica Pnx
grubuna ilave edilen MT’nin, kontrol grubuyla kiyaslandiginda, bu etkiyi doz
bagimli bir sekilde geriye dondiirmesi nedeniyle, MT’nin etkisinin de bu yonde
olabilecegi disiiniilmektedir. Th1/Th2 dengesi iizerine MT’nin etkisini
belirlemeye yonelik olarak yapilan ¢alismalarda in vitro ve in vivo sartlarda farkl
sonuclar elde edilmesiyle ilgili olarak, in vivo néroendokrin hormonlarla MT nin
direkt olarak etkilesimi lizerinde durulmaktadir (113, 183). Bu nedenle, MT ile
diger norohormonlarin, pineal beze ait indol (130) ve peptidlerin (120)
etkilesimini belirleyebilmek i¢in daha ileri diizeyde in vitro ve in vivo sartlarda

diizenlenmis caligmalara gereksinim vardir.
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MT’nin immiin sistem iizerine etkisini belirlemede, in vitro sartlarda yapilan
deneylerden MT nin etkisine yonelik olarak spesifik etki belirlenirken; in vivo
sartlarda ise MT nin néroendokrin hormonlar ve diger maddelerle etkilesimi tespit
edilerek, sistemik etki hakkinda fikir sahibi olunmaktadir. Bununla birlikte,
caligilan kiiltiir ortamindaki farkliliklarin da sonuca yansiyabilecegi ihtimali
unutulmamalidir. Konuyla ilgili olarak yapilan c¢aligmalarin biiyiik bir kismi
PBMC Kkiiltiirlerinde yapilmigtir. Bizim ¢alismamizda ise, immiin sistemin temel
elemanlarindan biri olan ve T hiicrelerinin farklilasmasi ve bir takim ozel
seleksiyonlara tutulmasini (27) kapsayan fonksiyonlara sahip olan timus bezi
primer hiicre kiiltiirii kullanilmigtir. Bu nedenle PBMC Kkiiltiirleri ile timus hiicre
kiiltiirinde yapilan caligmalarda farkli sonuglar elde edilebilir. Ayrica, PBMC
hiicrelerini tegkil eden lenfosit ve monositlerin bile MT’ye duyarlilikta farkli
ozelliklere sahip oldugu, MT’nin etkilerine monositlerin lenfositlere gore nispi
olarak daha duyarli olabilecegi rapor edilmistir (19, 155). Burada 6nemli olan
immiin sistemin igleyisi hakkinda fikir sahibi olunabilecek uygun kiiltiir ortamini
segmektir. Immiin sistemin primer elemani olan ve T lenfositlerinin
olgunlagmasini saglayan timus bezinden elde edilecek bulgularin, periferdeki
mononiikleer hiicrelerden elde edilecek sonuglardan daha net fikir sahibi
olunmasini saglayabilir.

Sitokinler ve MT etkilesimine yonelik olarak saglik ve hastalik durumunda
farkli sonuglar elde edilebilmektedir (128, 169). AIDS’li hastalarda bazi sitokin
seviyelerinin ve MT’ye bagli ritim gosterip gostermedigini tespit etmek amaciyla
yapilan ¢aligmadan elde edilen bulgular (169), saglam bireyler iizerinde yapilan

calismadaki bulgularla (128) farklilik gdstermektedir. Bu da hastalik ve saglik
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durumunda sitokin-MT etkilesiminin  farkli yonde olabilecegini akla
getirmektedir.  Sitokinlerin  hipotalamus-hipofiz-adrenal  axis  digindaki
hormonlarin sekresyonunu diizenleyebileceginden de bahsedilmektedir. Ornegin,
IFN-y, G-CSF ve GM-CSF’iin pineal bezden MT’nin salinimint uyarici etkiye
sahip oldugu bildirilmektedir (252, 260). Son zamanlarda lenfositlerin de MT
salgiladiklari ifade edilmektedir (44, 46).

Biitlin bu veriler 1s18inda, yaptigimiz c¢aligma ile ilgili olarak kontrol
grubuyla karsilastirildiginda, hem Con A ile uyarilmis hem de Con A ile
uyarilmamis 24. saat drneklerinde, Pnx grubunda IFN-y seviyesinin istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde artmasi ve IL-10 seviyesinin de istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde azalmasi neticesinde, pineal bezin Th1/Th2 dengesi iizerine
olan etkisinin Th2 cevabini stimiile etme seklinde oldugu sdylenebilir. Ayrica,
Pnx grubuyla, Pnx+10uM MT ve Pnx+100uM MT eklenen gruplar
karsilagtirildiginda ise, MT nin IFN-y diizeyini 10 uM ve 100 uM dozlarda Pnx
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde baskiladigi goriilmiistiir. IL-10
diizeyi ise Pnx grubuyla kiyaslandiginda MT nin 10 uM ve 100 uM dozlarda Pnx
grubunda azalmig olan IL-10 seviyesini artirdig1 gézlenmis ve bu artig 10 uM MT
icin hem Con A ile uyarilmig hem de uyarilmamis gruplarda istatistiksel olarak
anlamli bulunurken, 100 uM MT dozdaki artis ise sadece Con A ile uyarilmisg
grupta istatistiksel olarak anlamlidir. Elde ettigimiz bulgulara dayanarak, MT nin
Th1/Th2 dengesini Th2 yoniine polarize ettigi kanaatine varilmistir. Bu sonuglar
MT’nin Th2 cevabini artirdigini bildiren ¢aligmalarla uyumludur (14, 56, 123,
124, 180, 221). Ayrica, MT nin bu etkisini doz bagimli bir sekilde gergeklestigini

sOyleyebiliriz. Konuyla ilgili olarak yapilan baska bir ¢alismadan elde edilen

59



bulgular, MT’nin etkisinin doz bagimli bir sekilde degistigi seklindeki ifademizi
teyit eder niteliktedir (56).

Ozetle, pineal bezin Th1/Thl dengesi iizerinde diizenleyici bir etkiye sahip
oldugu, pineal bezin yoklugunda bu dengenin humoral immiin cevabin baskilanip,
hiicresel immiin cevabin artmasi seklinde degistigi ve MT’nin in vitro sartlarda

doz bagimli olarak bu etkiyi geriye dondiirerek humoral immiin cevabi stimule

ettigi sOylenebilir.
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