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OZET

Son yillarda yayginligi artmakta olan tiiberkiiloz biiyiik bir saglik sorunu
olmaya devam etmektedir. Tan1 ve tedavisinde onemli mesafeler alinmig olsa da,
immuno-endokrin mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir. Melatoninin
immunmodiilator etkileri yaklagik 30 yildir bilinmekle birlikte tiiberkiilozdaki etkisi
ortaya konulmamistir. Bu calismada, tiiberkiiloz ile melatonin arasindaki iligkiyi
ortaya koymak ve plazma melatonin diizeylerini yeni bir HPLC metodu ile 6l¢gmek
amaclanmgtir.

Calismaya ARB (+), kiiltiir (+) olan ilk kez tiiberkiiloz tanist almig 31 hasta ile
enfeksiyonu ve sistemik hastaligi olmayan 31 saglikli kisi kontrol olarak dahil
edilmistir. Caligmaya katilanlarin hepsi erkek ve yas ortalamalar hasta grubunda
22,943,8 ve kontrol grubunda 23,6+3,4 yil idi.

Numunelerden melatonin ekstraksiyonu i¢in Waters Oasis HLB SPE kolonlari
kullanildi. Plazma melatonin diizeyleri, floresans dedektorlii AGILENT 1100 ile 75
mM sodyum asetat/asetonitril (72/28, v/v) (pH: 5) mobil fazi kullanilarak, eksitasyon
ve emisyon dalga boylar1 275 ve 345 nm’de ol¢iildi. 40 uL’lik enjeksiyon ile 10
dk’lik bir ¢calisma siiresinde analiz yapildi. Calisma sonuglar1 eksternal standarda gore
hesaplandi. Saptanabilir en diisiikk konsantrasyon 0,25 pg/mL olup calisma 1000
pg/mL’ye kadar lineerdi. Giin i¢i ve giinler aras1 tekrarlanabilirlikleri sirasiyla % 4.02
ve 5.41 olarak bulundu. Idrar melatonin siilfat diizeyleri ise ELISA metodu ile
ol¢iildii.

Plazma melatonin diizeyleri (pg/mL) hasta grubunda 33,17 (7,52-163,41)
iken, kontrol grubunda 45,20 (19,27-288,99) tespit edildi (p=0,037). [drar melatonin
siilfat seviyeleri (ug/24 saat) ise hasta grubunda 6,5 (0,2-34,.8) iken, kontrol
grubunda 21,7 (3,9-99,8) olarak bulundu (p<0,001).

Bu sonuglar tiiberkiiloz ile diisiik melatonin seviyesi arasinda iliski oldugunu
gostermektedir. Ancak bu konuda yapilacak yeni caligmalar ile melatoninin etki
mekanizmasi, enfeksiyondan koruyuculugu ve tedavideki etkinliginin ortaya
konulmasi, tiiberkiiloz tedavisinde yeni ufuklar acilmasini saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: Tiberkiiloz, immiinite, melatonin, melatonin siilfat, HPLC.



ABSTRACT
PLASMA MELATONIN LEVEL DETECTION WITH A HIGH
PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY (HPLC) METHOD IN
TUBERCULOSIS PATIENTS

Tuberculosis continues to constitute an important health problem in recent
years along with the increase in its spread. Though important improvements were
gained in diagnosis and treatment, immuno-endocrine mechanism could not have
been enlightened yet. Immunomodulator effect of melatonin is known for nearly 30
years, still, its possible effects on TB was not introduced. This study aims to expose
the relationship between TB and melatonin, along with development of HPLC
method for melatonin in human plasma.

31 patients diagnosed for the first time for TB, and positive for both ARB and
culture; and 31 healthy controls with no systemic disease were involved in the study.
All participants were males, and mean ages were 22,9 + 3,8 years in patients group
and 23,6 + 3,4 in control.

For SPE method, a Waters Oasis HLB extraction column was used in a
fluorescent detector equipped Agilent 1100 HPLC system with isocratic 75 mM
sodium acetate/acetonitrile (72/28, v/v) (pH: 5) mobile phase setup. Melatonin
displays excitation and emission spectra with wavelength maxima at 275 nm and 345
nm, repectively. 40 uL injection volume was followed by 10 min run. Limit of
detection (LOD), with external standard calibration method, was 0,25 pg/mL within a
linearity up to 1000 pg/mL. Inter and intraassay coefficients of variation (CV) were
4,02% and 5,41%, respectively. Urine melatonin sulphate levels were analyzed with a
commercial kit using ELISA method.

Mean plasma melatonin levels (pg/mL) in patient group were detected as
33,17 (7,52-163,41), and 45,20 (19,27-288,99) in control (p=0,037). Mean urine
melatonin sulphate levels (ug/24 h) were 6,5 (0,2-34,8) in patient groups, and 21,7
(3,9-99,8) in control (p<0,001).

These results suggest a relation between TB and low level melatonin in serum.
Anyway, further studies may elucidate melatonin’s mechanism for effect, protection
against infection and its activity in treatment, laying new frontiers in treatment of TB.

Key Words: Tuberculosis, immunity, melatonin, melatonin sulphate, HPLC.
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1.GIRIS

Her yil 7,5 milyon yeni vakanin eklendigi (1) bu giin diinya niifusunun
yaklagik {icte birinin enfekte oldugu (2) tiiberkiiloz (TB) hastalifi 6zellikle iigiincii
diinya iilkeleri olmak iizere biiyiik bir saglik sorunu olmaya devam etmektedir. Bu
nedenle TB’un erken ve dogru tanist hastaligin toplumda yayiliminin kontroliinde ve
tedavisinde biiyiik onem tagimaktadir.

Son yillarda yapilan calismalar TB enfeksiyonunun kontrol altina alinmasinda
karmagik bir immuno-endokrin cevabin rol oynadigimi gostermektedir. Bu cevap
icinde hipotalamo-pituiter-adrenal aksin ve T lenfositlerinin etkin oldugu
gosterilmistir (1). Ancak bagka hangi sistemlerin bu mekanizmaya katildig1r tam
olarak aydinlatilmis degildir.

Pineal bezden salinan bir nérohormon olan melatoninin (N-asetil -5 metoksi-
triptamin) de immiiniteyi artirict etkileri yaklagik 30 yildir bilinmektedir. Melatonin,
triptofandan sentez edilir ve salimmi yasa ve mevsime bagli olarak degiskenlik
gosterir. Sentezi 151k ve karanlik periyotlarindan etkilenmekte ve maksimum salinim
gece saat 02% 04% arasinda ve karanlikta olmaktadir. immiin sistem iizerindeki
etkilerinin yamisira melatoninin  antioksidan, antiapopitotik, antikanserojen,
yaslanmayi geciktirici ozellikleri de vardir (3). Insanda giinliik oral melatonin alimi,
natural killer (NK) hiicre aktivitesini artirmakta, tiimor nekrozis faktor-o. (TNF-o),
transforming growth faktér beta (TGF-PB), interlokin (IL)I-beta, interferon gama
(INF-y) ve kok hiicre faktorii (SCF) gibi immiin diizenleyici sitokinlerin gen
ekspresyonlarini diizenlemektedir (4, 5).

Melatonin, graniilositlerin ve makrofajlarin kok hiicrelerinin (GM-CFU)
liretimini uyarir ve hematopoeziste genel bir uyarici etkiye sahiptir. Melatoninin
monosit {iretimi {izerine etkileri, melatonin reseptorleri iizerine direkt etkilerinden
dolay1 kismi olabilir veya IL-3, IL-4, IL-6 veya GM koloni stimiilan faktdr (GM-
CSF) gibi uyaranlara monosit duyarliligindaki bir artistan dolay1 olabilir.

Fizyolojik olarak melatonin, T-helper 1 (Thl) hiicreleri tarafindan salinan
sitokinlerle iliskilidir ve melatonin verilmesi Th1 iiretimini destekler (6).

Tiim bunlar TB’da da immiin sistemin aktivasyonu ve enfeksiyona cevapta
melatoninin etkinliginin olabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak bu giine kadar TB ve

melatonin  arasindaki  etkilesimi  ve baglantiy1  gosterir  bir  calismaya
1



literatiirde rastlanmamistir. Yaptifimiz bu calisma TB ile melatonin seviyesi
arasindaki iliskiyi gostermesi bakimindan yapilmis ilk ¢alisma olmustur.

Bu c¢alismada oncelikle melatonin Ol¢iimiinii optimize ederek HPLC
laboratuvarmin rutin Slgiimleri arasina girmesini saglamak amaclanmustir. {1k kez
akciger TB tanis1 almis hastalarda ve kontrol grubu bireylerde plazma melatonin
diizeylerinin Olciilmesi ve akciger TB’unun etyopatogenezinde suclanan immiin
sistem degisiklikleri ile immiin cevap iizerinde etkisi oldugu bilinen plazma
melatonin diizeyleri arasinda bir iligski olup olmadigini arastirmak amaglanmistir.

1.1. Tiiberkiiloz

TB diinya niifusunun yaklasik {icte birini etkileyen ve TB basili
Mycobacterium tuberculosis (MTB)’in neden oldugu biiyiik bir saglik sorunudur. Her
y1l 7,5 milyon insan hastaliga yakalanmaktadir ki bunlarinda %95°1 gelismekte olan
tilkelerdedir (1). TB biitiin yas gruplarinda goriilen ve tiim sistemleri tutabilen bir
hastaliktir. Prevalansin yiiksek oldugu toplumlarda kisi genellikle ¢ocukluk
yaslarinda TB basili ile karsilasmistir. Erigkin yaslarda da goriilebilmekte ve daha cok
akcigerlerin hastalif1 seklinde ortaya ¢ikmaktadir (2). TB hastalifinin tek yumurta
ikizlerinde diger ikizlerden daha sik goriilmesi genetik etkenlerin de rolii oldugunu
gostermektedir (7). MTB basili ile karsilasan kisilerin 1/3’# 4-12 haftalik bir kulugka
doneminden sonra enfekte olur ve bu kisilerin % 90’1 enfeksiyonu simirlar. Ancak
%10’undaki aktif enfeksiyon ve yillarca sessiz kalan basilin tekrar aktive olarak
hastalik olusturabilmesi TB sorununun 6nemini artirmaktadir (8).

Hastalik temel olarak akcigerlerde goriilmekle birlikte; lenf nodlari,
mediasten, genitoliriner sistem, kemikler, eklemler, santral sinir sistemi, deri,
kardiovaskiiler sistem, dalak, karaciger, pankreas, larinks, gastrointestinal sistem,
peritonu tutabilir ve dissemine forma da doniisebilir (1).

1.1.1 Bulasma ve Semptomlar

TB, hava yoluyla insandan insana bulasir. Hasta bireyin konusma, oksiiriik ve
hapsirmasi ile 1-3 basille yiiklii 1-5 mikron capindaki damlaciklar ortam havasina
dagilir ve bunlarin solunmasiyla basiller terminal hava yollarina kadar ulasir (9).
Kaviteli akciger lezyonu olanlar ve larinks tutulumu olanlarda bulastiricilik daha
yiiksektir. Hastaligin olusabilmesi i¢in hasta ile uzun siireli temas gerekmektedir.

Kapali ve kalabalik ortamlarda bulastiricilik daha fazladir. Yayma pozitif bireylerin,

2



yayma negatif bireylere oranla daha bulastiric1 oldugu bilinmektedir (10). Hastaliktan
korunmakta BCG asis1 kismen etkili olabilmektedir. TB primer ya da reaktivasyon
TB’u seklinde olabilir. Bir ¢ok primer enfeksiyon vakasinda lezyonlar iyi gidis
gosterir ancak basiller dokularda c¢ogalma gostermeden aylarca ve yillarca
canliliklarii siirdiirebilirler. Molekiiler calismalar TB basilinin dekatlar boyunca
sessiz olarak kalabilecegini ve akciger makrofajlarinda ve diger Ozellesmemis
fagositik hiicrelerde MTB DNA’s1 bulunabilecegini gostermistir. TB vakalarinin
biiylik kismu eski lezyonlarin reaktivasyonu ile olusmaktadir. Reaktivasyona
predispozan faktorler; malnutrisyon, steroid tedavisi veya diyabet, 16semi, HIV gibi
hastaliklarin varligidir (1). Hastaligin ilerlemesi ile ozellikle iist loblarda bilateral
yogun enflamasyon ve doku yikimu ile kazeifikasyon ve kavitasyon goriilebilir. Sik
goriilen semptomlar oksiiriik, balgam, ates, gece terlemesi, istahsizlik ve kilo kaybidir
(11). Ancak bu semptomlardan hicbiri TB’a 6zgii degildir. Klinik tablo ¢cok degisken
olabilir. Genel durum son derece iyi, hafif Oksiiriikk, baska nedenlere baglanan
halsizlik ve istahsizlik gibi silik semptomlardan hemoptizi ve solunum yetmezligine
kadar gidebilen agir bir gidis te gosterebilir (12).

1.1.2. Tiiberkiilozda Tam Yontemleri

Klinik, fizik muayene, laboratuvar bulgular1 ve radyoloji sadece TB’dan
kuskulanmay1 saglar. TB’un yaygin oldugu toplumlarda onbes giinden fazla devam
eden oksiiriiklerde ve siipheli akciger infiltrasyonunda TB’a yonelik tan1 yontemleri
kullanilmalidir (13).

Tiiberkiilin testi, TB infeksiyonu sonucu olusan ge¢ ve hiicresel tipteki
bagisikligl, asirt duyarlilign belirlemek icin kullanilan deri testidir (14). Standart
titberkiilin testi, on kolun 6n yiiziine cilt igine (Mantoux yontemi) 0.1 ml 5STU PPD
(Tiiberkiilin Unitesi) (Purified Protein Derivative = Saflastirilmis Protein Tiirevi)
yapilarak 48-72 saat sonra endurasyon ¢apinin dl¢giilmesi esasina dayanir. Tiiberkiilin
testinde antijen olarak kullanilan, TB basillerinin proteinleridir (15). Tiiberkiilin testi,
organizmanin TB basili ile karsilasip karsilasmadigini, dolayisiyla basilin protein
bilesenlerine kars1 allerjinin olusup olusmadigim1 gosteren bir testtir; TB
infeksiyonundan 6-8 hafta sonra deride ortaya c¢ikan ge¢ asinn duyarlilik
reaksiyonunun saptanmasi esasina dayanir (16).

Akciger grafisinde Ozellikle iist zonlardaki radyolojik degisiklikler aktif TB’a
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ait bulgular olabilecegi gibi, 6nceden gecirilmis TB enfeksiyonuna ait sekeller de
olabilir. TB’a ait kavite veya fibrotik lezyon goriilebilir. TB tanisinda akciger filmi
onemli olsa da ozellikle balgam yayma negatif hastalarda tek basina aktivite tayini
icin yeterli degildir (17). Mikobakterilerin hiicre duvarlarinin lipid igeriginin yiiksek
olmasi, giiclii asit ve alkalilere olan direncinin diger bakterilerden fazla olmasini
saglar. TB’un direkt gosterilmesinde materyal lam iizerinde Ziehl-Nielsen, Kinyoun
teknigi veya Rodamin, Auramin gibi asit-fast metodlarla boyanir. Aside direngli
basilin (ARB) mikroskobik olarak goriilmesi mikobakterilerin saptanmasi i¢in yapilan
en hizli islemdir. Ancak ARB (+) bulunmas1 organizmanin tanimlanmasi ve canliligi
konusunda bilgi vermez c¢iinkii nonTB mikobakteriler ve nokardia gibi
mikroorganizmalar da pozitif sonu¢ verebilir. TB’un mikroskobik olarak tespit
edilebilmesi i¢in sabah erken saatlerde birbirini takip eden {i¢ giin balgam Ornegi
alinmas1 gerekir. Balgam veremeyen hastalardan mide suyundaki pulmoner
sekresyonlart yakalamak icin nazogastrik sonda ile sabah aclik mide suyu 6rnekleri
almabilir. Balgam ve mide suyu Ornekleri ile taniya ulasilamayan hastalara Fiberoptik
Bronkoskopi (FOB) uygulanip brons lavaji, bronkoalveoler lavaj, brons biyopsisi ve
transbronsial biyopsi 6rnekleri alinabilir (18-20). Sonuglar negatif veya pozitif olarak
yorumlanir. Basil varligi sayisal olarak belirtilir. Bu hem tani sirasinda hastaligin
agirhigimi gostermede hem de tedaviye yamiti takip etmede Onemlidir. Yaymanin
tiimiinde 3-9 mikroorganizma varsa (+), yaymanin tiimiinde 10 ve daha fazla ise (++)
biiyiik biiylitmede her immersiyon sahasinda 1 veya daha fazla ise (+++) olarak ifade
edilir. Bu yontemle ARB’nin gosterilebilmesi i¢in 6rnegin mililitresinde en az 10*
basil bulunmasi gerekir (19).

TB’un kesin tanis1 bakteriyolojiktir ve tanisi i¢in MTB basilinin kiiltiirde
iretilmesi altin standarttir. Materyalin mililitresinde en az 100 basil bulundugunda
pozitif sonu¢ verir ancak TB basili ¢ok yavas iiredigi i¢in sonu¢ alabilmek igin
haftalarca (6-8 hafta) beklemek gerekir. Tiim materyaller, yayma pozitif olsun veya
olmasin antibiyotik duyarlilik ve mycobacterium tiir tayini icin kiiltiire ekilir. Kiiltiir
icin en sik kullanilan kat1 besi yerleri yumurta iceren Lowenstein-Jensen veya agar
iceren Middlebrook H7 10-11’dir. Yiizde 60-80 sensitivitesi vardir (10).

Ayrica basil varligin1 daha hizli tespit edebilmek icin dekontamine, konsantre

ornek karbon ile isaretlenmis, palmitik asit eklenmis s1v1 kiiltiir ortamina ekilir. MTB
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bu maddeyi metabolize eder ve ortama CO, verir; CO, BACTEC aleti tarafindan
saptanir ve biiyiime gostergesi olarak algilanir. Boylece mikobakteriler yayma pozitif
olgularda 7-8 giinde, negatif olgularda 16-20 giinde olmak iizere daha kisa siirede
BACTEC ile saptanabilmektedir. %70-95 sensitivitesi vardir (10, 18).

Seroloji MTB’e ait antijenlerin substrat olarak kullanilmasi yoluyla taniya
yardimc1 olan bir metoddur. %70 spesifisite, %90 sensitivitesi vardir (10). Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PCR)-DNA hibridizasyon, Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP) gibi molekiiler biyolojik teknikler hizli ve giivenilir sonuglar
vermektedir(10). PCR ile mikobakteri belirlenmesi, mikobakteriyel DNA’nin
cogaltilarak Olgiilebilir diizeye getirilmesi prensibine dayanir. PCR ile ¢ok az
miktardaki DNA rutin agaroz jel elektroforezinde goriilebilecek diizeyde artirilir.
Yapilan bazi calismalarda PCR’in spesifitesinin diisiik oldugu yalmizca PCR
sonuclarina gore TB tanis1 konulup tedavi baslamanin uygun olmadig
bildirilmektedir (10, 21).

Transtorasik ince igne aspirasyonu ile elde edilen 6rnekler, sitolojik TB tanisi
acisindan balgam ve brongiyal lavaj sivisindan daha degerlidir (10). Yardimci tam
yontemleri olarak hematolojik ve biyokimyasal incelemeler de kullanilabilir. Eritrosit
sedimantasyon hizinda artis, anemi, lokositoz, trombositoz en sik rastlanan
hematolojik degisikliklerdir (22).

Akciger dist TB’un tanisi igin idrar 6rnegi (sabah alinan orta akim idrar),
plevral, perikardiyal, serebrospinal ve peritoneal sivi Ornekleri yayma, Kkiiltiir,
biyokimya ve sitolojik inceleme icin gonderilir. TB siiphesi olan hastanin biyopsi
ornekleri hem patolojik hem bakteriyolojik olarak incelenmelidir ve nekrotizan
graniilomatdz iltihap arastirilmalidir.

TB, MTB’e kars1 olusan immun cevap ve patolojik degisikliklerden olusan
hastalik olarak kabul edilir. MTB’e kars1 birgcok T-lenfosit alt grubunu iceren immun
cevap olusmaktadir, fakat T hiicrelerince INF-y iiretimi hastaligin kontroliinde temel
faktor olarak goriilmektedir. Thl-tip sitokinler hafif ve orta derecedeki pulmoner
TB’da baskin iken, Th2-tip sitokinler siddetli hastalikta baskindir. Immun cevabin
yetersiz kaldigi durumda hastaligi kontrol altina almak miimkiin olmayacak ve
hastalik kronik forma donecektir, bu durumda genis bir dizi regiilatuvar

mekanizmalar ~ devreye  girmektedir.  Sitokinler;  glukokortikoidler  ve
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dehidroepiendrosteronun (DHEA) iiretimine yol agan, immun cevapla hipotalamo-
pituiter-adrenal aksin aktive oldugu siirede salgilanir. TB hastalarinda plazma kortizol
ve interlokin-6 seviyeleri artmis, DHEA ve testosteron seviyeleri azalmistir, bunlarla
birlikte growth hormon seviyesi belirgin olarak artmasina ragmen, insulin-like growth
faktor-1 seviyesinde beklenen artis yoktur. Ostradiol, prolaktin ve tiroid hormon
konsantrasyonlar1 da belirgin olarak artmistir. Kortizol mikobakteriyel antijen
cogalmasimi ve INF-y iiretimini inhibe ederken, DHEA ilerlemis TB’lu hastalarda
lenfoid hiicreler tarafindan iiretilen TGF-$ y1 siiprese eder. Bu tip immun endokrin
etkilegsimler doku hasarinin kontroliinii ve koruyucu immun yanitin gelismesini

etkileyebilir ve kismen hastaligin agrevasyonunu izah eder (1, 23).

MTB’in damlacik yoluyla alinmasi sonrasi izledigi yol ve olusan bagisiklik
yanitinin agamalari soyledir:

1. MTB’nin alveole ulagsmasi asamasinda bakteri miktari, temas siiresi, bakterinin
virulansi ve Kiginin immiinitesi onemlidir.

2. MTB’nin, alveoler makrofajlar, bolgeye gelen dentritik hiicreler ve monositler
tarafindan algilanmasi, baglanma ve fagositozu gergeklesir.

Bu asamada CR3, CRI,CR4, CDI4, mannoz reseptorii, surfaktan protein-A,
baglanma bolgesinde kolesterol birikimi 6nemlidir. MTB varliginin algilanmasi
ve yangi yanitinin baslatilmasinda makrofajlarda TLR2 ve TLR4, dentritik
hiicrelerde ise TLR9 daha 6nemli rol oynuyor.

3. Oldirme; oksidatif irtinler, nitrik oksit, asidifikasyon, lizozomal fiizyon,
degranulasyon ve graniilozin ile olur.

4. Fagozitozun gerceklesmesi makrofaj, Ozellikle dentritik hiicreler tarafindan
aktivasyon uyarilarinin verilmesi, ek uyar1 molekiilleri gOsteriminin artmasi
CD80, CD86, IL-12, IL- 18, IL-23, IL27 ile T hiicrelerinin uyarilmasi ve Thl tipi

yanitin aktivasyonu ile olur.

W

. Antijen sunumu asamasinda, MHC klas I, II ve Cdl a-e molekiilleri ile MTB
antijenlerinin CD8+, CD4+ ve gamma/delta tipi reseptorii olan hiicrelere
sunulmas.

6. Kazanilmis immiin yamitin baglamasi, Thl hiicrelerden TNF-o, IL-2 ve INF-y

salinmasi, NK, CD8 hiicrelerinin etkinlesmesi ile olur.

-

. Makrofaj aktivasyonu ve enfeksiyonun sinirlanmasi, fagozom olgunlagsmasinin
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hizlanmasi, oksidatif iiriinler, nitrik oksit, solute carrier family 11 member 1
(SLC11A1) gosteriminin artisi, otofajinin tetiklenmesi, MHC antijenlerinin artis
iledir (7).

1.1.3. immiin Sistem ve TB

Konagin tiiberkiiloz enfeksiyonunu kontrol etme yetenegi, etkin bir hiicresel
immiin cevap olusturmasina baghdir. Hiicresel immiinite ise, spesifik antijenle
karsilasan T lenfositlerinin duyarlanmasi ve makrofaj fonksiyonlarin1 diizenlemek
izere medyatorler salgilamasi ile olur. Yani hiicresel immiinitenin spesifitesi, primer
olarak makrofaja degil, T lenfositlerine baglidir (24). Mikobakteriyel immiinitede
dominant oldugu diisiiniilen CD4+ T hiicreleri, kompleksi tanir ve aktive olurlar.
Aktive olan CD4+ T hiicreleri ise lenfokinler salgilayarak, daha fazla makrofajin
aktive olmasini saglarlar.

INF-y ise duyarli T lenfositlerinden ve NK hiicrelerinden salgilanan makrofaj
aktivasyonunda 6nemli rolii olan bir sitokindir ve TB immunolojisinde ¢ok énemli bir
yere sahiptir (25). Bu sitokinler kan akimindan lezyona monosit/ makrofajlan
cekerler ve onlan aktive ederler. INF-y ve TNF-a en 6nemli makrofaj aktive edici
sitokinlerdir. Ayrica makrofajlar reaktif oksijen ve nitrojen ara iiriinleri, lizozomal
enzimler ve diger faktorleri iireten fagositler olduklari icin tiiberkiildeki basilleri yok
edebilirler. INF-y monosit/ makrofajlardaki IL-2 resepterlerini uyardiktan sonra IL-2
bu hiicrelerin basilleri 6ldiiriicii etkisini daha da artirnir (26). MTB antijenleri ile
duyarli hale getirilmis kisilerde T-hiicreleri, mikobakteriyel antijenlerle
karsilastiklarinda INF-y iiretmektedir. Bu nedenle, yiliksek INF-y iiretim diizeyi TB
infeksiyonu i¢in bir gosterge olarak kabul edilir.

IL-12 - INF-y aksindaki tek gen hatalarinin (IL-12 p40, IL-12RB1, IFNGRI1,
IFNGR2, STATI1) mikobakteri enfeksiyonlarina yatkinlikla iligkisi acgikca ortaya
konulmustur. Ancak bu grup, hastalarin az bir kismini olugturmaktadir. Bu durum gen
polimorfizmlerini aragtirmaya yoneltmistir. Bu baglamda, SLC11A1, Vitamin D
reseptori, IL-12 reseptorii, IL-1, IL-10, INF-y, TNF-a, Toll-like receptor 2 (TLR2),
ve TLR aktivasyon yolaginda 6nemli olan TIRAP/Mal, insanda Iprl (lipoprotein
alleli 1) homologu olan SP110 polimorfizmlerinin TB hastaligina yatkinlkla iligkisi
bildirilmistir. Ancak bu konuda genis serilerde ve degisik toplumlarda yapilacak

caligmalara ihtiya¢ vardir (7, 27).



Organizmaya giren MTB’in algilanmasinda Toll benzeri reseptorler (TLR2,
TLR4 ve TLR9) 6nemli rol oynar. Bu reseptorlerin uyarilmasi hiicrelerden bir dizi
aktivasyonlar yaninda 6zellikle IL-12 ve TNF-a salinmasima yol agar. Son yillarda
IL-12p40 ve IL-12 reseptor hatasi olan hastalarin tanimlanmasi da bu sitokinin MTB
ye karsi direngte ne denli énemli oldugunu gostermistir. IL-12’nin etkisine benzer
etki gosteren ya da aktivitesini giiclendiren sitokinler konusundaki bilgilerimiz ise
heniiz yetersizdir. IL-23, IL-7, IL- 18 ve IFN-a’nin, INF-y yapimu ve MTB ye karsi
direncle ilgili aktivasyondaki rolleri yeni anlasilmaya baslanmistir. Bu sitokinlerle
ilgili klinik veriler heniiz yetersizdir (7, 28).

Melatoninin immiin sistem iizerine etkisi ile ilgili yapilan bir¢cok c¢aligma
immiinmodiilator etkisini ortaya koymustur. ilk olarak 1986’da Maestroni ve ark.
ratlarda, melatonin sentezinin inhibisyonunun hiicresel ve humoral yaniti inhibe
ettigini gostermislerdir (29). Melatonin, hematopoeziste genel bir uyarici etkiye
sahiptir, GM-CFU’nin iiretimini uyarir. Melatoninin monosit iiretimi iizerine etkileri,
melatonin reseptorleri iizerine direkt etkilerinden dolay1 veya IL-3, IL-4, IL-6 veya
GM-CSF gibi uyaranlara monosit duyarliligindaki bir artistan dolay1 olabilir (30).
Melatonin, Th (CD4") lenfositlerinin sayisin1 artirdigi gibi, monosit (CD14+/CD4+)
ve T cell aktivitelerini artirarak; NK hiicre aktivitesi ve antikor-bagimli hiicresel
sitotoksisite (ADCC)’yi artinir ve dogustan ve sonradan kazanilmig immiiniteyi
destekler (31).

Fizyolojik olarak, melatonin Thl sitokinleriyle iliskilidir ve melatonin
verilmesi Th1 iiretimini destekler. Hem normal hem de 16semik farelerde; melatonin
verilmesi viriisle enfekte hiicreler ve kanser hiicrelerine karsi savunmada aracilik
eden NK hiicrelerinin sayisal ve fonksiyonel artisi ile sonuclanir (32). insanda ise
giinliik oral melatonin alimu NK hiicre aktivitesini artirmakta, TNF-o,, TGF-f, IL-1J3,
INF-y ve SCF gibi immiin diizenleyici sitokinlerin gen ekspresyonlarim
diizenlemektedir. Nokturnal melatonin seviyesi, yiiksek Interferon gama (IFN-y)/IL-
10 oran1 ve Th1/Th2 oraninda ritmisite ile uyumlu olarak bulunmustur (31). Pineal
bez ile immiin sistem arasindaki etkilesim iki yonliidiir, IL’ler ve sitokinler (IFN-y) de
melatonin sentez ve salinmmini etkiler (33).

Melatoninin immiin sistem hiicreleri iizerindeki olumlu etkileri sadece sitokin

tiretiminden kaynaklanmaz, ayn1 zamanda melatoninin antiapopitotik ve antioksidan
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etkilerine de baghdir (5, 34, 35). Yapilan caligmalar immiin sistem hiicreleri {izerine
melatoninin etkisinin hem membran hem de niikleer baglanma bolgeleri aracilig ile
oldugunu gostermektedir (36).

1.2. Melatonin

1.2.1. Genel Bilgiler

1958°de Yale Universitesi tip fakiiltesinde Lerner ve ark.lari tarafindan
bulunan melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin), insanlar dahil tiim memelilerde
epifiz olarak da bilinen pineal bezin esas iiriinii olan bir nérohormondur (4, 37). Ik
kez balik ve kurbagalarda renk agict molekiil olarak bulunmus ancak memelilerde
pigment iizerine herhangi bir etkisi saptanmamistir. Sonradan melatoninin bakteri,
protozoon, bitki ve mantar ile bircok omurgalida da sentez edildigi gosterilmistir (38,
39). Bazi bitkilerin tohum ve yapraklarinda tespit edilmistir. Ozellikle giiglii
ultraviyole 1sinlarina maruz kalan Alp’lerde ve bazi Akdeniz bolgesi bitkilerinde
yiikksek bulunmus ve melatoninin onlar oksidatif hasar ve cevresel zararl etkilerden
korudugu bildirilmistir (34). Cin’de yaygin olarak hazirlanan, 6zellikle yaslanmay1
geciktirmek veya serbest radikallerin yol agtigi hastaliklardan korunmak igin
kullanilan sifal bitki karisimlarinda 12-3771 ng/g gibi degisen miktarlarda melatonin
bulunmaktadir (40).

Pineal bez insanda colliculus superior’lar, pulvinar thalami ve splenium
corporis callosi arasinda yerlesmis olup kiigiik, konik sekilli 120-150 mg agirliginda
bir organdir (Sekill) Endokrin aktivitesi, diger endokrin organlardan farkli olarak

sinirsel innervasyona baghdir (41, 42).



The pineal gland

L
Corpus —{ &
callosum
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Thalamus

Sekil 1. Pineal bezin anatomik lokalizasyonu.

Melatonin triptofandan sentez edilir ve predominant olarak gece boyunca
salinir (43). Melatoninin icerdigi her iki fonksiyonel grubu reseptér baglama
spesifitesi icin kararlidir ve ayn1 zamanda molekiiliin ¢esitli hiicre kompartmanlarina
gecisine, onun oksidasyon kimyasina izin veren bir indolamindir (Sekil 2) (44).

Melatonin prekiirsorii olan seratoninin aksine hem lipofilik hem de hidrofilik
ozelliginden dolay1 kan-beyin, plasenta, neoplastik doku gibi biitiin bariyerleri
kolayca gecer (45). Anne siitiine de gecer ve anne siitii ile beslenen bebeklerin diger
bebeklere gore sirkadiyen organizasyonlar1 daha cabuk gelisir, {iciincii aydan sonra

ritmisite 6zelligi kazanir (46).

. G,
N
f’j ’

Melatonin (N-acetyl-5-methoxytryptamine)

Sekil 2. Melatoninin molekiiler yapis1 (Hardeland R, Pandi-Perumal SR,
Cardinali DP. Molecules in focus melatonin. Int J Biochem Cell Biol 2006;38:313—
316’den alinmastir).
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Sekil 3. Melatonin biyosentezi.

Prekiirsor olan triptofan aminoasidi dolasimdan hiicre i¢ine alindiktan sonra,
triptofan 5-hidroksilaz enzimi araciligi ile 5-hidroksitriptofan’a, 5-hidroksitriptofan
ise 5-hidroksitriptofan-dekarboksilaz araciligi ile serotonine (5-hidroksitriptamin)
doniisiir. Serotonin de arylakylamine N-acetyltransferase (AA-NAT) enzimi araciligi
ile asetillenerek N-asetilserotonini olusturur. AA-NAT enzimi hiz kisitlayici
enzimdir. N-asetilseratonin de hydroksiindol O-metiltransferaz (HIOMT) enzimi
araciligi ile melatonine doniisiir (47) (Sekil 3).

Omurgalilarda melatonin baslangicta pineal bezden salinan bir hormon olarak
bulunmussa da daha sonra deri, retina, gastrointestinal sistem (GIS), kemik iligi ve
Iokositleri iceren cesitli ekstrapineal bolgelerden de salindigi tespit edilmistir. Daha

sonra “diffiiz néroendokrin sistemin” bir parcast olarak kabul edilen Amine
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Precursor Uptake Deamin (APUD) hiicrelerinde ve gastrointestinal kanaldaki
enterokromaffin hiicrelerde de melatonin sentezinin yapildig1 gosterilmistir (48, 49).
Kemik iligindeki melatonin diizeyi gece periferal kandaki diizeyinden 2 kat daha
fazladir. Pineal bezi ¢ikartilmis ratlarda melatonin seviyesinin halen yiiksek olarak
goriilmesi melatonin saliniminin ekstrapineal olarak ©nemli bir kisminin kemik
iliginde sentezlendigini gostermistir (50).

Yapilan ¢aligmalarda melatonin reseptorlerinin hem néral dokularda hem de
retina, dalak, eritrosit, 16kosit, timus, tiroid, plasenta, endometrium, GIS ve neoplastik
dokularda bulundugu gosterilmistir.  Sinir sisteminde bulunan melatonin
reseptorlerinin de melatonin hormonu gibi sirkadien bir ritim gosterdigi bulunmustur.
Hiicre icinde niikleusta melatonin reseptorlerinin bulundugunu, DNA {izerindeki
etkinin bunlar araciligi ile oldugunu gostermektedir (51).

MTI1, MT2, MT3 olmak iizere melatonine afinitelerine gore ii¢ tip melatonin
membran reseptorii tammlanmistir. Ancak son c¢alismalar MT3’iin melatonine
baglanan kisminin bir reseptorden ziyade bir enzim oldugu fikrini desteklemektedir.
Membranoz lokalizasyonlu MT1 ve MT2’nin ise sinyallerin alinip hiicre i¢ine dogru
hiicre membran1 boyunca iletilmesini sagladig bildirilmistir. Melatonin ayrica
RZR/ROR ailesine ait niikleer reseptorler araciligi ile de etki gosterebilir (Sekil 4)
(52).

Sekil 4. Melatonin reseptorleri
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Kanda melatoninin %70’e yakin kismi albumine, az bir kismi orosomukoide
ve hemoglobine baghdir, geri kalan % 30’luk kisim ise serbesttir (33, 53). Serum
diizeyleri; giindiiz daha diisiikken (10-20 pg/mL), gece yaris1 saat 02 °® -03 ** arasinda
pik yaparak (80-150 pg/mL) en yiiksek diizeyine ulasir (Sekil 5) (52). Intravenoz

infiizyondan sonra melatoninin yarilanma 6mrii yaklasik 30 dakikadir (3, 54).

100 ~
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Sekil 5. Melatonin seviyesindeki diurnal degisiklikler. (Savvidou OD.
MelatoninThe hormone of pineal gland and its relation to circadian rhythms and

idiopathic scoliosis. Acta Orthop Trauma Hellenica 2006;57:4’den alinmistir).

Kis aylar1 boyunca geceler daha uzun oldugu icin yaz aylarina gore daha fazla
melatonin salgilanmaktadir. Melatonin salimimi yasa gore de degiskenlik gosterir
(Sekil 6). Waldhauser ve ark.larinin yaptigi bir calismada yaslar1 3 giin- 90 yas
arasinda olan 367 kiside gece serum melatonin konsantrasyonlarina bakilmis ve yasa
bagl olarak melatonin seviyelerindeki degisiklik gosterilmistir. Yasamin ilk 6 ayinda
27,3 £ 5,4 (Ortalama+ SD) pg/ml gibi ¢ok diisiik bir degerden 1-3 yaslarinda 329,5 +
42,0 pg/ml gibi cok yiiksek bir degere ¢ikmistir. Daha sonra 15-20 yaslar arasinda
62,5 + 9,0 pg/ml olarak bulunmus, bu degerler yashlik dénemine kadar bu sekilde
devam etmis ve 70-90 yaslan arasinda tekrar 29,2 + 6,1 pg/ml gibi ¢ok diisiik
seviyelere inmistir. Viicut agirligl ve viicut yiizey alaninin artmasi ile ilgili olarak
cocuk ve adolesanlardaki melatonin seviyesinin diistiigii ileri siiriilmiistiir. Cocuk ve
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ergenlerdeki bu korelasyon sonraki yaglarda (20-90 yas) kurulamamistir (55, 56).

Cinsiyetin ise melatonin salinimu {izerine etkisi gosterilememistir (46).

Puberty ocours as
melatonin declimes

- Melatonin continues
Melatonin peaks

in earhy childhood,

to decline in middle age.
Oilder people produce
neglgible amounts of melatonin.

[

a L] 20 30 40 50 B0 T
Age (years)

Melatonin (pg/ml)

Mewboms produce
mirdmal melatonin,

Sekil 6. Melatonin diizeylerindeki yaslara gore degisiklikler. (Savvidou OD.
Melatonin: The hormone of pineal gland and its relation to circadian rhythms and

idiopathic scoliosis. Acta Orthop Trauma Hellenica 2006;57:4’den alinmistir).

Melatonin normal ¢evresel kosullarda gece salinmakta olup, sentez ve salinimi
1sik/karanlik  dongiisiine gore ayarlanir. Gece olsa bile ortamda suni 131k
bulundugunda, suprakiazmatik nukleus (SCN)’tan pineal beze melatonin iiretim emri
gitmez ve iiretilen melatonin konsantrasyonu azalir (34). Pineal bez, hipotalamus’ta
yer alan SCN ile birlikte biyolojik bir saat gibi calisir. Biyolojik saatler, bir
organizmada zaman Ol¢meye yarayan hiicresel yapilardir. Pineal bez, sirkadiyan bir
ritimde ve karanlikta salgiladigi melatonin hormonu vasitasiyla viicudun diger
kisimlarina zaman sinyalleri gdnderir ve bu sekilde giiniin ve yilin farkli zamanlarina
bagh fizyolojik sikluslarin diizenlenmesinde gorev alir (11). Isik uyarisimin optik
sinirle, SCN’a ulagsmasi ile SCN ve pineal bez arasindaki noronal yapilar aydinlik ve
karanlik hakkindaki bilgiyi pineal beze tasir ve melatonin sentezi bu bilgiye gore
diizenlenir (34). Son yillarda bu néronal yolun ayrintilar1 da ortaya konulmustur. Bu
yol hipotalamik paraventrikiiler niikleusu ve servikal spinal kordun intermediolateral
kolon hiicrelerine dogru, medial dnbeyin yumag: ve retikiiler formasyon araciligr ile
liflerin izdiistimlerini icerdigi gosterilmistir. Ek olarak preganglionik sempatik liflerin

superior servikal ganglion (SCG)’un iist kismina dogru yonelir. Bu transmisyonun
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son basamaginda SCG’dan postganglionik sempatik lifler pineal beze ulasir ve
norepinefrin (NE) salintmim saglar. Pineal B-adrenerjik reseptorlerin aktivasyonu ile
melatonin sentezi artar; pineal bezde bulunan «; adrenerjik reseptorler de B-adrenerjik
reseptorlerin aktivitesini potansiyalize eder (33).

SCN elektrik aktivitesi, 151tk faz1 siiresince yiiksektir ve bu sartlar altinda
pineal NE salinim1 inhibe olurken, karanlik siiresince SCN aktivitesi inhibe olur ve
pineal bezde NE salinir. B-adrenerjik blokerlerin insanlarda melatoninin nokturnal
sentez ve sekresyonunu suprese ettigi gosterilmistir (57). Eger SCN gece 1s1kla aktive
edilirse, pineal bezde NE salinimi inhibe olur. Bununla birlikte melatonin sentezi
tizerine 15181 supresan etkisi ile P-adrenerjik bloker propranololun farmakolojik
etkisi arasinda korelasyon yoktur, bu sonuca gore diger noradrenerjik mekanizmalar

rol oynuyor olabilir (Sekil 7) (58).
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Sekil 7. Isik ve karanlik dongiisiiniin pineal glanddan melatonin salinimi
tizerine etkisi. S. J. Konturek, P. C. Konturek, T. Brzozowski, G. A. Bubenik. Role Of

Melatonin In Upper Gastrointestinal Tract-2007 ‘den alinmistir

Melatonin sentezi, NE’in adrenerjik Bl reseptorlere baglanmasinin ardindan
pineal adenilat siklazin aktive olmasi, siklik AMP (cAMP) ve de novo olarak N-asetil

transferaz (NAT) veya onun aktivatoriiniin  sentezinde artis ile baslar. cAMP
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induced gene transcription repressor (ICER), NAT ile baglandiginda aktive olur ve
melatoninin nokturnal {iretimini sinirlayan mekanizmay1 gosterir (59).

Melatonin triptofandan sentez edildigi i¢in triptofan eksikligi melatonin
sentezini etkilemektedir. Ayrica folat ve vitamin B6 diizeyleri de, prepubertal
donemdeki ¢ocuklarda melatonin iiretiminin uyarilmasinda dneme sahiptir. Serotonin
alimim inhibitorii olan fluvoxamine de plazma melatonin seviyesini artirir (33).

Uzun yillar melatoninin yalnizca hepatik sitokrom P450 monooksijenaz ile
katabolize edildigi, ana {iriner metaboliti olan melatonin siilfat (6-
siilfatoksimelatonin: 6-hidroksimelatoninsiilfat) (aMT6S)’1n 6-hidroksimelatoninin
konjugasyonu ile olustugu diisiiniildii. Bu dolasimdaki hormon icin dogrudur fakat
doku melatonini icin sart degildir; ¢iinkil santral sinir sistemi gibi bazi dokularda
oksidatif pirol halkasiin kirilmasi iistiin gelebilir (60). Birincil kirilma iiriinii, N1-
acetyl-5- methoxykynuramine (AMK) dir, bu da hemoperoksidaz veya arylamine
formamidase ile N1-acetyl-N2-formyl-5-methoxykynuramine (APG/MLK)’ya doner.
Son c¢alismalar pirol halkasimin kirilmasinin total katabolizmanin yaklagik 1/3’ine
katkida bulundugunu gostermistir ki bu bazi dokularda daha da yiiksek olabilir.
APG/MLK ve AMK ayrica reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri ile etkileserek
metabolitleri olusturur (Sekil 8) (61). Karaciger dolasimdaki melatoninin %90’dan
fazlasim temizleyerek katabolizmasimi saglar. Melatonin 6nce hidroksillenir, idrara
daha cok siilfatlanmis olmak iizere siilfat ve glukuronid konjugatlar1 olarak atilir.
Idrardaki aMT6S, melatonin sekresyonunun bir dlciisiidiir ve gece profilini gosterir

(Sekil 9) (33, 34).
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Sekil 8. Triptofan metabolizmasimin alternatif yolu. (Stone TW, Darlington
LG. Endogenous kynurenines as targets for drug discovery and development. Nature
Reviews Drug Discovery 2002;1:609-620’den alinmistir).
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Sekil 9. Pinealositlerde L-triptofandan melatonin olusumu ve karacigerde
metabalizmasi. (S. J. Konturek, P. C. Konturek, T. Brzozowski, G. A. Bubenik. Role
Of Melatonin In Upper Gastrointestinal Tract-2007 *den alinmustir).

1.2.2. Melatoninin Etkileri

1.2.2.1. immiin Sistem Uzerine Melatoninin Etkisi

Melatoninin immiiniteyi artirici etkileri yaklasik 30 yildir bilinmektedir.
Melatoninin immiin sistem {izerine etkisi ile ilgili yapilan bir¢ok calisma
immiinmodiilator etkisini ortaya koymustur. Ilk olarak 1986’da Maestroni ve ark.
ratlarda, melatonin sentezinin inhibisyonunun hiicresel ve humoral yaniti inhibe
ettigini gostermislerdir (29). Melatonin, hematopoeziste genel bir uyarici etkiye
sahiptir, GM-CFU’larin iiretimini uyarir. Melatoninin monosit {iretimi {izerine
etkileri, melatonin reseptorleri iizerine direkt etkilerinden dolay1 veya IL-3, 1L-4, IL-6
veya GM-CSF gibi uyaranlara monosit duyarliligindaki bir artistan dolay1 olabilir
(30). Melatonin kiiltiire insan mononiikleer hiicrelerinde IL-2, IL-6 ve IFN-y
tiretimini artirir. Ayrica monositleri aktive ederek IL-1, IL-6, IL-12, TNF-a ve ROS
iiretimini artirir. Melatonin Th (CD47) lenfositlerinin sayisini artirdigi gibi, monosit
(CD14+/CD4+) ve T hiicre aktivitelerini artirarak; NK hiicre aktivitesi ve ADCC’yi

artirir ve graniilosit ve makrofajlar i¢in onciil hiicrelerin iiretimini uyarir, dogustan ve
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sonradan kazanilmis immiiniteyi destekler. Ayrica olgun NK hiicrelerinin litik
fonksiyonlarini artirir. Pineal bez ile immiin sistem arasindaki etkilesim iki yonludiir,
IL’1er ve sitokinler (IFN-y) de melatonin sentez ve salinimini etkiler (33, 62, 63) .
Yapilan calismalara gore melatoninin B hiicreleri iizerine direkt bir etkisi
gosterilememis dolayist ile humoral immiinite iizerine artirict etkisi ve melatonin
reseptorleri de tespit edilememistir (31). Ancak baska bir calismada melatonin B
hiicreleri araciligi ile 5-lipooksijenazi inhibe ettigi, timik epitelial hiicreler araciligi ile

thymosin la ve thymulini artirdig1 gosterilmistir (36, 64) (Sekil 10).
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Sekil 10. Melatoninin immiin sisteme etkisi. (Reiter RJ. Melatonin: clinical
relevance. Best Pract Res Clin Endocrinol Metab 2003;17(2):273-285,’den
alinmustir).

Insan lenfositlerinden sentezlenen melatonin IL-2 iiretimini stimiile eder.
Nokturnal melatonin seviyesi, yiiksek IFN-y /IL-10 oram1 ve Th1/Th2 oraninda
ritmisite ile uyumlu olarak bulunmustur (31).

Insanda giinlik oral melatonin alimi NK hiicre aktivitesini artirmakta,
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TNF-a, TGF-B, IL-1B, INF-y gibi immiin diizenleyici sitokinlerin gen
ekspresyonlarini diizenlemektedir (4, 5) ayrica Thl iiretimini destekler. Hem normal
hem de 16semik farelerde; melatonin verilmesi viriisle enfekte hiicreler ve kanser
hiicrelerine kars1 savunmada aracilik eden NK hiicrelerinin sayisal ve fonksiyonel
artis1 ile sonuclanir (6).

Kemik iliginde siirekli ¢ogalarak farklilasan onciil hemapoetik hiicreler, akut
ve kronik oksidatif streslerden zarar goriirler. Melatoninin immiin sistem hiicreleri
tizerindeki olumlu etkileri sadece sitokin iiretiminden kaynaklanmaz, ayn1 zamanda
melatoninin antiapopitotik ve antioksidan etkilerine de baghdir (34). Yapilan
calismalar immiin sistem hiicreleri iizerine melatoninin etkisinin hem membran hem
de niikleer baglanma bolgeleri aracilifn ile oldugunu gostermektedir, niikleer
baglanma bolgelerine melatoninin baglanmasi ise niikleer melatonin reseptorii
RZR/ROR’iin spesifik baglar ile yer degistirmesi sonucudur (36). Eksojen olarak
verilen melatoninin, stres ve ilag tedavisi sonrasi gelisen immiin yetmezligi azalttig
ve kanser kemoterapisinde kullanilan ajanlarin hematopoetik prekiirsor hiicreler
tizerine olan toksik etkilerinden korudugu gosterilmistir (64, 65).

1.2.2.2. Antioksidan Olarak Melatonin

Son yoriingesinde eslesmemis elektron bulunduran atom, atom grubu veya
molekiillere serbest radikaller denir. Viicutta normalde aerobik metabolizma
sonrasinda siiperoksit anyonu (O, °) ve hidroksil radikali (OH) gibi reaktif oksijen
tirleri olusur. Bu serbest oksijen radikallerinin doymamis yag asitlerinde lipid
peroksidasyonuna yol acarak hiicresel hasar meydana getirmeleri antioksidan
sistemler ile engellenir. Esansiyel aromatik amino asid triptofandan tiireyen indoller
ve Ozellikle melatonin, elektron transferinin diizenlenmesinde, reaktif ara iiriin
radikallerinin detoksifiye edilmesinde, peroksidatif reaksiyon zincirlerinin giiclii bir
sekilde kontrol edilmesinde rol oynamaktadir (33). In vitro olarak melatoninin direkt
olarak '‘OH, hidrojen peroksit (H,O,), singlet oksijen (102 )1 temizler ve lipit
peroksidasyonunu inhibe eder. Melatonin, siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), glutatyon rediiktaz (GSH-rediiktaz) ve katalaz (CAT)’1 iceren
bir grup antioksidan enzimleri de stimiile eder. Diger yandan pro-oksidan enzim nitrik
oksit sentazi inhibe eder (33). Lipid peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve DNA

hasarina yol acarak direkt toksik etki gosteren peroksinitrit (ONOQ) ile uyarilan
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hiicresel toksisiteye karsi da belirgin faydal etkileri vardir (55). Hiicre i¢i glutatyon
diizeylerini artirir. Glutatyon da nitrik oksit sentaz ve lipooksijenaz gibi peroksidatif
enzimleri inhibe eder, mikrozomal membranlar1 stabilize eder ve oksidatif hasara
kars1 korur. Serbest radikallere maruziyet sonrasi olusan hasarli DNA iiriinii olan 8-
hidroksi-2’-deoksiguanozin olusumunu da azaltir (66, 67).

Melatonin ayrica elektron transport zincirinin etkinligini artirir ve mikrozomal
membranlar stabilize ederek oksidatif hasara karsi direngli olmaya yardim eder (43)
ve hasarli dokularda nétrofillerin infiltrasyonunu inhibe ederek ilave faydali etkiler de
saglar(68). Bulgular gostermektedir ki melatonin dogal analoglarinin ¢cogundan daha
etkili bir antioksidandir (44). Melatonin hem yagda hem de suda ¢oziiniir 6zellige
sahip olmas1 nedeniyle, viicudun her hiicresine ve hiicre i¢indeki yapilara kolaylikla
girer ve bu sebeple de vitamin ve mineral antioksidanlara gore ¢cok daha etkilidir (69).
E vitaminine gore en az iki kat, glutatyona gore bes kat daha etkili bir antioksidan
oldugu gosterilmistir (70). Aym zamanda E vitamini kan-beyin bariyerini
gecemezken melatonin gecerek antioksidan etkinlik gosterir (45).

Melatoninin yalnizca kendisi degil metabolitleri araciligi ile de antioksidan
ozellik gosterir. Cyclic 3-hidroksimelatonin serbest radikalleri temizler (71).
Melatoninin H,O, ile oksidasyon mekanizmasinda da temel mekanizmanin major
atilim {riinii olan APG/MLK ile ilgili oldugu da gosterilmistir (72). Cyclic 3-
hidroksimelatonin ve APG/MLK aym zamanda toksik reaktantlar1 temizleme
ozelligine sahiptir. Bu dongii melatoninin in vivo olarak tahmin edilenden fazla olan
serbest radikal hasarini azaltma 6zelligini agiklamaktadir. Diger bir iiriin olan AMK
ise melatoninin ana hepatik enzimatik metaboliti olan 6-hidroksimelatonin gibi bazi
oksijen kaynakli reaktanlarin notralizasyonunda etkilidir (73).

Melatoninin; iskemi-reperfiizyon hasari, toksik ila¢ maruziyeti, bakteriyel
toksin maruziyeti, sistozomiyazis, agir metal zehirlenmesi, amiloid-b protein
maruziyeti, 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin maruziyeti gibi serbest radikal
hasan ile iligkili olan klinik durumlarda oksidatif hasar1 azaltarak koruyucu etki
gosterdigi deneysel hayvan modellerinde gosterilmistir (36, 74). Boylece dejeneratif
ve proliferatif degislikliklere neden olan hastaliklara karsi niikkleer DNA'y1, membran

lipidlerini ve sitozolik proteinleri korur (69).
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1.2.2.3. Melatoninin Karsinogenez Uzerine Etkisi

Pinealektomi yapilmig hayvanlarda cesitli tiimorlerin  gelisiminde artig
saptanmasi ve bu hayvanlarda eksojen melatonin uygulanmasi ile tiimér gelisiminin
inhibe edilmesi sonucu melatoninin kanserle ilgisini arastirmak {iizere ¢ok cesitli
kanser tipleri iizerinde c¢alismalar yapilmis ve anlamli sonuglara ulasilmistir.
Melatoninin indol yapisindan dolayr kanser hiicre proliferasyonunu, tiimér
biiylimesini ve metastaz insidansin1 azalttifi ancak yaslanmayla birlikte melatoninin
iretimindeki azalma sonucu yaslilarda kanser sikliginin arttigi gosterilmistir (31, 75).
Tiimor inhibisyonunun yaninda melatoninin, serbest radikalleri ortadan kaldirarak
serbest radikal aracili DNA hasarinin azaltilmasi ile de yeni timor olusum insidansini
azaltmaya katkida bulundugu gosterilmistir (31, 76).

Melatoninin 6zellikle meme tiimorleri (77) ve kolon tiimorleri (78) tizerindeki
inhibitor etkisi iyi bilinmektedir. Meme, prostat, uterus, akciger ve kolorektal
kanserleri olan insanlarda azalmis melatonin seviyesi tespit edilmistir (79). Son
calismalar gostermistir ki pinealektomi’de (80, 81) oldugu gibi, siirekli 1513a maruz
birakilmak da (82) bazi rat tiirlerinde meme tiimorii olusmasini artirmaktadir (83).

Melatonin fizyolojik konsantrasyonda kiiltiir ortaminda hiicre proliferasyonu
ve invazyonunu inhibe eder. Anisimov ve ark.lar1 disi farelerde meme kanserinde
melatoninin inhibitor etkisini gostermislerdir. Subkutan olarak 50 pg/giin dozda
melatonin verilen ratlarda tiimor boyutlart % 51 oraninda azalmistir (84). Meme
kanseri hiicreleri iizerinde yapilan caligmalarda melatoninin Gstrojen yanit yolagini da
diizenledigi gosterilmistir (85). Meme kanseri hiicre kiiltiirlerinde yapilan bir calisma
gostermistir ki melatonin, aromataz enzim inhibisyonu ile antidstrojen etki
gostermektedir. Boylece hormon reseptor pozitif meme kanserinden korunmada ve
tedavisinde melatoninin etkili olabilecegi bildirilmistir (86, 87).

Melatonin, ayrica meme kanser hiicrelerinin gelisiminin diizenlenmesindeki
niikleer reseptorlerin (ERa, GR ve RAR) transkripsiyonel aktivitesini diizenler ve
dogal ostrojenler ve xenoostrojenler ile indiiklenen ekspresyonu ve telomeraz
aktivitesini inhibe eder (88). Ayrica, hiicre siklusundaki G1-S faz gecisini
geciktirerek, normal ve kanserli hiicre baglantilarini iyilestirerek ve intraselliiler
redoks durumunu degistirerek tiimordeki anjiogenezisi azaltir (31, 76).

Meme kanseri etyolojisinde bir¢cok faktor suglanmasina ragmen gece vardiyali
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calisan kadinlarda 1sikla melatoninin supresyonuna bagli olarak meme kanseri
goriilme insidansinin artmasi meme kanserinde melatonin eksikliginin sorumlu
olabilecegini gostermistir (89). Gece vardiyali calisan premenopozal kadinlarda
yapilan bir calismada da yiiksek diizeylerde stradiol seviyesinin tersine idrar aMT6S
konsantrasyonunun %356 oraninda azaldigr gosterilmistir (90). Melatonin kolon
kanserlerinin diferansiasyonunu artirirken tiimoriin cesitlilik ve biiyiikliigiinii inhibe
eder (43).

Melatoninin melanoma {izerindeki etkileri de incelenmistir. Milimolar ve
mikromolar seviyelerde uygulanan melatoninle yapilan c¢alismalardan birinde
milimolar diizeydeki melatonin, B7 melanoma hiicre cizgisinin proliferasyonunu
inhibe ederken, mikromolar diizeydeki melatonin, bu hiicrelerin proliferasyonunu
stimiile ettigi bulunmustur. Ancak yapilan bazi ¢aligmalarda da bunu desteklemeyen,
mikromolar konsantrasyonlarin proliferasyonu inhibe ettigi sonuclar da alinmistir.
Bunun sebebi tam anlasilamamasina ragmen biiyiikk ihtimalle melatonin
reseptorlerinin (MT1 ve MT2) ayrica melanoma hiicreleri iizerinde lokalize diger
resptorlerle ilgili olabilecegi iizerinde durulmustur. Diger farkli kanser tipleri (over,
mide, oral kavite, endometrium, karaciger vb.) iizerinde yapilan cogu calismada ise
melatoninin neoplastik hiicrelerin proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (43,
52).

Oksidatif stres karsinogenezin bircok asamasinda belirgin bir rol oynar.
Reaktif oksijen tiirleri niikleik asitler, lipidler ve proteinlerin oksidasyonuna yol
acarak DNA iizerinde istenmeyen degisikliklere ve bdylece neoplastik degisikliklerin
baslamasina yol acar (52). Giiniimiizdeki calismalar melatoninin antikanser
mekanizmasinin onun, antiproliferatif, antioksidan etkisi ve konak {izerindeki
immiinstimiilator etkisine bagh olarak gerceklestigini gostermektedir (33). Fizyolojik
ve farmakolojik konsantrasyonlarda bircok hiicre kiiltiiriinde ve in vivo sistemde
antioksidatif korunma yaptig1 gosterilmistir (85).

Kanser hastalarinda melatonin kullanilarak sonuglarinin degerlendirildigi
calismalar, melatoninin sadece hematopoezi desteklemedigi, ayn1 zamanda kanser
kemoterapisinin verimliligini boylece hastalardaki yasam siiresini ve kalitesini
artirdigin1  gostermistir (31). Melatoninin sisplatin, etoposid, antrasiklinler, 5-

florourasil vb kemoterapetik ajanlarin toksisitesini azalttigi (91) gibi radyoterapi
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sirasinda tedaviye eklendiginde radyoterapinin yan etkilerini azalttigi, yasam siiresini
artirdig1 gosterilmistir (92). Bu konuda yapilan ¢alismalarin sonucunda ¢agimizin en
¢ok goriilen ve en ¢ok oOldiiren hastaliklardan biri olan kanser tedavisinde daha biiyiik
basarilar gosterilecektir.

1.2.2.4. Yaslanma ve Melatonin

Yaslanma tiim canlilar i¢in bir takim molekiiler degisikliklerin ve fonksiyonel
bozulmalarin goriildiigli, patolojilerin arttigi kacimilmaz bir durumdur. Yapilan
calismalar melatonin hormonunun da yashlikta miktar1 degisen hormonlardan biri
oldugunu gostermistir. Melatonin sekresyonunun yasla birlikte azalmasinin pineal
bezdeki kalsifikasyona bagli olabilecegi iizerinde durulmaktadir (93). Yasa bagh
olarak immiin sistemdeki bozulma 60’11 yaslar civaridir ki bu da melatonin
seviyesindeki azalmanin basladigi donemle uyumludur. Melatoninin gece/ giindiiz
ritmi de yaghlarda genglere gore bozulmustur. Kognitif, psikolojik ve sosyal
bozukluklar ve uyku bozukluklar1 artar. Immiin sistem zayiflar, kanser, enfeksiyon
hastaliklar1 ve dejeneratif hastaliklarin gériilme ihtimali artar (94, 95).

Yasla birlikte T ve B lenfositlerindeki progresif azalma, NK hiicre
fonksiyonlarinda yetersizlik, yaslanmayla artan bazi1 hastaliklarda sorumlu olarak
goriinmektedir. Yine yaslanma ile birlikte makrofaj ve graniilositlerde bozulma ve
hiicreici fagositik aktivite ile degraniilasyonda azalma, kemotaktik ve fagositik
aktivitede azalma goriilmektedir. Ayrica yaslanma ile viicudun strese karsi yaniti
azalir. Bazi hormonlar immiin fonksiyonlarin korunmasinda 6nemlidir. Endokrin
sistem ve immiin sistem arasindaki ilgi normal insan fizyolojisi ve yasla ilgili
dejeneratif hastaliklar acisindan Onemlidir. Yasla birlikte azalan Growth hormon,
ostrojen, dehidroepiandrosteron ve dzellikle de melatonin hormonlar1 immiin yaniti
artirmak ag¢isindan ¢ok Onemlidir (94). Ancak kadinlarda menopoz doneminde
melatonin seviyesinde gecici bir yiikselme goriilmiis ki bunun da Ostrojendeki
belirgin azalma ile ilgili oldugu diisiiniilmiistiir (96).

Biitiin bunlarin sonucunda melatonin kullanilmasi ile yaslanmanin geciktirilip
yasam kalitesinin ve siiresinin uzatilabilecegi fikrini akla getirmis ve bu konuda bazi
calismalar yapilmistir. Anisimov ve ark.larinin yasam siiresi yaklasik 30 giin olan ve
meyve sinegi olarak bilinen Drosophilia melanogaster’in strain HEM tipi iizerinde

yaptigi calismada, 2.-3. larva donemlerinde beslenme ortamlarina 100 pg/ml
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melatonin eklenmis ancak yasam siiresi tizerine bir etki gosterilememistir (97). D.
melanogaster wild strain Canton-S tipinde ise yine larva donemlerinde beslenme
ortamina 800 pg/ml melatonin eklenmis ve ortalama yasam siiresi erkeklerde
%10’dan %18,5’a, disilerde ise %2,3’ten %12,1’e degismistir (98). Bununla birlikte
D. melanogaster Oregon wild strain tipinde ise 100 pg/ml konsantrasyonda beslenme
ortamina eklenen melatonin, bunlarda belirgin olarak yasam siiresini uzatmistir.
Maksimum hayat siiresi kontrollerde 61,2 giin iken melatoninle beslenen grupta 81,5
giin olarak tespit edilmistir (99). Melatoninin, meyve sineklerinin biitiin hayat
siirelerinde yiyeceklerine eklendiginde ise anlamli sekilde yasam siirelerini uzattigi
tespit edilmistir (43). Ancak bu konuda halen kesin sonuclar bildirecek yeterli
calismalar mevcut degildir.

1.2.2.5. iskelet Sistemi ve Melatonin

Melatonin farmakolojik dozlarda insan osteoblastlarinda proliferasyonu ve
alkalen fosfataz aktivitesini stimiile eder. Ayrica tip 1 kollajen, osteopontin, kemik
siyaloprotein ve osteokalsin i¢in mRNA’nin ekspresyonunu doz bagimli olarak artirir
ve in vitro olarak mineralize matriks formasyonunu stimiile eder (100). Melatoninin
klinik olarak etkileri de arastirnlmis ve civcivlerde yapilan deneysel pinealektomi
sonrasi insanlardaki idiyopatik skolyoza benzer spinal deformiteler goriilmiis (101) ve
bundan melatoninin eksikligi sorumlu tutulmus, daha sonra pineal bezin
otogreftlenmesi ve melatoninin yerine konmasi ile pinealektomize tavuklarda skolyoz
gelisimi Onlenmistir (102). Machida ve ark. da stabil skolyozlu ve saglikli bireylere
kiyasla progresif skolyozu olan bireylerde serum melatonin seviyesinin belirgin
olarak diisiik oldugunu gostermislerdir (103). Brodner ve ark.larinin 9 vakalik bir
hasta grubu {izerinde yaptiklar1 caligmada ise kontrol grubuna kiyasla serum
melatonin ve iiriner 6-hidroksi-melatonin-siilfat atiliminda istatistiksel olarak anlaml
bir farklilik tespit edilememis ve boylece addlesan idiyopatik skolyoz etiyolojisinde
melatonin eksikliginin bir faktor olabilecegi hipotezi dogrulanmamistir (104).

Ayrica melatonin in vitro olarak kortikosteroid ile tedavi edilen ratlarin kemik
orneklerinde artmis kalsiyum alinimin inhibe ettigi gosterilmistir (105). Melatoninin
kemiklerdeki osteoklastik aktiviteyi Onlemesi de muhtemelen melatoninin
antioksidant aktivitesine bagh olarak olusmaktadir (34). Melatonin eksikliginin

postmenopozal osteoporozda da rol oynadig: ileri siiriilmiistiir (106). Kesemenli ve
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ark.lann travmatik beyin hasarli hastalarda erken ve asin kemik iyilesmesi ile
hipertrofik kallusun, beyin omurilik sivisinda bulunan yiiksek melatonin ile ilgili
olabilecegi hipotezini ileri siirmiislerdir (107).

1.2.2.6. Kardiyovaskiiler Sistem ve Melatonin

Kalp, giiniin farkli saatlerinde farkli cevresel ve fizyolojik kosullara bagh
olarak uyum gosterir. Bu uyumda da periferik ve santral kaynakli bircok néronal ve
hormonal faktoriin rolii vardir. Kardiyovaskiiler sistemde kalp hizi, kan basinci ve
vaskiiler tonusta sirkadiyen degisiklikler goriilmektedir. Gece kalp hizi, kan basinci
ve vaskiiler tonus azalir. Kardiyovaskiiler sistem sirkadiyen ritmine bagl olarak belli
donemlerde kardiyak ve serebral olaylarda artis meydana gelir. insanlarda gece 151k
uygulamasi ile kalp hizinin sirkadiyen ritminin bozuldugu goriilmiis ve melatoninin
de kalp hizinin sirkadiyen ritmi iizerine etkisi oldugu gosterilmistir (108, 109).
Melatoninin hem saglikli bireylerde hem de hipertansif hastalarda sistolik ve
diyastolik kan basincim diisiirdiigii gosterilmistir. Melatonin uygulanmasindan sonra
kan basincindaki diigmenin pulse index ve norepinefrin seviyelerinin diigmesi ile ilgili
oldugu bildirilmistir. Bu etkinin sempatik sistem inhibisyonuna ve postsinaptik a-1
adrenerjik reseptor blokajina bagli oldugu da diistiniilmektedir (110). Hipertansif
tedaviye gece melatonin eklenmesi kan basincinin daha fazla diismesini saglamistir.
Ancak Nifedipin ile birlikte yapilan calismalarda ise melatonin tam tersi etki
gostererek kan basincini ve kalp hizini artirdigi gosterilmistir. Bu ¢alismalarin sonucu
olarak hipertansif hastalarin kontrolsiiz melatonin kullanmalan engellenmelidir. Bu
konuda daha ileri calismalara ihtiya¢ vardir (111, 112).

Koroner arter hastalarinda yapilan calismalarda da, kontrol grubuna gore
koroner hasta grubunda gece melatonin ve idrar 6-siilfatoksimelatonin diizeyleri daha
diisiik olarak bulunmustur (113, 114).

1.2.2.7. Melatoninin Diger Etkileri

Melatonin viicut 1s1sim1 diizenler. Viicut 1s1s1 da sirkadien bir ritm gosterir ve
uyku sirasinda viicut 1s1s1 en diisiik seviyededir (115).

Insanlarda uyku zamaninin ve nokturnal melatonin salintmindaki artisin ilgisi
uykunun diizenlenmesinde melatoninin gerekliligini diisiindiirmiistiir (34). Calismalar
melatoninin uykuya dalis hizini, uykunun siiresini ve kalitesini artirdigim da

gostermistir. Bu etkileri de muhtemelen glutamik asit tretimi ve glutamat
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reseptoriiniin  diizenlenmesi ve y-amino-n-butirik asit (GABA) reseptor
potansiyalizasyonu yolu ile olmaktadir (85). Bu nedenle giiniimiizde uyku bozuklugu
tedavisinde de kullanilmaktadir.

Kluster tipi bas agris1 ve migren tedavisinde de basarili sonuclar alinmis ve
bunun da melatoninin antiinflamatuar etkisi, NO sentaz aktivitesi, GABA reseptor
potansiyalizasyonu ve glutamat norotoksisitesinin inhibisyonu aracilign ile ilgili
oldugu ileri siiriilmiistiir (85). Dogal analjezik 6zelligi ve santral sinir sistemi iizerine
depresan etkisi aracilifi ile de kanser agrilarimi azaltti§i klinik c¢aligmalarla
gosterilmistir (116).

Melatoninin otoimmiin hastaliklarla da ilgisinin oldugu ornegin; romatoid
artritli hastalarin saglikli bireylere gore nokturnal melatonin seviyesinin daha yiiksek
oldugu gosterilmistir (34).

Tekbas ve ark.lar1 da yapmis olduklan ¢alismada melatoninin gram negatif
mikroorganizmalar iizerine antimikrobiyal etkinligi oldugunu gostermislerdir (117).

Giiniimiizde melatonin, uyku bozuklugu ve jet lag tedavisinde populer bir
tedavi yontemidir. Baz1 calismalar epilepsi, tinnitus ve migren gibi hastaliklarda da
basarili oldugunu gostermistir. Ayrica epilepsi, Parkinson hastaligi, stres, kan
basincini ve seksiiel yasami diizenlemede, noro-dejeneratif bozukluklarda, depresyon,
otoimmiin hastaliklarda, immiin fonksiyon zayiflifinda, antioksidatif korunmada da
basarili oldugu iddia edilmektedir (85).

1.2.2.8. Melatonin ve Melatonin Siilfat Olciimiinde Kullamlan Analitik

Yontemler
1.2.2.8. 1. Melatonin Olciim Yontemleri
1.2.2.8.1.1. Radyoimmiinassay (RIA): Bagsiklik reaksiyonlarinin

spesifikligini radyokimyasal yoOntemler ile birlestiren bir analiz ydntemidir. Bu
metodda hormon tayininde siklikla I'** olmak iizere bir radyoaktif element kullanilir.
Deney ortamina Olciilmek istenen hormonun antikoru, I'” ile isaretli hormon ve
isaretsiz hormon konulur. Isaretli antijen ile isaretsiz antijen (6l¢iilmek istenen
hormon) antikora baglanmak icin yansirlar. Calisma sonucunda tiipteki sivi kisim
dokiiliir, tiip cidarina bagli olan isaretli Ag-Ab kompleksi ve isaretsiz Ag-Ab
kompleksi kalir. Bu kompleksdeki ' in yaymis oldugu gama 1sinlari gama sayicida

sayilir. Sayillan miktar serumdaki hormon miktar1 ile ters orantilidir. Ciinkii
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serumdaki isaretsiz antijen miktar1 arttikca isaretli antijenin antikor ile yapacagi
kompleks miktar1 azalir. Yontem melatonin Olciiliimiinde de yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ornegin Kulczykowska ve ark.lari yaptiklari calismada serum
melatonin diizeylerini ticari kit kullanarak RIA yontemi ile Ol¢gmiiglerdir. Bu
yontemde melatonin ekstraksiyonu icin, Octadecyl C;g Speedisk solid faz
ekstraksiyon (SPE) kolonlar1 kullanilmustir. Olgiilebilir en diisiik konsantrasyon 3.0
pg/mL dir ve sirasiyla giin ici ve giinlerarasi tekrarlanabilirligi sirasi ile %8,1 ve 14,9
dur (118).

1.2.2.8.1.2. Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA): Teknigin
prensibi RIA’da oldugu gibi Ag-Ab arasindaki reaksiyona dayanir. RIA’ya alternatif
olarak gelistirilmistir. Ancak RiA’dan daha az hassastir ve deneysel islemleri daha
uzundur. Avantaj olarak radyoaktivite tehlikesi yoktur. Burada isaretli Ag’in
hazirlanmasinda isaretleyici olarak enzim kullanilir. Reaksiyon tamamlandiktan sonra
ortama bir substrat eklenerek spektrofotometrik olarak enzim aktivitesi Olgiiliir.
Enzim aktivitesi ile tayin edilmek istenen madde arasindaki iliskiden analitin
konsantrasyonu Olciiliir. ELISA yontemi de melatonin Olgiimiinde siklikla
kullanilmaktadir. Ornegin Venkataraman ve ark.lar1 yaptiklari calismada serum
melatonin diizeylerini ELISA yontemi ile Olgerken her bir 6rmek C18 SPE
kolonlardan gecirilmistir. Melatonin Ol¢iimiinde sensitivite 1,6 pg/mL olarak
bulunmus, sirastyla giin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirlikleri 8,8— 151,7 pg/ml ve
5,6-134,3 pg/ml olarak bulunmustur (119).

1.2.2.8.1.3. Gaz Kromatografisi- Kiitle Spektofotometrisi (GC-MS): Bir
karisimdaki gaz halinde bulunan veya kolayca buharlastirilabilen bilesenlerin
birbirinden ayrilmasi amaci ile kullanilan kromatografiye gaz kromatografisi denir.
Haraketli faz helyum, argon gibi bir gazdir. Burada oOl¢iilmek istenen analit gaz
fazindadir. Gaz kromotografisinin kiitle spektrometresi ile eslestirilmesi sonucu ise
GC-MS olusturulur. Bu yontemde olg¢iilebilir en diisiik konsantrasyon 0,5 pg/mL’dir
ve 200 pg/mL’ye kadar linearite devam etmektedir (120).

1.2.2.8.14. Yiiksek Basinch Sivi Kromatografisi (HPLC): Sivi
kromotografisi hareketli fazin sivi, sabit fazin ise siv1 veya kati oldugu kromatografi
cesididir. Hareketli faz sabit fazin icinden gectikce ¢Oziinmiis molekiiller iki faz

arasinda dagilir ve sabit faza daha az ilgisi olan ¢oziinmiis yapilar daha cok ilgisi
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olanlara oranla hareketli fazda uzun siire kalirlar. S1vi kromatografide sabit faz kiiciik
caph partikiillerden olustugunda ise yiiksek basingli sivi kromatografisi olarak
adlandirilir. HPLC cihaz diger sivi kromatografisi cihazlardan kolon giris ve ¢ikigh
arasinda olusturulan yiiksek basing nedeni ile farklilik gosterir. HPLC’de ki baglica
ayirim mekanizmalari; iyon degistirici, partisyon (normal veya ters faz), adsorbsiyon,
afinite ve eleme prensiplerine dayalidir. Rizzo ve ark.larmin yaptiklan bir ¢alismada,
HPLC yontemi ile plazma ve beyin omurilik s1visinda melatonin dl¢iimiinde floresan
dedektor, elektrokimyasal dedektor ile Extrasil ODS-2 analitik kolon ve mobil faz
olarak da 25 mM sodyum asetat- asetonitril (72/28, v/v) (pH: 5) kullanilmstir.
Eksitasyon dalga boyu 275 nm, emisyon dalga boyu 345 nm, akim hiz1 1 mL/dk dir.
Melatonin ekstraksiyonu i¢in 1mL Ornek kapasiteli Chem-Elut hidromatriks
ekstraksiyon kolonlar1 kullanilmistir. Sonuclar eksternal standarda gére hesaplanmig
ve calismanin sonucunda saptanabilir en diisiik deger 0,5 pg/mL olup 500 pg/mL’ye
kadar linearite devam etmistir. Giin ici ve giinler arasi tekrarlanabilirlik sirasi ile %
3,24 ve 9,4 olarak bulunmustur (121).

Romsing ve ark.larinin yaptiklar calismada ise plazma melatonin 6l¢iimiinde
floresan dedektor ile Waters Symmetry Shield RP18 analitik kolon ve mobil faz
olarak da 0.01 M asetonitril-fosfat tamponu (25/25, v/v) (pH: 7,2 ) kullanmilmistir.
Eksitasyon dalga boyu 285 nm, emisyon dalga boyu 345 nm, akim hiz1 1 mL/dk dur.
Melatonin ekstraksiyonu icin 3 mL 6rnek kapasiteli Waters Oasis HLB SPE kolonlari
kullanilmigtir. Calismada eksternal standart ile internal standart (5-florotriptamin) da
kullanilmistir. Caligmanin sonucunda saptanabilir en diisiik deger 0,1 nmol/L olup 5,0
nmol/L’ye kadar linearite devam etmistir. Giin ici tekrarlanabilrlik % 1,9 ile 13,2
giinler aras1 tekrarlanabilirlik ise % 4,5 ile 18,1 bulunmustur (122).

HPLC yontemleri yeni solid faz ekstraksiyon yontemi ile plazmadaki endogen
interferansi1 elimine eden Onde gelen bir metoddur. Diger yontemlere gore daha
sensitif ve daha spesifiktir. Biz de bu nedenlerden dolayr melatonin diizeylerinin
Olctimii icin HPLC yontemini tercih ettik.

1.2.2.8.2. Melatonin Siilfat Ol¢ciim Yontemleri

Melatonin siilfat ise ELISA (123), HPLC (124), RIA (125) yontemleri ile
Olciilebilir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Calisma Grubu

GATA Gogiis Hastaliklan AD. Bagskanlhiginca 28.02.2008 - 03.11.2008
tarihleri arasinda TB siiphesi ile yatirilan 43 hasta degerlendirildi. Bu hastalardan
ARB (+) ve Kkiiltiir (+) olup ilk kez TB tanist alan 31 hasta ¢alismaya dahil edildi.
Hastalarin hepsi erkek ve ortalama yas1 22,9+3,8 yil, yas aralign 20 — 32 yil idi.
Bilinen kronik bir enfeksiyonu ve sistemik hastalig1 olmayan saglikli 31 erkek kontrol
grubu olarak alindi. Kontrol grubunun ortalama yas1 23,6+3,4 y1l ve yas araligr 21-31
yil idi.

Bu calisma icin GATA Etik Kurulu tarafindan 22 Subat 2008 tarih ve Y.ETIK
KRL.:1491-532-08 sayili etik kurul karar ile amag, yontem ve yaklagim bakimindan
etik ilkelere uygun olduguna dair izin alinmistir Calisma ve kontrol grubunu
olusturan bireyler, kendilerine yoneltilecek sorular ve yapilacak islemler konusunda
bilgilendirilmis ve tiim bireylerden “hasta onam belgesi” alinmistir.

Calisma ve kontrol grubunu olusturan biitiin bireylere yas, cinsiyet, boy, kilo,
sigara kullanimi, ila¢ kullanimi, sistemik hastalik, uyku bozuklugu, dikkat eksikligi
olup olmadig1 ayrica hasta grubuna TB tanisini ilk ne zaman aldigi, tan1 sonrasi tedavi
alip almadigi, yakinmalarn ve siiresi ile ilgili sorular yoneltilmistir. Elde edilen veriler
ile bireylerin ¢calismaya dahil edilip edilmeyeceklerine karar verilmistir.

2.2. Orneklerin Toplanmasi ve Yapilan Olciimler

2.2.1. Kan Orneklerinin Toplanmasi

Kontrol ve caligma grubunu olusturan bireylerden 8-10 saatlik ag¢ligr takiben
sabah 082 - 09% saatleri arasinda rutin takip kanlari ile birlikte 2 adet Etilen diamin
tetraasetikasit (EDTA)’l1 tiipe vendz kan alindi. Alinan kan orneklerini iceren tiipler,
3500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilip, serum ve plazmalar1 ayrildi ve ayrilan
plazmalar porsiyonlanarak calismaya kadar -80°C’de derin dondurucuda saklandi.

2.2.2. idrar Orneklerinin Toplanmasi

24 saatlik idrar 6rnekleri toplandi, hacimleri 6lgiildii ve 10 ml’lik idrar
ornekleri porsiyonlanarak calismaya kadar -80°C’de derin dondurucuda saklandi.
Bunun i¢in hastalardan idrar toplanacag: giinden 3 giin 6ncesinden baslayarak kafein
ve alkol iceren icecekleri (¢ay, kahve, kola, enerji icecekleri, bira, alkol vs.)

almamalan istendi. Hastalardan sabah ilk idrarlarin1 attiktan sonra ertesi giin sabahki
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ilk idrarlarimi da ekleyerek idrarlarimi biriktirmeleri ve aym giin getirmeleri istendi.
Bu siiregte idrarlarini giines 1s181indan koruyarak saklamalari istenildi.

Kan ve idrar ornekleri 1siktan etkilenebilece§i icin saklama anmina kadar
miimkiin oldugu kadar 1siktan korundu. Alinan kan 6rneklerinden, plazma melatonin
diizeyleri, serum glukoz, iire, kreatinin, iirik asit, SGOT, SGPT, total bilirubin, direk
bilirubin, ALP, GGT, sodyum, potasyum, klor, kalsiyum, magnezyum, fosfor, total
kolesterol, HDL-kolesterol, VLDL-kolesterol, LDL-kolesterol, trigliserit, demir, total
demir baglama kapasitesi, kortizol, DHEA-SO4, sTs, sT4, TSH, CRP diizeyleri ve
sedimantasyon, tam kan olciimleri yapildi. Idrar drneklerinden ise melatonin siilfat
Olctimleri yapildi.

Plazma melatonin diizeyleri GATA Tibbi Biyokimya AD. HPLC
Laboratuvarinda HPLC yontemi ile idrar 6-hidroksimelatonin siilfat diizeyleri ise
ELISA yontemi kullanilarak olgiildii.

Bireylerin tam kan ve rutin biyokimya analizleri GATA Merkez Biyokimya
Hematoloji, Hormon ve Rutin Biyokimya Laboratuvarlarinda, CRP Ol¢iimii ise
GATA Mikrobiyoloji Laboratuvarlarinda yapildi.

2.3. Kullamlan Cihaz ve Kimyasal Maddeler

2.3.1. Yiiksek Basinghi S1vi Kromatografisi (HPLC) cihaz1 ve ekipmanlar

e AGILENT (Almanya) (Sekil 11).

* Dortlii pompa (Hewlett packward 1050)

* Degazir (Hewlett packward 1050)

* Otomatik 6rnekleme sistemi (AGILENT 1200)
¢ Floresan dedektor (AGILENT 1100)

* Mikroislemci CLASS VP V 6.14 SP1

* Yazici (HP Laserjet 1018)
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Sekil 11. HPLC cihaz1 AGILENT ve ekipmanlari

2.3.2. Kolonlar

* Analitik kolon

C18 hidrokarbon zincirine bagl silika iceren, partikiil biiyiikliigii 5 um olan,
150 x 4.6 mm boyutlarinda, 150 A, ODS-2 ters faz kolon (Phemomenex Inertsil,
ABD).

* Koruyucu kolon

Analitik kolon ile enjektor modiilii arasina koruyucu olarak; C18 hidrokarbon
zincirine bagh silika iceren, partikiil bilyiikliigii 5 pm olan, 10x4.6 mm boyutlarinda
Waters Spherisorb ODS kartrij ve tutucusu

2.3.3. SPE kolonu (Waters Oasis HLB 1 cc cartridge, ABD)

2.3.4. Ultrasonik banyo (Bandelin Sonorex RK 100, Almanya)

2.3.5. NANOpureUV Saf Su Cihaz1 (Milli-Q, Millipore, Fransa)

2.3.6. pH-metre (Mettler Toledo MP 220, Isvigre)

2.3.7 Santrifiij

* Sogutmasiz santrifiij (Labofug 200 Heraeus, Almanya)

2.3.8. Hassas Terazi (Precisa, Isvicre)
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2.3.9. Ceker ocak (Simsek Labor Teknik, Tiirkiye)
2.3.10. Solvent Siizme Aparati (Waters, Division of Millipore Milford, ABD)
2.3.11. Membran filtre 47 mm, 0,45 p por capinda (Alltech, ABD)
2.3.12. Pipetler
* Otomatik Pipetler (Eppendorf, Almanya)
» Cam pipetler
* Pastor pipeti
2.3.13 Numune Siizme Filtresi
* PTFE, por biiyiikliigii: 0,2 pm, ¢cap1: 13 mm (Sigma-Aldrich, ABD)
2.3.14. Hamilton enjektér (Phemomenex, ABD)
2.3.15.Vorteks (NM 110, Tiirkiye)
2.3.16. Sodyum Asetat (Merck, Almanya)
2.3.17. Metanol HPLC Grade (Merck, Almanya)
2.3.18. Asetonitril HPLC Grade (Sigma-Aldrich, Almanya)
2.3.19. Diklorometan(Sigma-Aldrich, Almanya)
2.3.20. Asetik asit (BPH Limited Poole, 1ngiltere)
2.3.21. Melatonin (Sigma-Aldrich, M5250-106, Cin)
2.3.22. 5-florotriptamin (Sigma-Aldrich, F 7001, Almanya)
2.3.23. Eppendorf tiipii (1000, 1500 pl hacimlerinde)
2.3.24. Cam (10 ml) ve poletilen tiipler (5 ml)
2.3.25. Buz dolab1 ve derin dondurucu (-80°C)
2.3.26. Melatonin Sulfate ELISA kiti (GenWay Biotech Inc. San Diego, CA,
ABD)
2.3.27. ELISA Okuyucu (Synergy HT Multi-Mode Microplate Reader )
2.3.28. ELx50 Microplate Strip Yikayici (BioTek Instruments, GmbH, Bad
Friedrichshall, Almanya )
2.4. Yontemler
2.4.1. Cozeltilerin Hazirlanmasi
2.4.1.1. Mobil Faz (75 mM sodyum asetat / asetonitril (72:28, v/v) (pH: 5).
75 mM sodyum asetat: 6,15 gr sodyum asetat 800 ml HPLC grade suda
¢Oziildii ve hacim 1 It’ye tamamlandi ve bundan 720 ml alindi. Asetonitril’den 280 ml

alindi. Boylece son hacim 1000 ml’ye tamamlandi. Asetik asit ile pH: 5’e ayarlandi.
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2.4.1.2. Melatonin Standarti (12,5; 25; 50; 100; 200 pg/mL)

1/9 (v/v) metanol/HPLC grade su karisgtmi ile InM konsantrasyonunda
hazirlanan stok standart melatonin soliisyonlar1 porsiyonlanarak -80°C’de saklandi.
HPLC grade su ile dilie edilerek 12,5; 25; 50; 100; 200 pg/mL’lik
konsantrasyonlarda 5 adet standart hazirlandi.

2.4.1.3. internal Standart (5-florotriptamin, 50 pM )

1/9 (v/v) metanol/HPLC grade su karisimi ile InM konsantrasyonunda stok
internal standart hazirland1 ve posiyonlandi. Porsiyonlanan stok Internal Standartlar -
80°C’de derin dondurucuda saklandi. Calisma sirasinda giinliik cikarilip 1/9 (v/v)
metanol/ HPLC grade su ile diliie edilerek hazirlanan 50 pM’lik konsantrasyondaki
calisma Internal Standard: kullanildi.

2.4.2. Orneklerin Hazirlanmasi

2.4.2.1.S0lid Faz Ekstraksiyon Kolonlarimin Hazirlanmasi

SPE kolonlar daha iyi bir ayristirmanin saglanmasi i¢in kolonun hazirlanmasi
amaci ile sartlandirildi. Sartlandirmak icin 6nce kolonlara 1 mL metanol, ardindan da
1 mL. HPLC grade su konularak 1 dk 1600 rpm’de santrifiij edilerek sartlandirildi
(Sekil.12).

Sekill12. SPE kolonlarinin hazirlanmasi.
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2.4.2.2. Plazma Melatonin Olciimii i¢cin Ornek Hazirlanmas:

1 mL’lik eppendorf tiipii icerisine 800 pL plazma, 200 pL 50 pM
konsantrasyonunda internal standart konuldu. Toplam 1000 pL’lik icerik 5-6 saniye
vortekslendi. Daha onceden sartlandirilmis SPE ekstraksiyon kolonlaria uygulanan 1
ml’lik 6rnek 1 dk siireyle 1600 rpm’de santrifiij edilerek disart siiziildii. Boylece
Olcmek istedigimiz melatonin ekstraksiyon kolonunda tutulmus oldu. Ekstraksiyon
kolonunda tutulan melatonin, kolona 2 mL Diklorometan uygulanipl dk 1600 rpm’de
santrifiij edilerek ekstrakte edildi ve cam deney tiiplerinde biriktirildi. Daha sonra bu
cam tiipler i¢indeki Diklorometan sicak su icinde ceker ocak altinda benmari usulii
uguruldu. Uzerine 100 pL hacminde mobil faz eklenerek 30 saniye vortekslendi ve
bundan 40 pL. HPLC sistemine enjekte edildi.

2.5. Analiz

2.5.1. HPLC Sisteminin Ozellikleri:

a. Analitik Kolon: Phemomenex Inertsii marka C18 5 pm partikiil
bityiikliigiinde, 150 x 4,6 mm boyutlarinda,150 A, ODS-2 ters faz (RP) kolon
kullanildi.

b. Koruyucu Kolon: Waters Spherisorb ODS, partikiil biiytikliigii Su,10x4,6
mm Kkartrij ve tutucusu kullanildi.

c. Mobil Faz: 75 mM sodyum asetat+asetonitril (72:28, v/v) (pH: 5), izokratik
caligma.

d. Akim hizi: 1 mL /dakika.

e. Enjeksiyon hacmi: 40 pL

f. Floresan dedektor (FLD): Eksitasyon dalga boyu: 275 nm, Emisyon dalga
boyu: 345 nm.

g. Calisma siiresi: 10 dakika.

h. Kalibrasyon: Eksternal standart kullanildi.

2.5.2. Melatonin Eksternal Standart Céozeltisi ile Kalibrasyon

1/9 (v/v) metanol-HPLC grade su karisimi ile 1nM konsantrasyonunda
hazirlanip -80°C’de derin dondurucuda saklanan stok standart melatonin soliisyonlar1
calisma giinii sabah1 derin dondurucudan ¢ikarildi. HPLC grade su ile diliie edilerek
hazirlanan 12,5; 25; 50; 100; 200; pg/mL konsantrasyonlarindaki melatonin

standartlar1 HPLC sistemine enjekte edildi. Elde edilen pik alanlar esas alinarak
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regresyon analizi yapildi ve melatonin standart kalibrasyon grafigi ¢izildi (Sekil 13).

Elde edilen

kalibrasyon

grafigi  kullanilarak  bilinmeyen Orneklere

kromotogramlardan melatonin konsantrasyonlari bulundu.

Melatonin Standart Grafigi

Pik alani (LU)

35
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25 ~

20 A

15 A

10 -

y = 0.1497x + 0.7521
R? = 0.9992

50

100 150 200 250
Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 13. Melatonin standart egrisi.
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Sekil 14. 12,5; 25; 50; 100; 200 pg/mL konsantrasyonlara sahip Melatonin Standartlarina ait kromatogramlarin iist iiste konularak
elde edildigi grafik.
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Sekil 15. A:12,5 B:25 C:50 D:100 E:200 pg/mL melatoninin standartlarina ait kromatogramlar.
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FLDT A, Ex=275, Em=345 (MELAT\18110802.D)
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Sekil 16. Saglikli bir bireye ait plazma melatonin kromatogrami. Bu 6rnekte
melatonin konsantrasyonu 127,05 pg/mL dir. Pik ¢ikis zamam (Retantion time=RT)
5,908 dakikadir.

FLD1 A, Ex=275, Em=345 (MELAT\20110806.D)
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Sekil 17. Tiiberkiilozlu bir bireye ait plazma melatonin kromatogrami. Bu

ornekte melatonin konsantrasyonu 12,85 pg/mL dir. RT 5,951 dakikadir.
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2.5.3. Yontem Validasyonu

2.5.3.1. Melatonin Olciimii i¢in Giin i¢i (Intra-assay) Tekrarlanabilirlik

Giin i¢i tekrarlanabilirlik icin sekiz hastadan kan alinarak (EDTA’h tiipe)
hazirlanan plazma havuzu kullanildi. Ornekler melatonin 6rnek hazirlama
prosediiriine gore hazirlanarak ayni giin igerisinde toplam 10 kez melatonin c¢alisildi.
Giin i¢i tekrarlanabilirlik sonuglar1 ve yiizde degiskenlik katsayisi (% CV) Tablo 1’de
gosterilmistir.

2.5.3.2. Melatonin Olciimii icin Giinler Arasi (Inter-assay)
Tekrarlanabilirlik

Glinler aras1 tekrarlanabilirlik i¢in sekiz hastadan kan alinarak (EDTA’ ] tiipe)

hazirlanan plazma havuzu kullanildi. On giin tekrarlanacak sekilde; melatonin 6rnek

hazirlama prosediiriine gore hazirlanan 6rnekler, -80 C’de derin dondurucuda ¢alisma

zamanina kadar saklandi. Hazirlanan 6rnekler 10 giin boyunca giinliik olarak her giin

bir 6rnek -80 C’deki derin dondurucudan c¢ikarildi ve melatonin Sl¢iimleri yapildi.

Giinler arasi tekrarlanabilirlik sonuglart ve % CV Tablo 1°de gosterilmistir.

Tablo 1. Melatonin dl¢iimil i¢in giin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirlik sonuglari.

Giin Igi Tekrarlanabilirlik Giinler Arasi Tekrarlanabilirlik

Oliim Melatonin ) Melatonin

No konsantrasyonu % CV Giin konsantrasyonu % CV
(pg/mL) (pg/mL)

1 96,29 1.giin 90,12

2 94,85 2.glin 88,44

3 94,56 3.glin 92,88

4 93,90 4.giin 90,92

5 96,05 5.glin 97,89

6 96,58 402 6.glin 83,93 541

7 84,22 7.glin 97,20

8 89,86 8.giin 85,04

9 94,30 9.glin 88,04

10 94,30 10.giin 96,29

Ortalama 93,49 Ortalama 91,07

S.S. 3,76 S.S. 4,93

% CV= Coefficient of Variation (yiizde degiskenlik katsayis1); SS= Standart Sapma
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2.5.3.3. Melatonin Olciimii icin Geri Elde (Recovery)
Asagidaki formiille geri elde hesaplamasi yapildi.

% Geri Elde = Geri Elde Konsantrasyon / Eklenen Konsantrasyon X 100

Geri elde Kons. = Olgiilen kons. — Bazal kons.

Bazal Konsantrasyon hesaplamasi i¢in; melatonin konsantrasyonu (37,4
pg/mL) olciilen 6rnekten 0,25 ml alinip, iizerine 0,25 ml distile su eklendi.

Bazal Kons. =37,4/2 = 18,7 pg/mL

Eklenen Konsantrasyon hesaplamasi i¢in; melatonin konsantrasyonu (100
pg/mL) olciilen standarttan 0,25 ml alinip, iizerine 0,25 ml distile su eklendi.

Eklenen Kons. = 100/ 2 = 50 pg/mL

Daha sonra Bazal Konsantrasyon 6rneginden 0,25 ml alip, bunun iizerine 0,25
ml Eklenen Konsantrasyon dérneginden eklendi. Daha sonra bu karisimin

konsantrasyonu 6l¢iildii. Bu 6l¢iim 67,3 pg/mL olarak bulundu.

Geri Elde Kons. = 67,3 — 18,7 =48,6
% Geri Elde = 48,6 /50 X 100 =% 97,2

Buradan % Geri Elde hesaplandi ve % 97,2 olarak bulundu.
2.5.3.4. Linearite
Melatonin stok standart1 diliie edilip 0,25; 0,5; 1; 10; 20; 50; 100; 200; 400;

600; 800; 1000 pg/mL degerlerinde standartlar hazirlandi. Bu degerlerde linearitenin
devam ettigi tespit edildi (Sekil 18).
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Linearite Grafigi
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Sekil 18. 0,25; 0,5; 1; 10; 20; 50; 100; 200; 400; 600; 800; 1000 pg/mL

konsantrasyonlarina sahip melatonin Standartlart kullanilarak elde edilen linearite

grafigi.

2.5.4. idrar Melatonin Siilfat Diizeylerinin Olciimii

Idrar Melatonin Siilfat Sl¢iimleri icin, Melatonin Sulfate ELISA kiti (GenWay
Biotech Inc. San Diego, CA, A.B.D) kullamlarak kit prosediiriine uygun olarak
calisildi. Absorbanslar Synergy HT Multi-Mode Microplate ELISA okuyucusunda
spektrofotometrik olarak 450 nm’de okutuldu. Plate yikamalarinda ise otomatik
yikayici olarak ELx50 Microplate Strip yikayici kullamildi. Sonuglar pg/24 saat
olarak verildi. Bilinmeyen orneklerin konsantrasyonlari, melatonin siilfat regresyon
analiz grafiginden elde edilen formiil ile hesaplandi. Saptanabilir en diisiik deger 1
ng/mL iken linearite degeri 250 ng/mL idi. Olgiimlere ait giin ici tekrarlanabilirlik
degeri (% CV): % 5,2 - 12,2 ve giinler aras1 tekrarlanabilirlik degeri (% CV): % 5,1 -
14,9 idi. Melatonin siilfat standartlarina ait regresyon analiz grafigi Sekil 19°da

goriilmektedir.
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MELATONIN SULFAT STANDART EGRISi

< 120 - = -85,21Ln(x) + 39,048
[
=100 - R? = 0,9624

Konsantrasyo

0 I I I v 1
20 0 0,5 1 1,5 2

Absorbans

Sekil 19. Melatonin Siilfat standartlarina ait regresyon analiz grafigi

2.5.6. Diger Laboratuvar Parametrelerinin Olciimii

Tam kan: ABX Pentra DX 120 ile ¢aligildu.

Sedimantasyon: SRS 100 ile calisildi.

Rutinler: Rutinler (Kalsiyum, iire v.s.) Olympus AU 2700 otonalizorii,
Hamburg, Almanya ile calisildi

Hormonlar: Modular Analytics E 170 Module, Roche Diagnostics,
Indianapolis, ABD ile ¢alisildu.

2.5.7. istatistiksel Analiz

Veriler bilgisayar ortamina aktarildi ve SPSS v 11,5 for Windows (Chi., Il.,
ABD) paket programu ile istatistiksel degerlendirme yapildi. Tanimlayic istatistikler
ortalama =+ standart sapma, ortanca (en kiiciik-en yiiksek) olarak verildi. Gruplar arasi
karsilastirmada degiskenlere ait dagilim ozellikleri dikkate alinarak bagimsiz gruplara
t Testi veya Mann Whitney U testi kullanildi. Degiskenler arasi dogrusal iliski
(korelasyon) varliginin degerlendirilmesinde Spearman Rho korelasyon testi
kullanildi. P degerinin 0,05’den kiiciik oldugu durumlarda gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark olduguna karar verildi.
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3.BULGULAR

[1k kez tiiberkiiloz tanis1 almis 31 kisi hasta grubu olarak ve 31 saglikli kisi de
kontrol grubu olarak calismaya dahil edilmistir. Hasta grubunda yas ortalamasi
22,9+3,8 yil iken kontrol grubunda 23,6+3.4 yil idi. Hasta ve kontrol gruplarindaki
tiim bireyler erkekti. Her iki grupta yas ve cinsiyet dagilimi ag¢isindan istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmadi. Ancak hasta grubundaki viicut kitle indeksi (VKI)
degerleri (21,1+2,3), kontrol grubuna (24,1+2,7) gore daha diisiiktii (p < 0,001).

3.1. Plazma Melatonin Diizeyleri

Hasta grubunda plazma melatonin diizeyleri 33,17 (7,52-163,41) pg/mL iken
kontrol grubunda 45,20 (19,27-288,99) pg/mL olarak bulundu. Iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark vardi (p =0,037) (Sekil 20).

3007

2507

N
o
o

1

Melatonin (pg/ml)
9

507

T T
Hasta Kontrol
Gruplar
Sekil 20. Hasta ve kontrol gruplarinda plazma melatonin diizeyleri.

*: istatiksel olarak anlaml1 (p< 0,05).

3.2. idrar Melatonin Siilfat Diizeyleri

Hasta grubunda Idrar melatonin siilfat diizeyleri 6,5 (0,2-34,8) ug/ 24 saat
iken kontrol grubunda 21,7 (3,9-99,8) ug/ 24 saat olarak bulundu. Iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark vardi ( p<0,001) (Sekil 21).
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Sekil 21. Hasta ve kontrol gruplarinda idrar melatonin siilfat diizeyleri.

*: istatiksel olarak anlamli (p< 0,05).

3.3. Diger Laboratuvar Parametrelerinin Diizeyleri

Hasta grubunda, kontrol grubuyla karsilastirildiginda sedimantasyon, kortizol,
Iokosit, CRP ve platelet degerleri istatistiksel olarak anlaml1 diizeyde yiiksek bulundu
(Tablo 2).

Hasta grubunda sTs, Hb, albumin ve DHEA-SQO, diizeyleri kontrol grubuyla
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml diizeyde diisiik bulundu (Tablo 2).

sT4 ve TSH degerleri agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

fark bulunamadi (Tablo 2).
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Tablo 2. Hasta ve kontrol gruplarina ait laboratuvar sonuglari.

Degiskenler Hasta grubu (n=31) Kontrol grubu (n=31) P degeri
Plazma Melatonin
. 33,17 (7,52 - 163,41) 45,20 (19,27 — 288,99) 0,037
(pg/mL)
Idrar Melatonin Siilfat
, 6,5 (0,2 — 34,8) 21,7 (3,9 - 99,8) <0,001
(ug/24saat)*
sT, (ng/dL)" 1,32 £0,23 1,34 £0,16 0,696
sTs (pg/mL)° 2,94 £ 0,66 3,50+ 0,39 <0,001
TSH (uWU/mL)* 2,13 (0,26 — 4,43) 1,46 (0,55 — 3,26) 0,055
Kortizol (ug/dL)" 18,89 + 3,97 13,89 + 3,2 <0,001
DHEA-SOy (pg/dL )* 185 (41,6 —519,7) 299,2 (151 - 777) <0,001
Hb (g/dL)° 13,59 + 1,64 15,56 +£ 0,62 <0,001
Lokosit (x10°/uL)° 7,91 + 1,98 6,26 + 1,25 <0,001
Platelet (x10°/uL)* 280 (164 — 481) 223 (147 - 346) 0,004
Albumin (g/dL)° 3,93 £0,59 4,58 £0,22 <0,001
Sedimantasyon
30 (2-95) 2(1-12) <0,001
(mm/saat)®
CRP (mg/L)* 28,2 (2,92 -134,2) 3,21 (1-8,1) <0,001

* Degerler ortanca deger (en diisiik- en yiiksek) olarak ifade edilmistir:

b Degerler ortalama+standart sapma olarak ifade edilmistir.
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3.4. Degiskenler Arasi Dogrusal 1liski (korelasyon) Varhgimin
Degerlendirilmesi

Melatonin ile melatonin siilfat, sT, sT; TSH, kortizol, DHEA-SO,, Hb,
Iokosit, platelet, albumin, sedimantasyon, CRP parametreleri acisindan ve melatonin
siilfat ile sT4 sTs; TSH, kortizol, DHEA-SO4, Hb, l16kosit, platelet, albumin,
sedimantasyon, CRP parametreleri agisindan her iki grupta dogrusal iliski olup
olmadig1 incelendiginde; hasta grubunda melatonin siilfat ile kortizol degerleri
arasinda negatif bir korelasyon (r=-0,482; p=0,006) ve melatonin siilfat ile DHEA-
SO, konsantrasyonlar1 arasinda negatif bir korelasyon (r=-0,353; p=0,049) bulundu.

Diger parametreler arasinda her hangi bir iliski bulunamadi.
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4. TARTISMA

Giiniimiizde melatonin 6l¢iimiinde kullanilan yontemler RIA, ELISA, GC-MS
ve HPLC’dir. En siklikla kullanilan yontemler ise hazir kitlerin kullamldign RIA,
ELISA gibi immiinoassay yontemlerdir (122). Bu immiinoassay yontemlerinde
melatonin molekiilii diger benzer indol yapilt bilesikler ile ¢apraz reaksiyon verdigi
icin bu yontemlerin selektivitesi daha diisiiktiir. GC-MS metodu ise hem sensitif hem
de selektif bir metoddur ancak kullanilan malzemelerin pahali olusu kullanimini
sinirlamaktadir. Ayn1 zamanda bilesiklerin tiirevlerini saptamak i¢in 6rnek hazirlama
siiresi uzundur ve dogru kantitatif degerlendirme i¢in 6zel internal standartlara ihtiyag
oldugundan dolayr pahali bir yontem olmasi nedeniyle pek tercih edilmemektedir
(126).

Melatoninin kendisi dogal olarak yiiksek floresans oOzellik gosteren bir
molekiildiir. Numunedeki melatonini selektif olarak ayrimak i¢in kullanilan SPE
kolonlar1, yiiksek konsantrasyonda dahi endojen indol bilesiklerden melatoninin
ayrilmasinda uygundur (127).

Melatoninle ilgili yapilmis olan calismalar ve kullanilan yontemlere
bakildiginda; melatonin 6l¢timiinde en 6nemli kismi, numune icerisinden melatoninin
ayristirtlmasi olusturmaktadir. Bu nedenle bizim kullandigimiz HPLC yonteminde
ornek hazirlama asamasinda kullanilan SPE kolonlan ile ayrilma islemi, plazmadaki
endogen indol bilesiklerinin interferansini en aza indirecek onde gelen bir metoddur.
Bunun yani sira iyi bir ayristirma yapildiktan sonra 6l¢iim icin kullanilacak olan
yontem de biiyiik 6nem arz etmektedir. Yapilan arastirmalarda hem kolay hem de
ucuz ve hizli olmasi nedeniyle en ¢ok tercih edilen yontemler RIA ve ELISA’dir.
Ancak bilindigi gibi immiinoassayler ile ilgili olarak elde edilen verileri 15181inda; giin
ici, giinler aras1 tekrarlanabilirliklerin ve geri kazanim sonuglar1 kromatografik
yontemler elde edilenlere gore daha yiiksek degerlere sahip oldugu bilinmektedir.
Venkataraman ve ark.larimin serum melatonin diizeylerini ELISA yOntemi ile
Olctiikleri caligmada. giin i¢i, giinler arasi tekrarlanabilirlikleri sirasiyla 8,8— 151,7
pg/mL ve 5,6-134,3 pg/mL olarak olarak bildirilmistir (119). Bu gibi nedenlerden
dolay1 biz melatonin Ol¢iimiinde daha az tercih edilmesine ragmen altin standart ve

referans yontem olarak kabul edilen HPLC yontemini kullandik. Elde ettigimiz
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verilerden giin i¢i, giinler arasi tekrarlanabilirliklerin ve geri kazanim sonuclarinin
¢ok iyi oldugunu gozlemledik.

Yapilan calismalara bakildiginda serum, plazma, tiikiiriik, idrar, cesitli doku
orneklerinde melatonin konsantrasyonlarinin olgiildiigii goriilmektedir. (121, 122,
128). Ancak daha yaygin olarak plazma ornekleri kullanilmaktadir. Biz 6n calisma
olarak hem serum hem de plazmadaki melatonin seviyelerine baktik. Sonug¢ olarak
serum ve plazma seviyelerinin hem birbirine yakin degerlerde olmasi ve RT nin ayn
siirelerde olmasi nedeniyle, sonraki ¢alismalarimizda 6rnek olarak plazma orneklerini
kullandik. Melatoninin diiirinal ritminden dolay1 plazma melatonin 6l¢timleri ile 24
saatlik idrar orneklerinde metaboliti olan melatonin siilfatin 6l¢iimiinii de yaptik.
Hasta grubunda melatonin siilfat diizeyleri kontrol grubuna gore daha diisiik bulundu.
Ancak her iki gruptaki plazma melatonin diizeyleri ile idrar melatonin siilfat diizeyleri
arasinda bekledigimiz korelasyonu bulamadik. Bunun nedeni olarak da melatonin
siilfat diizeylerini 6lgmek icin kullamlan ELISA yonteminden kaynaklandigim
diisiinmekteyiz.

HPLC calismalarina baglamadan 6nce internal ve eksternal standardi birlikte
kullanmaya karar verdik. Bu maksatla melatonine molekiiler yapt bakimindan
benzerlik gosteren cesitli internal standartlar kullamilmaktadir. Biz c¢alismamizda
internal standart olarak S5-florotriptamin’i (Sigma-Aldrich, F 7001) ve eksternal
standart olarak melatonin’i (Sigma-Aldrich, M5250-106) kullandik. Tiim c¢alisma
orneklerine esit miktarlarda internal standart kattigimizda kromatogramlarda 3,2
dakikada internal standarda ait pik goriildii. Ancak calisma Orneklerine eklenen
internal standarda ait piklerin alanlarinin ve yiiksekliklerinin Romsing ve ark.larinin
yaptiklar1 calismadaki sonuglarin (122) aksine, beklenildigi gibi esit pik alanlar1 ve
pik yiiksekliklerini elde edemedik. Bu da bize 5-florotriptamin’in molekiil yapisinin,
ornek hazirlama sirasinda kullandigimiz SPE kolonlarinda ekstraksiyon sirasinda tam
olarak ayrilamadigi ve bu nedenle her numunede farkli pik alan ve yiiksekliklerine
sahip oldugunu gosterdi. Internal standarda ait bu sikintilardan  dolay:
hesaplamalarimizda internal standarti kullanmayip sadece eksternal standarta gore
yaptik. Ayrica Romsing ve ark.larinin ¢alismalarinda (122) belirtildigi gibi ilk once

internal standart1 distile su ile ¢cozdiirerek hazirlamaya calistik ancak ¢oziilmedigini
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goriince 1/9 (v/v) metanol/ distile su ile stok internal standartlar1 hazirlayip daha
sonraki diliisyonlar1 da 1/9 (v/v) metanol/ distile su ile yaptik.

Romsing ve ark.larmin yaptiklann calismada 1,0 mmol/L’lik stok eksternal
melatonin standardi hazirlanip bundan 100, 75 ve 25 nmol/L’lik ¢alisma standartlar
hazirlanmistir (122). Rizzo ve ark.larin yaptiklart ¢alismada (121) ise 1 mg/mL’lik
stok eksternal melatonin standardi hazirlanip bunun diliisyonu ile 0,5-500 pg/mL
arasinda standartlar hazirlanmis. Biz ise 1 nmol/ L’lik stok melatonin standarti
hazirlayip bunun diliisyonu ile 12,5; 25; 50; 100; 200 pg/mL’lik ¢alisma standartlari
hazirladik. Ciinkii insanlardaki normal serum melatonin diizeyleri; giindiiz 10-20
pg/mL iken gece 80-150 pg/mL diizeylerindedir. Hazirladigimiz bu melatonin
standartlan ile standart egrisi ¢izdirdik. Ayrica ¢ok diisiik ve cok yiiksek degerlerde
(0,25-1000 pg/mL arasinda) standartlar hazirlayip linearitenin bozulmadigimi ¢ok
genig bir aralikta dahi linearitenin devam ettigini gordiik. Melatonin 6l¢iimii i¢in giin
ici (n=10) ve giinler aras1 (n=10) tekrarlanabilirlik sonuglart sirasiyla % CV= 4,02;
% CV= 5,41 olarak bulundu. Bu metodla sadece 0,8 mL’lik plazma 6rnekleri ile ¢ok
genig araliklardaki melatonin seviyesinin giivenilir bir sekilde Olciilebilmesi bir
avantajdir. Aym1 zamanda hem 6rnek hazirlama hem de ekstraksiyon isleminin basit
olmasi ve calisma siiresinin 10 dakika gibi kisa bir siire olmasi da ¢alismanin bizlere
sagladig biiyiik avantajlardandir.

Son yillarda tekrar yayginligi artmakta olan ve her yil 7,5 milyon yeni vakanin
eklendigi TB, biiyiik bir saglik sorunu olmaya devam etmektedir (1). Tam ve
tedavisinde onemli mesafeler alinmis olmasina ragmen, halen tiiberkiiloz hastaliginin
kontrol altina alinmasinda rol oynayan immuno-endokrin sistem tam olarak ortaya
konulamamistir. Ancak TB, hiicresel immiin yanit ile kontrol edilebilen bir hiicre ici
enfeksiyonudur ve konagin TB enfeksiyonunu kontrol etme yetenegi, etkin bir
hiicresel immiin cevap olusturmasina baglidir. Hiicresel immiinite; makrofaj, dentritik
hiicre, sitokin ve T lenfosit ile saglanir. Hiicresel immiinitenin spesifitesi, primer
olarak makrofaja degil, T lenfositlerine baglidir (24). Bu sistem icerisinde T
lenfositleri ve hipotalamo-pituiter-adrenal aks etkin olmakla beraber; bu
mekanizmada melatoninin etkisinin olup olmadigi bilinmemektedir. Ancak fizyolojik
olarak melatoninin immiiniteyi artirici etkileri yaklasik 30 yildir bilinmektedir ve

immiin sistem iizerine etkisi ile ilgili yapilan caligmalar ile immiinmodiilator etkisi
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ortaya konulmustur. Bu etkinin Th1 hiicreleri tarafindan salinan sitokinlerle iliskili
oldugu ve melatonin verilmesinin Th1 iiretimini destekledigi gosterilmistir (6). Yine
melatoninin Th (CD4") lenfositlerinin sayisini artirdig1 gibi, monosit (CD14%/CD4")
ve T hiicre aktivitelerini artirarak; NK hiicre aktivitesini artirdigi, graniilosit ve
makrofajlar i¢in 6nciil hiicrelerin (GM-CFU) iiretimini uyardig1 gosterilmistir (33, 62,
63). Yapilan caligmalardan elde edilen veriler 1518inda, immiin sistem {iizerindeki
etkinligini ©zellikle hiicresel immiinite araciligi ile gosteren plazma melatonin
diizeyleri ile TB aktivasyonu ve enfeksiyonun tedavisi arasinda iligski olabilecegini
diisiinmekteyiz. Ancak bugiine kadar yapilmis olan yayinlar incelendiginde; TB ve
melatonin arasindaki bu iliskiyi gosteren bir calismaya rastlanmamistir. Biz de bu
calismamizda, TB ile melatonin arasinda iliski olup olmadigim1 gostermeyi
amagladik. Bu maksatla plazma melatonin diizeylerinin 6l¢iimiinde kullanilacak en
hassas ve altin standart olarak da kabul edilen referans bir yontem olan, HPLC
metodunun laboratuarimizda rutin olarak kullanima girmesini sagladik.

Literatiirde TB enfeksiyonu ile hiicresel immiiniteyi iligkilendiren cok sayida
calisma bulunmaktadir. Bu konuda Dunlop ve ark.larinin yaptiklar1 calismada, CD4"
T hiicrelerinden yoksun birakilan farelerin TB enfeksiyonunu kontrol yeteneklerini
kaybettikleri ve basil sayilarinin giderek arttigi gosterilmistir. Boylece TB
enfeksiyonu ile T hiicreleri arasinda bir iligki oldugunu ortaya koymuslardir (129).
Benzer sekilde Winslow ve ark.lar1 farelerde TB immiinitesinde, CD4" T hiicrelerinin
erken donemde aktive oldugunu ve hastaligin kontroliinde bu aktivasyonun biiyiik bir
oneme sahip oldugunu bildirmislerdir (130). Tiiberkiilozun, kronik persistan patojen
ve immiin cevap potansiyeli arasindaki karsilikli etkilesim neticesinde ortaya ¢iktigi
ve bu mekanizmada T hiicreleri ve sitokinlerin ( IL-12p40, IL-23 ve IL-27 gibi)
birincil rol oynadigi Cooper ve ark.lar1 tarafindan bildirilmistir (131). Liote’nin
yapmis oldugu bir calismada, immiinsupresif ilaglarin kullanilmasinin hastalarda
titberkiilozun ortaya ¢ikmasina neden oldugunu bildirilmektedir (132). Diger taraftan
bazi ulusal veri tabanlarinda (ABD, Ispanya) immiinsupresif ila¢ kullanan hastalarda
(6zellikle steroid kullanan romatoid artritli hastalar) tiiberkiiloz oraninin arttig1 rapor
edilmistir (132).

Tiim bu calismalar TB enfeksiyonunun ortaya ¢ikmasi ve tedavisinde immiin

sistemin, Ozellikle de hiicresel immiin sistemin Onemini gostermektedir. Biz de
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calismamizda immiin modulator bir molekiil oldugu kabul edilen melatonin’in
plazma diizeylerinin, ilk kez TB tamisi alan hastalarda saglikli kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamlh oranda diisiik oldugunu gosterdik. Yine
bu sonugla uyumlu olarak TB grubunda melatoninin bir metaboliti olan idrar
melatonin siilfat diizeyleri, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oranda
diisiik oldugunu gosterdik. Yani degisik nedenlerle immiin sistemin zayif oldugunu
diisiindiiglimiiz tiiberkiilozlu hasta grubunda, immiin sistemi normal olan saglikli
gruba gore melatonin ve melatonin siilfat diizeyleri bekledigimiz gibi belirgin olarak
daha diisiik bulunmustur.

Literatiirde melatoninin organizmanin enfeksiyona cevapta oynadigi rolle
ilgili caligmalar da mevcuttur. Bunlardan birinde Santello ve ark.lar1, Trypanosoma
cruzi enfeksiyonu olusturduklari ratlarda melatoninin immiin sistemi diizenleyici
etkisini aragtirmak icin; enfeksiyondan once ve enfeksiyon olusturduktan sonra ratlara
oral melatonin vermisler. Tedavi verilmeyen ratlara gore Th-1, IL-4 ve 10, TGF -1
proliferasyonu oldugunu gostermigler ve sonu¢ olarak melatoninin Trypanosoma
cruzi enfeksiyonunun tedavisinde immiin diizenleyici bir etkiye sahip oldugu
sonucuna varmiglardir (133). Santello ve ark.lari da benzer sekilde Trypanosoma
cruzi enfeksiyonunda melatoninin immiin diizenleyici etkisini TNF-a, INF-y, IL.-12,
Nitrik oksid (NO) ve makrofaj sayisi ile degerlendirmislerdir. Calismada enfeksiyon
sonrasi melatonin basladiklar1 grupta, enfeksiyondan bir hafta dnce bagladiklar1 gruba
gore daha iyi sonu¢ aldiklarini ve melatoninin asil immiin diizenleyici etkisini Thl
lizerinden gosterdigini bildirmislerdir (134). Imamoglu ve ark.lar1 piyelonefrit
olusturduklar1 ratlarda antibiyotik ve melatonin kombinasyonu verdikleri grupta,
melatoninin malondialdehit {iretimi ve notrofil infiltrasyonunu engelledigini ve
boylece bobregi hasarlanmaktan ve skar olusumundan korudugunu bildirmiglerdir.
(135). Yavuz ve ark.an da kandida sepsisi olusturduklari ratlarda melatonin
enjeksiyonu yaptiklart grupta, melatoninin immiin diizenleyici etkisi nedeni ile
kandida tedavisine melatonin verilmeyen gruba gore daha iyi sonug¢ aldiklarim
gostermislerdir (136). Bu ¢aligmalar da gostermektedir ki; melatonin 6zellikle Thl
hiicreler ve sitokinler iizerinden hiicresel immiinitenin diizenlenmesinde 6nemli bir
rol oynamaktadir. Bu nedenle yine hiicresel immiin yanit ile kontrol edilebilen bir

hiicre ic¢i enfeksiyon olan TB enfeksiyonu ile ilgili immiinitenitede melatonin bir
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roliiniin olabilecegi diistiniilmektedir. Diisiik plazma melatonin ve idrar melatonin
siilfat diizeylerinin, immiin sistemde bir zayiflamaya neden oldugu ve bu nedenle bu
kisilerde TB enfeksiyonunun ortaya ¢iktigimi diistinmekteyiz.

Gastrointestinal sisteminde goriilen helikobakter pilori (H. Pilori) enfeksiyonu
ile ilgili olarak Klupinska ve ark.larinin yapmis oldugu bir caligmada, asemptomatik
H. Pilori enfeksiyonu olan grupta gece melatonin seviyelerinin, semptomatik H. Pilori
enfeksiyonu (iilser ve iilser benzeri hastalik) olan gruba gore daha yiiksek oldugunu
bildirilmistir. Boylece diisiik melatonin seviyelerinin, sindirim sistemi hastaliklar
patogenezinde bir roliiniin olabilecegi sonucuna varmislardir (137).

Biitiin bu veriler bize melatonin seviyesi ve enfeksiyon hastaliklar1 arasinda
bir iligski oldugunu gostermektedir. Elde ettigimiz sonuclara gore, TB enfeksiyonu ile
diisiik melatonin seviyesi arasinda bir iligskinin oldugu goriilmektedir. Ancak bu
konuda daha ileri ¢alismalar yapilmasina ihtiya¢ vardir. Yapilacak calismalar ile
melatoninin etki mekanizmasinin, enfeksiyondan koruyuculugunun ve tedavideki
etkinliginin ortaya konulmasi, TB ile miicadelede ve tedavisinde yeni ufuklar

acilmasini saglayacaktir.

53



10.

11.

12.

S. KAYNAKLAR

Bottasso O, Bay ML, Besedovsky H, del Rey A. The immuno-endocrine component in
the pathogenesis of tuberculosis. Scand J Immunol 2007;66:166-175.

Dye C, Scheele S, Dolin P, Pathania V, Raviglione MC. Global burden of tuberculosis:
Estimated incidance, prevelance, and mortality by country. JAMA 1999;282:677-686.

Pandi-Perumal SR, Srinivasan V, Maestroni GJ, Cardinali DP, Poeggeler B, Hardeland
R. Melatonin: Nature's most versatile biological signal? FEBS J 2006;273:2813-2838.

Konturek SJ, Konturek PC, Brzozowski T. Melatonin in gastroprotection against stress-
induced acute gastric lesions and in healing of chronic gastric ulcers. J Physiol

Pharmacol 2006;57supl 5:51-66.

Hardeland R, Pandi-Perumal SR, Cardinali DP. Melatonin. Int J Biochem Cell Biol
2006;38:313-316.

Bonilla E, Valero N, Chacin-Bonilla L, Medina-Leendertz S. Melatonin and viral
infections. J Pineal Res 2004;36:73-79.

Olcay Yegin. Tiiberkiiloz immiinitesi. Cocuk Enf Derg 2007:10zel Say1 1:15-22.

Ferraz JC, Melo FB, Albuquerque MF, Montenegro SM, Abath FG. Immune factors
and immunoregulation in tuberculosis. Braz J Med Biol Res 2006;39:1387-1397.

Baris YI . Solunum Hastaliklart Temel Yaklasim. 2. Baski . Istanbul. Tiirkiye Akciger
Hastaliklar1 Vakfi Yayinlari. 1995;147-234.

Fraser RS, Miiller NL, Colman N, Pare’ PD: Diagnosis of the Diseases of The Chest .
Fourth edition. Philadelphia: Saunders Company, 1999;798-848.

Schluger NW. The pathogenesis of tuberculosis: the first one hundred (and twenty-
three) years. Am J Respir Cell Mol Biol 2005;32:251-256.

Schuluger NW, Rom WN. Current Approaches to the Diagnosis of active pulmonary
tuberculosis. Am J Respir Crit Care Med1994;149:264-267.

54



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22,

23.

24.

25.

Dannenberg AM, Tomashefski FJ: Patogenezis of Pulmonary Tuberculosis. Fishman
AP (editor). Fishman’s pulmonary Diseases and disorders. Newyork: McGraw-Hill,

1998;2447-2471.

Ozemsi M: Plevra Tiiberkiilozu. Kocabas A (editor). Tiiberkiiloz Klinigi ve Kontrolii.
1. Baski. Adana, 1991;151-154.

American Thorasic Society: Diagnostic standarts and clasification of tuberculosis in

adults and children. Am J respir Crit Care Med 2000;161:1376-1395.

Alatas F: Tiiberkiilin deri testi. Ozdemir N (editor). Tiiberkiiloz. Eskisehir. Anadolu
Solunum Dernegi, 1997;57-70.

Gumiis S. Akciger grafisine gore tiiberkiiloz kuskusu olan yayma negatif hastalarda
brons lavaji ve transbronsial biyopsinin tanisal degeri. Uzmanlik tezi, Ankara: GATA

Tip Fakiiltesi, Gogiis Hastaliklar1 ve Tiiberkiiloz Boliimii, 2005.

Murray JF, Nadel JN. Textbook of Respiratory Medicine. New York, W.B Sauders
Company,1994: 245-276.

Glassroth J: Diagnosis of Tuberculosis. Lung Biology in Health and Disease. Baltimor.

Elsevier Science Health Science, 1993;43:149-165.

Schlossberg D, Tiiberkiiloz. Tetikkurt C (¢eviren) s:38-46, istanbul, Bilimsel ve Teknik
Yayinlar1 Ceviri Vakfi, 1995.

Ferrer J. Pleural tuberculosis. Eur Respir J 1997;10:942-947.

Haas WD, Des Prez RM . Mycobacterial Diseases . Mandell GL ,Bennet JE, Dolin R
(editors). Princeples and Practice of Infectious Diseases. 4th Edition. New York.

Churchill Livingstone . 1995;2213-2243.

Srinivasan V, Maestroni GJ, Cardinali DP, Esquifino Al, Perumal SR, Miller SC.

Melatonin, immune function and aging. Immun Ageing 2005;29:17-29.

Dannenberg AMJ. Immune mechanisms in the pathogenesis of pulmonary tuberculosis.

Rev Infect Dis 1989;11:369-378.

Deniz O,Yiiksekol I, Cift¢i F, Demirci N. TB plorezisinin ayiric1 tamsinda interferon
gamanin tanisal degeri. Giilhane Tip Dergisi 2001;43:122-126.
55



26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Dannenberg AMIJr. Patogenez ve Immiinoloji: Temel Bilgiler. Schlossberg D.
Tiiberkiiloz. Tetikkurt C (Ceviren). Istanbul. Bilimsel ve Teknik Yaymnlar1 Ceviri
Vakfi, 1995;13-29.

MacMicking JD, Taylor GA, McKinney JD. Immune control of tuberculosisby IFN-
gamma-inducible LRG-47. Science 2003;302: 654-659.

Hawn TR, Dunstan SJ, Thwaites GE, Simmons CP, Thuong NT, Lan NT et al. A
polymorphism in Tollinterleukin 1 receptor domain containing adaptor protein is
associated with susceptibility to meningeal tuberculosis. J Infect Dis. 2006;94:1127-
1134,

Maestroni GJIM, Conti A, Pierpaoli W. Role of the pineal gland in immunity. Circadian
synthesis and release of melatonin modulates the antibody response and antagonizes

the immunosuppressive effect of corticosterone. J Neuroimmunol 1986;3:19-30.

Guerrero JM, Reiter RJ. Melatonin—-immune system relationships. Curr Top Med Chem

2002;2:167-179.

Miller SC, Pandi PSR, Esquifino Al, Cardinali DP, Georges JM. Maestroni, The role of
melatonin in immuno-enhancement: potential application in cancer. Int J Exp Path

2006;87:81-87.

Bonilla E, Valero N, Chacin-Bonilla L, Medina-Leendertz S. Melatonin and viral
infections. J Pineal Res 2004;36:73-9.

Claustrat B, Brun J, Chazot G. The basic physiology and pathophysiology of
melatonin. Sleep Med Rev 2005;9:11-24.

Pandi-Perumal S R, Srinivasan V, Maestroni G J M, Cardinali D P, Poeggeler B,
Hardeland R. Melatonin Nature’s most versatile biological signal? Febs Journal

2006;273:2813-2838.

Konturek SJ, Konturek PC, Brzozowski T. Melatonin in gastroprotection against stress-
induced acute gastric lesions and in healing of chronic gastric ulcers. J Physiol

Pharmacol 2006;57 Suppl 5:51-66.

Reiter RJ. Melatonin: clinical relevance. Best Practice Research Clinical

Endocrinology and Metabolism. 2003;17:273-285.

56



37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

Witt-Enderby PA, Radio NM, Doctor JS, Davis VL. Therapeutic treatments potentially
mediated by melatonin receptors: potential clinical uses in the prevention of

osteoporosis, cancer and as an adjuvant therapy. J Pineal Res 2006;41:297-305.

Lerner AB, Case J D, Takahashi Y. Isolation of melatonin, a pineal factor that lightens
melanocytes. ] Am Chem Soc 1958;80:2057-2058.

Hardeland R, Fuhrberg B. Ubiquitous melatonin—Presence and effects in unicells,

plants and animals. Trends Comp Biochem Physiol 1996;2:25-45.

Chen G, Huo Y, Tan DX, Liang Z, Zhang W, Zhang Y. Melatonin in Chinese
medicinal herbs. Life Sci 2003;73:19-26.

Kelestimur H. insanda Pineal Bezin Fonksiyonlari. Firat Univ Saghk Bil Dergisi
1996;10:141-147.

Arinci K, Elhan A. Anatomi. Ankara. Giines Kitabevi Ltd Sti 1995;368-369.

Anisimov VN, Popovich IG, Zabezhinski MA, Anisimov SV, Vesnushkin GM,
Vinogradova IA. Melatonin as antioxidant, geroprotector and anticarcinogen.

Biochimica et Biophysica Acta 2006;1757:573-589.

Poeggeler B, Thuermann S, Dose A, Schoenke M, Burkhardt S, Hardeland R.
Melatonin’s unique radical scavenging properties-Roles of its functional substituents as

revealed by a comparison with its structural analogs. J. Pineal Res. 2002;33:20-30.
Reiter RJ. Antioxidant actions of melatonin. Adv Pharmacol 1997;38:103-116.

Fourtillan JB, Brisson AM, Fourtillan M, Ingrand I, Decourt JP, Girault J. Melatonin
secretion occurs at a constant rate in both young and older men and women. Am J

Physiol -Endocrinology and Metabolism 2001;280:11-22.

Cagnacci A. Melatonin in Relation to Physiology in Adult Humans. J Pineal Res
1996;21:200-213.

Ustiindag B, Canatan H. Melatonin: Giiglii bir antioksidan ve serbest radikal giderici.

Firat Tip Dergisi 1999;1:7.

Hardeland R, Pandi-Perumal S R, Cardinali D P. Molecules in focus melatonin. The
International J Biochemistry and Cell Biology 2006;38:313-316.
57



50.

51.

52.

53.

54.

5S.

56.

57.

58.

59.

60.

Tan DX, Manchester LC, Reiter RJ, Qi WB, Zhang M, Weintraub ST et al.
Identification of highly elevated levels of melatonin in bone marrow: its origin and

significance. Biochim Biophys Acta 1999;1472:206-214.

Cardinali DP, Glombek DA, Resenstein RE, Cutrera RA, Esquifino Al. Melatonin site
and mechanisms of action: Single or multiple. J Pineal Res 1997;23:32-39

Dziegiel P, Podhorska-Okolow M, Zabel M. Melatonin: Adjuvant therapy of malignant
tunors. Med Sci Monit 2008;14:64-70.

Gilad E, Zisapel N. High-affinity binding of melatonin to hemoglobin. Biochem Mol
Med 1995;56:115-120.

Pandi-Perumal SR, Smits M, Spence W, Srinivasan V, Cardinali DP, Lowe AD, at al.
Dim light melatonin onset (DLMO): a tool for the analysis of circadian phase in human
sleep and chronobiological disorders. Prog Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry

2007;31:1-11.

Korkmaz A, Reiter RJ, Topal T, Manchester LC, Oter S, Tan DX. () Melatonin: an
established antioxidant worthy of use in clinical trials. Mol Med 2009;15:43-50.

Waldhauser F, Weiszenbacher G, Tatzer E, Gisinger B, Waldhauser M, Schemper M,
at al. Alterations in nocturnal serum melatonin levels in humans with growth and aging.

J CI End Met 1998;66: 648—652.

De Leersnyder H, Bresson JL., De Blois MC, Souberbielle JC, Mogenet A, Delhotal-
Landes B, at al. Betal -adrenergic antagonists and melatonin reset the clock and restore

sleep in a circadian disorder, Smith—-Magenis syndrome. J Med Genet 2003;40:74-78.

Mayeda A, Mannon S, Hofstetter J, Adkins M, Baker R, Hu K, at al. Effects of indirect
light and propranolol on melatonin levels in normal human subjects. Psychiatry Res

1998;81:9-17.

Stehle JH, Foulkes NS, Molina CA, Simonneaux V, Pévet P, Sassone-Corsi P.
Adrenergic signals direct rhythmic expression of transcriptional repressor CREM in the

pineal gland. Nature 1993;365:314-320.

Hirata, F, Hayaishi O, Tokuyama T, Senoh S. In vitro and in vivo f.ormation of two

new metabolites of melatonin. J. BiolChem 1974;249:1311-1313.

58



61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

Hardeland, R. Antioxidative protection by melatonin-Multiplicity of mechanisms from

radical detoxification to radical avoidance. Endocrine 2005;27:119-130.

Poon AM, Liu ZM, Pang CS, Brown GM, Pang SF. Evidence for a direct action of

melatonin on the immune system. Biol Signals 1994;3:107-117.

Morrey KM, McLachlan JA, Serkin CD, Bakouche O. Activation of human monocytes
by the pineal hormone melatonin. J Immunol 1994;153:2671-2680.

Castrillon P, Cardinali DP, Pazo D, Cutrera RA, Esquifino Al. Effect of superior
cervical ganglionectomy on 24-h variations in hormone secretion from anterior
hypophysis and in hypothalamic monoamine turnover, during the preclinical phase of

Freund’s adjuvant arthritis in rats. J Neuroendocrinol 2001;13: 288-295.

Maestroni GJ, Conti A, Lissoni P. Colony-stimulating activity and hematopoietic
rescue from cancer chemotherapy compounds are induced by melatonin via

endogenous interleukin 4. Cancer Res 1994;54: 4740-4743.

Reiter RJ, Tan DX, Mayo JC, Sainz RM, Leon J, Czarnocki Z. Melatonin as an
antioxidant: biochemical mechanisms and pathophysiological implications in humans.

Acta Biochim Pol. 2003;50:1129-1146.

Rodriguez C, Mayo JC, Sainz RM, Antolin I, Herrera F, Martin V, Reiter RIJ.
Regulation of antioxidant enzymes: a significant role for melatonin. J Pineal Res

2004;36:1-9.

Sener G, Sehirli AO, Satiroglu H, Uysal MK, Yegen BC. Melatonin prevents oxidative
kidney damage in a rat model of thermal injury. Life Sci 2002;70:2977-2985.

Reiter RJ, Tan DX, Qi W, Manchester LC, Karbownik M,Calvo JR. Pharmacology and
physiology of melatonin in the reduction of oxidative stress in vivo. Biol Signals

Recept 2000;9:160-171

Pieri C, Marra M, Moroni F, Recchioni R, Marcheselli F. Melatonin: a peroxyl radical
scavenger more effective than vitamin E. Life Sci 1994;55:271-276.

Tan DX, Hardeland R, Manchester LC, Oeggeler B, Lopez-Burillo S, Mayo JC, at al.
Mechanistic and comparative studies of melatonin and classic antioxidants in terms of

their interactions with the ABTS cation radical. J Pineal Res 2003;34:249-259.

59



72.

73.

74.

75.

76.

71.

78.

79.

80.

Tan DX, Manchester LC, Reiter RJ, Plummer BL, Limson J, Weintraub ST, at al.
Melatonin directly scavenges hydrogen peroxide: A potentially new metabolic pathway

of melatonin biotransformation. Free Radic Biol Med 2000;29:1177-1185.

Tan DX, Reiter RJ, Manchester LC, Yan MT, El-Sawi M, Sainz RM, Mayo JC, at al.
Chemical and physical properties and potential mechanisms: Melatonin as a broad-

spectrum antioxidant and free radical scavenger. Curr Topics Med Chem 2002;2:181—

198.

Maldonado MD, Murillo-Cabezas F, Calvo JR, Lardone PJ, Tan DX, Guerrero JM, at
al. Melatonin as pharmacologic support in burn patients: A proposed solution to
thermal injury-related lymphocytopenia and oxidative damage. Crit Care Med

2007;35:1177-1185.

Mills E, Wu P, Seely D, Guyatt G. Melatonin in the treatment of cancer: A systematic
review of randomized controlled trials and meta-analysis. J Pineal Res 2005;39:360-

366.

Megdal SP, Kroenke CH, Laden F, Pukkala E, Schernhammer ES. Night work and
breast cancer risk: a systematic review and meta-analysis. Eur J Cancer 2005;41:2023-

2032.

Sanchez-Barcelo EJ, Cos S, Fernandez R, Mediavilla MD. Melatonin and mammary

cancer: a short review, Endocr-Relat Cancer 2003;10:153-159.

Anisimov VN. Melatonin and colon carcinogenesis. Bartsch C, Bartsch H, Blask DE,
Cardinali DP, Hrushesky WJM, Mecke D. (Editors) () The Pineal Gland and Cancer.

Neuroimmunoendocrine Mechanisms in Malignancy. Berlin, Springer. 2001;240-258.

Bartsch C, Bartsch H, Karasek M. Melatonin in clinical oncology. Neuro Endocrinol

Lett 2002;30-38.

Blask DE: An overview of the neuroendocrine regulation of experimental tumor
growth by melatonin and its analogues and the therapeutic use of melatonin in
oncology. Bartsch C, Bartsch H, Blask DE, Cardinali DP, Hrushesky WIM, Mecke D
(editors). The Pineal Gland and Cancer. Berlin, Springer. 2001;309-342.

60



81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

Blask DE, Sauer LA, Dauchy RT. Melatonin as a chronobiotic / anticancer agent:
cellular, biochemical, and molecular mechanisms of action and their implications for

circadianbased cancer therapy. Curr Top Med Chem 2002;2:113-132.

Kothari L, Shah PN, Mhatre MC. Pineal ablation in varying photoperiods and the

incidence of 9,10-dimethyl-1, 2-benzanthracene-induced mammary cancer in rats.

Cancer Lett 1984;22:99-102.

Blask DE, Dauchy RT, Sauer LA, Krause JA, Brainard GC. Growth and fatty acid
metabolism of human breast cancer (MCF-7) xenografts in nude rats: impact of
constant light-induced nocturnal melatonin suppression. Breast Cancer Res Treat

2003;79:313-20.

Anisimov VN, Morozov VG, Khavinson VKh, Dilman VM. Correlation of anti-tumor
activity of pineal and hypothalamic extracts, melatonin and sygetin in mouse

transplantable mammary tumor. Vopr Onkol 1973;10: 99-101.

Hoang BX, Shaw DG, Pham PT, Levine SA. Neurobiological effects of melatonin as

related to cancer. European Journal of Cancer Prevention 2007;16:511-16.

Cos S, Martinez-Campa C, Mediavilla MD, Sanchez-Barcel6 EJ. Melatonin modulates
aromatase activity in MCF-7 human breast cancer cells. J Pineal Res 2005;38:136-142.

Sanchez-Barcel6 EJ, Cos S, Mediavilla D, Martinez-Campa C, Gonzédlez A, Alonso-
Gonzédlez C. Melatonin-estrogen interactions in breast cancer. J Pineal Res

2005;38:217-22.

Korkmaz A, Sanchez-Barcelo EJ, Tan DX, Reiter RJ. Role of melatonin in the

epigenetic regulation of breast cancer. Breast Cancer Res 2009;115:13-27.

Srinivasan V, Spence DW, Pandi-Perumal SR, Trakht I, Esquifino Al, Cardinali DP, et
al. Melatonin, environmental light, and breast cancer. Breast Cancer Res Treat

2008;108:339-350.

Schernhammer ES, Rosner B, Willett WC, Laden F, Colditz GA, Hankinson SE.
Epidemiology of urinary melatonin in women and its relation to other hormones and

night work. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev 2004;13:936-943.

61



91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

Lissoni P, Barni S, Tancini G, Ardizzoia A, Ricci G, Aldeghi R, et al. A randomised
study with subcutaneous low-dose interleukin 2 alone vs interleukin 2 plus the pineal
neurohormone melatonin in advanced solid neoplasms other than renal cancer and

melanoma. Br J Cancer 1994;69:196—-199.

Lissoni P, Barni S, Mandala M, Ardizzoia A, Paolorossi F, Vaghi M, et al. Decreased
toxicity and increased efficacy of cancer chemotherapy using the pineal hormone
melatonin in metastatic solid tumour patients with poor clinical status. Eur J Cancer

1999;35:1688-1692.

Lushington K, Dawson D, Kennaway DJ, Lack L. The relationship between 6-
sulphatoxymelatonin rhythm phase and age in self-reported good sleeping controls and
sleep maintenance insomniacs aged 55-80 years. Psychopharmacology 1999;147:111-

112.

Srinivasan V, Maestroni GJM, Cardinali DP, Esquifino Al, Pandi Perumal SR, Miller
SC. Melatonin, immune function and aging. Immunity Ageing 2005;2:17.

Pandi-Perumal SR, Seils LK, Kayumov L, Ralph MR, Lowe A, Moller H, et al.
Senescence, sleep, and circadian rhythms. AgeingRes Rev 2002;1:559-604

Okatani Y, Morioka N, Wakatsuki A. Changes in nocturnal melatonin secretion in
perimenopausal women: correlation with endogenous estrogen concentrations. J Pineal

Res 2000;28:111-118.

Anisimov VN, Mylnikov SV, Oparina TI, Khavinson VK. Effect of melatonin and
pineal peptide preparation epithalamin on life span and free radical oxidation in

Drosophila melanogaster. Mech Ageing Dev 1997;9:781-791.

Izmaylov DM, Obukhova LK. Geroprotector effectiveness of melatonin: investigation

of life span of Drosophila melanogaster. Mech Ageing Dev 1999;106:233-240.

Bonilla E, Medina-Leendertz S, Diaz S. Extension of life span and stress resistance of
Drosophila melanogaster by long-term supplementation with melatonin. Exp Gerontol

2002;37:629-638.

62



100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

Satomura K, Tobiume S, Tokuyama R, Yamasaki Y, Kudoh K, Maeda E, et al.
Melatonin at pharmacological doses enhances human osteoblastic differentiation in
vitro and promotes mouse cortical bone formation in vivo. J Pineal Res 2007;42:231-

39.

Wang X, Jiang H, Raso J, Moreau M, Mahood J, Zhao J, et al. Characterisation of the
scoliosis that develops after pinealectomy in the chicken and comparison with

adolescent idiopathic scoliosis in humans. Spine 1997;22:2626-2635.

Machida M, Dubousset J, Imamura Y, Iwaya T, Yamada T, Kimura J. Role of
melatonin deficiency in the development of scoliosis in pinealectomised chickens.

1995;77-B:134-8.

Machida M, Dubousset J, Imamura Y, Miyashita Y, Yamada T, Kimura J. Melatonin: a
possible role in pathogenesis of adolescent idiopathic scoliosis. Spine 1996;21:1147-
52.

Brodner W, Krepler P, Nicolakis M, Langer M, Kaider A, Lack W, et al. Melatonin and
adolescent idiopathic scoliosis. 2000;82-B:399-403.

Hakanson DO, Bergstrom WH. Pineal and adrenal effects on calcium homeostasis in

the rat. Pediatr Res 1990;27:571-573.

Sandyk R, Anastasiadis PG, Anninos PA, Tsagas N. Postmenopausal osteoporosis is

related to pineal gland functions. Int J Neurosci 1992;62:215-225.

Kesemenli CC, Necmioglu S. The role of melatonin as a link between head injury and

enhanced osteogenesis. Medical Hypotheses 2005;65:605-606.

Scheer FA, Van Doornen LJ, Buijs RM. Light and diurnal cycle affect human heart
rate: possible role for the circadian pacemaker. J Biol Rhythms 1999;14:202-212.

Warren WS, Cassone VM. The pineal gland: photoreception and coupling of
behavioral, metabolic, and cardiovascular circadian outputs. J Biol Rhythms

1995;10:64-79.

Laflamme A, Wu L, deChamplain J. Impaired basal sympathetic tone and alpha 1-
adrenergic responsiveness in association with the hypotensive effect of melatonin in

spontaneously hypertensive rats. Am J Hypertens 1998;11:219-229.
63



111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

Zaslavskaia RM, Komarov FI, Shakirova AN, Teiblium MM, Akhmetov KZ. Effect of
moxonidine monotherapy and in combination with melatonin on hemodynamic

parameters in patients with arterial hypertension. Klin Med 2000;78:41-42.

Lusardi P, Piazza E, Fogari R. Cardiovascular effects of melatonin in hypertensive
patients well controlled by nifedipine: a 24-hour study. Br J Clin Pharmacol 2000;
49:423-427.

Brugger P, Marktl W, Herold M. Impaired nocturnal secretion of melatonin in coronary

heart disease. Lancet 1995;345:1408.

Sakotnik A, Liebmann PM, Stoschitzky K, Lercher P, Schauenstein K, Klein W et al.
Decreased melatonin synthesis in patients with coronary artery disease. Eur Heart J

1999;20:1314-1317.

Hruskesky WJIM. Melatonin cancer therapy. Bartsch C, Bartsch H, Blask DE, Cardinali
DP, Hrushesky WIM, Mecke D, (editors). The pineal gland and cancer. Berlin,
Springer-Verlag, 2000;476-508.

Raghavendra V, Agrewala JN, Kulkarni SK. Melatonin reversal of lipopolysacharides-
induced thermal and behavioral hyperalgesia in mice. Eur J Pharmacol 2000;395:15—
21.

Tekbas OF, Ogur R, Korkmaz A, Kilic A, Reiter RJ. Melatonin as an antibiotic: new
insights into the actions of this ubiquitous molecule. J Pineal Res 2008;44:222-226.

Kulczykowska E, Kasprzak M, Kalamarz H, Kuriata M, Nietrzeba M, Jerzak L, et al.
Melatonin and thyroxine response to pollution in white stork nestlings (Ciconia
ciconia): aspects of rhythmicity and age. Comp Biochem Physiol C Toxicol Pharmacol

2007;146:392-397.

Venkataraman P, Krishnamoorthy G, Vengatesh G, Srinivasan N, Aruldhas MM,
Arunakaran J. Protective role of melatonin on PCB (Aroclor 1254) induced oxidative
stress and changes in acetylcholine esterase and membrane bound ATPases in

cerebellum, cerebral cortex and hippocampus of adult rat brain. Int J Devl

Neuroscience 2008;26:585-591.

64



120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

Fourtillan JB, Brisson AM, Fourtillan M, Ingrand I, Decourt JP, Girault J. Melatonin
secretion occurs at a constant rate in both young and older men and women. Am J

Physiol Endocrinol Metab 2001;280:11-22.

Rizzoa V, Portab C, Moronic M, Scogliod E, Morattia R. Determination of free and
total (free plus protein-bound) melatonin in plasma and cerebrospinal fluid by high-
performance liquid chromatography with fluorescence detection.  Journal of

Chromatography 2002:774:17-24.

Romsing S, Ulfberg J, Bergqvist Y. Determination of melatonin in human plasma with
solid-phase extraction, high-performance liquid chromatography and fluorescence

detection. Scand J Clin Lab Invest 2003;63: 81-88.

Mahlberga R, Tilmanna A, Salewskib L, Kunza D. Normative data on the daily profile
of urinary 6-sulfatoxymelatonin in healthy subjects between the ages of 20 and 84.

Psychoneuroendocrinology 2006;31:634—641.

Minami M, Takahashi H, Inagaki H, Yamano Y, Onoue S, Matsumoto S, et al. Novel
tryptamine-related substances, 5-sulphatoxydiacetyltryptamine, 5-hydroxydiacetyl-
tryptamine, and reduced melatonin in human urine and the determination of those

compounds, 6-sulphatoxymelatonin, and melatonin with fluorometric HPLC. J

Chromatogr B Analyt Technol Biomed Life Sci 2009;877:814-822.

Middleton B. Measurement of melatonin and 6-sulphatoxymelatonin. Methods Mol

Biol 2006;324:235-254.

Covaci A, Doneanu C, Aboul-Enein HY, Schepens P. Determination of melatonin in
pharmaceutical formulations and human plasma by gas chromatography- electron

impact mass spectrometry. Biomed Chromatog 1999;13:431-436.

Torano SJ, Van Rijn-Bikker P, Merkus P,Cuchelaar HJ. Quantitative determination
ofmelatonin in human plasma and cerebrospinal fluid with high-performance liquid

chromatography and fluorescence detection. Biomed Chromatog 2000;14:306—410.

Abe M, Itoh M, Miyata M, Ishikawa S, Sumi1 Y. Detection Of Melatonin, Its Precursors
And Related Enzyme Activities In Rabbit Lens. Exp Eye Res 1999;68:255-262.

Dunlap NE, Briles DE. Immunology of tuberculosis. Med Clin North Am 1993;

77:1235-1251.
65



130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

Winslow GM, Cooper A, Reiley W, Chatterjee M, Woodland DL. Early T-cell

responses in tuberculosis immunity. Immunol Rev 2008;225:284-299.

Cooper AM, Khader SA. The role of cytokines in the initiation, expansion, and control

of cellular immunity to tuberculosis. Immunol Rev 2008;226:191-204.

Lioté H. Tuberculosis, anti-TNF agents and other immuno suppressants: evolution of

preventitive strategies. Rev Mal Respir. 2008;25:1237-1249.

Santello FH, Frare EO, dosSantos CD, Caetano LC, Alonso Toldo MP, doPrado JClJr.
Suppressive action of melatonin on the TH-2 immune response in rats infected with

Trypanosoma cruzi. J Pineal Res 2008;45:291-6.

Santello FH, Frare EO, Caetano LC, AlonsoToldo MP, doPrado JC Jr. Melatonin
enhances pro-inflammatory cytokine levels and protects against Chagas disease. J

Pineal Res 2008;45:79-85.

Imamoglu M, Cay A, Cobanoglu U, Bahat E, Karahan C, Tosun I, et al. Effects of
melatonin on suppression of renal scarring in experimental model of pyelonephritis.

Urology 2006;67:1315-1319.

Yavuz T, Kaya D, Behget M, Ozturk E, Yavuz O. Effects of melatonin on Candida
sepsis in an experimental rat model. Adv Ther 2007;24:91-100.

Klupinska G, Chojnacki C, Harasiuk A, Stepien A, Wichan P, Stec-Michalska K, et al.
Nocturnal secretion of melatonin in subjects with asymptomatic and symptomatic

Helicobacter pylori infection. Pol Merkur Lekarski 2006;21:239-242.

66



6. 0OZGECMI$S

1972 yilinda Zonguldak Eregli’de dogmusum. Ilkokulu Eregli TED
Koleji’nde, ortaokul ve liseyi Eregli Anadolu Lisesinde tamamladiktan sonra Trakya
Universitesi Tip Fakiiltesi'nden 1996 yilinda mezun oldum. Sirastyla Bingol Ilicalar
Saglik Ocag1r (SO), Edirne Siiloglu SO, Ankara 9 nolu ACSAP merkezi, Herman
Hastanesi ( Teksas Universitesi ABD), Ankara Giilveren SO, Hacettepe Universitesi
Halk Sagligi AD’da, Ankara Cigiltepe SO’larinda c¢alistiktan sonra 2005 yilinda
Elazig Firat Univeristesinde Biyokimya AD’da arastirma gorevlisi olarak ¢alismaya
basladim. Bir yil siireyle aymi iiniversite adina GATA Biyokimya AD’da arastirma

gorevlisi olarak calistim. Evliyim. Ingilizce biliyorum.

67



