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ÖZET 

 

Farelerde Gün Işığının Melatonin Hormonu, Kisspeptin Proteini Sentezi, 

Cilt Kanseri Oluşumu Ve Metastaza Etkisinin İncelenmesi 

 

Melatonin hormonu, hayvanlarda kandaki miktarı gün döngüsü içerisinde 

ışık miktarıyla ters orantılı olarak değişen bir hormondur. Melatonin miktarındaki 

sürekli fazlalığın (körlük veya az gün ışığı alan bölgelerde yaşama gibi) cilt kanseri 

ve meme kanseri gibi bazı kanser tipleriyle ilişkisi bilinmektedir. Kisspeptin 

proteininin hücre içindeki miktarı kandaki melatonin miktarına bağlı olarak 

değişmekle birlikte yoğun olarak beynin hipotalamus bölgesindeki hücrelerde 

üretilmektedir. Kisspeptin melanomalarda ve meme kanserlerinde metastaz 

süpresörü olarak çalışmaktadır. Yapılan bu çalışmayla, farelerde gün ışığı alım 

miktarının kandaki melatonin miktarını nasıl etkilediğinin, beynin hipotalamus 

bölgesindeki hücrelerde bulunan kisspeptin miktarının gün ışığı alım miktarına ve 

kandaki melatonin miktarına bağlı olarak nasıl değiştiğinin tespit edilmesi 

amaçlanmıştır. Ek olarak, farelerde cilt kanseri oluşturulmuş ve kanser oluşumu, 

metastaz oranı, gün ışığı alımı, melatonin hormonunun düzeyi ve kisspeptin 

proteininin düzeyi arasındaki ilişkiler ortaya konulmaya çalışılmıştır.  Bu amaçla, 

yeni doğmuş fareler kör grup ve gün ışığı grubu olarak ayrılmış, kör gruptaki 

fareler karanlık ortamda ve gün ışığı grubundaki fareler 12 saat gündüz 12 saat 

gece ortamında 17 hafta boyunca yetiştirilmiştir. 11. hafta sonunda farelere 

melanoma hücre hattı aşılaması yapılmış ve tümör hacimlerinin değişimleri 6 hafta 

boyunca takip edilmiştir.  Deney sonunda farelerin kanlarından melatonin ölçümü 

ve hipotalamus dokularından Kisspeptin ölçümü yapılmıştır. Ayrıca farelerin 

hipotalamuslarında KISS1 geninin transkripsiyon hızı tespit edilmiştir. Çalışmalar 

sonucunda, kör gruptaki farelerin gün ışığı grubundaki farelere göre melatonin 

seviyelerinin yüksek, KISS1 seviyelerinin ise düşük olduğu, tümör oluşumu gözlenen 

farelerin sağlıklı farelere göre melatonin seviyelerinin düşük, KISS1 seviyelerinin 

ise yüksek olduğu, tümör hacimleriyle melatonin seviyeleri arasında ters ve KISS1 

seviyeleri arasında doğru orantılı bir ilişki olduğu ve tümör büyüme hızlarının kör 

gruptaki farelerde gün ışığı grubundaki farelere göre daha düşük olduğu tespit 

edilmiştir. Bu sonuçlar ışığında, melatoninin ve kisspeptinin kanser oluşumunda 

önemli birer tümör süpresör olduğu, bu iki önemli elemanın gün ışığı alımından 

yüksek derecede etkilendiği sonucuna varılmıştır. Bu iki önemli elemanın ayrıca 

birbirlerinin miktarlarından etkilendiği sonucuna varılmış ancak bu etkinin tek 

yönlü doğrusal bir etki olmaktan çok, daha komplike ve başka faktörlere göre de 

değişebilen bir etki olduğu yorumu yapılmıştır. 
 

Anahtar Sözcükler: Gün ışığı, Kisspeptin, KISS1, Melatonin, Melanoma 
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ABSTRACT 

 

Examination of Effects of Daylight on Melatonin Hormone, Kisspeptin Protein, 

Skin Cancer Formation and Metastasis in Mice 

 

Melatonin is a hormone whose blood level changes inversely proportional to 

daylight during day cycle. Relationship of skin and breast cancer with constant 

redundancy of melatonin (i.e. blindness, living in territories that constantly take less 

sunlight) is already known. Kisspeptin’s cellular level is inversely proportional with 

melatonin level in blood and it is mostly synthesized by the hypothalamus cells of 

the brain. Kisspeptin functions as a metastasis suppressor in melanomas and breast 

cancers. With this study, it is aimed to determine the relationship between daylight 

and melatonin level in blood, relationship between daylight, blood melatonin level 

and kisspeptin level in cells which are located at the hypothalamus region of brain. 

In addition, skin cancer is formed on mice to examine the relationship between 

cancer formation, metastasis, daylight, melatonin levels and kisspeptin levels. For 

this purpose, new born mice are separated as blind group and daylight group such 

that blind group is raised in dark and daylight group is raised in 12 hours light/12 

hours dark for 17 weeks. At the end of 11th week, melanoma cell lines are inoculated 

to mice and tumor growth is observed for 6 weeks. At the end of the experiment, 

melatonin levels are measured from blood serum and kisspeptin levels are measured 

from hypothalamus. In addition, transcription levels of KISS1 gene in hypothalamus 

tissue is also detected. At the end of this study, blind group is found have higher 

melatonin levels and lower KISS1 expression levels with respect to daylight group. 

Also, melatonin levels are found to be inversely proportional and KISS1 levels are 

found to be directly proportional with tumor volumes. Moreover, tumor growth 

speed is found to be lower in blind group than in daylight group. In the light of these 

results, melatonin and kisspeptin are shown to be important tumor suppressors and 

these two important elements are highly affected by daylight. In addition, these two 

tumor suppressors are also found to be affected by the levels of each other, however, 

this relationship is speculated to be complicated and affected by other factors too 

instead of being simple and direct. 

 

Key Words: Daylight, Kisspeptin, KISS1, Melatonin, Melanoma 
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1. GİRİŞ 

 

Melatonin hormonu, epifiz bezi tarafından üretilen, hayvanlarda kandaki miktarı 

gün döngüsü içerisinde ışık miktarıyla ters orantılı olarak değişen endokrin bir 

hormondur1-6. Melatoninin kandaki miktarının bu değişiklikleri vücuttaki birçok 

fonksiyonun sirkadyan ritminin düzenlenmesini sağlamaktadır7,8. Melatonin 

hormonunun vücutta metabolizmasını düzenlediği proteinlerden bir tanesi de Kisspeptin 

proteinidir9,10. Kisspeptin proteini KISS1 geni tarafından sentezlenmektedir ve bu 

proteinin hücre içindeki miktarı kandaki melatonin miktarına bağlı olarak değişmekle 

birlikte yoğun olarak beyinin hipotalamus bölgesindeki hücrelerde üretilmektedir 11. 

Melatoninin tümör süpresör özellikleri son yıllarda araştırmalara sıklıkla konu 

olmaktadır. Melatonin hormonunun antioksidan özellikleri, çekirdek DNA’sı ve 

mitokondriyal DNA’yı koruyucu özellikleri çeşitli çalışmalarda belirtilmiştir12-15. 

Yapılan farklı hücre kültürü ve hayvan çalışmalarında, melatoninin birçok farklı tümör 

tipinde süpresör olabileceği vurgulanmıştır16-18. Örneğin, vücuttaki melatonin miktarı 

normal bireylere göre sürekli fazla olan körlerde, diğer bireylere göre meme, mide, cilt 

gibi birçok kanser tipine yakalanma insidansının daha düşük olduğu yapılan çeşitli 

çalışmalarda belirtilmiştir19-21.  

Gün ışığı alımının vücutta sentezlenen melatonin ve kisspeptin miktarını 

etkilediği bilinmektedir22. Vücutta sentezlenen melatonin miktarı aynı zamanda 

sentezlenen kisspeptin miktarını da değiştirmektedir. Örneğin, günün uzadığı 

mevsimlerde üreyen fare gibi memelilerde melatonin miktarı azalırken, hipotalamusta 

bulunan hücrelerde sentezlenen kisspeptin miktarı belirgin şekilde artmaktadır9,23,24. 

Kisspeptinin birincil görevi üreme sezonunun kontrolü olmakla birlikte, etki 

mekanizması tam olarak bilinmese de antimetastatik bir protein olduğu çeşitli 

çalışmalarda gösterilmiştir25-27. Yapılan çeşitli hücre kültürü ve hayvan deneyi 

çalışmalarında harici olarak verilen kisspeptinin metastaz miktarını azalttığı 

belirtilmiştir28-30.  

Farklı çalışmalarda, gün ışığı-melatonin, gün ışığı-kisspeptin, metastaz-

kisspeptin, kisspeptin-melatonin ilişkileri araştırılmıştır ancak, tüm bunların birbirine 

bağlı olarak nasıl değişim gösterdiği ile ilgili detaylı bir çalışma bulunmamaktadır. 

Yapılan bu çalışmayla, farelerde gün ışığı alım miktarının kandaki melatonin miktarını 
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nasıl etkilediği, beynin hipotalamus bölgesindeki hücrelerde bulunan kisspeptin 

miktarının gün ışığı alım miktarına ve kandaki melatonin miktarına bağlı olarak nasıl 

değiştiğinin tespit edilmesi amaçlanmıştır. Çalışmada buna ek olarak, bir grup farede 

melanoma hücre hattı kullanılarak cilt kanseri oluşturulmuş, cilt kanseri oluşumunun ve 

kanser oluşan deneklerdeki metastaz oranının gün ışığı alımı, melatonin hormonunun 

düzeyi ve kisspeptin proteininin düzeyi ile ilişkisi ortaya konulmaya çalışılmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Melatonin Hormonu 

Melatonin, kimyasal ismi N-asetil-5-methoksitriptamin olan (Şekil 2.1), ilk olarak 

hayvanlarda epifiz bezinde keşfedilen bir hormon olmakla birlikte, bitkilerde, 

mantarlarda ve bakterilerde de bulunabilen bir maddedir31,32. Melatonin hayvanlarda 

uyku zamanının düzenlenmesi, kan basıncının düzenlenmesi, üreme mevsiminin 

düzenlenmesi gibi sirkadyan ritimlerinin düzenlenmesine ek olarak, bağışıklık sisteminin 

uyarılması ve hücrenin korunması gibi işlevlere de sahiptir7,32.  

 

 

Şekil 2.1 Melatonin (N-asetil-5-methoksitriptamin) 

 

Melatonin hormonu etkilerinden birçoğunu melatonin reseptörlerine bağlanıp 

onları aktive ederek gösterir33. Bu reseptörler başta retina ve beyin olmak üzere kalp, 

bağırsak, karaciğer ve lenfositlerde bulunabilen M1 ve M2 tipi G Protein-Coupled 

reseptörlerdir34. Diğer etkileri ise antioksidan özelliklerinden kaynaklıdır ve nükleer ve 

mitokondriyal DNA’nın korunmasında önemli role sahiptir35. 

Melatoninin vücutta sentezlenmesi triptofan amino asidinin hidroksilasyonu ve 

dekarboksilasyonu yoluyla gerçekleştirilir (Şekil 2.2)36. Monoamin kökenli, aminoasitten 

türetilen bir hormondur. Yapı itibarıyla melatonin amfifilik bir moleküldür ve bu sayede 

tüm hücrelere rahatça girebilir. Serotoninin serotonin-N-transferaz tarafından N-

asetillenmesi sentez hızını belirleyen basamaktır ve bu enzim vücutta hipotalamusta 

bulunan Suprachiasmatic nükleus (SCN) tarafından kontrol edilir37. SCN retinadan 

sinirler vasıtasıyla sinyal alabilen çekirdeklerden biridir ve geceleyin norepinefrin 

vasıtasıyla melatonin sentezini kontrol eder. Norepinefrin beta-adrenerjik reseptörler 

vasıtasıyla hücre içi cAMP seviyelerini artırır ve bu sayede cAMP bağımlı protein kinaz 

A aktive olur. Aktive olan protein kinaz A, N-asetil transferaz enzimini aktive eder ve 
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böylece melatonin sentezi artar37,38. Gün ışığı alımıyla birlikte beta-adrenerjik 

reseptörlerin uyarılması durur ve melatonin seviyeleri düşer. Geceleyin kanda melatonin 

seviyesi artar, sabaha karşı maksimum seviyesine ulaşır ve gün ışığının alınmasıyla 

birlikte yıkılmaya başlayarak tekrar bazal seviyesine döner39. Kandaki bazal melatonin 

seviyesi yıl içerisinde mevsime göre ve bireylerde yaşa göre değişiklik göstermektedir40. 

Gün ışığının daha çok alındığı mevsimlerde bazal melatonin seviyesi azalırken gün 

ışığının daha az alındığı mevsimler bazal melatonin seviyesi artmaktadır41. Buna ek 

olarak yaşlanma ile beraber vücuttaki bazal melatonin seviyesinin düştüğü ve buna bağlı 

olarak yaşlı bireylerde uyku bozukluklarının daha sık görüldüğü bildirilmiştir42,43. Ayrıca 

yaşlı bireylerde melatonin takviyesinin uyku bozuklukları, Parkinson ve Alzheimer 

hastalıkları üzerinde olumlu etki gösterdiği de çeşitli çalışmalarda tartışılmıştır44,45. 

  

 

Şekil 2.2 Melatonin biyosentezi36 
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Hangi dalga boyunda ve hangi şiddette ışığın melatonin sentezini azalttığı 

araştırmacıların ilgisini çeken bir diğer konu olmuştur. Yapılan çalışmalar neticesinde 

446–483 nm dalga boyunda mavi ışığın melatonin sentezini en fazla inhibe eden ışık 

olduğu tespit edilmiştir46. Melatonin sentezinin inhibisyonu ile ışık şiddeti arasındaki 

ilişki daha komplike olmakla birlikte genel kanı ışık şiddeti arttıkça melatonin sentezinin 

inhibisyonu için gereken sürenin azaldığı yönündedir47. 

Melatonin sirkadyan ritmi düzenlemekte önemli rol aldığından dolayı psikiyatrik 

hastalıklarda da önemli bir faktördür. Melatoninin sentez ritminin değişmesi, azalması 

veya artması birçok farklı psikiyatrik probleme yol açabilmektedir. Melatonin 

seviyelerindeki kronik veya akut değişikliğin mevsimsel depresyon, bipolar bozukluk, 

unipolar bozukluk, blumia, anoraksi, şizofreni, obsesif kompulsif bozukluk gibi birçok 

hastalığa yol açtığı çeşitli çalışmalarda gösterilmiştir48-51. 

Psikiyatrik etkilerine ek olarak, etki mekanizmaları tam olarak bilinmemekle 

birlikte melatoninin radyasyonun etkilerinden koruma, migrene bağlı baş ağrılarını 

azaltma, safra kesesi taşlarına karşı koruyucu olma gibi birçok farklı özelliği tespit 

edilmiştir52-54. Melatoninin bağışıklık sistemi elemanlarını da olumlu etkilediği 

bilinmektedir. Fazla melatoninin timüs ağırlığını, dalak ağırlığını, kemik iliğindeki NK 

ve monositlerin sayılarını ve T hücrelerinin aktivitelerini artırdığı çeşitli çalışmalarda 

gösterilmiştir55-57. 

Sirkadyan ritmin düzenlenmesinin yanında melatoninin en önemli fonksiyonu 

güçlü bir serbest radikal avcısı olması ve antioksidatif etkisidir58. Melatonin serbestçe 

hücre zarını ve kan-beyin bariyerini geçebilir ve OH-, O2
- ve NO- gibi birçok zararlı 

serbest radikali yok edebilir59,60. Ek olarak, melatonin diğer antioksidanlarla birlikte 

çalışarak onların etkisini artırır ve melatoninin metabolitleri de antioksidan etki 

göstererek bir cascade başlatır ve böylece melatoninin antioksidan etkisi yüksek miktarda 

artar61,62. Antioksidatif etkilerinin yanında melatonin aynı zamanda önemli bir pro-

apoptotik ajandır ve mitokondrideki kaspaz yolaklarını uyararak neoplastik hücrelerin 

apoptozunu sağlar63,64. Buna ek olarak, melatoninin hücre döngüsünü inhibe ettiği ve 

bunun sonucunda onkostatik etkilerinin de olduğu çeşitli çalışmalarda gösterilmiştir65-67. 

Ayrıca bazı çalışmalarda melatoninin anjiogenezi engellediği ve kanser hücrelerinde 

görülen hızlı hücre farklılaşmasını yavaşlattığı/durduğu belirtilmiştir68-71. Tüm bu 

özellikleri göz önüne alındığında melatonin güçlü bir anti-kanser ajanıdır. Kanser üzerine 
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direkt etkilerinin yanında aynı zamanda bağışıklık sisteminin regülasyonu, antioksidatif 

etkiler, miyeloprotektif etkiler gibi ikincil etkileriyle de kanserin önlenmesinde önemli 

bir yere sahiptir72. Melatoninin anti-kanser özellikleri Şekil 2.3’de gösterilmiştir. 

 

 

Şekil 2.3 Melatoninin antikanser özellikleri72. (1) Anti-oksidant enzim aktivasyonu; (2) ML3 

reseptörlerine bağlanma; (3) Direkt antioksidan etki; (4) Gen ekspresyonunun regülasyonu; (5) Calmodulin 

degredasyonu; (6) AC inhibisyonu. ML1/2: melatonin type reseptör 1-2; SOD: süper oksit dismutaz; GRS: 

glutatione redüktaz; CAT: katalaz; ML3/QR3: melatonin type reseptör 3/quinone redüktaz 2; AC: adenilat 

siklaz; ROS: reaktif oksijen türleri; RNS: reaktif nitrojen türleri; AFMK: N(1)-asetil-N(2)-formil-5-

methoxykynuramine. 

 

2.2. Kisspeptin Proteini 

Kisspeptin ilk kez 1996 yılında Lee et al.26 tarafından insan melanoma hücre 

hatlarında metastaz inhibitörü olarak keşfedilmiş ve metastin olarak adlandırılmıştır. Lee 

et al.26 tarafından yapılan çalışmada insan metastatik melanoma hücre hatlarına sağlam 

6. kromozomun eklenmesi sonucu metastazın yüksek oranda azaldığı tespit edilmiş, bu 

azalmaya neden olduğu düşünülen gen bölgesinin cDNA’sı klonlanmış ve daha sonra 

metastatik hücre hatlarına kopyalanarak doğruluğu onaylanmıştır. Esasında kopyalanan 

6. kromozomun kisspeptinin regülasyonunda görevli genleri içerdiği ise daha sonradan 

anlaşılmıştır. Kisspeptin ilerleyen yıllarda da antimetastatik özelliklerinden dolayı birçok 

çalışmaya konu olmuştur. 
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Kisspeptin proteini KISS1 geni tarafından sentezlenir. Bu gen insanda 1. 

kromozom üzerinde (1q32) bulunur ve 4 ekzona sahiptir73. Vücutta beyinde ve böbrek 

üstü bezlerde sentezlenmekle birlikte kisspeptin sentezinin en büyük bölümü 

hipotalamusta arcuate çekirdek (ARC) ve anteroventral periventriküler çekirdek 

tarafından yapılır74,75. Kisspeptin RF-amid peptidleri kategorinde bir nöropeptiddir ve N-

ucunda Arg-Phe-NH2 motifi görülür76. Diğer nöropeptidler gibi öncelikle büyük bir 

precursor protein olan prepro-kisspeptin (145 amino asit) şeklinde sentezlenir ve daha 

sonra küçük parçalara kesilerek fonksiyonel hale gelir77. Vücutta en çok bulunan ve aktif 

protein olan en büyük parça kisspeptin-54 olmakla birlikte kisspeptin-54’ün C-ucundan 

kesilmesiyle oluşan kisspeptin-14, kisspeptin-13, kisspeptin-10 gibi çok sayıda daha 

küçük kisspeptinlerde vardır ve bu aktif kisspeptinler hücrelerde G-protein coupled 

reseptörler olan GPR54 reseptörlerine bağlanarak çalışır28. Şekil 2.4’de aktif 

kisspeptinlerin sentezi gösterilmiştir. 

 

 

Şekil 2.4 İnsanda aktif kisspeptinlerin sentezi76 
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Metastaz bilindiği üzere tek bir olay olmayıp neoplastik hücrelerde hücre-hücre 

adezyonun azalması, çevre dokuları işgal, anjiogenez, lenfoid veya vasküler sistemde 

kanser hücrelerinin taşınması, endotelin geçilmesi, yeni bölgeye yerleşme gibi birçok 

olayı içeren karmaşık bir süreçtir78. Kanserin kontrol altına alınması ve tedavisinde 

metastazın önemli bir yeri vardır. Bu sebeple metastaz süpresör genler ilgi çeken bir 

araştırma konusu olmaktadır. Günümüzde insanda 20 kadar metastaz süpresör gen 

tanımlanmış bulunmaktadır ancak bu genlerden sadece KISS1 geni G-protein coupled 

reseptörlere bağlanarak etki göstermektedir79. Hücrelerin primer tümörden ayrılmasını 

engelleyerek etki gösteren Nm23, KAI1 gibi metastaz süpresör genlerin aksine, KISS1 

geninin metastaz kaskadında daha geç devreye girerek metastaz bölgesine yerleşen 

tümörün oluşmasını ve büyümesini engelleyerek etki gösterdiği düşünülmektedir80-82. 

KISS1 geninin etki mekanizması tam olarak bilinmemekle birlikte, kisspeptinle aktive 

olan GPR54 reseptörlerinin fosfatidil inositol 4,5 bisfostat hidrolizini, kalsiyum 

mobilizasyonunu ve ERK1/2 MAPK fosforilasyonunu uyardığı ve bu yolla kanser 

hücrelerinin mobilitesini, çoğalmasını ve bölgeye yerleşmesini inhibe ettiği tahmin 

edilmektedir (Şekil 2.5)83,84. 

 

 

Şekil 2.5 İnsanda kisspeptinin etki mekanizması84 
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 Kisspeptinin bir diğer önemli görevi ise ergenliğe giriş, seks hormonlarının 

düzenlenmesi ve özellikle üreme döngüsünün kontrolüdür. Kisspeptin nöronları beyinde 

gonadotropik release hormon (GnRH) nöronlarıyla birbirlerine çok yakın şekilde 

bulunurlar ve GnRH nöronlarında yüksek miktarda kisspeptin reseptörleri bulunur ve 

busayede kisspeptin GnRH salınımını artırır85,86. Bu sebeple kisspeptin hipothalamus-

hipofiz-gonad döngüsünde önemli bir elemandır.  

Mevsimsel üreyen canlılarda kisspeptin, melatonin ile beraber cinsel aktiviteyi ve 

üremeyi kontrol eder87. Farelerde ve Suriye hamsterlarında yapılan çalışmalarda günlerin 

uzaması ve gün ışığı alımının artmasıyla beraber melatonin seviyesinin azaldığı, 

kisspeptin seviyesinin arttığı ve buna bağlı olarak cinsel aktivitenin ve üremenin arttığı 

gösterilmiştir88,89. Aralarındaki ilişki mekanizması tam olarak bilinmemekle melatonin 

miktarıyla kisspeptin sentezi arasında ters bir ilişki olduğu düşünülmektedir ancak bunun 

sebepleri tartışmaya açıktır. Şekil 2.6’da gün uzunluğu, melatonin ve kisspeptin 

arasındaki ilişkinin nasıl olduğu gösterilmiştir. 

 

 

Şekil 2.6 Suriye hamsterlarında gün uzunluğu, melatonin, kisspeptin arasındaki ilişki90. LD: uzun 

gün; SD: kısa gün; MEL: melatonin; SCN: Suprachiasmatic nükleus. 

 

2.3. Melanoma 

Melanoma, vücudu zararlı ultraviyole ışınlardan koruyan melanin pigmentini 

üreten dendritik hücreler olan melanositlerden köken alan kötü huylu tümörlere verilen 

isimdir. Melanositlerin bir araya gelmesiyle oluşan yapılara nevus (ben) adı verilir bu 

yapılar iyi huyludur ancak bu yapıların kötü huylu yapılara transforme olmaları sonucu 

melanoma ortaya çıkar. Hastalığın ortaya çıkması çevresel faktörlerle birlikte genetik 

faktörlere de bağlıdır. 
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Melanoma tüm cilt kanserleri içerisinde %5 oranla en düşük paya sahip olmasına 

karşın ölüm oranı en yüksek cilt kanseridir ve cilt kanseri kaynaklı ölümlerin %75’inden 

sorumludur91-93. Melanoma, erken teşhis edilmesi durumda tedavi edilebilmekle birlikte, 

metastatik melanoma tedavi açısından hala sıkıntılı bir hastalıktır94.  

Melanoma insidansı dünyada ülkeler ve ırklar arasında büyük farklılıklar 

göstermekle birlikte rastlanma sıklığının en çok arttığı ülkeler Avustralya, Yeni Zelanda 

ve Kuzey Amerika’dır (%3-7)92,95,96. Diğer birçok kanser tipinin aksine melanoma tüm 

yaştan insanları etkilemektedir. Ortalama melanoma diagnoz yaşı ülkelere göre farklılık 

göstermekle birlikte 55’in üzerinde olmasına karşın 20-45 yaşları arasında pik yapar ve 

çocukluk çağı melanomaları ise %2 civarındadır93,97,98. Melanomanın erkeklerle kadınlar 

arasındaki görülme sıklığı hemen hemen eşit olmasına karşın erkekler daha fazla risk 

altındadır99.  

Melanomanın etiyolojisi henüz tam olarak anlaşılmamasına karşın birçok iç ve 

dış etken faktörler bilinmektedir. Renkli göz, sarı veya kızıl saç sahibi olmak, açık ten 

rengi, sık güneşlenmek, ailede daha önce melanoma görülüp görülmediği gibi birçok risk 

faktörü belirlenmiştir100. Çevresel faktörler ise yaşanılan ülke, güneş ışığına maruz kalma 

süresi, tatil alışkanları gibi çok çeşitlidir101. 

Az görülen bazı genetik mutasyonlar melanoma riskini yüksek oranda 

artırmaktadır. Bunlardan en bilineni CDKN2A geni mutasyonlarıdır. Bu gende meydana 

gelen mutasyonlarla alternatif bir okuma çerçevesi oluşması p53’ün stabilitesini 

azaltmakta ve melanoma riskini artırmaktadır102. Bu gende meydana gelen mutasyonlar 

aynı zamanda sentezlenen CDK4 inhibitörünün fonksiyonunu yitirmesine neden olmakta 

ve hücre bölünmesinin kontrolünü zorlaştırarak melanoma riskini artırmaktadır103. Ek 

olarak, nükleotid çıkarma tamiri mekanizmasında görev alan enzimlerin mutasyonu 

sonucu ortaya çıkan Xeroderma pigmentosum hastalığına neden olan mutasyonlarda UV 

radyasyonunun verdiği zararın önlenmesinde rol alan mekanizmaları etkilediğinden 

melanoma riskini yüksek oranda artırmaktadır104. Melanoma riskini yüksek oranda 

artıran ve nadir görülen bu mutasyonların yanında, popülasyonda daha sık rastlanan 

ancak melanoma riskini yüksek oranda olmasa da artıran bazı genlerde bilinmektedir. 

Örnek olarak kızıl saçlı tüm bireylerde bulunan mutant MC1R geni melanoma riskini 2-

4 kat arası artırmaktadır105. Bu genlere ek olarak melanomanın oluşumunun çeşitli 

evrelerinde mutasyona uğrayan ve etkili olan BRAF, Bcl-2, NRAS, HRAS, ALK, ROS1, 
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NTRK1 gibi çok sayıda gen tanımlanmıştır ve etki mekanizmaları araştırılmaktadır ancak 

bu genlerin direk melanoma ile mi ilişkili oldukları yoksa genel kanser yolaklarından 

kaynaklı mutasyonların melanoma potansiyeli taşıyan melanositleri etkilemesi sonucumu 

melanomaya yol açtıkları tartışmalıdır106. Şekil 2.7’de melanoma hastalarında tespit 

edilen gen mutasyonlarından başlıcaları ve mutasyonların etkilediği yolaklar 

özetlenmiştir107. 

 

Şekil 2.7 Melanoma oluşumunda etkin olan gen mutasyonları ve yolaklar107 (Yüzdelik sayılar 

melanoma hastalarında bu genlerde mutasyona rastlanma sıklığını göstermektedir) 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

Yaptığımız çalışmada gün ışığı alım miktarının vücutta sentezlenen melatonin ve 

kisspeptin miktarını nasıl değiştirdiği, bunun melanoma hücre hattı verilen farelerde 

kanser oluşumuna nasıl etki ettiği ve son olarak kanser gözlenen farelerde metastaz 

oranının melatonin ve kisspeptin miktarıyla nasıl bir ilişki gösterdiği ortaya konulmaya 

çalışılmıştır. Bu amaca uygun olarak, melatonin ve kisspeptin miktarlarının bulunması 

için Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) metodu, KISS1 geninin ekspresyon 

düzeyinin belirlenmesi için ise Real Time kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (Real 

Time qPCR) metodu kullanılmıştır. Bu çalışma Çukurova Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Deneysel Tıp Araştırma ve Uygulama Merkezi’nden etik kurul izni alınarak yapılmıştır. 

 

3.1. Kullanılan Kimyasal Malzemeler 

Çalışmamızda kullanılan kimyasal malzemeler, kitler ve kitlerin içerikleri aşağıda 

belirtilmiştir. 

a) Fare Melatonin ELISA Kit (SunredBio) 

▪ Standart Protein Solüsyonu (240 ng/L) 

▪ Standart Seyreltici 

▪ Mikro ELISA Plate 

▪ Str-HRP-Conjugate 

▪ Yıkama Solüsyonu 

▪ Biyotin-(MT)-Ab 

▪ Chromogen A Solüsyonu 

▪ Chromogen B Solüsyonu 

▪ Stop Solüsyonu 

b) Fare KISS1 ELISA Kit (SunredBio) 

▪ Standart Protein Solüsyonu (3200 pg/mL) 

▪ Standart Seyreltici 

▪ Mikro ELISA Plate 

▪ Str-HRP-Conjugate 

▪ Yıkama Solüsyonu 

▪ Biyotin-(KISS1)-Ab 
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▪ Chromogen A Solüsyonu 

▪ Chromogen B Solüsyonu 

▪ Stop Solüsyonu 

c) Saf Su 

d) Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (Life Tech) 

e) Phosphate-buffered saline (PBS) (Life Tech) 

f) Trizol (Invitrogen) 

g) Kloroform (Merck) 

h) İzopropanol (Merck) 

i) Etil Alkol (Merck) 

j) High-Capacity cDNA Reverse Transkripsiyon Kiti (Applied Biosystems) 

▪ 10X Reverse Transkriptaz Tamponu  

▪ 25X Deoksiribonükleotit trifosfat (dNTP)  

▪ 10X Reverse Transkriptaz Random Primer  

▪ MultiScribeTM Reverse Transkriptaz 

k) KISS1 TaqMan® Gen Ekspresyon Assay (Applied Biosystems) 

▪ 20X TaqMan Gene Expression Assay 

l) TaqMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) 

▪ AmpliTaq Gold® DNA Polimeraz 

▪ Uracil‐N glikosilaz 

▪ dNTP ve dUTP 

▪ ROX™ Referans 

▪ Tampon Çözelti 

m) Dietilpyrokarbonat (DEPC) ile muamele edilmiş su (Merck) 

n) Bovine Serum Albumin (BSA) 

o) Radio-Immunoprecipitation Assay (RIPA) Buffer 

p) Fenylmetansulfonilflorid (PMSF) 

q) Sodyum Vanadat 

r) Proteaz İnhibütörü 

s) Bradford Solüsyonu 
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3.2. Kullanılan Aygıtlar 

Çalışmamızda kullanılan aygıtlar, araçlar ve gereçler aşağıda belirtilmiştir. 

a) Steril Enjektörler (1 ml’lik) (Beybi) 

b) T75 Hücre Kültürü Flaskı (Sigma) 

c) Fare Kafes Seti (Radon) 

d) Vacutainer Kan Toplama Tüpleri (Becton Dickinson) 

e) Steril PCR Tüpleri (Axygen) 

f) Steril Tüpler (1.5 mL) (Eppendorf) 

g) Mikro pipet (Gilson) 

h) Mikro pipet Ucu (Expell Plus) 

i) Hassas Tartı (Sartorius) 

j) Santrifüj Cihazı (Nüve) 

k) Etüv (Nüve) 

l) Thermal Cycler (Eppendorf) 

m) ELISA Mikro Plate Okuyucu (Rayto) 

n) ELISA Mikro Plate Yıkayıcı (Rayto) 

o) Işık Ölçer (Sekonik) 

p) Ultrasonik Sonikasyon Cihazı (Bandelin) 

q) 7500 Real Time qPCR cihazı (Applied Biosystems) 

r) Laminar Flow Kabini 

s) Milimetrik Kaliper 

 

3.3. Kullanılan Bilgisayar Yazılımları 

Çalışmamızda veri analizi ve istatistiksel analiz için kullanılan bilgisayar 

yazılımları aşağıda belirtilmiştir. 

SPSS 20.0108 (IBM Corp.) 

Excel 2016 (Microsoft) 

 

3.4. Farelerin Gruplandırılması, Yetiştirilmesi ve Deney Akışı 

Deneylerde Çukurova Üniversitesi Tıp Fakültesi Deneysel Tıp Araştırma ve 

Uygulama Merkezi’nden sağlanan balb/c albino türü fareler kullanıldı. Çalışmaya dahil 

edilen fareler yaş ve cinsiyet kriterlerini sağlayan fareler içerisinden rastgele şekilde 
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seçildi. Yaş ve cinsiyet dışında farelerin çalışmada kullanılması için herhangi bir dahil 

edilme veya dışlama kriteri kullanılmadı. 

a) Eşit sayıda dişi ve erkek fareden (her grup için 24 erkek, 24 dişi fare) 2 ayrı grup 

(toplamda 96 fare) oluşturuldu. Bu gruplardan birincisi “Kör Grup” olarak 

adlandırdığımız, hiç ışık almadan (0 lüks ışık) büyümeleri sağlanan grup oldu. Diğeri ise 

“Gün Işığı Grubu” olarak adlandırdığımız, normal gün ışığı alan (4000 lüks) (12 saat 

gündüz, 12 saat gece) grup oldu (Çizelge 3.1).  

b) Kör Grup ve Gün Işığı Grubu yine eşit sayıda dişi ve erkek farelerden oluşan 2’şer ayrı 

gruba bölündü. Bu gruplardan birincisi “Melanoma Grubu” olarak adlandırdığımız ve 

melanoma hücre hatlarının deri altlarına aşılanacağı grup (18 erkek, 18 dişi fare), diğeri 

ise “Sağlıklı Grup” olarak adlandırdığımız ve melanoma aşılaması yapılmayacak grup 

oldu (6 erkek, 6 dişi fare). Oluşturulacak gruplar ve adlandırılmaları Çizelge 3.1’de 

gösterilmiştir. 

 

Çizelge 3.1 Fare deney grupları 

Yeni Doğmuş Fareler (48 erkek, 48 dişi) 

Kör Grup (24 erkek, 24 dişi) Gün Işığı Grubu (24 erkek, 24 dişi) 

Melanoma Grubu Sağlıklı Grup Melanoma Grubu Sağlıklı Grup 

18 erkek 18 dişi 6 erkek 6 dişi 18 erkek 18 dişi 6 erkek 6 dişi 

Kısaltma 

KME 

Kısaltma 

KMD 

Kısaltma 

KSE 

Kısaltma 

KSD 

Kısaltma 

GME 

Kısaltma 

GMD 

Kısaltma 

GSE 

Kısaltma 

GSD 

 

c) Oluşturulan gruplarda kullanılan farelerden kör gruba dahil olanlar doğumlarından 

sonra 1. hafta sonunda, henüz görme becerileri gelişmeden, karanlık odaya alındı. Tüm 

fareler 3. hafta sonunda (emzirmenin bittiği dönem) annelerinden ayrılarak ve ilgili 

gruplara ait kafeslere konuldu ve çalışma başlatıldı. Farelerde görme, doğumdan sonra 

10-14’üncü günler arası başladığından bu sayede kör grupta doğuştan meydana gelen 

körlük taklit edilmiş oldu109. 

d) Oluşturulan gruplarda dişi ve erkek fareler her zaman ayrı kafeslerde muhafaza 

edilerek çiftleşmeleri engellendi. Farelerin kafes ortamındaki kalabalıktan 

etkilenmemeleri için deney süresince bir kafeste en fazla 6 fare muhafaza edildi. 



 

16 
 

e) Gruplar oluşturulduktan ve annelerinden ayrıldıktan sonra, fareler uygun yetişme 

şartlarında (oda sıcaklığı, yiyecek, su, havalandırma) kendilerine ayrılan kafeslerinde 8 

hafta süresince (11 haftalık olana kadar) yetiştirildi. 

f) 8 hafta sonra (11 haftalık farelerden) her iki sağlıklı grupta bulunan farelerin yarısı 

alınarak (her sağlıklı grup için 3 erkek 3 dişi) bu farelerden Vacutainer tüplere kan örneği 

alındı (KSE-1-2-3, KSD-1-2-3, GSE-1-2-3 ve GSD-1-2-3). Kan örnekleri +4 0C 

sıcaklıkta 1500 g’de santrifüj edilerek serumları ayrıldı ve bu serumlar kandaki melatonin 

hormonunun miktarları ölçülmek üzere -80 0C’de muhafaza edildi. Daha sonra bu fareler 

dekapitasyon uygulanarak öldürüldü, diseksiyon mikroskobu altında hipotalamusları 

çıkarıldı ve çıkarılan dokular ikiye bölünerek kisspeptin proteini miktarları ve ekspresyon 

düzeyleri ölçülmek üzere -80 0C’de muhafaza edildi. Bu sayede 8 hafta sonunda gün ışığı 

alımının melatonin ve kisspeptin miktarlarını nasıl etkilediğinin bulunması amaçlandı. 

g) 8 hafta sonunda (fareler 11 haftalık iken) hem gün ışığı grubu hem de kör grupta 

bulunan melanoma alt gruplarındaki farelere B16F10 melanoma hücre hattı deri altlarına 

enjekte edilerek bu gruplarda deri kanseri oluşumu sağlanması amaçlandı. 

h) Melanoma hücre hattı enjeksiyonunun ardından fareler yine belirtilen koşullarda 6 

hafta süreyle (fareler 17 haftalık olana kadar) yetiştirilmeye devam edildi. Bu sırada 

tümör oluşan farelerde tümör boyutları haftalık olarak kaliper yardımıyla ölçüldü. 

i) 6 hafta sonunda (fareler 17 haftalık iken) melanoma hücre hattı enjekte edilen farelerin 

derilerindeki tümör büyüklükleri incelendi ve oluşan tümörlerin büyüklükleri orthogonal 

olarak hesaplandı. 

j) 6 hafta sonunda (fareler 17 haftalık iken) kalan tüm farelerden Vacutainer tüplere kan 

örneği alındı. Kan örnekleri +4 0C sıcaklıkta 1500 g’de santrifüj edilerek serumları ayrıldı 

ve bu serumlar kandaki melatonin hormonunun miktarları ölçülmek üzere -80 0C’de 

muhafaza edildi. Daha sonra bu fareler dekapitasyon uygulanarak öldürüldü, diseksiyon 

mikroskobu altında hipotalamusları çıkarıldı ve çıkarılan dokular ikiye bölünerek 

kisspeptin proteini miktarları ve ekspresyon düzeyleri ölçülmek üzere -80 0C’de 

muhafaza edildi. Buna ek olarak farelerin iç organları yine diseksiyon mikroskobunda 

incelendi ve kanserin metastaz yapıp yapmadığı tespit edilmeye çalışıldı. 

k) Son olarak elde edilen veriler objektif bir şekilde analiz edilerek ve uygun istatistik 

yöntemlerle değerlendirildi. 

l) Deney akışı Şekil 3.1’de özetlenmeye çalışılmıştır. 
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Şekil 3.1 Deney akışı özeti 

 

3.5. Melanoma Hücre Hatlarının Hazırlanması ve Enjeksiyonu 

Hücre hatlarının hazırlanması ve enjeksiyonunda Overwijk ve Restifo110  

tarafından hazırlanan protokol ihtiyaçlarımızı karşılayacak şekilde değiştirilerek 

kullanılmıştır. Farelerde melanoma oluşturmak için hızlı gelişen ve metastatik bir tip olan 

B16F10 melanoma hücre hattı tercih edilmiştir. 

a) B16F10 melanoma hücre hattının, T75 flask içerisindeki DMEM besi yeri üzerine 

ekimi yapıldı. 

b) İkinci gün besi yeri uzaklaştırıldı, sonrasında PBS ile yıkama yapıldı ve besi yeri 

değiştirildi. 

Yeni Doğmuş Fareler 

(48 erkek, 48 dişi)

Kör Grup 

(24 erkek, 24 dişi)

1. hafta sonunda karanlık odaya al

3. hafta sonunda anneden ayır, 6'şar farelik 
kafeslere bırak, dişiler erkekler ayrı

Melanoma Grubu

(18 erkek, 18 dişi)

11. hafta sonunda 
deri altına melanoma 
hücre hattı  enjekte 

edilmesi

17. hafta sonunda 
farelere dekapitasyon 
uygulanması, tümör 

büyüklüklerinin 
ölçülmesi, kan ve 
hipotalamuslarının 

alınması

Sağlıklı Grup

(6 erkek, 6 dişi)

11. Hafta sonunda 
grubun yarısına 
dekapitasyon 

uygulanması, kan ve 
hipotalamuslarının 

alınması

17. hafta sonunda 
farelere dekapitasyon 
uygulanması, kan ve 
hipotalamuslarının 

alınması

Gün Işığı Grubu

(24 erkek, 24 dişi)

(12 saat gündüz / 12 saat gece)

3. hafta sonunda anneden ayır, 6'şar farelik 
kafeslere bırak, dişiler erkekler ayrı

Melanoma Grubu

(18 erkek, 18 dişi)

11. hafta sonunda 
deri altına melanoma 
hücre hattı  enjekte 

edilmesi

17. hafta sonunda 
farelere dekapitasyon 
uygulanması, tümör 

büyüklüklerinin 
ölçülmesi, kan ve 
hipotalamuslarının 

alınması

Sağlıklı Grup

(6 erkek, 6 dişi)

11. Hafta sonunda 
grubun yarısına 
dekapitasyon 

uygulanması, kan ve 
hipotalamuslarının 

alınması

17. hafta sonunda 
farelere dekapitasyon 
uygulanması, kan ve 
hipotalamuslarının 

alınması
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c) İlerleyen günlerde hücrelerin takibi yapıldı ve hücreler flask yüzeyini %60-70 

kapladığı durumda pasaj yapıldı. Pasaj yapılırken besi yeri yapışkan hücrelerin üzerinden 

hücrelere zarar vermeden uzaklaştırıldı. 

d) 14’üncü günde flasklardan besi yeri uzaklaştırılıp PBS ile yıkama yapıldı ve flaskların 

üzerine 5 ml Tripsin eklendi ve hücreler yüzeyden yaklaşık 1,5 dk sonra söküldü. 

e) Hücrelerin üzerine tekrar DMEM besi yeri eklendi ve 3 dk 1000 RPM’de santrifüj 

edildi. 

f) Elde edilen hücreler, hücre sayımı yapılarak 106 hücre/mL olacak şekilde DMEM ile 

seyreltildi. 

g) Enjeksiyonlar farelerin karın bölgelerine, deri altı (subkutan) olarak uygulandı. 

h) Enjeksiyon yapılacak bölge az miktarda etil alkolle ıslatılarak hem tüylerin yapışıp 

derinin daha kolay görünmesi sağlandı hem de enjeksiyondan sonra farelerin bölgeyi 

ağızlarıyla tahriş ederek enjekte edilen sıvıyı dışarı çıkmaya zorlamaları önlenmeye 

çalışıldı. 

i) Hazırlanan melanoma hücre solüsyonu insülin enjektörüyle her fareye 100 µL (105 

hücre) olacak şekilde enjekte edildi. 

 

3.6. Tümör Boylarının Ölçülmesi ve Hacimlerinin Hesaplanması 

Tümör boyları, tümör oluşan farelerde tümörün oluşmasının ardından her hafta 

düzenli olarak ölçüldü. Ölçüm en uzun enine (genişlik) ve boyuna (uzunluk) kesit 

arasında yapıldı. Bu iki kesit arasından kısa olan kesit genişlik, uzun olan kesit ise 

uzunluk olarak alındı. Tümör hacimlerinin hesaplanması için aşağıda belirtilen elipsoit 

formül kullanıldı111,112. 

Tümör Hacmi = (genişlik x genişlik x uzunluk) / 2 

 

3.7. Melatonin ELISA Deneyi 

Farelerin kanlarında bulunan melatonin miktarının tayini için SunredBio markalı 

ELISA kiti kullanıldı ve kit içerisinden çıkan protokol uygulandı. ELISA protokolü 

kullanılarak elde edilen absorbance verilerinden Excel programı yardımıyla örneklerdeki 

melatonin miktarı hesaplandı. 
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3.7.1. ELISA Platelerin Hazırlanması ve Absorbance Ölçümü 

a) -80 0C’den çıkarılan serumlar eriyene kadar beklendi. 

b) Kit içerisinden çıkan standart protein solüsyonu (240 ng/L) ve standart seyreltici 

kullanılarak Standart 1 (7.5 ng/L), Standart 2 (15 ng/L), Standart 3 (30 ng/L), Standart 4 

(60 ng/L) ve Standart 5 (120 ng/L) solüsyonları Eppendorf tüpler içerisine hazırlandı. 

c) ELISA plate üzerindeki boş (Blank) kuyucuğu boş bırakıldı. Standart 1-2-3-4-5 

kuyucuklarından her birine 50 µL aynı numaralı standart solüsyonu ve 50 µL 

Streptavidin-HRP eklendi. 

d) ELISA plate üzerindeki örnek kuyucuklarından her birine, 40 µL serum örneği, 10 µL 

Biotin-(MT)Ab ve 50 µL Streptavidin-HRP eklendi. 

e) ELISA plate üzeri membranla kapatılıp hafifçe çalkalandıktan sonra 37 0C’de 1 saat 

inkübasyona bırakıldı. 

f) İnkübasyon süresinin ardından ELISA plate üzerindeki membran çıkarıldı ve ELISA 

plate yıkama cihazı içerisine alındı. Kit içerisinde bulunan yıkama tamponu kullanılarak 

cihaz içerisinde ELISA plate 3 kez yıkandı. 

g) Yıkama işleminin ardından tüm kuyucuklara (blank ve standart kuyucuklarıda dahil) 

50 µL Chromogen A solüsyonu ve 50 µL Chromogen B solüsyonu eklendi. 

h) ELISA plate üzeri membranla kapatılıp hafifçe çalkalandıktan sonra 37 0C’de 10 

dakika inkübasyona bırakıldı. 

i) İnkübasyon süresinin ardından tüm kuyucuklara (blank ve standart kuyucuklarıda 

dahil) 50 µL Stop solüsyonu eklendi. 

j) ELISA plate daha sonra kuyucukların Absorbance miktarları ölçülmek üzere mikro 

plate okuyucu cihazında 450 nm dalga boyunda yürütüldü. 

 

3.7.2. Melatonin Hormonu Konsantrasyonlarının Belirlenmesi 

a) Tüm kuyucukların absorbance değerlerinden boş (blank) kuyucuğunun absorbance 

değeri çıkarıldı.  

b) Daha sonra, standart kuyucukların absorbance değerlerinin ve bilinen 

konsantrasyonlarının doğal logaritması (ln) alındı. Elde edilen değerler kullanılarak 

Microsoft Excel programında lineer regresyon grafiği çizildi ve grafiğin denklemi elde 

edildi [ln(konsantrasyon) = 1,3514 x ln(absorbance) + 3,6779] (R2 = 0,99). 
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c) Konsantrasyonu bilinmeyen örnek kuyucuklarının elde edilen absorbance değerlerinin 

doğal logaritması alınarak denklemde yerine koyuldu ve ln(konsantrasyon) değerleri 

hesaplandı. 

d) Son olarak ln(konsantrasyon) değerleri ve sabit “e” sayısı kullanılarak melatonin 

konsantrasyon değerleri elde edildi.  

 

3.8. Kisspeptin ELISA Deneyi 

Farelerin hipotalamuslarında bulunan kisspeptin miktarının tayini için SunredBio 

markalı ELISA kiti kullanıldı ve kit içerisinden çıkan protokol uygulandı. Dokular 

homojenize edildikten sonra homojenatlarda bulunan total protein tayini için Bradford 

protein assay metodu uygulandı113. ELISA protokolü kullanılarak elde edilen absorbance 

verilerinden Excel programı yardımıyla örneklerdeki kisspeptin miktarı hesaplandı. Elde 

edilen protein konsantrasyonları Bradford protein assay kullanılarak elde edilen total 

protein miktarlarına göre standardize edildi. 

 

3.8.1. Doku Homojenizasyonu 

a) 20 mL RIPA, 200 µL PMSF, 200 µL sodyum vanadat ve 200 µL proteaz inhibitörü bir 

tüpte karıştırılarak homojenizasyon sıvısı hazırlandı. 

b) -80 0C’den çıkarılan dokuların üzerine 200’er µL hazırlanan homojenizasyon 

sıvısından eklendi. 

c) Dokular sonifikasyonla buz üzerinde parçalandı ve homojenatlar elde edildi. 

d) Homojenatlar 10000 RPM’de 10 dakika santrifüj edildi. 

e) Santrifüj sonunda pelletler atıldı ve süpernatantlar yeni tüplere alındı. 

 

3.8.2. Bradford Protein Assay 

a) BSA protein solüsyonu saf su kullanılarak seyreltildi ve Standart 1 (0,03125 μg/mL), 

Standart 2 (3,125 μg/mL), Standart 3 (6,25 μg/mL), Standart 4 (12,5 μg/mL) ve Standart 

5 (25 μg/mL) solüsyonları Eppendorf tüpler içerisine hazırlandı. 

b) Hazırlanan her bir homojenat örneğinden 10 μl alınarak ilgili kuyucuklara eklendi. 

c) Boş plate üzerindeki boş (Blank) kuyucuğu boş bırakıldı. Standart 1-2-3-4-5 

kuyucuklarından her birine 10 µL aynı numaralı standart solüsyonu eklendi. 

d) Tüm kuyucukların üzerine 100 µL Bradford solüsyonu eklendi. 
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e) Plate daha sonra kuyucukların absorbance miktarları ölçülmek üzere mikro plate 

okuyucu cihazında 595 nm dalga boyunda yürütüldü. 

 

3.8.3. ELISA Platelerin Hazırlanması ve Absorbance Ölçümü 

a) Kit içerisinden çıkan standart protein solüsyonu (3200 pg/mL) ve standart seyreltici 

kullanılarak Standart 1 (100 pg/mL), Standart 2 (200 pg/mL), Standart 3 (400 pg/mL), 

Standart 4 (800 pg/mL) ve Standart 5 (1600 pg/mL) solüsyonları Eppendorf tüpler 

içerisine hazırlandı. 

b) ELISA plate üzerindeki boş (Blank) kuyucuğu boş bırakıldı. Standart 1-2-3-4-5 

kuyucuklarından her birine 50 µL aynı numaralı standart solüsyonu ve 50 µL 

Streptavidin-HRP eklendi. 

c) ELISA plate üzerindeki örnek kuyucuklarından her birine, 40 µL homojenat örneği, 

10 µL Biotin-(KISS1)Ab ve 50 µL Streptavidin-HRP eklendi. 

d) ELISA plate üzeri membranla kapatılıp hafifçe çalkalandıktan sonra 37 0C’de 1 saat 

inkübasyona bırakıldı. 

e) İnkübasyon süresinin ardından ELISA plate üzerindeki membran çıkarıldı ve ELISA 

plate yıkama cihazı içerisine alındı. Kit içerisinde bulunan yıkama tamponu kullanılarak 

cihaz içerisinde ELISA plate 3 kez yıkandı. 

f) Yıkama işleminin ardından tüm kuyucuklara (blank ve standart kuyucuklarıda dahil) 

50 µL Chromogen A solüsyonu ve 50 µL Chromogen B solüsyonu eklendi. 

g) ELISA plate üzeri membranla kapatılıp hafifçe çalkalandıktan sonra 37 0C’de 10 

dakika inkübasyona bırakıldı. 

h) İnkübasyon süresinin ardından tüm kuyucuklara (blank ve standart kuyucuklarıda 

dahil) 50 µL Stop solüsyonu eklendi. 

i) ELISA plate daha sonra kuyucukların Absorbance miktarları ölçülmek üzere mikro 

plate okuyucu cihazında 450 nm dalga boyunda yürütüldü. 

 

3.8.4. Kisspeptin Protein Konsantrasyonlarının Belirlenmesi 

a) Öncelikle Bradford protein assay ve kisspeptin ELISA deneyleri için tüm kuyucukların 

absorbance değerlerinden boş (Blank) kuyucuklarının absorbance değeri çıkarıldı. 

b) Daha sonra, her iki deney içinde standart kuyucukların absorbance değerlerinin ve 

bilinen konsantrasyonlarının doğal logaritması (ln) alındı. Elde edilen değerler 
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kullanılarak Microsoft Excel programında lineer regresyon grafikleri çizildi ve grafiklerin 

denklemleri elde edildi.  

Bradford protein assay için: ln(konsantrasyon) = 2,255 x ln(absorbance) + 3,4276 (R2= 

0,97) 

Kisspeptin ELISA için: ln(konsantrasyon) = 1,6053 x ln(absorbance) + 7,0011 (R2= 0,99) 

c) Konsantrasyonu bilinmeyen örnek kuyucuklarının elde edilen absorbance değerlerinin 

doğal logaritması alınarak denklemde yerine koyuldu ve ln(konsantrasyon) değerleri 

hesaplandı. 

d) Son olarak ln(konsantrasyon) değerleri ve sabit “e” sayısı kullanılarak örneklerdeki 

total protein ve kisspeptin proteini konsantrasyon değerleri elde edildi. 

e)  Bradford protein assay ile bulunan tüm total protein konsantrasyonları, bu assay ile 

tespit edilen en küçük konsantrasyon değerine bölünerek çarpan sayıları elde edildi. 

İlgili örneğin ELISA yöntemi ile bulunan Kisspeptin protein konsantrasyonu, bu çarpan 

değerlerine bölünerek sonuçlar standardize edildi ve Kisspeptin protein konsantrasyonları 

belirlendi. 

 

3.9. Real Time qPCR Deneyi 

Çalışmamızda KISS1 geni için tasarlanan FAM boyalı prob içeren TaqMan Gen 

Ekspresyon Assayi kullanılarak Real Time qPCR gerçekleştirildi ve bu sayede 

örneklerden alınan hipotalamuslardaki KISS1 geninin ekspresyon düzeyleri ölçüldü. 

RNA izolasyonu için Trizol metodu kullanıldı114. cDNA sentezi için Applied Biosystems 

marka High-Capacity cDNA Reverse Transkripsiyon Kiti kullanıldı ve kit içerisinden 

çıkan protokol uygulandı. 

 

3.9.1. RNA İzolasyonu 

a) -80 0C’den çıkarılan dokuların üzerine 500’er µL Trizol eklendi. 

b) Örnekler daha sonra homojenizasyon ve hücrelerin parçalanması için sonifikasyona 

tabi tutuldu. 

c) Homojenize edilen örnekler -20 0C’de bir gece bekletildi. 

d) Ertesi gün -20 0C’den çıkarılan örnekler buz üzerinde çözüldükten sonra 15 saniye 

vortekslendi ve +4 0C’de 12000 g’de 10 dakika santrifüj edildi. Pelletler atıldı ve 

süpernatantlar yeni bir tüpe aktarıldı. 
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e) Yeni tüpe aktarılan süpernatantlar üzerine 100’er µL kloroform eklendi, 15 saniye 

vortekslendi ve 5 dakika buz üzerinde bekletildi. 

f) Örnekler +4 0C’de 12000 g’de 15 dakika santrifüj edildi. Santrifüjün ardından 

örneklerde 3 ayrı faz gözlendi. En altta DNA’nın bulunduğu kırmızı (fenol-kloroform) 

faz, ortada proteinlerin bulunduğu beyaz faz ve en üstte RNA’nın bulunduğu saydam faz. 

g) Örneklerde bulunan saydam fazlar yeni tüplere aktarıldı, üzerlerine 250’şer µL 

izopropanol eklendi, 15 saniye vortekslendi ve 5 dakika buz üzerinde bekletildi. 

h) Örnekler +4 0C’de 12000 g’de 10 dakika santrifüj edildi. Bu sayede RNA’lar 

çöktürülmüş oldu. 

i) Süpernatantlar atıldı ve pelletlerin üzerlerine %75’lik (DEPC ile seyreltilmiş) -20 0C’de 

tutulan 500’er µL etil alkol eklendikten sonra pipetaj yapılarak pellet çözüldü. Bu sayede 

RNA’lar yıkanmış oldu. 

j) Örnekler +4 0C’de 7500 g’de 5 dakika santrifüj edilerek yıkanmış RNA’lar çöktürüldü. 

Süpernatantlar atıldıktan sonra tüpler buz üzerinde ağzı açık şekilde kalan etil alkol 

buharlaşana kadar bekletildi. 

k) Pelletlerin üzerine 20’şer µL DEPC eklenerek RNA’lar çözüldü ve örnekler -80 0C’de 

saklandı. 

 

3.9.2. cDNA Sentezi 

a) Kit bileşenleri ve RNA’lar buz üzerinde çözülmeye bırakıldı. 

b) Çözülme tamamlandıktan sonra 2X RT master miks her örnek için Çizelge 3.2’de 

belirtilen miktarlarda olacak şekilde 100 örnek için hazırlandı. 

c) Her PCR tüpüne 10 µL 2X RT master miks ve 10 µL RNA eklendi. PCR tüpleri 

thermal cycler cihazına yerleştirildi ve Çizelge 3.3’de belirtilen program çalıştırıldı. 

d) Program sonunda elde edilen cDNA’lar -80 0C’de saklandı. 

 

Çizelge 3.2 2X RT master mix bileşenleri ve miktarları 

2x RT Master Mix Bileşenleri Kullanılan miktar 

10X RT Buffer 2.0 µL 

25X dNTP karışımı 0.8 µL 

10X RT Random Primer 2.0 µL 

MultiScribeTM Reverse Transcriptase  1.0 µL 
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 Çizelge 3.2 (Devamı) 

Nükleaz içermeyen Su 4.2 µL 

1 reaksiyon için toplam hacim 10 µL 

 

Çizelge 3.3 cDNA eldesi için Thermal Cycler’da kullanılan program 

 1.Aşama 2.Aşama 3.Aşama 4.Aşama 

Sıcaklık 25 ºC 37 ºC 85 ºC 4 ºC 

Zaman 10 dakika 120 dakika 5 dakika ∞ 

 

3.9.3. Real Time qPCR 

a) Kit bileşenleri ve RNA’lar buz üzerinde çözülmeye bırakıldı. 

b) Çözülme tamamlandıktan sonra Real Time qPCR karışımı her örnek için Çizelge 

3.4’de belirtilen miktarlarda hazırlandı.  

c) Hazırlanan PCR karışımları 96’lık plate içerisine aktarıldı.  

d) Plate’in üstü şeffaf filmle kapatıldı ve üzerine koruyucu örtü yerleştirildi.  

e) Plate Applied Biosystems 7500 Real Time qPCR cihazına yüklendi. Cihazın programı 

Çizelge 3.5’deki gibi ayarlandı ve çalıştırıldı. 

 

Çizelge 3.4 Real Time qPCR reaksiyonunun bileşenleri ve miktarları 

Real Time qPCR bileşenleri Kullanılan miktar 

20X TaqMan Gene Expression Assay 1.0 µL 

2X TaqMan Universal PCR Master Mix 10.0 µL 

cDNA örneği 4.0 µL 

RNAaz içermeyen su 5.0 µL 

Her reaksiyon için toplam hacim 20 µL 

 

Çizelge 3.5 Applied Biosystems 7500 Real Time qPCR için kullanılan program 

Isı Döngüsü Koşulları 

Aşama Sıcaklık (ºC) Zaman(dd:ss) 

Hold 50 2:00 

Hold 95 10:00 
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 Çizelge 3.5 (Devamı) 

Döngü 

(40 Döngü) 

95 0:15 

60 1:00 

 

3.9.4. Real Time qPCR Sonuçlarının Değerlendirilmesi 

Ekspresyon düzeylerini belirlemek için threshold cycle (Ct) değerleri arasındaki 

farklılıklar ölçülür115. Ct değeri bize üründeki ilk anlamlı artışın olduğu noktayı belirtir. 

Ct sistem başladığı andan itibaren, logaritmik oranda ürün oluşması sonucu logaritmik 

lineer faza geçiş noktasıdır116. KISS1 geninin ekspresyon düzeyini belirlemek için ΔCt 

yöntemi kullanıldı117. Sonuçlar aşağıdaki formül kullanılarak değerlendirildi; 

ΔCt= Ct hedef gen - Ct referans gen 

ΔΔCt= ΔCt örnek - ΔCt kontrol    

Oran = 2-ΔΔCt  

 

3.10. İstatistiksel Analiz 

Tüm örnekler için tümör hacimleri, melatonin konsantrasyonları, kisspeptin 

konsantrasyonları ve KISS1 ekspresyon seviyeleri tespit edildikten sonra bu veriler 

bağımsız t-testi, two-way ANOVA ve Pearson korelasyon analizi kullanılarak 

karşılaştırıldı. Analiz için SPSS 20.0108 programı kullanıldı.
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4. BULGULAR 

 

Çalışmaya Çukurova Üniversitesi Tıp Fakültesi Deneysel Tıp Araştırma ve 

Uygulama Merkezi’nden sağlanan 96 adet balb/c albino türü fare ile başlandı. Deney 

sonunda bu farelerden 87 tanesi hayatta kaldı. 9 tane fare (1 adet sağlıklı ve 8 adet 

enjeksiyon yapılan fare) bilinmeyen sebeplerden öldü ve çalışma dışı bırakıldı. Çalışma 

sonunda 12 tane farede melanoma oluşumu gözlendi. Tümör oluşan farelerden örnekler 

Şekil 4.1’de gösterilmiştir. Çalışma başlangıcında tümör oluşan farelerdeki metastaz 

durumunun görsel olarak tespit edilmesi amaçlanmıştı ancak tümör oluşan farelerin 

akciğer, karaciğer ve böbreklerinde herhangi bir metastaz görsel olarak gözlemlenemedi.  

 

 

Şekil 4.1 Tümör oluşan farelerden örnekler 

 

4.1. Melatonin Hormonu, Kisspeptin Proteini, KISS1 Ekspresyon Miktarları 

ve İlgili İstatistiksel Analizler 

Serumda tespit edilen melatonin miktarları, alınan hipotalamus dokularında tespit 

edilen kisspeptin proteini miktarları ve KISS1 ekspresyon düzeyleri (mRNA) Çizelge 

4.1’de belirtilmiştir. Melatonin miktarları serumdan ölçüldüğü için herhangi bir 

standardizasyon yapılmamıştır. Kisspeptin proteininin miktarları ise Bradford assay ile 

metot bölümünde belirtildiği gibi standardize edilmiştir.  KISS1 (mRNA) ekspresyon 

düzeyleri tespit edilirken ΔCt metodu kullanılmış ve ekspresyon düzeyleri göreceli olarak 

tespit edilmiştir. GSD-1 nolu örnek hesaplamalarda kontrol olarak kabul edilmiş ve 

standart alınarak (1 birim) göreceli ekspresyon düzeyleri bu örneğe göre belirlenmiştir. 
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Çizelge 4.1 Melatonin, Kisspeptin ve KISS1 miktarları 

Örnek No Melatonin (ng/L) Kisspeptin (pg/mL) KISS1 

KSD-1 8,519 48,290 0,529 

KSD-2 7,915 23,301 0,376 

KSD-3 22,058 31,669 0,269 

KSD-4 14,261 2,853 0,399 

KSD-5 27,693 26,228 1,396 

KSD-6 30,406 16,431 1,107 

KSE-1 15,547 25,452 0,250 

KSE-2 21,372 21,416 0,166 

KSE-3 15,171 14,732 0,261 

KSE-4 20,963 7,401 16,737 

KSE-5 13,125 15,068 0,422 

KSE-6 19,793 23,596 0,022 

KMD-1 9,947 10,857 0,115 

KMD-2 9,649 35,974 0,102 

KMD-3 2,992 10,191 33,862 

KMD-4 5,946 26,388 23,572 

KMD-5 20,827 60,474 1,291 

KMD-6 25,047 26,107 0,365 

KMD-7 17,941 4,391 0,316 

KMD-8 10,701 4,436 0,374 

KMD-9 14,385 12,413 3,879 

KMD-10 16,434 6,356 1,358 

KMD-11 17,767 25,772 6,081 

KMD-12 19,793 41,957 1,187 

KMD-13 9,909 6,389 5,089 

KMD-14 18,246 8,734 1,795 

KMD-15 13,569 41,283 4,496 

KMD-16 10,171 62,606 1,250 

KME-1 26,916 18,551 16,195 
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 Çizelge 4.1 (Devamı) 

KME-2 27,839 20,512 12,974 

KME-3 9,872 14,174 5,515 

KME-4 25,475 13,299 15,520 

KME-5 19,259 7,352 0,291 

KME-6 25,810 8,835 20,471 

KME-7 26,819 5,362 10,435 

KME-8 24,196 21,220 9,026 

KME-9 24,196 5,021 15,368 

KME-10 16,733 24,130 2,057 

KME-11 17,076 8,445 12,411 

KME-12 19,214 9,381 4,378 

KME-13 16,392 22,027 25,124 

KME-14 16,095 24,954 2,536 

KME-15 15,088 6,081 1,220 

KME-16 13,528 5,979 0,405 

KME-17 12,093 17,907 3,862 

GSD-1 7,565 21,219 1,000 

GSD-2 19,614 23,816 0,502 

GSD-3 18,071 14,952 0,560 

GSD-4 14,180 21,430 1,913 

GSD-5 18,641 46,338 1,818 

GSE-1 8,304 5,884 0,356 

GSE-2 10,209 20,511 20,314 

GSE-3 17,162 47,479 9,359 

GSE-4 11,546 6,515 9,248 

GSE-5 13,853 14,800 1,630 

GSE-6 14,180 10,920 2,152 

GMD-1 8,735 33,434 16,786 

GMD-2 13,934 16,820 95,049 

GMD-3 10,587 14,325 1,431 
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 Çizelge 4.1 (Devamı) 

GMD-4 11,858 17,672 25,787 

GMD-5 22,242 23,370 11,659 

GMD-6 13,206 18,894 2,641 

GMD-7 13,934 6,905 2,409 

GMD-8 14,839 13,028 9,494 

GMD-9 13,569 13,707 19,591 

GMD-10 12,329 33,043 0,905 

GMD-11 10,511 10,220 0,458 

GMD-12 19,793 7,474 2,264 

GMD-13 10,511 12,784 1,302 

GMD-14 8,699 12,124 1,890 

GMD-15 11,275 39,041 1,024 

GMD-16 7,117 17,861 17,145 

GMD-17 14,714 17,587 29,569 

GME-1 9,098 10,154 20,605 

GME-2 13,488 16,596 25,422 

GME-3 11,469 19,303 0,572 

GME-4 12,329 15,447 0,802 

GME-5 10,815 11,746 11,578 

GME-6 13,650 18,032 12,275 

GME-7 9,649 15,192 11,695 

GME-8 12,527 18,753 32,620 

GME-9 12,805 17,033 7,950 

GME-10 10,815 34,975 4,604 

GME-11 15,757 17,713 0,846 

GME-12 11,198 12,243 25,725 

GME-13 11,391 27,044 71,057 

GME-14 10,059 17,723 31,980 

 

11. hafta sonunda kesilen ve 17. hafta sonunda kesilen sağlıklı farelerin 

melatonin, kisspeptin ve KISS1 değerleri t-testi kullanılarak karşılaştırılmış ve ortalama 
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değerler arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunamamıştır (Çizelge 4.2). 11. 

hafta sonunda kesilen fareler de bu sebeple diğer analizlerde 17. hafta sonunda kesilen 

sağlıklı farelerle beraber değerlendirilmiştir. 

 

Çizelge 4.2 11. ve 17. hafta sonunda kesilen sağlıklı farelerin değerlerinin karşılaştırılması 

 Kör Grup Gün Işığı Grubu 

Kesim 

Tarihi 

n Ortalama p Kesim 

Tarihi 

n Ortalama p 

Melatonin 

(ng/L) 

11. hafta 6 15,097 0,145 11. hafta 6 13,488 
0,700 

17. hafta 6 21,040 17. hafta 5 14,480 

Kisspeptin 

(pg/mL) 

11. hafta 6 27,476 0,069 11. hafta 6 22,310 
0,801 

17. hafta 6 15,263 17. hafta 5 20,000 

KISS1 
11. hafta 6 0,309 0,309 11. hafta 6 5,349 

0,621 
17. hafta 6 3,347 17. hafta 5 3,352 

 

 Dişi ve erkek farelerin melatonin, kisspeptin ve KISS1 değerleri t-testi 

kullanılarak karşılaştırılmış ve ortalama değerler arasındaki fark kisspeptin için 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (Çizelge 4.3). Dişi farelerde kisspeptin miktarı 

erkek fareler göre daha yüksektir (p<0,05). Dişi ve erkek farelerdeki kisspeptin değerleri 

arasındaki farkın grafiği Şekil 4.2’de gösterilmiştir. 

 

Çizelge 4.3 Dişi ve erkek farelerin değerlerinin karşılaştırılması 

 Cinsiyet n Ortalama p 

Melatonin 

(ng/L) 

Dişi 44 14,320 
0,203 

Erkek 43 15,881 

Kisspeptin 

(pg/mL) 

Dişi 44 22,026 
0,027 

Erkek 43 16,255 

KISS1 
Dişi 44 7,600 

0,273 
Erkek 43 11,080 
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Şekil 4.2 Dişi ve erkek farelerin kisspeptin değerlerinin karşılaştırılması (ortalama+S.E.M., 

p<0,05) 

 

 Gün ışığı grubundaki ve kör gruptaki farelerin melatonin, kisspeptin ve KISS1 

değerleri t-testi kullanılarak karşılaştırılmış ve ortalama değerler arasındaki fark 

melatonin ve KISS1 için istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (Çizelge 4.4). Kör 

gruptaki farelerde melatonin miktarı gün ışığı grubundaki farelere göre daha yüksekken 

KISS1 miktarı gün ışığı grubundaki farelere göre daha düşüktür (p<0,05). Gün ışığı 

grubundaki ve kör gruptaki farelerin melatonin ve KISS1 değerleri arasındaki farkın 

grafiği Şekil 4.3’de gösterilmiştir. 

 

Çizelge 4.4 Gün ışığı grubu ve kör gruptaki farelerin değerlerinin karşılaştırılması 

 Grup n Ortalama p 

Melatonin 

(ng/L) 

Kör Grup 45 17,261 
0,000 

Gün Işığı Grubu 42 12,767 

Kisspeptin 

(pg/mL) 

Kör Grup 45 19,422 
0,844 

Gün Işığı Grubu 42 18,907 

KISS1 
Kör Grup 45 5,886 

0,028 
Gün Işığı Grubu 42 13,000 
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Şekil 4.3 Gün ışığı grubu ve kör gruptaki farelerin melatonin ve KISS1 değerlerinin 

karşılaştırılması (ortalama+S.E.M., p<0,05) 

 

Melanoma hücre hattı enjeksiyonu yapılmayan sağlıklı fareler ile tümör oluşumu 

gözlenen farelerin melatonin, kisspeptin ve KISS1 değerleri t-testi kullanılarak 

karşılaştırılmış ve ortalama değerler arasındaki fark melatonin ve KISS1 için istatistiksel 

olarak anlamlı bulunmuştur (Çizelge 4.5). Sağlıklı farelerde melatonin miktarı tümör 

oluşumu gözlenen farelere göre daha yüksekken KISS1 miktarı tümör oluşumu gözlenen 

farelere göre daha düşüktür (p<0,05). Sağlıklı farelerin ve tümör oluşumu gözlenen 

farelerin melatonin ve KISS1 değerleri arasındaki farkın grafiği Şekil 4.4’de 

gösterilmiştir. 

 

Çizelge 4.5 Sağlıklı ve tümör oluşumu gözlenen farelerin değerlerinin karşılaştırılması 

 Grup n Ortalama p 

Melatonin 

(ng/L) 

Sağlıklı 23 16,093 
0,000 

Tümörlü 12 9,588 

Kisspeptin 

(pg/mL) 

Sağlıklı 23 21,317 
0,373 

Tümörlü 12 17,540 

KISS1 
Sağlıklı 23 3,078 

0,017 
Tümörlü 12 11,964 
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Şekil 4.4 Sağlıklı ve tümör oluşumu gözlenen farelerin melatonin ve KISS1 değerlerinin 

karşılaştırılması (ortalama+S.E.M., p<0,05) 

 

4.2. Tümör Büyüklükleri ve İlgili İstatistiksel Analizler 

Melanoma hücre hattı enjeksiyonu yapılan 72 fareden 8 tanesi öldü ve 12 tane 

farede tümör oluşumu gözlendi. Tümör oluşumu gözlenen farelerin 6’sının erkek 6’sının 

dişi, 6’sının gün ışığı grubunda ve 6’sının kör grupta olduğu tespit edildi. Gruplar ve 

cinsiyetler arasında tümör oluşan fareler bakımından herhangi bir sayısal farka 

rastlanmadı. Tümör oluşumu gözlenen farelerde enjeksiyondan kesime kadar tümör 

hacimlerinin haftalara göre değişimi Çizelge 4.6 ve Şekil 4.5’de gösterilmiştir.  

 

Çizelge 4.6 Tümör hacimlerinin (mm3) haftalara göre değişimi 

Örnek No Hafta 1 Hafta 2 Hafta 3 Hafta 4 Hafta 5 Hafta 6 

KMD-2 - 18,00 87,50 486,00 936 936 

KMD-3 - 32,00 320,00 2560,00 7488 7488 

KMD-4 - 22,50 245,00 1764,00 4630,5 4630,5 

KMD-13 - 6,00 56,00 288,00 726 726 

KME-3 - 13,50 56,00 320,00 786,5 786,5 

KME-16 - 6,00 31,50 220,50 550 550 

GMD-1 - 32,00 486,00 3240,00 3971 3971 

GMD-16 - 40,00 936,00 6083,50 8125 8125 

GME-1 - 18,00 650,00 2601,00 3610 3610 

GME-7 - 13,50 550,00 1912,50 2432 2432 
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 Çizelge 4.6 (Devamı) 

GME-9 - 13,50 288,00 936,00 1470 1470 

GME-11 - 6,00 220,50 786,50 1352 1352 

 

 

Şekil 4.5 Tümör hacimlerinin haftalara göre değişimi 

 

Tümör oluşumu gözlenen farelerin melatonin, kisspeptin ve KISS1 değerleri 

Pearson korelasyon analizi kullanılarak deney sonundaki tümör hacimleri ile 

karşılaştırılmıştır. Bu karşılaştırma sonucunda melatonin ve KISS1 değerlerinin deney 

sonundaki tümör hacimleriyle ilişkisi istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (Çizelge 

4.7). Deney sonundaki tümör hacimleriyle melatonin değerleri arasında ters orantılı 

(korelasyon değeri = -0,766, p<0,05) güçlü bir ilişki bulunurken,  deney sonundaki tümör 

hacimleriyle KISS1 değerleri arasında doğru orantılı (korelasyon değeri = 0,849, p<0,05) 

güçlü bir ilişki bulunduğu tespit edilmiştir. Deney sonundaki tümör hacimleriyle 

melatonin ve KISS1 (mRNA) değerleri arasındaki ilişki Şekil 4.6’de gösterilmiştir. 

 

Çizelge 4.7 Deney sonundaki tümör hacimleriyle melatonin, kisspeptin ve KISS1 değerlerinin 

karşılaştırılması 

 Tümör Hacmi 

n Korelasyon Değeri p 

Melatonin 12 -0,766 0,004 

Kisspeptin 12 0,067 0,837 

KISS1 12 0,849 0,000 
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Şekil 4.6 Deney sonundaki tümör hacimleriyle melatonin ve KISS1 değerleri arasındaki ilişki 

 

 Tümör oluşumu gözlenen farelerden gün ışığı grubundaki ve kör gruptaki 

farelerin deney sonundaki tümör hacimleri t-testi kullanılarak karşılaştırılmıştır. Gün ışığı 

grubundaki farelerin deney sonundaki ortalama tümör hacmi kör gruptaki farelerden 

yüksek olmasına karşın bu fark istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (p>0,05) 

(Çizelge 4.8). Gün ışığı grubu ve kör gruptaki farelerin deney sonundaki tümör hacimleri 

arasındaki farkın grafiği Şekil 4.7’de gösterilmiştir.  

 

Çizelge 4.8 Gün ışığı grubundaki ve kör gruptaki farelerin deney sonundaki tümör hacimlerinin 

karşılaştırılması 

Grup n Tümör Hacmi Ortalaması (mm3) p 

Kör Grup 6 2519,500 
0,547 

Gün Işığı Grubu 6 3493,333 

 

 

Şekil 4.7 Gün ışığı grubundaki ve kör gruptaki farelerin deney sonundaki tümör hacimlerinin 

karşılaştırılması (ortalama+S.E.M., p>0,05) 
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Gün ışığı grubundaki ve kör gruptaki farelerin tümör hacimlerinin haftalar 

içerisindeki değişim hızları two-way ANOVA analizi kullanılarak karşılaştırılmıştır. Bu 

karşılaştırma için Çizelge 4.6’da verilen haftalara göre tümör hacimleri tümörlerin ilk 

görüldüğü hafta olan 2. haftadaki değerlere bölünmüş ve tümörlerin oluştuktan sonra her 

hafta kaç kat büyüdükleri tespit edilmiştir. Bunun sonucunda, gün ışığı grubundaki 

farelerin tümör hacimlerinin kör gruptaki farelerin tümör hacimlerinden hızlı büyüdükleri 

tespit edilmiştir (p<0,05) (Çizelge 4.9). Gün ışığı grubu ve kör gruptaki farelerin tümör 

hacimlerinin artış hızları arasındaki farkın grafiği Şekil 4.8’de gösterilmiştir. 

 

Çizelge 4.9 Gün ışığı grubundaki ve kör gruptaki farelerin tümör hacimlerinin haftalar içerisindeki 

değişim oranlarının karşılaştırılması 

  Hafta 2 Hafta 3 Hafta 4 Hafta 5 p 

K
ö
r 

G
ru

p
 

KMD-2 1 4,861111 27 52 

0,026 

KMD-3 1 10 80 234 

KMD-4 1 10,88889 78,4 205,8 

KMD-13 1 9,333333 48 121 

KME-3 1 4,148148 23,7037 58,25926 

KME-16 1 5,25 36,75 91,66667 

G
ü

n
 I

şı
ğ
ı 

G
ru

b
u

 

GMD-1 1 15,1875 101,25 124,0938 

GMD-16 1 23,4 152,0875 203,125 

GME-1 1 36,11111 144,5 200,5556 

GME-7 1 40,74074 141,6667 180,1481 

GME-9 1 21,33333 69,33333 108,8889 

GME-11 1 36,75 131,0833 225,3333 
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Şekil 4.8 Gün ışığı grubundaki ve kör gruptaki farelerin tümör hacimlerinin haftalar içerisindeki 

değişiminin karşılaştırılması (ortalama+S.E.M., p>0,05)
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5. TARTIŞMA 

 

Yaptığımız çalışmada gün ışığı alım miktarının vücutta sentezlenen melatonin ve 

kisspeptin miktarını nasıl değiştirdiği, bunun melanoma hücre hattı verilen farelerde 

kanser oluşumuna nasıl etki ettiği ve metastazın melatonin ve kisspeptin miktarıyla nasıl 

bir ilişki gösterdiği araştırılmıştır. Bu amaçla, melatonin ve kisspeptin miktarlarının 

belirlenmesi için uygulaması daha hızlı, hata yapma olasılığı daha az ve güçlü sonuçlar 

üreten ELISA metodu tercih edilmiştir118-120. KISS1 geninin ekspresyonunun (mRNA) 

belirlenmesi için ise Real-Time qPCR metodu kullanılmıştır. 

Çalışmamızda öncelikle dişi ve erkek fareler arasındaki melatonin, kisspeptin ve 

KISS1 değerleri karşılaştırılmıştır. Melatonin ve KISS1 değerlerinin bu iki grup arasında 

benzer olduğu tespit edilirken kisspeptin değerinin dişi farelerde (22,026 pg/mL) erkek 

farelere (16,255 pg/mL) göre daha yüksek olduğu bulunmuştur. Nathan et al.121  ve 

Wetterberg et al.122 daha önce yaptıkları çalışmalarda cinsiyetin melatonin üzerindeki 

etkisini araştırmışlar ancak erkek ve dişi bireyler arasında herhangi bir farka 

rastlamamışlardır. Buna karşın, Touitou et al.123 araştırmasında yaşlı insanlardaki (yaş 

ort. 80,9) melatonin seviyelerini karşılaştırmış ve yaşlı kadınlardaki melatonin 

seviyesinin erkeklere göre daha yüksek olduğunu tespit etmiştir fakat bu farklılığın 

sebebini açıklayamamıştır. Çalışmamızda kullanılan farelerin genç fareler olduğu 

düşünüldüğünde dişi ve erkekler arasında melatonin seviyeleri arasında herhangi bir fark 

bulunmaması daha önceki bulgularla benzerlik göstermektedir. Erkek ve dişi fareler 

arasında KISS1 (mRNA) ve kisspeptin miktarları karşılaştırıldığında ise KISS1 miktarları 

arasında herhangi bir fark gözlenmezken kisspeptin miktarları dişi farelerde daha yüksek 

tespit edilmiştir. Clarke et al.76 bunun sebebini kisspeptin sentezinin büyük çoğunluğunu 

yapan AVPV nöronlarının cinsiyete bağlı olarak dimorfik olmasına ve dişilerde erkeklere 

oranla daha çok miktarda bu nöronlardan bulunmasına bağlamıştır. Buna dayanarak, 

bulgularımıza göre sentez hızı (KISS1 mRNA miktarı) dişi ve erkek farelerde farklılık 

göstermezken kisspeptin miktarının dişi bireylerde daha fazla gözlenmesi AVPV 

nöronlarının dişi bireylerde daha fazla miktarda olmasıyla ilişkilendirilebilir. AVPV 

nöronlarının dişi bireylerde neden daha fazla bulunduğuyla ilgili ise kesin bir görüş 

olmamakla birlikte sebebinin dişi bireylerde menstural döngünün kontrolünde de 

kisspeptinin rol alması olduğu düşünülmektedir76. 
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Birçok çeşitli çalışmada gösterildiği üzere vücuttaki melatonin döngüsünü 

düzenleyen en önemli olaylardan birisi retinadaki sinirlerin ışık ile uyarılmasıdır37-39. 

Lockley et al.124 yaptığı çalışmada çeşitli görme bozukluklarına sahip bireylerin 

melatonin döngülerini incelemiş ve kısmi görme bozuklukları olan ancak ışığı 

algılayabilen bireylerde melatonin döngüsünün normalden ufak sapmalar gösterdiğini 

buna karşın ışığı algılayamayan tam görme bozukluğu olan bireylerde melatonin 

döngüsünün anormal olduğunu gün içerisinde sürekli değiştiğini belirtmiştir. Ek olarak, 

Skene ve Arendt125 yaptıkları çalışmada iki gözü de bulunmayan retinadan ışık alamayan 

bireylerin sirkadyan ritimlerinin senkronizasyonlarının bozuk olduğunu ve melatonin 

döngüsünün spontane olduğunu bildirmişlerdir. Çalışmamızda gün ışığı grubu ile kör 

grup melatonin seviyeleri bakımından karşılaştırılmış ve grupların ortalama melatonin 

seviyeleri tespit edilmiştir. Kör gruptaki farelerde ortalama melatonin seviyesi 17,261 

ng/L olarak tespit edilirken, gün ışığı grubundaki ortalama melatonin seviyesi 12,767 

ng/L olarak tespit edilmiştir. Daha öncede belirtildiği gibi kandaki melatonin miktarı gün 

ışığından etkilenmektedir. Çalışmamızda tespit edilen ortalama melatonin seviyeleri 

arasındaki bu farkın kör gruptaki farelerin melatonin seviyelerindeki düzensiz 

değişiklikten kaynaklandığı düşünülmektedir. Gün ışığı ve kör gruptaki farelerin kesim 

işlemi gün ışığı alınan saate denk gelecek şekilde planlanmıştır ve bu sayede kandaki 

bazal melatonin seviyelerinin ortalama değerlerinin tespit edilmesi düşünülmüştür. 

Normal döngüye sahip gün ışığı grubunda melatonin miktarı gün içerisinde bazal 

seviyedeyken kör gruptaki farelerin melatonin değişimleri düzensiz olduğundan 

ortalamaları daha yüksek bulunmuştur. Skene ve Arendt125 , Lockley et al.124 gibi 

araştırmacıların daha önce belirttiği üzere kör bireylerde melatonin döngüsünün 

düzensizliği kandaki melatonin miktarının sürekli değişken olmasına ve dolayısıyla 

vücudun gün içerisinde daha çok melatonine maruz kalmasına neden olmaktadır. KISS1 

(mRNA) ve kisspeptin seviyelerine bakıldığında ise gün ışığı ve kör gruptaki farelerin 

kisspeptin miktarları arasında bir fark bulunamazken KISS1 miktarının gün ışığı 

grubunda (13,000) kör gruba göre (5,886) önemli derecede daha fazla olduğu tespit 

edilmiştir (p=0,028). Kauffman et al.90 ‘a göre gün uzunluğuyla (gün ışığına maruz kalma 

süresi) kisspeptin sentezi arasındaki ilişki doğru orantılıdır ve gün ışığına maruz kalma 

arttıkça kisspeptin sentezi artmaktadır. Ek olarak, Smith et al.126 , Revel et al.89 , Salehi 

et al.88  çalışmalarında melatonin ile kisspeptin arasındaki ilişkiyi incelemişler ve 
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melatoninin arttığı durumlarda kisspeptin sentezinin azaldığını bulgulamışlardır. Morgan 

ve Hazlerigg127 ‘e göre ise bunun sebebi kisspeptinin üreme kontrolünde önemli rolü 

olması ve üremenin uzun gün döngülerinde artmasıdır. Çalışmamızda elde ettiğimiz 

bulgular bu görüşlerle benzerlik göstermektedir. Gün ışığı grubunda kör gruba göre 

KISS1 sentezi yüksek iken kisspeptin miktarları arasında fark olmamasının ise üretilen 

kisspeptinin kan yoluyla farklı dokulara aktarılmasından kaynaklı olduğu 

düşünülmektedir. Gün ışığı grubunda fazla miktarda sentezlenen kisspeptinin üreme 

döngüsünün aktif olması için üreme organlarına ve diğer dokulara taşınmış olabileceği, 

kör grupta ise üreme döngüsü pasif durumda olduğundan üretilen kisspeptinin yine 

hipotalamusta bulunduğu ve diğer dokulara taşınmasının az miktarda olduğu yorumu 

yapılabilir. 

 Melatonin miktarlarının tümör oluşumu gözlenen farelerde (9,588 ng/L) sağlıklı 

farelere göre (16,093 ng/L) çok düşük düzeyde olduğu tespit edilmiştir. Grinevich ve 

Labunetz128 çalışmalarında melanomalı bireylerle sağlıklı bireyler arasındaki melatonin 

seviyelerindeki farkı incelemiş ve melanoma hastalarında melatonin düzeylerinin sağlıklı 

bireylere göre çok düşük düzeyde olduğunu tespit etmişlerdir. Melanoma oluşumu 

gözlenen deneklerde melatonin düzeylerinin sağlıklı deneklere göre düşük düzeylerde 

olması hastalığın sirkadyan ritmi ve vücutta bulunan bilinmeyen birçok mekanizmayı 

aksatmasıyla bağlantılı olabilir. Bir diğer ihtimal ise melatonin seviyesi düşük olan 

farelerin yapılan hücre hattı aşılaması sonrası melanomaya yakalanması ancak aşılama 

yapılan ve melatonin seviyesi daha yüksek olan farelerin kendilerini bundan 

koruyabilmesi şeklinde düşünülebilir. Ancak, hücre hattı aşılamasının direkt olması, 

normal hayattaki gibi kanser oluşumunun zamana yayılmaması ve gün ışığı grubuyla kör 

grup arasında melatonin miktarları arasında fark olmasına karşın kansere yakalanan fare 

sayısı bakımından herhangi bir fark olmaması bu ihtimali zayıflatmaktadır. Tümör 

oluşumu gözlenen ve sağlıklı farelerin KISS1 ve kisspeptin değerleri karşılaştırıldığında 

ise kisspeptin miktarları arasında herhangi bir fark tespit edilmezken, KISS1 miktarının 

tümör oluşumu gözlenen farelerde (11,964) sağlıklı farelere göre (3,078) çok daha yüksek 

olduğu tespit edilmiştir. Bu bulgulara göre, kisspeptinin antimetastatik ve antikanser 

özellikleri düşünüldüğünde tümör oluşumundan kaynaklı olarak kisspeptinin 

hipotalamustaki sentezinin arttığı ve kan yoluyla tümörlü dokulara taşındığı 

yorumlanabilir. Murphy129 çalışmasına bu duruma değinmiştir. Buna karşın, Shirasaki et 
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al.130 metastaz yapan melanomalarda KISS1’in sentezinin (mRNA) azaldığını belirtmiştir. 

Çalışmamızda KISS1’in artışı bu sonuçlarla çelişiyor görünse de, farelerde herhangi bir 

metastazla karşılaşılmadığından dolayı bu normal karşılanabilir. Kanserin daha ileri 

evreye kadar beklenmesi durumunda örneklerimizde metastaz gerçekleşip 

gerçekleşmeyeceği, bunun KISS1 sentezini nasıl etkileyeceği bilinmediğinden dolayı ise 

bu durum yoruma açıktır. Ek olarak, tümör oluşumu gözlenen farelerdeki tümör hacmi 

ile melatonin ve KISS1 miktarları arasındaki korelasyon karşılaştırıldığında melatoninin 

tümör hacmi ile güçlü ters bir korelasyon içerisinde olduğu, KISS1’in ise güçlü doğru bir 

korelasyon içerisinde olduğu görülmektedir. Bununda yukarıda belirttiğimiz yorumları 

doğrular nitelikte olduğu düşünülmektedir. Melatonin miktarı düştükçe tümör hacimleri 

artmıştır ve buna bağlı olarak melatoninin melanoma oluşumu üzerindeki koruyucu 

etkisinden bahsedilebilir. Birçok çalışmada da bu ilişki gösterilmiştir18,131,132. Tümör 

hacimleri arttıkça ise KISS1 sentezi artmıştır ve buna bağlı olarak deneklerde hiç 

metastaza rastlanmadığı da düşünüldüğünde KISS1 sentezinin artmasının metastazın 

engellenmesi ile ilgili olduğu akla getirilebilir. Ancak bu yorumun doğrulanması için 

oluşan tümörlerden alınan dokularda bulunan kisspeptin miktarının ölçülmesi faydalı 

olacaktır. 

 Kör grup ve gün ışığı grubunda son tümör hacimleri karşılaştırıldığında kör 

gruptaki tümörlerin son tümör hacimlerinin ortalamasının daha düşük olduğu görülmekle 

birlikte bu istatistiksel olarak ispatlanamamıştır. Sonuçların istatistiksel olarak anlamsız 

olmasının tümör oluşumu gözlenen fare sayısının (n=12) az olmasından kaynaklandığı 

ve daha fazla farede tümör oluşumu sağlanması durumunda anlamlı hale gelebileceği 

düşünülmektedir. Ek olarak, tümör hacimlerinin haftalar içerisinde büyüme hızları 

karşılaştırıldığında ise gün ışığı grubundaki farelerde tümörlerin kör gruptaki farelere 

göre daha hızlı büyüdüğü tespit edilmiştir. Yukarıda daha önce bahsettiğimiz bilgiler 

ışığında kör gruptaki yüksek miktardaki melatoninin tümör oluşumunu yavaşlattığı 

düşünülmektedir. Melatoninin tümör süpresör özellikleri göz önüne alındığında bu sonuç 

anlamlıdır. Kör gruptaki farelerde KISS1 sentezinin (mRNA) düşük olduğu göz önüne 

alındığında bu farelerde metastaz oranının daha fazla olması gerektiği düşünülmekte 

ancak deneklerde herhangi bir metastazla karşılaşılmadığından bu hipotezimiz 

doğrulanamamaktadır. Kanser oluşumu hücre hattı enjeksiyonuyla gerçekleştirildiğinden 

farelerde tümör oluşumu normal çevre koşullarına göre hızlı gerçekleşmiş ve ilerlemiştir. 
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Bilindiği üzere metastaz kanserin ileri evrelerinde görülen bir durumdur133. Bunun 

sonucunda, farelerde metastaz oluşmasını beklemek farelerde oluşan tümörlerin aşırı 

büyümesine ve hayati fonksiyonların sekteye uğramasına neden olabileceğinden 

çalışmanın süresi kısa tutulmuştur. Bu sebeple metastaz oluşumu gözlemlenememiştir. 

Sonraki çalışmalarda kanserojen maddelerle farelerde kanser oluşturmak alternatif bir yol 

olabilir. Ancak kanserojen madde uygulamasında da kanserojen ajanların KISS1 sentezini 

etkileyip etkilemediğinin bilinmemesi, oluşacak metastazların KISS1 senteziyle 

ilişkisinin gösterilmesinde soru işaretleri yaratabilir. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Çalışmaya Çukurova Üniversitesi Tıp Fakültesi Deneysel Tıp Araştırma ve 

Uygulama Merkezi’nden sağlanan 96 adet balb/c albino türü fare ile yaptığımız çalışmada 

gün ışığı alım miktarının vücutta sentezlenen melatonin ve kisspeptin miktarını nasıl 

değiştirdiği, bunun melanoma hücre hattı verilen farelerde kanser oluşumuna nasıl etki 

ettiği ve son olarak kanser gözlenen farelerde metastaz oranının melatonin ve kisspeptin 

miktarıyla nasıl bir ilişki gösterdiği araştırılmıştır ve aşağıda belirtilen sonuçlar elde 

edilmiştir: 

1. 96 fareyle başlayan çalışma deney sonunda 87 fareyle tamamlandı. 9 tane fare (1 adet 

sağlıklı ve 8 adet enjeksiyon yapılan fare) bilinmeyen sebeplerden öldü ve çalışma dışı 

bırakıldı. Çalışma sonunda 12 tane farede melanoma oluşumu gözlendi. 

2. Dişi ve erkek fareler arasında yapılan karşılaştırmada melatonin ve KISS1 (mRNA) 

seviyeleri açısından cinsiyete bağlı bir farklılığa rastlanmamıştır. Kisspeptin 

seviyelerinin ise dişi farelerde erkek farelere göre daha fazla olduğu tespit edilmiştir. 

3. Gün ışığı grubu ve kör gruptaki fareler arasında yapılan karşılaştırmada, kör gruptaki 

farelerin gün ışığı grubundaki farelere göre melatonin seviyelerinin yüksek, KISS1 

seviyelerinin ise düşük olduğu tespit edilmiştir. Gün ışığı grubu ve kör gruptaki fareler 

arasında yapılan karşılaştırmada kisspeptin seviyelerinde ise herhangi bir farklılığa 

rastlanmamıştır. 

4. Sağlıklı ve tümör oluşumu gözlenen fareler arasında yapılan karşılaştırmada, tümör 

oluşumu gözlenen farelerin sağlıklı farelere göre melatonin seviyelerinin düşük, KISS1 

seviyelerinin ise yüksek olduğu tespit edilmiştir. Sağlıklı ve tümör oluşumu gözlenen 

fareler arasında yapılan karşılaştırmada kisspeptin seviyelerinde ise herhangi bir 

farklılığa rastlanmamıştır. 

5. Tümör oluşumu gözlenen farelerde, tümör hacimleriyle melatonin seviyeleri arasında 

ters orantılı bir ilişki, tümör hacimleriyle KISS1 seviyeleri arasında doğru orantılı bir ilişki 

tespit edilmiş olup tümör hacimleriyle kisspeptin arasında herhangi bir ilişki tespit 

edilememiştir. 

6. Tümör oluşumu gözlenen farelerde tümör hacimlerinin haftalara göre artış hızları tespit 

edilmiştir. Tümör oluşumu gözlenen gün ışığı grubu ve kör gruptaki fareler arasında 
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yapılan karşılaştırmada, tümör büyüme hızlarının kör gruptaki farelerde gün ışığı 

grubundaki farelere göre daha düşük olduğu tespit edilmiştir. 

7. Tümör oluşumu gözlenen gün ışığı grubu ve kör gruptaki fareler arasında yapılan 

karşılaştırmada, son tümör hacimlerinin kör gruptaki farelerde gün ışığı grubundaki 

farelere göre daha düşük olduğu tespit edilmiş ancak bu istatistiksel olarak 

ispatlanamamıştır. 

 

 Bu sonuçlar ışığında, melatoninin ve kisspeptinin kanser oluşumunda önemli birer 

tümör süpresör olduğu, bu iki önemli elemanın gün ışığı alımından yüksek derecede 

etkilendiği sonucuna varılmıştır. Bu iki önemli elemanın ayrıca birbirlerinin 

miktarlarından etkilendiği sonucuna varılmış ancak bu etkinin tek yönlü doğrusal bir etki 

olmaktan çok, daha komplike ve başka faktörlere göre de değişebilen bir etki olduğu 

yorumu yapılmıştır. İleriki yapılacak çalışmalarda tümör oluşan dokularda yapılacak 

melatonin, kisspeptin ve KISS1 miktar analizleri bu çalışmadaki boşlukları doldurabilir 

ve daha net bir tablo ortaya konmasına ve daha net yargılara varılmasına yardımcı olabilir. 

Ayrıca, daha yavaş ilerleyen bir kanser seyri için farelerde farklı kanser oluşturma 

metotlarının kullanılmasının elde edilen sonuçları nasıl değiştireceği araştırılması 

gereken önemli bir noktadır.  
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