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In Vitro Parkinson Modelinde Melatonin Metabolitlerinden 6- Hidroksi
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Amag: Parkinson hastalifi (PH) beyindeki substantia nigra bolgesinde dopaminerjik ndronlarin kaybryla birlikte
bradikinezi, kas sertligi, bozulmus durus-yiiriiyiis, hipokinetik hareket bozuklugu ve istirahat tremoru ile karakterize
ndrodejeneratif bir hastaliktir. PH tedavisi, motor semptomlar1 hafifletmeyi amaglayan ancak zamanla 6nemli yan etkilere
yol agan semptomatik tedavilerle sinirlidir. Bu nedenle, semptomatik tedavilere alternatif olarak yeni tedavi
yaklagimlarina ihtiyag duyulmaktadir. Melatonin, genis kapsamli diizenleyici 6zelliklerinin yani sira noéroprotektif rolii
sayesinde, geleneksel tedavi yontemlerine ek olarak PH tedavisinde umut verici bir alternatif olusturmaktadir. Bu
¢aligmada, bir melatonin metaboliti olan 6-hidroksi melatonin’in (6-OHM) in vitro Parkinson modelinde koruyucu ve
tedavi edici etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir.

Gere¢ ve Yontemler: Glioblastoma (U-118MG) hiicre hattinda 6-hidroksi dopamin (6-OHDA) ile in vitro PH modeli
olusturulmustur. 6-OHM’nin koruyucu etkilerini aragtirmak i¢in 50 uM konsantrasyonda 6-OHDA uygulanmasindan 4
saat dnce ve 6-OHM’nin tedavi edici etkilerini arastirmak icin ise 6-OHDA uygulanmasindan 4 saat sonra 3 farkl
konsantrasyonlarda (7nM, 8nM, 9nM) 6-OHM uygulanmistir. Hiicre canliligit XTT (2,3-bis [2-metoksi-4-nitro—5-
sulfofenil] 2H-tetrazolyum-5-karboksianilid tuzu) testi kullanilarak 6lgtilmiistiir.

Bulgular: 6-OHM, tek basina uygulandiginda hiicre hattinda toksik bir etki gostermemistir. 6-OHM, U-118 MG hiicre
hattinda 6-OHDA ile olusturulan in vitro PH modelinde hem koruyucu hem de tedavi edici etki gOstermistir.
Bulgularimiza gore 7 nM, 8 nM ve 9 nM konsantrasyonlari sirasiyla hiicre canliligini sirasiyla %18,2, %17,8, %17,3
arttirarak koruyucu etki, sirasiyla %6,7, %6,2 ve %5 arttirarak tedavi edici etki gostermistir.

Sonug¢: Bu deneysel ¢alisma 6-OHM nin tek basina veya giincel olarak kullanilan Parkinson ilaglariyla birlikte, deney
hayvanlart ve klinik caligmalar sonrasinda PH’ye karsi koruyucu ve terapotik bir ajan olarak gelistirilebilecegini
gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Parkinson hastaligi; oksidatif stres; melatonin; nérodejeneratif hastaliklar.

Investigation of Protective and Therapeutic Effects of 6-Hydroxy Melatonin, a Melatonin

Metabolite, in an In Vitro Parkinson's Model
ABSTRACT
Aim: Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative disorder characterized by loss of dopaminergic neurons in the
substantia nigra, presenting with bradykinesia, muscle rigidity, impaired posture-gait, hypokinetic movement disorders,
and resting tremor. PD treatment is limited to symptomatic therapies that alleviate motor symptoms but cause significant
side effects over time. Therefore, new therapeutic approaches are needed as alternatives to symptomatic treatments.
Melatonin, with its broad regulatory properties and neuroprotective role, offers a promising alternative in PD treatment
alongside conventional methods. This study aimed to investigate the protective and therapeutic effects of 6-
hydroxymelatonin (6-OHM), a melatonin metabolite, in an in vitro Parkinson's model.
Material and methods: An in vitro PD model was established using 6-hydroxydopamine (6-OHDA) in glioblastoma (U-
118MG) cell line. To investigate 6-OHM's protective effects, 6-OHM was applied at three concentrations (7 nM, 8 nM,
9 nM) 4 hours before 50 uM 6-OHDA treatment. For therapeutic effects, 6-OHM was applied 4 hours after 6-OHDA
treatment. Cell viability was measured using XTT assay.
Results: 6-OHM showed no toxic effects when applied alone. 6-OHM demonstrated both protective and therapeutic
effects in the 6-OHDA-induced in vitro PD model. The 7 nM, 8 nM, and 9 nM concentrations increased cell viability by
18.2%, 17.8%, and 17.3% respectively for protective effects, and by 6.7%, 6.2%, and 5% respectively for therapeutic
effects.
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Conclusion: This experimental study demonstrates that 6-
OHM could be developed as a protective and therapeutic
agent against PD, either alone or combined with current
Parkinson's medications, following animal and clinical
studies.

Keywords: Parkinson's disease;
melatonin; neurodegenerative diseases.

oxidative  stress;

GIRIS

Parkinson hastaligi (PH), Alzheimer hastaligindan (AH)
sonra gelen ikinci nérodejeneratif hastaliktir (1). Diinya'da
10 milyondan fazla insanin PH’ye sahip olmasi ve sadece
ABD'de bir yilda yaklasik 52 milyar dolarin PH tedavisi
icin harcandig1 g6z oniine alindiginda; daha ucuz ve etkili
tedavi yontemlerinin gelistirilmesi gerekmektedir (2).
PH’nin etiyolojisinde risk faktorleri kesin olarak
belirlenememis olsa da genetik, ileri yas ve gevresel
faktorler biiyiik rol oynamaktadir. Bununla beraber, en
biiyiik risk faktoriiniin yas olmasi da geriatrik dénemde bu
hastaligin daha sik goriilmesine sebep olmaktadi. Ozellikle
60 yasindan sonra, ortalama 1000 kiside 1-2 kisi PH’ye
yakalanirken bu oran 65 yas ve listii kisilerde 100 kiside
1’e yiikselmektedir. [stirahat tremoru, bradikinezi, rijidite,
postiiral instabilite ve yiirime bozuklugu PH’de goriilen
tipik klinik 6zelliklerdendir (1).

Bu hastaligin  etyopatogenezinde ndro-inflamasyon,
mitokondriyal disfonksiyon, oksidatif stres gibi molekiiler
mekanizmalar gorilmektedir. Orta beyinde yer alan
substantia nigra ve corpus striatumda ilerleyen seviyelerde
dopamin kaybi olusmakta ve ¢ogu hastada ilk belirtiler
ortaya c¢ikmadan once PH meydana gelmektedir (3).
Modern tipta PH tedavisi i¢in asil amag, motor
semptomlart  giderip hastanin  giinlik yasantisim
kolaylagtirmaya g¢aligsmaktir (4). Ancak zamanla 6nemli
yan etkilere yol agmalar1 kullanimlarini sinirlamaktadir.
Bu nedenle, yeni tedavi yaklasimlarina ihtiyag
duyulmaktadir. Kan-beyin bariyerini kolayca gegebilme
ozelligine sahip olmasi nedeniyle melatonin ve
metabolitleri de umut vadetmektedir.

PH’nin molekiiler ve hiicresel mekanizmalarini arastirmak
icin  kullanilan  deneysel modeller arasinda 6-
Hidroksidopamin (6-OHDA), 1-methyl-4-
phenylpyridinium (MPP+), Rotenone, N,N’-dimethyl-4,4'-
dipyridylium dichloride (Paraquat), Lactacystin ve Maneb
ornek verilebilir (5-12). Dopaminin sentetik bir analogu
olan 6-OHDA, 1960'lardan bu yana noérodejeneratif
stirecleri incelemek icin yaygin olarak kullanilan bir
norotoksindir  (5,6). Bu bilesik, dopaminerjik ve
noradrenerjik ndronlara segici olarak hasar vererek,
PH’nin karakteristik 6zelligi olan substantia nigra pars
compacta (SNpc) ndéron kaybint basariyla
modellemektedir (7). 6-OHDA'min hem in vitro hem de in
Vvivo uygulamalari, dopaminerjik néron dejenerasyonunun
altinda yatan mekanizmalarin aydinlatilmasma ve
potansiyel tedavi stratejilerinin gelistirilmesine onemli
katkilar saglamistir (13).

Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin), temel olarak
epifiz bezinden salgilanan bir hormondur. Deri, beyincik,
bobrekler, karaciger, pankreas ve yumurtaliklar da dahil
olmak iizere ¢ok sayida organda da sentez edilebilmektedir
(14). Amfifilik yapiya sahip olmasi; fizyolojik bariyerleri
agsmast ve lokal olarak firetilen antioksidanlara karsi
biyomolekiilleri yerinde korumasini saglamaktadir (15).

Melatonin ve birincil hepatik metaboliti olan 6-
hidroksimelatonin (6-OHM) serbest radikalleri yok etme
ozellikleri ve kan-beyin bariyerini kolayca gecebilme
kapasitesi, onun noroprotektif bir etkiye sahip
olabilecegine isaret etmektedir (16,17). Melatoninin en
onemli 6zelliginden biri diisiik toksisiteye sahip olmasidir.
Yapilan caligmalar, giinlik 1 grama kadar melatonin
alimmin  toksik  olmadigin1  gostermistir  (18).
Norodejeneratif hastaliklar agisindan melatonin, PH’da
coklu mekanizmalar iizerinden noroprotektif etkiler
gostermektedir; bu mekanizmalar dendritik yogunlugun
artiritlmasi, sinaptik plastisitenin restorasyonu, alfa-
siniiklein agregasyonunun ve toksisitesinin inhibisyonu,
oksidatif stresin ve noroinflamasyonun azaltilmasi ile
mitokondriyal fonksiyonlarin iyilestirilmesini
icermektedir (19,20). Ayrica melatonin, uyku ritmini,
viicut bagisikligini ve beyin homeostazini
diizenlemektedir (20). Bununla birlikte antioksidan, anti-
inflamatuar, anti-hipertansif, antiplatelet ve anti-
trombotik etkilere de sahiptir (21-24). Ayrica viicuttaki
hiicreleri yenilemede ve yaslanmayr geciktirmede rol
oynamaktadir (17). Melatoninin direkt veya dolayli yoldan
antioksidan 06zelligi hiicrelerde koruyucu bir etki
saglamaktadir. Bu koruyucu etki, PH ve AH gibi nérolojik
hastaliklarin patogenezini 6nleyebilmektedir (25).
Melatonin baslica karacigerde ikincil olarak bobrekte
hizlica metabolize edilmektedir. Melatonin’in iki adet
metaboliti vardir: birincisi 6-OHM digeri ise 6-siilfattoksi-
melatonindir (6-SM). Melatonin, karacigerde CYP1A2
enzimi araciligryla 6-OHM’e hidroksillenir, ardindan %10
glukuronik asit ve %90 siilfirik asit ile konjuge olup
idrardan atilir. 6-SM ise inaktiftir ve idrar atilimi,
melatonin plazma konsantrasyonlarini yansitmaktadir
(26).

Yapilan ¢aligmalara bakildiginda, melatoninin PH gibi
norodejeneratif  hastaliklar ~ iizerinde  ndroprotektif
etkilerinin oldugu bilinirken 6-OHM’nin PH modeli
olusturularak yapilan in vitro ¢alismalarinda koruyucu ve
tedavi  edici  etkisi  ilizerinde bir  ¢aligmaya
rastlanilmamistir. Dolayisiyla bu ¢alismada, kan-beyin
bariyerini kolaylikla gecebilen bir melatonin metaboliti
olan 6-OHM’nin, in vitro PH modelinde koruyucu ve
tedavi edici etkilerinin arastirilmasi amaglanmuistir.

GEREC VE YONTEMLER

U-118 MG hiicre hatti, American Type Tissue Culture
Collection (ATCC) firmasindan temin edildi. Hiicreler %1
Penisilin-Streptomisin, %1 L-glutamin ve %10 Fetal
Bovine Serum (FBS) ile desteklenmis Dulbecco Modified
Eagle Medium (DMEM) besiyerinde kiiltiire alinarak ve
37°C’de %5 CO; varliginda ¢ogaltildi. Hiicrelerin
kontrolleri her giin ters 151k mikroskobu araciligiyla
yapildi ve hiicreler yaklasik %70-80 konfluente
ulastiklarinda pasajlanarak ¢ogaltildi.

Hiicre Proliferasyonun Canhilik Testi

Hiicre canliligini proliferasyonu degerlendirmek amaci ile
giinlimiizde en yaygin olarak kullanilan XTT (2,3-bis [2-
metoksi-  4-nitro—  S-sulfofenil]  2H-tetrazolyum-5-
karboksianilid tuzu) yontemi kullanild1 (27). U-118MG
hiicre hatt1 96-kuyucuklu platelere her bir kuyucukta 1x10*
hiicre olacak sekilde DMEM besiyeri ortaminda ekildi. 24
saat sonra platelerin i¢indeki besiyeri uzaklastirildi ve
kuyucuklara fenol red igermeyen DMEM igerisinde 50 pM
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konsantrasyonda 6-OHDA (Sigma-Aldrich) ile in vitro PH
modeli  olusturuldu.  6-OHM  (Sigma-Aldrich)’nin
koruyucu  etkilerini  aragtirmak i¢gin 50 pM
konsantrasyonda 6-OHDA uygulanmasindan 4 saat dnce
ve 6-OHM’nin tedavi edici etkilerini aragtirmak igin 6-
OHDA uygulanmasindan 4 saat sonra 3 farkhi
konsantrasyonda (7 nM, 8 nM, 9 nM) 6-OHM uygulanarak
20 saat boyunca inkiibe edildi. Kiiltiir siiresinin dolmasiyla
hiicrelere XTT (Cell Proliferation Kit II (XTT)) ¢ozeltisi
eklenip 4 saat inkiibe edildi ve siire sonunda 450 nm dalga
boyundaki absorbans degerleri mikroplaka okuyucu ile
saptandi. Bu projede 6-OHDA ve 6-OHM’nin kullanim
konsantrasyonu  belirlenirken daha  O6nce  farkli
caligmalarda ve kendi ¢alismalarimizda etkinliklerini test
ettigimiz konsantrasyonlar secilmistir (28).

Yiizde Canlilik = [Ornek absorbans ortalama / Kontrol
absorbans ortalama] x 100

Istatistiksel Analiz

Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi
ile degerlendirildi ve gosteriminde ortalamatstandart
sapma kullanildi. Varyanslarin  homojen  dagilim
varsayimi  Levene testi ile bakildi. Varsayim
saglanmadigindan  gruplar arast  karsilastirmalarda
Kruskal-Wallis analizi kullanildi. Post-hoc
degerlendirmeler Dunn testi ile yapildi. Anlamlilik
diizeyleri p<0,05 olarak kabul edilmistir. Tiim istatistiksel
analizler GraphPad Prism 10.4.0.621 (Windows,
GraphPad Software, Boston, Massachusetts USA,
www.graphpad.com) ve Jamovi 2.4.8 (Windows, The

jamovi project, Sydney, Australia,
https://www.jamovi.org) yazilimi kullanilarak
gergeklestirilmistir.

BULGULAR

U-118 MG  hiicrelerinde 6-OHM  etkisinin
degerlendirilmesi

Terapdtik bir ajan olarak kullanilan 6-OHM, U-118 MG
hiicrelerinde farkli konsantrasyonlarda (7 nM, 8 nM ve 9
nM) tek basina uygulandiginda herhangi bir hiicre hasarina
neden olmamakla birlikte kontrol ile karsilastirildiginda
uygulanan tiim konsantrasyonlarda sirasiyla %5,7, %5,8
ve %0,1 oranla hiicre canliliginda artisa sebep olmustur
(n=8; 7 nM, p= 0,006; 8 nM, p= 0,005; 9 nM, p= 0,001;
Sekil 1).
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Sekil 1. Glioblastoma (U-118 MG) hiicrelerinde 6-
Hidroksimelatonin’in (6-OHM) hiicre canlilig1 iizerine
etkisi (%). Veriler yiizde ortalamalar1 + standart sapma
seklinde ifade edilmistir (n=8; **: p<0,01; 7 nM, p=0,006;
8 nM, p=0,005; 9 nM, p=0,001).

In vitro PH modelinde 6-OHM’nin koruyucu etKisinin
degerlendirilmesi

In vitro PH modelinde, koruyucu ve tedavi edici ajan
olarak kullanilan 6-OHM, U-118 MG hiicrelerinde 50 uM
6-OHDA ile olusturulan hasar oncesi  farkli
konsantrasyonlarda uygulandiginda, uygulanan tim
konsantrasyonlarda (7 nM, 8 nM ve 9 nM) 6-OHDA nin
olusturdugu hiicresel hasari sirasiyla %18,2, %17,8, %17,3
oraninda azaltmistir, 7 nM konsantrasyonda istatistiksel
olarak anlaml etki goriilmiistiir (n=8; 7 nM, p= 0,021; 8
nM, p=0,062; 9 nM, p= 0,148; Sekil 2A).

In vitro PH modelinde 6-OHM’nin tedavi
etkisinin degerlendirilmesi

U-118 MG hiicrelerinde 50 uM 6-OHDA ile hasar
olusumundan sonra farkli konsantrasyonlarda 6-OHM
uygulandiginda, uygulanan tiim konsantrasyonlarda (7
nM, 8 nM ve 9 nM) 6-OHDA’nin olusturdugu hiicre
hasarini sirastyla %6,7, %6,2, %5 azaltmustir, bu etki 7 nM
ve 8 nM konsantrasyonlarinda istatistiksel olarak anlamli
bulunurken 9 nM konsantrasyonunda istatistiksel olarak
anlamli olmasa da hiicre canliligini arttirmistir (n=8; 7 nM,
p=0,011; 8 nM, p=0,029; 9 nM, p= 0,458; Sekil 2B).
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Sekil 2. A) Glioblastoma (U-118 MG) hiicrelerinde 6-
Hidroksidopamin (6-OHDA) ile hasar olusturmadan 6nce
6-Hidroksimelatonin’in (6-OHM) uygulamasinin hiicre
canliligt Tlizerine koruyucu etkisi (%) (Kontrol ile
karsilagtinlldiginda, ###: p<0,001; 50 uM 6-OHDA grubu
ile karsilagtirlldiginda, **: p -<0,01), B) U-118 MG
hiicrelerinde 6-OHDA ile hasar olusturduktan sonra 6-
OHM uygulamasinin hiicre canliligi iizerine tedavi edici
etkisi (%).Veriler yiizde ortalamalari + standart sapma
seklinde ifade edilmistir (n=8; Kontrol ile
karsilastirildiginda, ###: p<0,001; 50 uM 6-OHDA grubu
ile karsilastirildiginda **: p <0,01).

TARTISMA

Bu ¢alismamizda U118-MG hiicre hattinda, 6-OHDA ile
olusturulan PH modelinde 6-OHM’nin koruyucu ve tedavi
edici etkilerini tespit etmeyi amagladik. Caligmamizin
bulgularina  gore, 6-OHM’nin  uygulanan  tiim
konsantrasyonlarinda hiicre canlilig1 artis gostererek, 6-
OHM’nin hiicreler iizerinde koruyucu ve tedavi edici
etkilerinin oldugu gosterilmistir. PH modelini olusturmak
amaciyla kullanilan 6-OHDA konsantrasyonlari, 6nceden
yaptigimiz  doz-cevap  uygulamalar1  sonuncunda
belirlenmistir. Yedi farkli konsantrasyonda U-118 MG
hiicre hatt1 iizerine uygulanmis ve en uygun konsantrasyon
50 uM olarak belirlenmistir.
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Norodejeneratif hastaliklarin  giintimiiz tip bilimindeki
karmasik ve ¢ok boyutlu dogasi, insan norolojik
sistemlerinin yapisal ve islevsel dinamiklerini derinden
etkilemektedir (29). Bunlarm arasinda en yaygin
olanlardan birisi de PH’dir. Sebepleri heniiz tam olarak
aciga c¢ikartilamamis olsa da g¢esitli mekanizmalar
tizerinden hastaligin semptomatik tedavileri devam
etmektedir. PH’nda 6nemli tedavi potansiyellerinden biri
melatonindir (30). Yapilan c¢alismalarda, melatoninin
sadece PH degil bircok norodejeneratif hastaliklar
iizerinde de tedavi edici ve Onleyici etkilerinin oldugu
rapor edilmistir (30,31). Jimenez-Delgado ve ark. (32),
yaptig1 plasebo kontrollli, randomize, cift kor klinik
calismada, Hoehn ve Yahr dlcegine gore 1-3 arasindaki
Parkinson hastalarina 3 ay boyunca her gin 50 mg
melatonin vermistir. Serbest radikallerin sebep olmasiyla
olusan Lipoperoksitler, bir tahlil kiti (FR12) kullanilarak
kolorimetrik bir yontemle 6l¢iilmiistiir. Ug aylik melatonin
tedavisinin ardindan lipoperoksitlerin plazma seviyeleri
Parkinson hastalarinda plasebo grubuna gore daha diisik
oldugu ve istatistiksel olarak saglikli kontrollerin
seviyesine  yakin  oldugu  sonucuna  ulasilmistir.
Muhammad ve ark. (33), calismalarinda, HT22 (fare
hipokampal noronal hiicre hattr) hiicre hattinda
skopolamin (3 mM) kullanarak oksidatif stres olugturmus,
100 ve 200 pM konsantrasyonlarda melatonin
uygulayarak  bu  konsantrasyonlardaki  melatonin
uygulamasinin noroprotektif ve hafiza fonksiyonlarinda
iyilestirici etkilerinin oldugunu rapor etmislerdir. Lin ve
ark., (34) 10 mg/kg dozunda melatonin, rotenon ile
indiiklenen PH sican modelinde striatumda o-siniiklein
seviyelerini dustiigiinii  ortaya koymustur. Bir diger
calismada, SH-SY5Y  hiicrelerinde  Calyculin A
uygulamasinin noronal yapisal proteinlerin fosforilasyon
diizeylerini anlamli 6l¢iide azalttigi, ancak 50 pM
melatonin  uygulamasiyla bu degisikliklerin kismen
diizeltildigi ve melatoninin  noroprotektif — etkiler
sergiledigi bildirilmistir (35). Ayrica, maneb ve paraquatla
birlikte indiklenen fare PH modelinde, melatoninin
dopaminerjik noéronlar1 koruyarak oksidatif stresi ve
apoptozu engelledigi bildirilmistir (36). MPTP (1-metil-4-
fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin) ile olusturulan fare PH
modelinde, melatoninin mitokondriyal disfonksiyonu ve
ndrodavranigsal bozukluklart hafiflettigi bildirilmistir
(37). Maharaj ve arkadaslarmin (38), yaptigi in vivo
calismada, sican hipokampiisiinde demir ile indiiklenen
lipit peroksidasyonunun ve nekrotisk hiicre hasarinin
azalmasinda, 6-OHM uygulamasinin etkili oldugu
bulunmustur. Yaptigimiz bu calismada ise, melatonin
metabolitlerinden 6-OHM ’nin, 6-OHDA ile oksidatif stres
olugturulan in vitro PH modelinde koruyucu ve tedavi
edici etkisine ulagilmistir. Bulgularimiz literatiirle
paralellik  gostermektedir. 6-OHM’nin  Parkinson
tedavisinde etkili bir ilag olarak kullanilabilmesi igin
hayvan ve klinik ¢aligmalariyla desteklenmesiyle ileride
potansiyel bir Parkinson ilact olarak kullanilabilecegini
diisinmekteyiz.

SONUC
Hiicre kiltirii ortaminda olusturulan in vitro PH
modelinde, koruyucu ve tedavi edici etkiyi tespit

edebilmek i¢in 6-OHM kullanilmigtir. U-118MG hiicre
hattinda 6-OHDA ile oksidatif stres olusturulup in vitro

PH modeli yapilmigtir. Tek bagina 6-OHM 'nin, koruyucu
etkilerine bakmak i¢in Oncesi uygulamasi, tedavi edici
etkisine bakmak i¢in ise sonrasi uygulamalari 7nM, 8nM
ve 9nM konsantrasyonlarda uygulanmistir. Deneyler
sonucunda 6-OHM’nin, U-118 MG hiicre hattinda anlamli
derecede tedavi edici ve koruyucu etkisi bulunmustur.
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