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1. GIRIS ve AMAG

Yaslanma surecinin nasil gergeklestigi, insanlik tarihi
boyunca merak konusu olmustur. Bu nedenle bu konuya iligkin birgok teori
ortaya atilmistir; bu teoriler arasinda serbest radikal teorisi hala
populeritesini korumaktadir. Yapilarinda eslesmemis elektron iceren atom
veya bilesikler serbest radikaller olarak tanimlanmaktadir.? Aerobik
organizmalarda oksijen kullaniminin dogal sonucu olarak reaktif oksijen
metabolitleri (ROM) meydana gelmektedir. Basta mitokondriyal elektron
transportu olmak Uzere ksenobiyotik metabolizmasi, fagositik aktivasyon,
cesitli sentez ve degradasyon reaksiyonlarinda ROM olusmakta ve
prooksidan/antioksidan dengenin prooksidanlar lehine kaymasi sonucunda
gelisen oksidatif stres, cesitli mekanizmalar ile biyomolekillere hasar
vermektedir.>* Serbest radikallerin DNA, protein, ve lipitler {izerinde
olusturdugu hasar ve birikim sonucunda yaglanmaya vyol actigi

belirtilmistir.*®

Yapilan caligmalarda genellikle yaslanma ile birlikte
dokularda serbest radikal duzeyinde artis gozlenmektedir. Daha Once
yapilan bir ¢calismada lipit peroksidasyon urunlerinin yasl siganlarda hem
mide dokusunda hem de kan duzeylerinde genclere gore istatistiksel
olarak anlamli artis bulunmustur.”® Ayrica; yaslanma ile siganlarda kalpte®
ve karacigerde'’; insanda; beyin'', diyafram kasinda' serbest radikal

duzeyinde artis ve oksidatif hasar bildirilmistir.

Melatonin (MEL), karanlikta pineal bezden salgilanan, uyku,
ureme, sirkadiyen ritim ve immdunite gibi pek c¢ok biyolojik fonksiyonun
diizenlenmesinde rol oynayan bir hormondur'®. Bircok biyolojik etkisinin
yanisira, guglu bir radikal supurict 0Ozellige sahiptir. Bilinen tum

antioksidanlardan (mannitol, glutatyon, vit E, C gibi) daha guglu serbest



radikal stipiiriicii 6zelligi vardir." Yaslanma ile birlikte melatonin diizeyinin
azaldigi belirtilmistir.’>'® Melatonin dizeyinde gorulen bu fizyolojik azaliga
kargi ekzojen melatonin uygulanmasinin yasglanma ile birlikte artmis

radikal hasarini dnleyebilecegi belirtiimistir.’” "

Pankreas hem ekzokrin, hemde endokrin salgi yapan bir
bezdir.?® Pankreasin endokrin ve ekzokrin islevleri yas ilerledik¢e azalir ve
parenkimde ya§ infiltrasyonu gozlenir.?! Pankreas adacik hiicrelerinde,
antioksidan kapasitenin dustk oldugu bildirilmistir. Farmakolojik dozlarda
ekzojen olarak melatonin uygulanmasinin oksidatif strese karsi pankreasi
koruyabilecedi  belirtimistir.?> Caerulein ile olusturulan deneysel
pankreatitte; melatonin uygulanmasi yukselmis MDA dlzeyini azaltarak;
pankreasi oksidatif hasara karsi korumustur.?® Deneysel olarak olusturulan
pankreatitte melatonin uygulamasi bozulan kan akimini yeniden
diizenler.?"® Streptozin ve alloksan ile olusturulan deneysel diabette

melatonin uygulamasi, pankreasta koruyucu etki gdsterir.?22°

Yasa bagh olarak olusan radikal hasarini 6nlemede
melatonin uygulanmasi pankreasi koruyucu etki gosterebilir; hipotezini test
etmek amaciyla, bu ¢alismada, farkli yas gruplarinda siganlar kullanarak,
yaslanma ile pankreas dokusunda oksidan hasarin godstergesi olarak
kullanilabilen MDA duzeylerinin, oksidan hasara neden olabilen NOXx
dizeylerinin ve antioksidan sistemin elemani olarak calisan GSH
dizeylerinin ekzojen melatonin uygulanmasi sonucu degigimlerini

belirlemeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Yaglanma

2.1.1. Yaslanmanin Tanimi

Canlilarda  yaslanma  evrensel, lerleyici ve  geri
donugsumsuzdur. Anne karnindan baglayarak yasamin sonlanmasina
kadar devam eden; zamana bagl olarak, hastalik s6z konusu olmaksizin
ortaya c¢ikan anatomik yapi ve fizyolojik islev degisiklikleridir.?®
Yaslanmanin temel prensip ve Ozelliklerini agiklamaya galisan fizyolojik
mekanizmalar genellikle teori seviyesindedir ve hi¢ biri tek basina
yaslanmayi agiklamak icin yeterli degildir. Bu teoriler agagida oldugu gibi

siralanabilir.?’

2.1.2. Yaslanma Teorileri

Yaglanma teorileri i¢ etkenler ve dis etkenler olmak Uzere iki

asamada incelenebilir.

2.1.2.1. ic Etkenler (Gelisimsel-Kalitsal Etkenler)

Yaglanmanin kalitsal olarak programlanmis gelisimsel
mekanizmalarla kontrol edilen bolimdni olusturur. Tek ve c¢ift yumurta
ikizleri ile yapilan galigmalarla 6nemli bilgilere ulasiimis olmasina ragmen;
hala pek cok bilgiye ihtiyag vardir.?” ic etkenler teorilerinin baslicalar

asagida siralanmigtir:



e Uzun Yasam Genleri Teorisi
e Noroendokrin Teori

e immunolojik Teori

¢ Hucresel Yaslilik Teorisi

e Hiicre Olim{ Teorisi

2.1.2.1.1. Uzun Yasam Genleri Teorisi

Bu teoriye gore organizmada meydana gelen hasarlar
birikime neden olmaktadir. Olusan bu hasara karsi genetik kontrol
mekanizmalari ile yanit olusturulmazsa; yaslihk gerceklesmektedir. Bu
mekanizmada genetik kontroli olusturan genlere “Uzun Yasam Genleri”
denilmektedir. Bu teoride hasar yaratabilecek olusumlardan en 6nemlisi

metabolik olaylardir.?’

2.1.2.1.2. Noroendokrin teori

Yaslanmanin sadece noéronal ve noéronlarla ilgili hormonal
mekanizmalarda fonksiyonel azalmaya bagl olarak gelistigi savunulur. Bu
teorinin en Onemli dayanagi; hipotalamo-hipofizer aksin buylimenin
dizenlenmesinde ve yaslanmanin temel mekanizmalarinda yer aliyor
olmasidir. Ozellikle kadinlarda Uretkenlik sona erince bu aksin
fonksiyonlarinda da hizli bir azalma olur. Bu teori hipofizektomi yapiimis
farelerde de test edilmis ve dogrulanmistir. Bu teoride en dnemli konu;
ortaya ¢ikan bulgulardan hangisinin patolojik, hangisinin yaslihiga bagli

degisiklik oldugunun ¢dziimlenmemis olmasidir.?’



Hipofiz bezi veya iligkili yapilarin hasari sonucu meydana
gelen, bliyume hormonu (GH) eksikligi sendromu vucut bilesiminde ve
metabolizmasinda yaslanma benzeri dedisiklikler olusturur. Bu fenotipik
benzerlikler kas kitlesi kaybi, 6zellikle abdomende yag birikimi; hem total
duguk yogunluklu lipoprotein kolesterolin (LDL) dramatik artiginin oldugu
aterojenik lipid profili hem de azalmis kuvvet ve aerobik kapasite iliskili

degisiklikleri icerir.?®

2.1.2.1.3. immiinolojik Teori

immiinolojik teori iki temele dayanir;
a) Bagisiklik sisteminin fonksiyonel kapasitesi yasla azalr. T-
hicrelerinde mitojenlere cevap ve enfeksiydoz hastaliklara direng

azalir.

b) Otoimmun hastaliklar ve otoimmin fenomen yasla artar.

Yaslanma ile birlikte gorulen timus bezinin involusyonu ve T
hicre aracili cevabindaki kademeli azalma yaglanma surecinin

olusmasinda etkili olabilir.?®

2.1.2.1.4. Hicresel Yaslanma Teorisi

Hucresel yaslanmanin ve senesensin agiklanmasinda hucre
kaltarleri en 6nemli arastirma materyalleridir. Ancak, olayin ¢ok kompleks
olmasi buna her zaman olanak tanimamaktadir. Hayflick ve Moorhead
tarafindan geligtirilen “replikatif senesens” 06zellikle fibroblastlarin
yaslanmasi konusunda oOnemli gelismeler saglamistir. Replikatif

yaslanmay! inceleyen Leonard Hayflick, normal insan fibroblastlarinin,



kabaca 50 hicre bolinmesi sonunda, gelisme ve bolunme yeteneklerini
yitirdigini bulmustur. Yaslanmis hicreler metabolik olarak aktif kalir ancak
cogalamazlar.*® Senesens yashligin karsiligi olarak; senescere’den
(blylime) koken alan kelimedir. Latince olan bu kelime olgunlagsma ile
olum arasindaki tum sureyi ifade eder. “Yaslilik Bilimi” agindan ise, sadece
élumle sona eren hiicresel diizeydeki bliyiime kapasitesinin ifadesidir.’’
Yasla birlikte gelisen telomer kisalma fenomeni hucrelerin blyume
potansiyellerini belirleyen kurulu bir saat gibidir. Telomerler kromozomlarin
uclarinda yer alan; degredasyon ya da diger kromozomlarla flizyonunu
engelleyen vyapilardir. Huacrenin her bolunmesinde telomer dizilerinin
boyunda kisalma meydana gelir, her hicre igin bdylece bodlinme
yapabileceg@i sayi belirlenmigtir. Yasla birlikte telomerlerin boyu 6zelikle

lenfositlerde kisalirken, kok hiicrelerde bir degisiklik olmamaktadir.®?

2.1.2.1.5. Hiicre Olimi Teorisi

Nekroz inflamatuar olaylarin sorumlu oldugu hucre
olumuaduar. Apopitoz ise genetik kontrolli hicre o6lumudur. Apopitoz
homeostazin devami agisindan gerekli gelisimsel bir olaydir.
Engellendiginde, malign transformasyon artarken kontrolsiz olarak

arttiginda total fonksiyon kaybi gelismektedir.>*3*

2.1.2.2. Dis Etkenler (Stotastik etkenler)

Rastlantisal olarak canli molekullerde olugsan hatalarin
toplaminin yaslihigin gelisimine neden oldugunu savunur. Olusan bu
hatalarin yarattigi hasarlar birikir ve fizyolojik aktivite azalir. Baglicalari

asagida siralanmigtir:



e Somatik Mutasyon ve DNA Tamir Teorileri
e Olumcul Hata Teorisi
e Proteinlerin Degisiklige Ugramasi Teorisi

e Serbest radikal Teorisi

2.1.2.2.1. Somatik Mutasyon ve DNA Tamiri Teorisi

Radyasyon gibi organ dlzeyinde farklilasma yaratan
(glomeruloskleroz ve kanser gelisimi nedeniyle) dis etkenler, yaslanma
olmaksizin yasam siresini kisaltir®®. DNA tamiri teorisi ise hiicre
kultarlerinde ultraviyole ile yaratilan DNA hasarinin tamir edilebilirligi
oraninda yasam suresinin belirlendigi esasina dayanir. Ancak, yasam
suresinin belirlenmesinde ortalama tamir yetenegi ve tamir hizindan ¢ok
‘DNA'nin ozel bdlgelerinin tamir yeteneginde” gelisen azalmanin daha

énemli oldugu distiniilmektedir.>®

2.1.2.2.2. Oliimcil Hata Teorisi

Hicre fonksiyonlarinda yasa bagli olarak meydana gelen
degisikliklerin protein sentezindeki hatalarin birikmesinden kaynaklandigi
esasina dayanir. Hatali molekul sentezi normal protein Uretimi esnasinda

da olur ve temizlenir.®’

2.1.2.2.3. Proteinlerin Degisiklige Ugramasi Teorisi

Proteinlerde meydana gelen fonksiyonel degisiklikler
enzimlerde de gergeklesir. Bu enzimlerin spesifik fonksiyonlari azalirken,
Istya yanitlari da degisir (Proteinlerin 1s1 degisimlerine karsi toleranslari

azalir.)® Ozellikle enzimatik olmayan yoldan gelisen; karbonhidrat ve



proteinlerin amino gruplari ile etkilesimi “ileri Glukolizasyon Son Urinleri”
(AGE) ve amiloid birikimi ile sonuglanir. Kollajen, elastin ve kristallin gibi
hicre digi matrix proteinlerinde meydana gelen degisiklikler ile kovalent
capraz baglarin yapisinin bozulmasi gen ekspresyonunun bozulmasina
yol agar. Ozellikle katarakt ve damar duvar sertlesmesinde bu

mekanizmanin énemli rol oynadigi bilinmektedir.*

2.1.2.2.4. Serbest Radikal Teorisi

ilk olarak “Harman” yasliiga bagl degisikliklerin biyiik
¢ogunlugunun elektron yukd bulunan molekul ve atomlardan kaynaklanan
ve yuksek oranda reaktif olan serbest radikallere bagl oldugu teorisini
ortaya att.** Bu teoride aslinda hem dis etkenler hem de gelisimsel ve
kalitimsal 6zellikler gecgerlidir. Serbest radikal teorisi yaglanmanin, yagsam
suresince olugsan dusuk duzeylerdeki serbest radikal hasarlarinin birikmesi
ile oldugunu dngdrmektedir.*’ Serbest radikal teorisi, yaslanmayi yas ile
birlikte dokuda artan peroksidatif hasar ve azalmis antioksidan kapasite
olarak agiklar.**** Oksidan, antioksidan dengenin; oksidan bdlgenin lehine
olmasi durumunda yaslanmaya neden olabilecegi dusunulmektedir.
Reaktif oksijen metabolitleri gen ekspresyonunun duzenlenmesinde, hucre

cogalmasinda ve apopitotik hiicre éliimiinde de rol alirlar.**4°

2.2. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar

2.2.1. Serbest radikaller

Yapilarinda eslesmemis elektron igeren atom veya bilegikler
serbest radikaller olarak tanimlanmaktadir’?. Radikal ve serbest radikal

terimleri siklikla birbirlerinin yerine kullanilmakla beraber, radikal terimi,



serbest radikalin su molekulleri tarafindan tutulmus bagli formunu ifade

etmek icin kullaniimaktadir.*’

2.2.1.1 Serbest Radikallerin Olusumu

Aerobik organizmalarda oksijen kullaniminin dogal sonucu
olarak reaktif oksijen metabolitleri (ROM) meydana gelmektedir. Basta
mitokondriyal elektron transportu olmak Uzere ksenobiyotik metabolizmasi,
fagositik aktivasyon, cesitli sentez ve degradasyon reaksiyonlarinda ROM
olusmakta ve prooksidan/antioksidan dengenin prooksidanlar lehine
kaymasi sonucunda gelisen oksidatif stres, cesitli mekanizmalar ile

biomolekiillere hasar vermektedir.>* Aerobik metabolizma sonucunda
superoksid radikaller (02") gelisir. Bu radikaller superoksid dismutaz

enzim tarafindan hidrojen peroksid (Hzoz) ve oksijene donusturular.
02 +e— 02.' (Stiperoksit radikali)

Hidroksil radikali (OH ), Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu
sonucu hidrojen peroksitten (H2O2) olusmaktadir. Ayrica suyun yuksek

enerijili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucunda olusur.

02.' +e +2H'—> H,0, (Hidrojen peroksit)

“Fenton Kimyasi” hipotezine goére OH radikalleri DNA’ya saldirarak hasar

olusturur. 02._ gibi H,O, de dogrudan DNA'da hasar yapmaz. OH’
radikalinin DNA Gzerine etkili olabilmesi igin DNA’da veya ¢ok yakininda
olusmasi gerekmektedir. Reaktivitesi ¢ok yliksek olan OH' radikalinin
hicre icinde diffuze olarak nukleusa ge¢cme olasiliklari azdir. Olasi

mekanizma membrani kolayca gecgebilen HZOZ’in nukleusta Fe-Cu iyonlari

ile reaksiyonlasarak (Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonlari) hidroksil

radikallerini olusturmasidir.



2+ - 3+
H,O,+Fe — OH + OH + Fe (1)

1+ - 2+

e H0,+Cu — OH+OH +Cu (2)
3+ + 2+

e HO,+Fe — H02'+ H +Fe (3)

e H,0,+0,”— OH+OH +0, (4)

1 ve 2 numarali reaksiyonlar demir/bakir katalizli Fenton reaksiyonlari; 3
ve 4 numarali reaksiyonlar ise Haber-Weiss reaksiyonlari olarak

adlandiriimaktadir.*®

2.2.1.2 Serbest Radikallerin Organizmadaki Etkileri

Lipidler serbest radikallerin etkilerine karsi en hassas olan
biyomolekullerdir. Hucre membranlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin
doymamis bagdlari, serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek
peroksidasyon Urlnleri olustururlar. Poliansatlire yag asitlerinin oksidatif
yikimi lipid peroksidasyonu olarak bilinir. Lipid peroksidasyonu kendi
kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler ve oldukca
zararlidir. Hlcre membranlarinda lipid serbest radikalleri (L) ve lipid
peroksit radikallerinin (LOO") olusmasi, reaktif oksijen metabolitlerinin
(ROM) neden oldugu hucre hasarinin énemli bir 6zelligi olarak kabul edilir.
Serbest radikallerin sebep oldugu lipid peroksidasyonuna "nonenzimatik
lipid peroksidasyonu" denir. Lipid peroksidasyonu genellikle yag
asitlerindeki konjuge c¢ift baglardan bir elektron igeren hidrojen atomlarinin
¢ikarilmasi ve bunun sonucunda yag asidi zincirinin bir lipid radikali niteligi
kazanmasiyla baslar. Lipid radikali (L') dayaniksiz bir bilesiktir ve bir dizi
degisiklige ugrar. Lipid radikallerinin (L") molekiler oksijenle (Oy)
etkilesmesi sonucu lipid peroksit radikalleri (LOQO") olusur. Lipid peroksit

radikalleri (LOO’), membran yapisindaki diger poliansatiire yad asitlerini
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etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusumuna yol acarken kendileri de
aciga c¢ikan hidrojen atomlarini alarak lipid peroksitlerine (LOOH)
donusdurler ve boylece olay kendi kendini katalizleyerek devam eder. Lipid
peroksidasyonu sonucu olusan lipid peroksitlerinin (LOOH) yikilimi gegis
metalleri iyon katalizini gerektirir. Plazma membrani ve subselluler organel
lipid peroksidasyonu serbest radikal kaynaklarinin hepsiyle uyarilabilir ve
gegcis metallerinin varliginda artar. Lokal olarak hidrojen peroksitten (H205)
Fenton reaksiyonu sonucu hidroksil radikali (OH’) olusmasi zincir

reaksiyonunu baslatabilir.®

Membranin integral veya periferal proteinlerine ve DNA’ya
cok yakin mesafede bulunan lipidlerden olusan lipid alkoksil (LO.) ve lipid

peroksil (LOO.) radikalleri, hiicrenin kritik 6Gnem tasiyan molekillerine OH’
radikalinden daha etkin olarak hasar yapabilmektedir. OH' radikaline goére
daha dusuk reaktiviteye sahip olduklari igin hicreler ve dokular arasinda
tasinabilecek kadar uzun yari dmarld olan lipid hidroperoksidler ve
karbonil bilesikleri, baslamig olan serbest radikal reaksiyonlarini ilerletme
ve oksidatif stresi hiicre, dokuda yayginlastirma potansiyeline sahiptirler.
Ayrica lipid radikalleri de singlet oksijen radikali (102) gibi OH’
radikallerinden daha 6zgun davranir ve tercihen guanin bazina etki eder.
Olusan baslica lezyon tek dal kiriklaridir. Lipid oksidasyonunun neden

oldugu oksidatif DNA hasarinda metaller kritik rol oynamaktadir. LOOH
2+ 3+
etkisi ile DNA’da tek dal kirigi olusumunda Fe ve Fe iyonlarinin katalitik

2+ 3+
etki yapti§i ve Fe ’'nin, Fe  den daha etkin oldugu éne siriilmistir.*®

Lipid peroksitleri (LOOH) yikildiginda ¢odu biyolojik olarak
aktif olan aldehitler olugur. Bu bilesikler ya hicre duzeyinde metabolize
edilirler veya baslangigtaki etki alanlarindan diffize olup hicrenin diger

bélimlerine hasari yayarlar. U¢ veya daha fazla ¢ift bagd iceren yag
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asitlerinin peroksidasyonunda malondialdehid (MDA) meydana gelir.
Malondialdehid kanda ve idrarda ortaya ¢ikar, yag asidi oksidasyonunun
spesifik ya da kantitatif bir indikatéri olmamakla beraber lipid
peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon gosterir. Bu nedenle
biyolojik materyalde malondialdehid olgtulmesi lipid peroksit seviyelerinin
indikatort olarak kullanilir. Nonenzimatik lipid peroksidasyonu ¢ok zararli
bir zincir reaksiyonudur. Direkt olarak membran yapisina ve Urettigi reaktif
aldehitlerle indirekt olarak diger hlcre bilesenlerine zarar verir. Boylece

doku hasarina ve bircok hastaliga neden olur.®

Stabil bir molekul olan DNA da; lipidler, karbohidratlar ve

proteinler gibi spontan kimyasal oksidatif hasara ugrayabilmektedir. insan

vucudunun her hucresinde DNA'nin giinde 103 kez oksidatif hasara maruz
kaldigi 6ne surllmuastir. DNA hasari ve onarimi arasindaki denge
nedeniyle, ¢ok dusuk duzeylerde hasar, saglikli bireylerde de
saptanmaktadir. Yeni dogan siganlarda dahi oksidatif baz
modifikasyonunun oldugu gdsterilmistir.’° ROM olusumundaki artma,
antioksidan enzim duzeylerindeki azalma veya DNA onarim
mekanizmalarinda defekt olmasi oksidatif DNA hasarinin artmasina yol
acmaktadir; Oksidatif hasara bagli olarak DNA’da, tek ve cift dal kiriklari,
abazik alanlar, baz modifikasyonlari (baz katilimi, bazlarda yeniden
dizenlenme), seker hasari meydana gelebilir veya DNA ile protein
arasinda gapraz baglanma olabilir**. DNA ¢ok sayida negatif yikli fosfat

gruplari icerdiginden, gesitli katyonlari baglama yetenegine sahip buyuk bir

2+/3+ 1+/2+
anyondur. Fe ve Cu iyonlari negatif yukli DNA'ya surekli bagl

bulunabildikleri gibi oksidatif stres altinda hicre igcinde bulunan demirli ve
bakirli proteinlerden serbestleserek de DNA’ya baglanabilmektedirler.
Redoks aktif transisyon metal iyonlarinin baglanmalari DNA molekulin

H202’in hedefi haline getirmektedir.*® Serbest radikal aracili DNA hasari

Sekil 1’de gosterilmistir.
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Nukleaz aktivasyonu hipotezine gore oksidatif stres, sitozolik

2+
Ca iyon konsantrasyonunda buyuk bir artisa neden olarak nukleusdaki

2+

Ca bagimh  endonukleazlari  aktive etmekte ve  DNA’nin

fragmantasyonuna neden olmaktadir. NuUkleaz aktivasyonu DNA

2+
bazlarinda kimyasal degisikliklere neden olmamaktadir. Ca ¢elatorlerinin
kullanimi ile DNA hasarinin engellenebildigini gdsteren arastirmalar
bulunmaktadir; Transisyon metal iyonlarinin varhdr reaksiyon hizini,

mekanizmasini ve baz modifikasyonunun tirand etkilemektedir. Ksantin

oksidaz, hipoksantin ve ksantin gibi 02.' radikali olusturan sistemler ve

aktive notrofiller hicre membranindan kolaylikla diffize olan HZO2

olusumuna neden olarak hiicrelerde yaygin DNA hasari yapmaktadirlar.>®

Mitokondriyal DNA (mtDNA) cift sarmal kapali dairesel ve
yaklasik 16 kb agirhginda c¢ok kompakt yapiya sahip olan, elektron
transport zincirinin (ETZ) 60 protein komponentinden 13’Und, 22 tRNA ve
2 rRNA molekulint kodlayan intronlari ve kodlamayan buylk sekanslari

bulunmayan bir molekdildiir.>"*?

MtDNA’nin ROM’larin baglica olusum yeri
olan i¢ membrana yakinlklari ve koruyucu histonlarinin bulunmamasi
nedeni ile oksidasyon riski yuksektir. Protein ve lipidler kolay bir sekilde
yikilip yeniden sentezlenebildikleri halde, DNA’daki oksidatif mutasyonlar
kalici hale gelir.>® Yaslanma ile insan beyin mitokondri DNA’sinda
meydana gelen oksidatif hasarin nukleus DNA’sindaki hasara gore 10 kat
daha fazla oldugu saptanmistir’’. ROM olusumunun majér kaynagi olan
mitokondriler ayni zamanda ROM’larin zararl etkilerinin de O6nemli
hedefidir. Mitokondriyal elektron transport zincirinden (ETZ) elektron
kacagl sonucu olusan serbest radikaller dnce mitokondride ve sonra

hiicrede hasar olusturmaktadir.>
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Proteinler serbest radikallere karsi poliansatire yag
asitlerinden daha az hassastirlar. Proteinlerin  serbest radikal
harabiyetinden etkilenme derecesi amino asit kompozisyonlarina baglidir.
Doymamis bag ve kukurt igeren triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin,
metiyonin, sistein gibi amino asitlere sahip proteinler serbest radikallerden
kolaylikla etkilenirler. Bu etki sonucunda Ozellikle sulfur radikalleri ve
karbon merkezli organik radikaller olusur. Serbest radikallerin etkileri
sonunda, yapilarinda fazla sayida disulfit bagi bulunan immuanoglobulin G
(IlgG) ve albumin gibi proteinlerin tersiyer yapilari bozulur, normal
fonksiyonlarini yerine getiremezler. Prolin ve lizin reaktif oksijen
metabolitleri (ROM) dreten reaksiyonlara maruz  kaldiklarinda
nonenzimatik hidroksilasyona ugrayabilirler. Hemoglobin gibi hem
proteinleri de serbest radikallerden énemli oranda zarar gortrler. Ozellikle

oksihemoglobinin stperoksit radikali (O2:") veya hidrojen peroksitle (H205)

reaksiyonu methemoglobin olusumuna neden olur.°

Proteinler yuksek glukoz konsantrasyonlari ile
karsilastiklarinda, glukoz bir enzimin araciligina gereksinim duymadan
proteine baglanarak kontrolsuz glukozilasyon reaksiyonlarina neden olur.
Glukozilasyona ugramig protein, molekuler oksijene bir elektron vererek
serbest oksijen radikali olusumuna neden olur’®. Glukoz ve proteinlerin
amino gruplart arasinda kendiliginden gelisen enzimatik olmayan
glukozilasyon reaksiyonlari yoluyla 6énce Shiff bazlari, sonrasinda daha
stabil olan Amadori UrUnleri olugur. Amadori Urunlerinin olusumundan
sonra ileri glukozilasyon son f(riinleri (AGE) meydana gelir.®® AGEler,
endotelin-1 araciligiyla vazokonstriksiyonu arttirarak endotel hasarina yol
actigr gibi, kompleks biyokimyasal mekanizmalarla serbest radikal

uretebilme kapasitesine de sahiptirler.
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AGEFE’lerin toksik etkileri arasinda; proteinlerin yapilarini ve
fonksiyonlarini degistirebilmeleri, kendi reseptorleri ile oksidatif stresi
indUkleyebilmeleri ve sonugta nukleer faktor kapa B (NFkB) gibi redoks
duyarl transkripsiyon faktorlerini aktive etmeleri ve ilgili genlerin
(prokoagulant doku faktori endotelin -1, adhezyon molekuld, VCAM-1

gibi) ekspresyonlarinin artisi bulunmaktadir.>’-%

2.2.1.2.1 Oksidatif Stres ve Yaslanma

Aerobik organizmalar yasamlari boyunca O, ile karsi karsiya
kalir ve surekli olarak prooksidan ve antioksidan sistemi dengede tutmaya
caligirlar. Yaslanmada bu dengenin prooksidanlar lehine bozuldudu, yas
ile antioksidan kapasitenin azaldigi bilinmektedir***. Oksidatif stres pek
cok hastaligin, iskemi reperfiizyon, Alzheimer, Parkinson, Diabetes
mellitusun patogenezinde rol oynar; yasayan canlilar icin serbest
radikallerinin yararl ve zararh etkileri cok hassas bir dengeyi olusturur; bu
denge redoks diizenleyicisi adi verilen sistem tarafindan diizenlenir®®.
Redoks dizenleme sistemi oksidatif strese karsi canliyl korur. Kanserde,
diyabette, iskemi-reperfuzyon hasarinda, ve yaslanmada redoks

dengesinin bozuldugu belirtilmistir.®°

Oksidatif stres ve yaslanma arasinda dogrudan iliski vardir.
Yapilan galismalarda genellikle yaslanma ile birlikte dokulardaki serbest
radikal duzeylerinin arttigi bildirilmektedir. Daha once yapilan galigmalarda
lipid peroksidasyon urlUnlerinin yaglh siganlarda hem mide ve hem de kan
duzeylerinin  genglere oranla istatistiksel olarak anlamh artisi
bildiriimistir.”®. Yaslanma ile birlikte gériilen; nérodejeneratif hastaliklar,
iskemi-reperfizyon, sepsis gibi cesitli patolojilerden reaktif oksijen
metabolitlerinin (ROM) ve reaktif nitrojen metabolitlerinin (RNM) sorumlu

oldugu bildirilmistir.°"%* Yaslanma ile siganlarda kalpte® ve karacigerde'®;
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insanda beyin'!, diyafram kasinda'® serbest radikal diizeyinde artis ve
oksidatif hasar bildirilmigtir. Yapilan diger c¢alismalarda; yaslanma ile,
insan ve sican serumunda® artmis oksidatif stres; insan granulosit

hiicrelerinde artmis siiperoksit®

uretimi ve sigcan hepatosit hucrelerinde
artmis iNOS®" aktivitesi bildirilmistir; bununla beraber koroner endotel
hiicrelerinde eNOS® aktivitesinde azalma gdzlemlenmistir. Yaslanmaya
karsi; her turun, bireyin, organin, dokunun hatta hucrenin bile farkli cevap

verebilecegi bildirilmistir.®°
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2.2.1.3 Nitrik Oksit

Radikal hasarindan sorumlu 6nemli bir molekilde nitrik
oksittir. Kiigik molekul agirlikli ve heterodiatomik molekulld, zehirli bir gaz
olan NO, daha d6nce endotel kaynakli gevseme faktorl olarak bildirilen
maddenin NO oldugunun gosterilmesiyle bilimsel ¢alismalarin odagi haline
geldi.*”"" Lipid ve suda ¢dziinen serbest radikal bir gaz olan NO, NO, gibi
diger radikaller, NO™; gibi orta derecede stabil anyonlar, NO3 gibi dayanikli
anyonlarin yaninda, N;Os gibi dayaniksiz oksitler ve ONOO™ gibi
dayaniksiz peroksitler olusturur. Dustik pH’da biriken NO™ (nitrit) proton
kazanarak nitroz aside ve daha sonra dismutasyonla NO’e donusur. NO
thiollerle reaksiyona girerek “reaktif pargacikl nitrik oksit” gibi depo formlar
olusturur. Bu depo formlarin bir elektron kaybetmesiyle sulfhidrifilik
reaktanlar, nitrosoniyum (NO™) olusur. Bu formlarin birgogu biyolojik olarak

bir kag saniye gibi kisa bir siirede olusmaktadir.”?

Serbest bir radikal olan NO, nitrik oksit sentaz (NOS) denilen
enzim ailesi tarafindan, bir aminoasit olan L-arginin’in terminal guanidin

grubunun NQO’e ¢evrilmesiyle Uretilir.
L arginin = NO+L-sitrulin

Bu olusum esnasinda molekuler oksijen ile, kofaktor olarak,
nikotinamid adenin dinukleotid, (NADPH), flavin adenin dinukleotid (FAD),
flavin mononukleotid (FMN) ve tetrahidrobiyopterin (BH4)'e ihtiyag vardir.
Bu sekilde uUretilen ve iglevini yerine getiren NO, hizla hemoglobin, metilen
mavisi ve suUperoksit anyonu tarafindan nétralize edilir veya 10 saniye
icinde nitrat veya nitritlere donusturulir. NO® radikalinin stabil son Urunleri
nitrit ve nitrattir. Plazma gibi ¢ogu vicut sivisinda nitritin ¢cogu nitrata

déntsmustar.”>™
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Nitrik oksit (NO) olustuktan sonra: Methemoglobin ile nitrite
(NO2) ve nitrata (NO3") donusturulerek inaktive olur; siperoksit anyonlari
(O27) ile birleserek peroksinitrite (ONOQO") dénlsur. Peroksinitrit, hidroksil
radikalleri (OH") ve tirozinle (Tyr) birleserek nitrotirozini olustururlar. OH’ ve

ONOO" radikal hasarina sebep olurlar.”

Nitrik oksit sentaz enzimleri (NOS), fizikokimyasal ve kinetik
Ozelliklerine gore iki gruba (konstitutif ve induklenebilir) ayrilir. NOS’lari
sentezleyen 3 gen bulunur ve bu genlerden herbiri bir NOS izoformunu
olusturur (NOS1, NOS2, NOS3).*"" Néronal (nNOS) ve endotelyal
(eNOS) olarak ta bilinen NOS1 ve NOSS3, aktif hale gelmek igin Ca++’a
intiyac duyar ve bu nedenle konstitutif NOS olarak adlandirilirlar.
Noéronlardan ve endotelyal hulcrelerden izole edilen konstitutif NOS'in
sentez slresi kisa ve uUretilien NO miktari ¢ok dusuktir. Bunun sebebi,
hicre igi iyonize kalsiyum konsantrasyonu azalmaya bagladigi anda
enzimin inaktif duruma gecmesidir.”®”® Endotoksin veya degisik sitokinlere
cevap olarak makrofajlar ve diger hicre tiplerinin uyariimasiyla Ca++'dan
badimsiz olarak salgilanan ve normal sartlarda gosteriliemeyen NOS2’ye
induklenebilen veya uyarilabilen NOS (iNOS) adi verilir. Bu izoforma
ayrica immunolojk  NOS de denilmektedir. Ozellikle bakteri
lipopolisakkaritleri ve interferon-y (IFNy) ile uyarilan makrofajlar bol
miktarda NO Uretirler. Bu sekilde iNOS’le Uretilen NO sentezi saatlerce
hatta giinlerce devam edebilir.?8" (Nitrik oksitin olusumu Sekil 2'de
gosterilmigtir.) Disuk dozda 6zellikle néronlarda ve damar diuz kas hucre
membraninda bulunan guanilat siklazi aktive eden NO, damar dilatasyonu,
siniflerden uyari gecisi gibi fonksiyonlari gerceklestirir’®;  diisik
konsantrasyonunun aksine yuksek konsantrasyondaki NO, norotoksik bir
dongliyi baslatir.88® Fokal iskemi’'de, inme’de, Alzheimer ve Huntington
gibi noérodejeneratif hastaliklarda, NO’in N-methyl-D-aspartate (NMDA)
reseptorlerini etkileyerek ortaya cikardigi asiri miktarda glutamat’in hucre

olumuande etkili oldugunu gosteren galismalar vardir. NMDA’In aktivasyonu
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muhtemelen intraselluler kalsiyumda artisa neden olmakta, bu da
glutamatin nérotoksisitesini baglatmaktadir.2* NO, bu tip nérotoksisitenin
disinda, merkezi sinir sisteminde oksijen norotoksisitesi, AIDS
demansindaki gibi baska tip norotoksisitelere de kismen aracilik
edebilmektedir.?2%° Ayrica, NO’in myelin kilif iireten oligodendrositlere de
direkt toksik etki yaparak, merkezi sinir sisteminin inflamatuar olaylarinda
rol oynadigi bildirilmigtir. NO’in bu etkilerine kargi NOS inhibitdrlerinin

koruyucu etki yaptigi gosterilmistir.®

Reaktif nitrojen metabolitleri (RNM; NO2, ONOOH, N»Og3’,
HNO;) DNA bazlarinin nitrolanmasina veya deaminasyonuna neden

olmaktadir. RNM etkisi ile sitozinden urasil, guaninden ksantin ve

adeninden hipoksantin olusmaktadir. ONOO guaninden 8-nitroguanin ve
hipoksantin olusturabilir. 8-nitroguanin DNA vyapisi iginde dayaniksiz
oldugundan spontan olarak depurinasyona ugrar ve abazik alanlarin
olusmasina neden olur.®” Siiperoksit radikalinin fizyolojik bir serbest
radikal olan nitrik oksit (NO°) ile birlesmesi sonucu bir reaktif oksijen tiri
olan peroksinitrit (ONOO’) meydana gelir. Peroksinitrit, nitrit (NO>) ve
nitrat (NO’3) olusturmak Uzere metabolize edilir. Peroksinitrit, azot dioksit
(NOy), hidroksil radikali (OH"), nitronyum iyonu (NO."), gibi toksik trtinlere
donisebilir ki nitrik oksitin  (NO°) zararli etkilerinden peroksinitrit

sorumludur.®®
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2.2.1.3.1. Yaslanma ve Nitrik Oksit

Yapilan arastirmalarda yaslanma ile nitrik oksit dluzeylerinde
artis belirlenmistir.®® Serbest radikal olarak islev géren nitrik oksitin
merkezi sinir sisteminin yaslanmasinda etkili oldugu belirtiimistir.*°
Yaslanma ile birlikte artis gosteren peroksinitrit seviyesi oncelikli olarak
mitokondriyal oksidatif hasara neden olur.®’ Yaglanma ile paralel artis
gosteren peroksinitrit; nitrozatif strese ve apopitoza neden olmaktadir.%?
Peroksinitrit nitratlayici ajan olarak etki eder, serbest veya proteine bagl
tirozin rezidulerini modifiye eder ve nitrotirozin olusturur. Birgok akciger
hastaliklarinda nitrotirozin  dizeylerinin  arttigi  bulunmustur.  Astim,
endotoksin soku, akut respiratuvar distress sendromu, hiperoksi, sigara
dumaninin indikledigi pulmoner bozukluklari veya iskemi-reperflizyon
hasarini da igeren birgcok akciger bozukluklarinin patofizyolojisi
peroksinitrit olusumunun artmasiyla iligkili olabilir.?® Yapilan calismalarda,
genc ve yash sicanlarda yasa bagli olarak karaciger®, ve beyin® NO

dizeyinde artis saptanmistir.
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2.2.2. Antioksidanlar

Reaktif oksijen metabolitlerinin  (ROM) olusumunu ve
bunlarin meydana getirdigi hasari 6nlemek igin birgcok savunma
mekanizmalari vardir. Bu mekanizmalar "antioksidan savunma sistemleri"
veya kisaca "antioksidanlar" olarak bilinirler. Antioksidanlar aktivitelerini
dort ayri sekilde gt’;sterirler.49 (Antioksidan molekullerin  baglicalari

Tablo 1'de gdsterilmistir.)

1. Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip, onlara bir hidrojen aktararak;
aktivitelerini azaltma ya da inaktif sekle donusturerek etki gosterir.

Vitaminler, flavanoidler bu tarz bir etkiye sahiptirler.

2. Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari daha zayif yeni
molekullere gevirerek etki gosterir. Antioksidan enzimler, bu tip etki

gOsterirler.

3. Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincir kirici etki gosterirler.

Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller bu etkiye sahiptir.

4. Serbest radikallerin olusturduklari hasari onararak etki gosterirler.
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2.2.2.1 Glutatyon

Glutatyon hucreyi oksidatif strese karsi koruyan en onemli

antioksidanlardandir.%%8

Glutatyon (GSH) serbest radikaller ve
peroksitlerle reaksiyona girerek hucreleri oksidatif hasara karsi korur.
Hemoglobinin oksitlenerek methemoglobine donusimuanun
engellenmesinde rol alir. Ayrica proteinlerdeki sulfhidril (-SH) gruplarini
redukte halde tutar ve bu gruplari oksidasyona karsi korur, bdylece
fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller. GSH
yabanci bilesiklerin detoksifikasyonu ve amino asitlerin membranlardan
tagsinmasini da saglar. GSH karacigeri, eritrositleri, I0kositleri ve goz

lensini oksidatif strese karsi korumada hayati dneme sahiptir.*

Glutatyon; GSH-Px, GST gibi antioksidan enzimler igin ko faktor

olarak islev gorur.

o Hidroksil ve singlet oksijen radikalini direkt olarak temizler.

e Glutatyon peroksidazi aktive ederek; hidrojen peroksiti ve lipid

peroksitleri temizleyici etkisini gosterir.

e Oksidan molekuller ile redoks dengesinin kurulmasinda en onemli

antioksidanlardandir.'®
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2.2.2.2 Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) sitozolde bulunur, 4
selenyum atomu icerir, tetramerik yapidadir. Glutatyon peroksidaz

hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu enzimdir.®

GSH-Px
HZO2 +2GSH =P GSSG +2H20

GSH-Px
ROOH + 2GSG ==mmp GSSG + ROH + H20

Bununla  beraber; fosfolipid hidroperoksit  glutatyon
peroksidaz (PLGSH-Px) adi verilen bir enzim monomerik yapidadir ve

esas olarak membran fosfolipid hidroperoksitlerini alkollere indirger.

PLGSH-Px
H,0,+2GSH mmmmp GSSG +2H20

PLGSH-Px
ROOH + 2GSG =P GSSG + ROH + H20

PLGSH-Px
PLOOH + 2GSH =wmmmp GSSG + PLOH + H20
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2.2.2.3 Glutatyon Reduktaz

Glutatyon reduktaz, GSH-Px vasitasiyla hidroperoksitlerin
indirgenmesi sonucu olusan okside glutatyonun (GSSG) tekrar

indirgenmis glutatyona (GSH) dontisumuni katalize eder.

Glutatyon Rediiktaz
GSSG + NADPH + H' s 2GSH + NADP*

Fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz (PLGSH-Px)
membrana bagli en dnemli antioksidan olan vitamin E yetersiz oldugunda
membrani peroksidasyona karsi korur. GSH-Px'in fagositik hicrelerde de
onemli fonksiyonlari vardir. Diger antioksidanlarla birlikte GSH-Px,
solunum patlamasi sirasinda serbest radikal peroksidasyonu sonucu

fagositik hiicrelerin zarar gérmesini 6nler®.

2.2.2.4 Glutatyon S Transferazlar

Glutatyon S-transferazlar (GST), her biri iki alt birimden
olusmus bir enzim ailesidir. Glutatyon S-transferazlar (GST), basta
arasidonik asit ve lineolat hidroperoksitleri olmak Uzere lipid peroksitlerine
kargi selenyum-bagimsiz GSH-Px aktivitesi gostererek bir antioksidan

savunma mekanizmasi olustururlar.

GST
ROOH + 2GSH == GSSG + ROH + H20

Glutatyon S-transferazlar (GST) katalitik ve katalitik olmayan

¢ok sayida fonksiyona sahiptirler. Bunlar hem detoksifikasyon yaparlar
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hem de hucre i¢i baglayici ve tasiyici rolleri vardir. GST'lar, karacigerde
sitokrom P450 enzim sistemi tarafindan reaktif ara Urlnlere donusturilen
yabanci maddelerin daha az reaktif konjugatlara donisumuand

katalizlerler.®

2.2.2.5. Antioksidanlar Ve Yaslanma

Yaslanma antioksidan enzim etkinliginin azalmasi ile
birliktedir. Antioksidan kapasitenin arttirilmasinin yaslanmay: geciktirici rol
oynamasi buydk bir ilgi alani olusturmustur. Yapilan c¢alismada;
Drosophila’ ya SOD uygulanmasi yasam suresinin degisiminde etkili
olmamistir.”®" Saglikli insanlarda yapilan galismalar sonucunda; MDA, NO
ve diger radikal duzeylerinin yaslanma ile birlikte artis gosterdigi ve buna
karsin GSH duzeyinin ve antioksidan molekullerin dizeylerinde azalig

saptanmistir.’>%°

2.3. Melatonin

2.3.1. Melatonin Fizyoloijisi

2.3.1.1. Epifiz Bezi ve Melatonin

Melatonin (MEL), karanlikta epifiz bezinden salgilanan, uyku,
ureme, sirkadiyen ritim ve immdunite gibi pek ¢ok biyolojik fonksiyonun

diizenlenmesinde rol oynayan bir hormondur.™
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2.3.1.2. Melatonin Sentez ve Metobolizmasi

Epifiz bezinin en 6nemli salgisi N asetil- 5-metoksitriptamin

192 Melatonin epifiz bezinden baska, retina, barsak,

(Melatonin)'dir.
pankreas gibi organlarda da sentezlenir.''® Gastrointestinal sistemin;

epifiz bezinden 400 kat daha fazla melatonin icerdigi gdsterilmistir.'%*

Epifiz bezi superior servikal gangliondan sempatik uyarim
alir. Epifiz bezinin sempatik sinir ug¢larindaki en 6nemli nérotransmitter
noradrenalindir. Noradrenalin, postsinaptik reseptorler olan pinealosit
membranindaki 3 ve a reseptorlerine baglanir. Yaklasik %85 melatonin 3
reseptorlerinin aktivasyonu ile, %15’ i ise a reseptorlerinin uyarilmasi ile
sentez edilir, B ve a adrenerjik reseptorlerin uyariimasi ile hucre iginde
cAMP ve N-asetiltransferaz (NAT) artigi olur: Melatoninin 6n maddesi, bir
aminoasid olan triptofandir ve bu, pinealositler icinde dnce serotonine,
daha sonra melatonine donusur. MEL sentezinde hiz kisitlayici enzim olan
N-asetiltransferaz (NAT) aktivitesi, CAMP etkisiyle ylkselmekte ve bdylece

sentezlenen ve salgilanan melatonin miktari artmaktadir.'®% (Sekil 3)
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Beta adreherjik HIOMT |
reseptor J/
Melatonin

AAAD; Aromatik Aminoasit Dekarboksilaz
AA-NAT; Aril Alkilamin N-Asatil transferaz
HIOMT,; Hidroksiindol-O-metiltransferaz

Sekil 3. Pinelosit hiicrelerindeki melatonin sentezi.
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MEL sentezi sirkadien ritim g0Osterir. Aydinlikta hiperpolarize
olan retinal hucreler, karanlikla beraber depolarize olarak, bezde MEL
sentezini baglatirlar. Melatoninin salinimi geceleri blyuk bir ylkselme
goOsterir.  Yukselmis melatonin duzeyinin yuksek kalma suresi ise,
karanhgin suresine baglidir. Kig aylarinda, uzamig gecelerde, bu sure
uzundur. Pinealektomi veya sempatik duyarsizlastirma melatoninin gece
yukselmesini onler. Melatonin Uretildikten sonra hizli bir bicimde once
kana, beyin omurilik sivisi dahil olmak Uzere tim biyolojik sivilara ve

bliylik olasilikla da tiim dokulara dagilir."”"

Melatoninin plazma
konsantrasyonu gunduz 0-20 pikogram/ml iken, gece 50-200 pikogram/ml

diizeyine yiikselmektedir.'”® Aydinlik dénemin uzamasi veya aniden Isiga

cikilmasi  melatonin  Uretimini  durdurur.’'®®  Melatonin, karacigerde
melatonin hidroksilaz enzimi ile son metaboliti olan
6-hidroksimelatonine donusturulerek idrar yolu ile atilir;

6-hidroksimelatoninin  idrardaki  konsantrasyonu, serum melatonin
konsantrasyonlari  ile  paraleldir.  Melatonin  intraven6éz  olarak
uygulandiginda hizh bir sekilde vicut kompartmanlarina dagilmakta ve
serum yarilanma omru olan 30 saniye ile 5,6 dakika igerisinde elimine
edilmektedir."'® (Sekil 4).
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Sekil 4. Melatoninin biyosentezi ve metabolize edilmesi.
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2.3.1.3. Melatoninin Etki Yerleri

[-125 ile isaretlenmis melatonin galismalari insan beyninde
melatoninin baglica birikim yerlerinin suprakiazmatik ¢ekirdek ve pitliter
bezin pars-tuberalisi oldugunu gostermistir. Melatonin reseptorleri pek ¢cok
organda gosterilmistir (Sekil 5); bunlar MT1 ve MT2 dir. Melatoninin gece
pikinden epifiz bezi sorumlu iken, ginduz pikinden barsak, pankreas gibi

gastrointestinal sistem organlari sorumludur.™”

bp
300
200
MT1
101 bl > 100
— 300
MT2 -
— 200
169 bp >
— 100

c o
> o
o g
—
©
N

Pankreas
Pineal bez

Beta hucreleri

Pankreas adaciklari

Sekil 5. Cesitli dokulardaki melatonin reseptorlerinin (MT1 ve MT2) jel elektroforezi

e w112
sonucu gorunusu .

33



2.3.1.4. Melatoninin Antioksidan Etkisi

Bircok biyolojik etkisinin yanisira, gugli bir radikal supurucu
ve antioksidan 6zellige sahiptir. Bilinen tim antioksidanlardan (mannitol,
glutatyon, vit E, C gibi) daha gucli serbest radikal sutptricu o6zelligi

vardir'*. Melatoninin antioksidan Ozelligi U¢ ana baslik altinda toplanabilir;

1. Melatoninin Direkt Antioksidan Etkisi

2. Melatoninin Prooksidan Enzim Aracili Etkisi

3. Melatoninin Antioksidan Enzim Aracili Etkisi

2.3.1.4.1. Melatoninin Direk Antioksidan Etkisi

Melatoninin HO’, H.O_, HOCI, NO’, ONOO" gibi oksidatif

2-2
strese yol acabilen serbest radikalleri detoksifiye ettigi ve bodylece onlarin
biyomolekdiller lizerindeki zararli etkilerini énleyebildigi bildirilmektedir'®°.
Melatoninin antioksidan 06zelligi, yapisinda bulunan pirol halkasindan

kaynaklanmaktadir. Fizyolojik sartlarda pek ¢ok indol melatonine benzer
sekilde yikilsa da, 02' varliginda, melatoninin pirol halkasinin indolamin

2,3-dioksijenaz (IDO) ile enzimatik ya da hemin ile nonenzimatik olarak
yikimi, yuksek reaktiviteye sahip, N1-asetil-N2-formil-5- metoksikiniramin
(AFMK) olusumuyla sonuglanmaktadir.'™ Bu metabolitin radikal tutucu
aktivite gosterdigi belirlenmistir’™® (Sekil 6). Askorbat, a-tokoferol ve GSH
gibi zincir reaksiyonlarini kirabilen diger antioksidanlardan farkli olarak,
melatonin yayillmakta olan lipid peroksidasyonunu peroksil radikalini

yakalayarak sonlandirmaktadir.’*®
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2.3.1.4.2. Melatoninin Prooksidan Enzim Aracili Etkisi

Melatoninin bazi prooksidan enzimleri inhibe ederek, serbest
radikal olusumunu azalttig1 ve bu yolla da antioksidan sistemi destekledigi
one sirilmektedir.’®' In vitro ve in vivo sartlarda, NO* ve daha ileri
asamada ONOO" olusumuna neden olan nitrik oksit sentaz (NOS)
aktivitesinin, fizyolojik melatonin konsantrasyonlarinda inhibe edildigi
bildiriimektedir.""> Beyin iskemi/reperfiizyon modelinde de, NOS
inhibisyonuna yol agan melatoninin duzeltici etkilerinin olabilecegi one
stiriilmektedir.”'® Bunlarin disinda melatonin lipofilik 6zellik gdsterdigi icin,
organizmada c¢ok genis alanda antioksidan etki gosterebilmektedir.
Kolaylikla kan-beyin bariyerini ve plasentayl gecgebilen melatonin tim
intraseluler komponentlere rahatlikla ulagabilir. Boylece melatonin, hucre
zarini, organelleri ve ¢ekirdegi etkin bir sekilde serbest radikal hasarindan
koruyabilmektedir'. Melatonininin antioksidan etkileri genel olarak
incelendiginde, adezyon molekdllerinin ve proinflamatuvar sitokinlerin
sentezini azaltmasini da igeren oldukga genis spektruma sahip bir

antioksidan oldugu goriilebilir."’

2.3.1.4.3. Melatoninin Antioksidan Enzim Aracili Etkisi

Farmakolojik ve muhtemelen fizyolojik duzeylerdeki
melatoninin, SOD, GSH-Px, GSSG-Rd, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz
(G6PD) ve glutamilsistein sentetaz gibi bazi antioksidan enzimlerin gen
ekspresyonlarini ya da aktivitelerini artirdigi ve bu yolla oksidatif stresi
baskiladigi  bildirilmektedir.'®'®  Sicanlara, akut/kronik  uygulanan
melatoninin beyin dokusu Mn-SOD ve CuZn-SOD sentezini artirdigi ve bu
yolla oksidatif hasara karsi beyin dokusunu korudugu gdsterilmistir''®;
bununla birlikte; anne sigana verilen melatoninin plasentadan gecebildigi

ve fetus beyninde SOD ve GSH aktivitesini artirdi§i gosterilmistir.""®
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Gunduze gore, gece feda edilen siganlarda beyin GSH-Px
aktivitesinin daha yuksek bulunmasi, melatoninin biyolojik ritmine
baglanmaktadir. Hayvan modeli c¢alismalarinda, farmakolojik dozda
uygulanan melatonin ile akciger, barsak, bobrek, karaciger, beyin, kalp,
epifiz bezi ve eritrosit GSH-Px aktiviteleri, %22 ila %138 oraninda
artmaktadir. Sicanlarda karaciger, bobrek ve beyin dokusu GSH-Px
aktivitesinin, melatonin uygulandiktan 3 saat sonra artti§i gdzlenmistir.'?°
Noral GSH-Px aktivitesinin, melatonine benzer sekilde, glindiz dusuk;

gece yiksek oldugu bulunmustur.'’

Pinealektomi yapilan sig¢anlarin
karaciger, akciger ve beyin GSH-Px aktivitelerinde anlamli dususler

saptanmistir.'®

2.3.1.5. Melatonin ve Yaslanma

Yeni doganda melatonin ritmi 3-4 aylik olana kadar gorulmez
ve melatonin duzeyi duguktur. Bir yasina kadar geligir ve 1-3 yas arasinda
en yliksek dizeyine ulagir. Daha sonra yavas yavas diser. ilerleyen yasla
birlikte melatonin ritmi bozulur ve epifizel melatonin Uretimi de giderek
azalir (Sekil 7). Yasla beraber gece gorulen melatonin piki %75 oraninda
azalir. Melatoninin ana uriner metaboliti olan 6-hidroksimelatonin de, yasa
badimli olarak azalir. Melatonin dizeyindeki dismeye karsilik, melatonin
uretiminde 6nemli bir enzim olan N-asetil transferaz aktivitesinde yasa
bagli bir azalma goérilmez, ancak epifiz bezinde hidroksiindol-O-
metiltransferaz aktivitesinde azalma goriiliir'?*'?%; bununla beraber pineal
bezde ve serum NAT diizeyinde azalma bildiriimistir.'** Sicanlar ile
yapilan bir calismada; geng ve orta yasl deneklerin melatonin dizeylerine
bakilmis ve yaslanma ile birlikte melatonin duzeylerinde azalig
belirtilmistir.'*> Melatoninin ile yaslanma iliskisini arastiranlar; memelilerde

yas ile melatonin diizeyinin azaldigini bildirmislerdir."?
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Yaslanmayla birlikte gorulen epifiz bezindeki ve serum
melatonin miktarindaki azalmanin en énemli etkenlerinden birisi pinealosit
membranindaki (B-adrenerjik reseptorlerin sayisinin azalmasidir. Yapilan
calismalar bu reseptorlerin yogunlugunda azalmanin  oldugunu
gOstermesine karsin reseptorlere baglanan ajanlarin bu reseptorlere olan
afinitelerinde bir degisiklik olmadigini gostermigtir. Bu ¢aligmalarin sonucu
yaslanmayla giderek azalan melatonin ritminin B-adrenerjik reseptor
yogunlugundaki azalmayla ayni anda oldugunu gdstermektedir.
Yaslanmayla birlikte epifiz bezinin Uretiminin azalmasinin ikinci énemli
nedeni ise suprakiazmatik cekirdekte azalan hiicre sayisidir.”®
Pinealektomi sonrasi melatonin’in ritmik pik seviyeleri bozulmaktadir.'’
Pinealektomi yapilmis siganlarda yapilan bir ¢alismada, artan oksidatif
hasar, dolasimdaki azalmis melatonine baglanmistir.'®® Kanser, katarakt
gibi yaslanma ile artig gosteren hastaliklarda; melatonin uygulanmasinin
hasari diizeltici etki gosterdigi bildirilmistir."**'*° Yapilan bir calismada 2 ile
22 aylik siganlar kargilastirildiginda; yaslanma ile karacigerde NO artisi ile
lipid peroksidasyonunun artigi Dbildirilmistir. Melatonin veya buyume

hormonu (GH) uygulanmasinin bu artisi azalttigi gésterilmistir.*

MELATONIN SEVIYESI (Pg/ml)
100
o0
B0
TO
&0
&0
L
30

In

—
—
—
—

! | | | | 1

1 10 20 20 40 SO S0 yO a0 90
YAS (YIL)

Sekil 7 Yaglanma etkisi ile melatonin sentezinin azalma3|13
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2.4. Pankreas

2.4.1. Pankreas Fizyolojisi

Pankreas hem ekzokrin, hem de endokrin salgi yapan bir
bezdir. Organin endokrin sekresyonu (insulin, glukagon, somatostatin ve
pankreatik polipeptit'dir) yasamin devam etmesi icin gerekli olup
Langerhans adaciklarindan salgilanir. Adaciklar morfoloji ve boyanma

Ozellikleriyle birbirinden ayrilan dort tip hlcreden olusur.

BETA hucreleri: Adaciklarin % 60-80" ini olusturur ve insulin

salgilarlar.

e ALFA hucreleri: Adaciklarin %10-20° sini olusturur ve glukagon
salgilarlar.

e DELTA hucreleri: Adaciklarin yaklasik %10’ unu olusturur ve
somatostatin salgilarlar.

e F hucreleri ; Adaciklarin yaklasik % 2’ sini olusturur ve pankreatik

polipeptid salgilarlar.

Pankreasin temel ekzokrin salgi Unitesi asinustur ve gunde
ortalama 1500-2000 ml berrak, izotonik ve alkali (pH: 8.0- 8.3) ekzokrin
salgisi vardir. Bu salgl 20°’den ¢ok sindirim enzimini icinde bulundurur.
Pankreas ekzokrin salgisi temel U¢ besin maddesinin sindirimini saglayan
enzimleri igerir: bu enzimler protein, karbonhidrat ve yaglarin sindirimini

saglar.20:1%2
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2.4.2. Yaslanma ve Pankreas

Pankreasin endokrin ve ekzokrin iglevleri yas ilerledikge
azalir ve parenkimde yag infiltrasyonu gézlenir.?"** Klinik semptomlarin
goOrulmesi icin pankreasin ekzokrin salgi yapan bdlimlerinin % 90’'inin

® Insan pankreasinin agirliginin

hasar gostermesi gerekmektedir.”
yaslanma ile birlikte azalis gosterdigi bildiriimistir."** Yaslanma ile birlikte
pankreas dokusundaki histolojik degisimler genelde; duktal epitelyum
hiperplazisi ve lobular fibrozistir; bununla birlikte ana pankreatik kanal
dilate olarak 10 mm'ye ulasabilir.”® Yaslanma ile birlikte pankreas
parankiminde lipoatrofi, lipofuscin depolanmasi goriilebilir.”® Yapilan farkli
¢alismalarda; yaslanma ile birlikte pankreasta bikarbonat sekresyonunda
ve pankreatik sividaki lipaz konsantrasyonunda azalig bildirilmistir; ayni
zamanda sekretin veya CCK’nin pankreas stimule edici etkisinde azalis
gozlemlenmistir.’® Beta hiicresi yasin ilerlemesi ile birlikte daha cok
granul igerir, yaglanan bir sicanda pankreas adaciklari daha ¢ok insulin
depolar, ancak yaglanma ile Langerhans adaciklarindaki glukoz duyarlilgi

azalir, bununla birlikte daha az verimle insiilin salgilanir.'?*1%

Yaslanmaya bagh olarak karbonhidrat ve insulin
metabolizmasinda ki degisiklikler asagida belirtiimigtir (Tablo 2); bu
degisiklikler yaslanmaya bagh glukoz duyarlihgindaki degisikligin baslica

nedenleridir."®

40



Tablo 2. Yagslanmaya bagli olarak karbonhidrat ve insiilin metabolizmasinda ki

degisiklikler

INSULIN METABOLIZMASINDAKIi DEGISIMLER:

Degismeyen veya Yiikselmis Plazma insiilin Seviyesi

insiilin Reseptorlerindeki Degisme ve Hedef Dokunun

internalizasyonu

Hedef Dokulardaki Glukoz Tasiyicilarinin Azalmasi

Postreseptor Degisimlerinide iceren Hiicresel Enzimlerin

Aktivitelerindeki Degisimler

Proinsulin Sekresyonundaki Artis (insuline donusecek)

KARBONHIDRAT METABOLIZMASINDAKI DEGiSIKLIKLER:

Vucut Kas Kutlesinde Azalig ve Adiposit Dokuda Artis

Fiziksel Aktivite Azalisi

Plazma Serbest Yag Asitlerindeki Artisina Bagl Hucre
Glukoz Oksidasyonunda ki inhibisyon

Karacigerdeki Glukoneogenezin Artisi
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2.4.3. Oksidatif Stres ve Pankreas

Antioksidan kapasite; pankreas adacik hucrelerinde diger
dokulara (karaciger, bébrek, iskelet kasi, vb) gore diisiik bulunmaktadir?®.
Oksidatif strese en duyarli yapilardan biri oldugu da bilinen beta
hicrelerinde gozlenen hasarin, hipergliseminin toksik etkilerinden
kaynaklandigi diisiiniimektedir.™° Hiperglisemi ile oksidatif stres arasinda
yakin iligki oldugu goérusu in vivo calismalar ile de desteklenmistir'*’.
Serbest radikal olusumunun hipergliseminin direkt sonucu oldugunu
destekleyen caligmalarin yani sira endotel ve diz kas hucreleri yuksek
konsantrasyonda glukoz iceren ortamda inkibe edildiginde de serbest

radikal olusumunun basladigi gézlenmistir."#"#4

Deneysel olarak diabet modelinde kullanilan alloksan ve
streptozin gibi maddelerin 6zelliklerinden biri de asirn miktarda ROM
olusturmasidir. ROM uretiminin artmasi ve hucrelerde birikmesi beta hucre
harabiyetine neden olur, ¢cinku beta hucreleri oksidatif strese kargi ¢ok
hassasdir ve duslk antioksidan kapasiteye sahiptir. Yapilan ¢alismalarda
radikal hasari sonucunda olugsan beta hucre harabiyetine bagli diabetin
patogenezinde nitrik oksitin de sorumlu oldugu gésterilmistir."*®> Hidroksil
radikalinin insulin reseptor sinyal sistemi Uzerinden etkili oldugu gosteren
calismalar vardir. Glukozilasyon aracili serbest radikal Gretiminin insulinin
gen transkripsiyonunu azalttigini ve beta hicre apopitozuna yol agtigini

gosteren calismalar bu gériisii desteklemektedir."®

Akut pankreatit aktif hale gegmis polimorfik I6kositlerden
salinan oksidan molekilllere bagli olusan 6nemli bir hastaliktir. Akut
pankreatit sirasinda pankreasin kan dolagiminda yogun bir azalig goze
carpar; melatonin uygulanmasi ile bu dolagim sorununun duizeldigi ve

doku oksijenasyonunun normale doéndigi  belirtimistir.2'®* T ve B
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lenfositlerin, makrofajlar gibi inflamatuvar huicrelerin beta hucrelerine
toksik  etkilerini de  serbest radikaller araciigiyla  yaptigi
distintimektedir."” Diabet ve diabet komplikasyonlarinin reaktif oksijen
metabolitleri ile olan iligkisini gosteren c¢alismalarda, nonenzimatik
glukozilasyon, enerji metabolizmasindaki degigikliklerden kaynaklanan
metabolik stres, sorbitol yol aktivitesi, hipoksi ve iskemi-reperfizyon
sonucu olusan doku hasarinin serbest radikal Uretimini arttirdigr ve
antioksidan savunma sistemini degistirdigi vurgulanmaktadir.’*®'*" Diabet
olusturulan sigcan deney modellerinde oksidatif stres belirteci olarak
degerlendirilen 8-OHdG (8-hidroksi deoksiguanozin) duzeylerinde de artig
g('jzlenmi§tir.152 Deneysel hayvan calismalarinda insanlardakine benzer
diabet olusturmak icin kullanilan N- nitroso tirevi D glukozamin
yapisindaki streptozin; oksidan molekuller olusturarak Langerhans
adaciklarini selektif olarak tahrip etmekte; diyabeti ve pankreas hasarini

153-155

baglattigi  dusunulmektedir. Yapilan c¢alismalarda; 65 vyasin

Uzerindeki bireylerde pankreas kanseri gortilme olasiligi 20 kat artis

gostermektedir. '

2.4.4. Melatonin ve Insiilin Sekresyonu

Melatonin ve insulin sekresyonu konusunda literatlrdeki
calismalar birbiriyle ¢elismektedir. Melatonin pankreas dokusunda da yer
alan MT1 reseptoru ile birleserek; hucre i¢i adenilsiklaz aktivitesini ve
insulin sekresyonu azaltir (Sekil 8); ancak melatonin |P3 yolagi ve huicre igi
kalsiyum duzeyi uUzerinden insulin  sekresyonunu arttirdigi  da

bildirilmistir.'®’
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2.4.5. Pankreas ve Melatonin

Melatonin glglu bir antioksidan olarak pankreasta da etki
gOsterir, bunun yani sira pankreasta Langerhans adaciklarinda yer alan
beta hucreleri Uzerinde hem in vivo hem in vitro sartlarda insulin salgisini
etkiler. Bu etkisini; pankreasta da bulunan MT1 ve MT2 reseptorleri
uzerinden gosterir. Melatonin  cAMP sentezini engelleyerek insulin
sekresyonunu azaltici yonde etki yapar.(Sekil 8) IP3 Gzerinden galisan bir
diger sistem de; insllin salgisini gunlik bir ritim seklinde dizenlemeye
yardimcidir. Adaciklar icinde olusturulan bu ritim melatonin tarafindan
etkilenir. Gece yukselen melatonin miktari ile orantili olarak artan glukoz
dizeyi; melatoninin insulin sekresyonu Uzerindeki inhibitorik etkisine

baglanmistir.”™’

Farmakolojik  dozlarda ekzojen olarak melatonin
uygulanmasinin  oksidatif strese karsi pankreasi koruyabilecegi
belirtiimistir. Melatonin guglu bir radikal stpuricu olarak streptozinin neden
oldugu diabetin yanisira alloksana kargi da pankreasi koruyucu etki

gosterir’®®

. Caerulein ile olusturulan deneysel pankreatitte; melatonin
uygulanmasi yukselmis MDA duzeyini azaltarak; pankrasi oksidatif hasara
karsi korumustur?®. Casares ve arkadaslarinin galismasinda; iskemi-
reperflizyonun neden oldugu oksidatif stres, pankreasta artmis LPO,
azalmis enzimatik (CAT, SOD, GSH-Px) ve nonenzimatik (GSH)
antioksidanlar ile birliktedir. Melatonin tedavisi antioksidan etkisi ile serbest
radikal Urunleri olan malondialdehidi (MDA) ve 4-hidroksinonenali (4HNE)
azaltmig; GSH, SOD, CAT, GSH-Px gibi antioksidan dengeyi
dizenlemistir. Melatoninin iskemi-reperfizyon uygulanmasindan once

verilmesi koruyucu etkisini arttirmigtir.’*®
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Yaslanma sonucunda pankreasin ekzokrin sekresyonu azalig
gosterir, melatonin uygulandiktan sonra pankreatik amilaz sekresyonunda
gbze carpar bir yukselis oldugu belirtiimigtir. Melatonin uygulamasi doz
bagimli olarak pankreas sekresyonunu arttirir.’*'®° iskemi — reperfiizyon
etkisi ile olusturulan akut pankreatit ncesinde melatonin uygulanmasi ile
pankreas hasari azaltiimistir. Melatoninin akut inflamasyonu ve lipid
peroksidasyonunu azaltarak bu etkiyi sagladigi gosterilmistir. Bunun yani
sira melatoninin antiinflamatuar etki gésteren interlokin 10 (IL 10) miktarini
arttirdigi ve proinflamatuar etki gosteren tUmoér nekrdz faktori alfayi
(TNF-a) azalttigi belirtiimistir®*. Melatoninin asiner hiicrelerinde 1si sok
proteinlerinin gen ekspresyonunu arttirdigi belirtilmigtir, 1s1 sok proteinleri
hicre bolumlerini hasara kargi koruyucu etki gosterir ve ylksek sicakliga,
oksidatif strese veya inflamasyona karsi aktive olarak hiicreyi koruyucu
etkisini gosterir'®. Juan ve arkadaslarinin hamsterlar ile yaptiklari
¢alismada; N-nitrosobis (2-oxopropyl) amine (BOP) kullanilarak deneysel
olarak pankreas kanseri olusturulmustur; melatonin uygulanmasi
pankreasi koruyucu etki gostermistir. (LPO seviyesinde azalma; SOD,
GSH, GSH-Px, CAT seviyesinde artis bildirilmistir.)"®?
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Arastirma Plani

Calismamizda erkek, 4 ayhk gen¢ ve 14 aylik orta yash
Wistar sicanlar kullanildi. Calisma grubunu olugsturan tim siganlar

laboratuvar ortaminda, 12 saat aydinlikta ve 12 saat karanlikta olacak

sekilde normal musluk suyu ve standart sican yemi ile beslendi.®'®

Sicanlar Tablo 3 de gosterildigi sekilde 4 gruba ayrildi.

Tablo 3 Calisma gruplan ve 6zellikleri

Gruplar Uygulama Denek | Baslangi¢
Sayis1 | agirhigi (gr)

1. grup PBS+etanol +melatonin | 8 164+6.0 g

(geng-deney)

2. grup PBS+etanol 8 167+6.0 g
(geng-kontrol)

3. grup PBS+etanol +melatonin | 10 330+£10.0g
(orta yasli deney)

4. grup PBS+etanol 10 330+9.0g
(orta yasli kontrol)
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Deney grubundaki siganlara 10 mg/kg/gun  melatonin
[% 1 lik etanol-pbs ¢oOzeltisinde, 0,2 cc] toplam 7 gun sureyle s.c.
(saat 18:00) uygulandi. Kontrol grubundaki si¢anlara ise 7 gun sureyle
0,2 cc %1 lik etanol-pbs (pbse) s.c. (saat 18:00) uygulandi. Calisma
grubunu olusturan tim siganlar laboratuvar ortaminda, 12 saat aydinlikta
ve 12 saat karanlikta olacak sekilde normal musluk suyu ve standart
sican yemi ile beslendi. Bu duzen otomatik olarak galisan bir zaman saati
ile saglandi. Bir haftanin sonunda si¢anlarin kalbinden kan alinip takiben
dekapite edilerek pankreas ornekleri alindi. Alinan pankreas dokusu azot
tankinda derhal dondurularak calisiimak Uizere —-86 °C de derin

dondurucuda saklandi. Alinan 6rneklerde asagidaki parametreler ¢alisildi.

Radikal hasarinin gostergesi olarak kabul edilebilecek ve
lipid peroksidasyonu ile paralel degisim gosteren pankreas MDA dlzeyi
tiobarbitiirik asit reaktif (TBARS) madde olusumu ydntemi ile gahisildi™®.
Radikal hasarinina neden olabilecek pankreas NOx duzeyi Griess
Yontemi ile calisildl.’®® Antioksidan kapasitenin gdstergesi olarak kabul
edilen; pankreas glutatyon (GSH) tayini modifiye Ellman ydéntemi ile

calisildi."®®
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3.2. Kullanilan Geregler, Maddeler ve Denekler

e Santrifu: MPW-350 (sogutma sistemli)

e Homojenizator: HEIDOLPH - DIAX 900

e Spektrofotometre: BIOKIT EL x 800 Bioelisa Reader
e Tart: SARTORIUS Basic

e Istatistik Programi: SPSS for Windows 10.0

Arastirmada kullanilan Melatonin; MDA, GSH ve NOx
tayinlerinde kullanilan kimyasal maddeler Sigma Chemical Company,
deney hayvanlari Refik Saydam Hifzissihha Enstitisi’nden temin

edilmistir.

3.3. Tayin Yontemleri

3.3.1. Dokuda TBARS Tayin Yontemi

Pankreas dokusunda lipid peroksidasyon derecesi
tiobarbutirik asit reaktif madde olusumu yontemi ile calisildi”. Doku
ornekleri homojenizator ile soguk TCA (1 g doku + 9 ml % 10’luk TCA)
icinde buzlu ortamda homojenize edildi. Daha sonra 15 dakika sureyle
4000 rpm de santriflij edildi ve stpernatan alinarak 4000 rpm de 8 dakika
tekrar santrifij edildi. Ornekten 750 mikrolitre alinarak Uzerine 750
mikrolitre % 0.67’lik TBA eklendi. Daha sonra ornekler 100 °C de
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kaynayan su banyosunda 15 dakika bekletildi, ve daha sonra sogutularak
4000 rpm de santrifuj edildi. Supernatan alinarak her bir 6rnegin
absorbansi 532 nm de tayin edildi. Pankreas lipid peroksidasyon dizeyi

1.56 x 10° M" cm™ katsayisi kullanilarak MDA esdegeri olarak ifade edildi.

3.3.2. Dokuda Glutatyon Tayin Y6ntemi

Pankreas dokusunda glutatyon (GSH) tayini igin modifiye
Ellman yéntemi kullanildi’. Lipid peroksidasyonunda anlatildigi sekilde
pankreas dokulari homojenize edilip santrifij edildikten sonra , 2 hacim
supernatan, 8 hacim 03 M NayHPO4.2H,O ve 1 hacim
ditiyobisnitrobenzoat (0.4 mg/ml % 71’lik sodyum sitrat) c¢oOzeltisi ile
karigtirildi. Daha sonra spektrofotometrede karisimin 412 nm dalga
boyunda absorbansi 6lgiildii ve glutatyon dizeyleri 13 600 M cm™

katsayisi kullanilarak hesaplandi.

3.3.3. Dokuda Nitrik Oksit Tayin Yontemi

Pankreas dokusunda NOx miktari Griess metodu ile
calisildi.’® 0,3 gram doku alinir, bes kati hacimde PBS eklenerek
homojenize edilir (PBS Cozeltisi igin; 8 gr NaCl, 0,2 gr KCI, 0,92 gr
NaHPO4, 0,2 gr KH,POg4; 1 litre suda ¢ozullr, pH= 7,4 olacak sekilde
ayarlanir). 2000 RCF de +4 °C’da 5 dakika santrifijj edilir, Uzerine 250
mikrolitre 0,3 N NaOH ilave edilir, Oda i1sisinda bes dakika inkliibasyona
birakilir, 250 mikrolitre % 10’luk ZnSOy ilave edilir, Vortekslenir, 3000 RCF
de +4 °C’da 20 dakika santrifiij edilir, Siipernatanin 500 mikrolitresi 14000
rpm de +4 °C’da 5 dakika santrifijj edilir.
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NOx miktarini belirlemek igin, 1 birim supernatan, 1 birim
VaCLsz (400 mg VaClz tartilir, 1 molar HCI c¢ozeltisi ile 50 ml'ye
tamamlanarak karistirilir.), 0,5 birim silfanamid (2 gram Sulfanamid tartilir,
100 ml olacak sekilde % 5 lik HCI ¢ozeltisinde ¢ozular) 0,5 birim NEED
karisimi (100 mg N-(1-Naphthyl) Ethyl-Enediamine tartilir, 100 ml olacak
sekilde deiyonize su igerisinde ¢ozulur.), 37 °C’da 30 dakika inkiibe edilir,
hazirlanan karigim spektrofotometrede 540 nm dalga boyunda okunur.

NOx miktari hazirlanan standart ¢ozeltiye gore hesaplanir.

3.3.4. istatistiksel Degerlendirme

Verilerin istatistiksel olarak degerlendiriimesi; “SPSS for
Windows 10.0” paket programi kullanilarak “Mann-Whitney U” testi ile
yapildi. P < 0,05 anlamli fark olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda siganlardan alinan pankreas dokusunda
oksidan stresin gostergesi olarak MDA ve NOXx duzeyleri ile antioksidan
olarak fonksiyon géren GSH dizeyi olculdi. Bulgular Tablo 4'de; Sekil 9,
Sekil 10 ve Sekil 11°da 6zetlenmigtir

4.1. Dokuda MDA duzeyleri

Gen¢ ve orta yasli siganlarin kontrol gruplari arasinda
pankreas MDA dulzeyleri arasinda istatistiksel olarak anlaml dizeyde fark
bulundu (sirasiyla, 2.64+0.20 nmol/g ve 5.47+0.90 nmol/g; p= 0.03). Geng
sigcanlarda; kontrol grubu ve deney grubu karsilastirildiginda, pankreas
MDA dulzeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi.
(sirasiyla; 2.64+0.20 nmol/g ve 2.10+0.13 nmol/g; p= 0.07). Orta yasli
sicanlarda ise; kontrol grubu ve melatonin uygulanan grup
kargilagtirldiginda pankreas MDA duzeyleri arasinda, melatonin
uygulanan grupta azalis gozlenmesine ragmen istatistiksel olarak anlamli
fark bulunamadi. (sirasiyla; 5.4710.90 nmol/g ve 3.14+0.25 nmol/g;
p=0.09)

4.2. Dokuda NOx duizeyleri

Gen¢ ve orta yasli siganlarin kontrol gruplari arasinda
pankreas NOx duzeyleri arasinda vyaslanma ile birlikte bir artis
gbzlenmesine ragmen, bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunamadi
(sirasiyla; 35.0£2.4 umol/g ve 51.0+£6.3 umol/g; p= 0.12). Geng siganlarda;
kontrol grubu ve deney grubu karsilastirildiginda, pankreas NOx dlzeyleri

arasinda anlamh fark bulunamadi (sirasiyla; 35.0£2.4 umol/g ve
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32.0+£2.0 umol/g ; p= 0.65). Orta yasl siganlarda ise; kontrol grubu ve
melatonin uygulanan grup Kkarsilastirildiginda, pankreas NOx duzeyi
anlamli olarak azalmis bulundu (sirasiyla; 51.0£6.3 umol/g ve 31.0+4.0

umol/g ; p= 0.02)

4.3. Dokuda GSH duzeyleri

Geng ve orta yasl siganlarin kontrol gruplari arasinda
pankreas GSH duzeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunamadi (sirasiyla 1.08+0.07 umol/gram ve 1.03+0.07 umol/g ; p= 0.9).
Gen¢ siganlarda; kontrol grubu ve melatonin uygulanan grup
karsilastinldiginda pankreas GSH dizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamh artis bulundu (sirasiyla; 1.08+0,07 umol/g ve 1.33+£0.08 umol/g ;
p= 0.04). Orta yasl sicanlarda ise; kontrol grubu ve melatonin uygulanan
grup karsilastirildiginda, pankreas GSH duzeyleri arasinda istatistiksel
olarak artis bulundu (sirasiyla; 1.03+£0.07 umol/g ve 1.99+0.07 umol/g;
p=0.0001).
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MDA diizeyleri (nmol/g)

10

gk : geng kontrol grubu *
g 7 gm: gen¢ deney grubu

oyk : orta yash kontrol

grubu
E - oym :orta yash deney

grubu

gk gm oyk oym

Sekil 9. Melatonin uygulanmayan ve uygulanan, geng ve orta yash sicanlarda

pankreas dokusundaki MDA diizeyleri (nmol/g) * P<0.05



NOx duizeyleri (umol/g)

ga
gk : geng kontrol grubu *

gm: geng deney grubu

oyk : orta yash kontrol
B0 grubu

oym :orta yasli deney
grubu

gk gm oyk oym

Sekil 10. Melatonin uygulanmayan ve uygulanan, geng ve orta yasl si¢anlarda

pankreas dokusundaki NOx diizeyleri (umol/g) * P<0.05
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25 4 gk : geng kontrol grubu

gm: geng deney grubu

oyk : orta yash kontrol
20 4 grubu

oym :orta yasli deney
grubu *

10

GSH diizeyleri (umol/g)

oo -

gk gm oyk oym

Sekil 11. Melatonin uygulanmayan ve uygulanan, geng ve orta yash sicanlarda

pankreas dokusundaki GSH diizeyleri (umol/g) * P<0.05; # p<0.01
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5. TARTISMA

Yaslanmay! aciklayabilmek igin 6ne surllen popduler
teorilerden birisi de serbest radikal teorisidir. Yaslanma ile gdzlemlenen
serbest radikal duzeylerinin artigi ve antioksidan kapasitenin azaligi bu
teorinin 6nemli dayanaklarindandir. Organizmadaki oksidan stres ile
antioksidan kapasite dengesinin oksidan stres lehine bozulmasi sonucu
yaslanma sureci hizlanmaktadir. Canlilar i¢in serbest radikallerin yararh ve
zararh etkileri ¢ok hassas bir dengeyi olusturur; bu denge redoks
dizenleyicisi adi verilen sistem tarafindan diizenlenir.®® Redoks
dizenleme sistemi oksidatif strese karsi canliyi korur. Redoks dengesinin
kanserde, diyabette, iskemi-reperfizyon hasarinda, ve yaslanmada
bozuldugu belirtilmistir.®® ROM’un ve RNMnin yaslanma ile birlikte
gérilen; nérodejeneratif hastaliklar, iskemi-reperflizyon, sepsis gibi cesitli
patolojilerden sorumlu oldugu bildirilmistir.®"®* Yaslanmaya karsi; her
turdn, bireyin, organin, dokunun, hucrenin bile farkli cevap verebilecegi

bildirilmistir.%°

Yaslanma ile birlikte oksidatif strese bagli hasar gosteren ¢ok
sayida calisma mevcuttur.”'? Castello ve arkadaslarinin galismasinda,
oksidatif stresin yasli siganlarda gen¢ sigcanlara gdére anlamli artisi
bildiriimistir.’®” Ayrica, insan plazmasinda®, I6kositlerde®® ve sigan

karacigerinde'®®

yaslanma sonucu oksidatif hasar ile birlikte superoksit
yapiminin artigi bildirilmigtir. Takabayashi ve arkadaslari ¢alismalarinda,
oksidatif hasarin belirteci olarak kullanilabilen 8-OxodG duzeyini, 5 haftalik
ve 20 aylhk hamsterlarda 0olgmus, vyaslanma ile orta beyinde,
serebellumda, akcigerde, kalpte, dalak ve bdbrekte oksidatif stresi artmis
bulurken; serebrumda, medulla oblangatada, karaciger ve pankresta

anlamli artis bulmamislardir.'®®
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Literatirde yaslanma ve oksidatif stres ile ilgili geligkili

170 171

sonuglar mevcuttur. Yaslanma ile insan serumunda'’”, plazmasinda'’’,

172 168

sican karacigerinde '“, akcigerde ™", MDA duzeyinin artis gosterdigini

bildiren c¢alismalarin yani sira; insan serumunda MDA duzeyinin
degismedigini  gdsteren calismalar da  mevcuttur.'>""*  Bizim
calismamizda; yaslanmaya bagh olarak orta yasli si¢canlarin pankreas
dokusunda MDA artisi anlamli  bulunmustur. Bu veri literatlrdeki,

yaslanma sonucu oksidatif stres artisini gésteren ¢alismalar ile uyumludur.

Nitrik oksit ve onun yan Urlnleri (RNM) mitokondriyal
solunumu inhibe eder; hucre 6lumunu uyararak ya da inhibe ederek var
olan dengeyi korur. NO’nun fizyolojik konsantrasyondaki yapimi
fonksiyonlarin surdurtlmesi igin gerekli iken; orta ve yuksek dizeydeki
yapimi oksidatif stresi tetiklemektedir.** NO oksidatif hasardan sorumlu bir
molekildiir.*”"" Yapilan calismalarda sican hepatosit hiicrelerinde ve
plazmasinda yaslanma ile iINOS aktivitesinin artisi bildirilmistir®”16;
bununla beraber sicanda koroner endotel hicrelerinde eNOS
aktivitesindeki azalma, yasa bagl olarak olugsan endotel hasarindan

sorumlu tutulmaktadir.%®

Yaslanma ile birlikte insan ve sigcanda cesitli dokularda NO
diizeylerinin arttigi bildirilmigtir 899495188174 NO ayni zamanda katalazi
inhibe etmekte, hilcresel glutatyonu azaltmaktadir. GPx’ in inhibisyonu

hiicrelerde H,O'nin artisi ile sonuglanmaktadir.'”>17®

8-OxodG duzeyi oksidatif stresin gostergesi olarak
kullanilabilir. Takabayashi ve arkadaglarinin galismasinda, yasa bagl
olarak pankreas 8-OxodG dlzeyinde artma olmakla birlikte; bu artis
anlamli bulunmamistir.’®® Oksidatif strese neden olabilen NOx diizeyi

calismamizda yasa bagli olarak artis gostermekle birlikte, bu artis anlamli
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bulunmadi. Literatirde yaslanmaya bagli olarak pankreasta oksidatif stresi

goOsteren bagka bir galismaya rastlanmadi.

Oksidan hasara kargl savunma elemani olarak goérev yapan
endojen antioksidan diizeylerinin, yaslanma ile birlikte degismedigi'®?,
azaldigl, ya da arttigi bulunmustur.””'"® Yaslanma ile total antioksidan
kapasitenin negatif korelasyon gdsterdiginin belirtimesine'” ragmen;
literatirde yaslanma ile plazmada total antioksidan kapasitenin

degismedigi de gosterilmistir.””"

Glutatyon hicreyi oksidatif strese karsi koruyan en dnemli

antioksidanlardandir.®®%’

179,180

Literatirde yaslanma sonucu; glutatyon
azalmasi ile birlikte, glutatyon diizeyinin degismedigini'®" gdsteren
calismalarda mevcuttur. Yaslanma sonucu insan |dkositlerinde,
eritrositlerinde ve serumunda antioksidan enzim duzeyinin degismedigini
gosteren calismalar mevcuttur.'%17418218% Bijzim calismamizda orta yasli
siganlarin kontrol pankreas GSH duzeyi geng¢ sicanlarinkine gore dusuk

bulunmasina karsin bu fark anlamli bulunmadi.

Melatonin bir¢cok biyolojik etkisinin yanisira, guclu bir radikal
supurucu ve antioksidan Ozellige sahiptir. Bilinen tum antioksidanlardan
(mannitol, glutatyon, vit E, C gibi) daha guclu serbest radikal supurucu
ozelligi vardir™. Melatoninin diizeyi memelilerde yaslanma ile azalir'®®.
Rasmussen ve arkadaslari; geng ve orta yasl sicanlarda yasa bagh

melatonin diizeyinde azalma bulmuslardir'?.

Saghkh gen¢ ve yaslh
bireylere melatonin uygulanmasi; MDA duzeyini azaltmig, SOD duzeyini
arttirmigtir. Melatoninin antioksidan etkisinin gengler ile kargilastirildiginda;

yaslilarda daha fazla oldugu bulunmustur.'”
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Melatoninin HO", H,O,, , HOCI, NO., ONOO- gibi oksidatif
strese yol acabilen serbest radikalleri detoksifiye ettigi ve boylece onlarin
biyomolekdiller {izerindeki zararl etkilerini énleyebildigi bildirilmektedir.'®'®
In vitro ve in vivo sartlarda, NO. ve daha ileri asamada ONOO- olusumuna
neden olan nitrik oksit sentaz (NOS) aktivitesinin, fizyolojik melatonin
konsantrasyonlarinda  inhibe  edildigi  bildirimektedir.'"®  Beyin
iskemi/reperflizyon modelinde de, NOS inhibisyonuna yol acan
melatoninin faydali olabilecedi 6ne siriilmektedir.'’® Farmakolojik ve
muhtemelen fizyolojik dizeylerdeki melatoninin, antioksidan enzimlerin
gen ekspresyonlarini ya da aktivitelerini artirarak oksidatif stresi
baskiladigi  bildiriimektedir.”®'®  Sicanlara, akut/kronik  uygulanan
melatoninin beyin dokusu Mn-SOD ve CuZn-SOD sentezini artirdigi ve
bu yolla oksidatif hasara karsi beyin dokusunu korudugu gdsterilmistir'®.
Bununla birlikte; anne sigana verilen melatoninin plasentadan gegebildigi
ve fetus beyninde SOD ve GSH aktivitesini artirdigi gdsterilmistir.’"®
Yaslanma ile artis goOsteren hastaliklarda; melatonin uygulanmasinin

oksidatif hasari diizeltici etki gésterdigi bildirilmistir. 2%

Yasa bagl olarak karacigerde artan lipid peroksidasyonu ve
NO dlzeyi; melatonin veya buyume hormonu uygulanmasi ile
azalmaktadir.** Kimyasal bir karsinojen olan safrol, sicanlara verildiginde
serbest radikal olusumunu uyarmakta daha sonra bu radikaller
cekirdekteki DNA'yl hasara ugratmaktadir. Reiter ve ark safrol ile
melatonin  verildiginde bu etkinin tamamen ortadan kalktigini
bildirmislerdir.'*” Melchiorri ve ark parakuat ile indiklenen oksidatif
hasarda melatoninin etkilerini arastirdiklari ¢alismalarinda 10 mg/kg
dozunda uygulanan melatoninin siganlarda parakuatin neden oldugu lipid
peroksidasyon Urunu duzeylerini azalttigi ve ayrica akcigerlerdeki total
GSH miktarini énemli 6lclide arttirdigini  gostermislerdir.’®  Pieri ve
arkadaglarinin ¢alismasinda, radikal supuruct oOzelligi bakimindan

melatonin E vitamininden daha etkili bulunmustur.'® Melatonin giiclii bir
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radikal supurucu olarak streptozotozinin neden oldugu diabetin yani sira
alloksana karsi da pankreasi koruyucu etki gosterir.?>?°> Caerulein ile
olusturulan deneysel pankreatitte; melatonin uygulanmasinin yutkselmis
MDA dlzeyini azaltarak; pankreasi oksidatif hasara karsi korudugu
bildirilmistir.?>

Casares ve arkadasglarinin calismasinda;
iskemi-reperfuzyonun neden oldugu oksidatif stres, pankreasta artmig
LPO, azalmis enzimatik (CAT, SOD, GSH-Px) ve nonenzimatik (GSH)
antioksidanlar ile birliktedir. Melatonin tedavisi ile antioksidan enzimler
artar iken; MDA-4HNE diizeyi azalmistir."*®

Calismamizda hem gen¢ hem de orta yash siganlara
melatonin uygulandiginda; pankreas GSH dizeyi anlamli olarak artmistir.

Bu veri literaturdeki diger caligmalar ile uyumludur.

Geng siganlarin pankreas MDA ve NOx duzeyleri kontrol
grubu ile deney grubu karsilastirildiginda; birbirinden farksizdi. Orta yasl
sicanlara melatonin uygulanmasi, pankreas NOx dilzeyinde anlamli
azalmaya; GSH dizeyinde anlamli artisa sebep olmustur. Orta yasl
sicanlarda melatonin uygulanan grupta MDA duzeyi azalmis olmakla
birlikte, anlamli fark bulunamamistir. Akbulut ve arkadaslarinin
calismasinda; geng¢ siganlara melatonin uygulanmasi, kontrol grubuna

gore akciger MDA diizeyinde degisiklik yapmamistir.®

Orta yasl siganlarda melatonin uygulamasi gengler ile
kargilasgtinldiginda; hem radikal suparict hem de antioksidan o6zelligini
daha belirgin olarak gdstermektedir. Kornatowska ve arkadaslarinin
calismasinda; geng¢ ve orta yasli siganlar intra abdominal yag, plazma

insulin ve leptin duzeyleri bakimindan arastiriimistir. Yasa bagh olarak bu
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parametreler artarken; melatonin duzeyi azalmistir. Orta yagh siganlara
melatonin uygulanmasi, azalmig melatonin duzeyini arttirmistir. Geng
gruba melatonin uygulanmasi yukaridaki parametreler Uzerinde etKkili

olmaz iken; orta yasl grupta bu parametreleri azaltarak etkili olmustur.'®

Calismamizda pankreas MDA duzeyi hem gen¢ hem de orta
yasli sicanlarda melatonin uygulanmasi ile azalma egiliminde olmasina
karsin; olaslilikla denek sayisina bagh olarak bu azalma istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir. Bulgularimiz, melatonin uygulanmasinin; pankreas
dokusunda total glutatyon miktarini arttirarak bu organin serbest

radikallere kargi savunmasini arttirdigini dugindirmektedir.

Sonu¢ olarak; melatoninin hem direkt hidroksil radikali
temizleme 0Ozelligi, hem de glutatyon Uzerindeki etkisi ile pankreas
dokusunun yaglanmasinda 6nemli rol oynadigini soyleyebiliriz. Literatlrde
yaslanma ile pankreas dokusunda NOx, MDA ve GSH duzeylerinin
degisimini birlikte iceren c¢alismalara rastlanmamistir, bu nedenle
arastirmamizin 6zgun bir ¢galisma oldugunu duastinmekteyiz. Yaslanmada
glukoz intoleransinin gelisiminde, serbest radikallerin rol oynadigi
dugunulmektedir; ancak bunu desteklemek amaci ile diger antioksidan
enzim (SOD, CAT, GSH-Px...) duzeylerinin, endojen melatonin duzeyinin,
glukoz ve insulin dizeylerinin; insdlin ritminin melatonin ritmi ve glukoza
insulin yanitinin  birlikte arastirimasi gerekmektedir. Ancak biz bu
calismamizda ekzojen melatoninin etkisini arastirmayr amagladik.
Melatonin dizeyinin yaslanma ile paralel olarak azaldigi géz o6nlnde
bulundurulacak olursa, klinikte yaslanma ile paralel olarak siklhigi artan ve
Ozellikle patogenezinde serbest radikallerin rol oynadigi dusunulen
hastaliklarda, glukoz intoleransinda, tip 2 diyabetin gelisiminde pankreas

melatonin iligkisinin aragtiriimasi yararli olabilir.
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6. SONUC

Sonu¢ olarak, bu c¢alismamizdan elde edilen bulgular,
yagslanmay! aciklayan yardimci teorilerden biri olan serbest radikal teorisini
desteklemektedir. Ayrica yaglanma ile birlikte fizyolojik olarak melatonin
dizeylerinin azaldigi g6z o6nunde bulundurulursa; orta yash deney
grubumuzda izlenen degigiklikler, melatoninin de yashlik fizyolojisinde
serbest radikal teorisi ile birlikte degerlendiriimesi gerektigini
dusundurmektedir. Tum verilerin birlikte degerlendiriimesi sonucunda; orta
yasl siganlarda ekzojen melatonin uygulanmasi ile serbest radikal
duzeyleri azaltilabilir ve buna kargsin antioksidan sistemin etkisi

guglendirilerek yararl olabilecedi sdylenebilir.
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7. OZET

YASLANMA SURECINDE PANKREAS DOKUSUNDA NOx, MDA, GSH
DUZEYLERI VE MELATONININ ETKiSi

THE EFFECTS OF MELATONINE ON THE LEVELS OF NOx, MDA,
GSH IN THE PANCREATIC TISSUE DURING THE AGING PROCESS

Bu deneysel calismada melatoninin (10mg/kg sc 7 glin) geng
(4 aylik n=16) ve orta yash (14 ayhk n=20) sigcanlarda pankreas
dokusunda MDA, NOx ve GSH duzeyleri Uzerindeki etkisini arastirmayi

amacladik.

Geng (n=8) ve orta yash (n=10) sigcanlarin kontrol gruplari
kargilagtinldiginda, pankreas MDA duzeyleri arasinda yaglanma ile
anlamh artis bulundu (sirasiyla; 2.64+%0.2 nmol/g, 5.47+%0.9 nmol/g;
p= 0.03). Pankreas NOx ve GSH duzeyleri, hem gen¢ ve hem de orta
yasli siganlarin kontrol grubunda birbirinden farksizdi. Kontrol grubu ile
kargilastinldiginda, geng (n=8) si¢anlarin deney grubunda pankreas GSH
dizeyi anlamh olarak artmigtir (sirasiyla; 1.08%0.07 pmol/g,
1.3310.08 pumol/g; p= 0.04). Geng sicanlarin kontrol grubu ile deney
grubu arasinda NOx ve MDA duzeyleri agisindan anlamli fark
bulunmamistir. Orta yasli siganlar da ise, kontrol ve melatonin (n=10)
grubu karsilagtinidiginda; pankreas NOx (sirasiyla; 51.4%6.3 pumol/g,
31.4%4.0 umol/g; p= 0.02) dizeyinde anlaml azalma, pankreas GSH
duzeyinde (sirasiyla; 1.03%0.07 umol/g 1.99 * 0.07 umol/g; p= 0.0001)
anlamli artma bulunur iken; pankreas MDA duzeyindeki azalma anlamli

bulunmamistir.
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Sonug¢ olarak yaslanma ile pankreas dokusunda serbest
radikaller —artarken; antioksidan savunma kapasitesinin  azaldigi
belirlenmistir.  Melatoninin  ekzojen olarak verilmesinin; pankreas
dokusunda serbest radikal duzeyini azalttigi ve antioksidan savunma

sistemini guclendirdigi sOylenebilir.
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8. SUMMARY

THE EFFECTS OF MELATONINE ON THE LEVELS OF NOx, MDA,
GSH IN THE PANCREATIC TISSUE DURING THE AGING PROCESS

YASLANMA SURECINDE PANKREAS DOKUSUNDA NOx, MDA, GSH
DUZEYLERI VE MELATONININ ETKISI

In this experimental study we planned to investigate the
effects of melatonin (10 mg/ kg sc 7 day) on the level of malondialdehyde
(MDA) , nitric oxide (NOx) and glutathione (GSH) of pancreas tissues of
young (4 months, n=16) and middle aged (14 months, n=20) rats.

There were significant differences in the MDA levels of
pancreas tissues between the control groups of young (n=8) and middle
aged (n=10) rats (2.64%0.2 nmol/g, 5.47%0.9 nmol/g respectively
p= 0.03). NOx and GSH levels the pancreas tissues were not significantly
different in the control groups of young and middle aged rats. There were
significant differences in the GSH levels of pancreas tissues between the
melatonin groups of young (n=8) when compared to control group
(1.08%0.07 umol/g, 1.33%0.08 umol/g respectively p= 0.04). NOx and
MDA level of the pancreas tissues were not significantly different

melatonin groups of young (n=8) when compared to control groups.

While pancreas tissues NOx level were significantly lower
(31.4%4.0 umol/g, 51.4%£6.3 umol/g respectively p= 0.02) and GSH level
were significantly high (1.99 #0.07umol/g, 1.03£0.07 umol/g respectively
p= 0.0001); in the melatonin group of middle aged rats when compared to

control group. The MDA level of pancreas tissues were not significantly
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different in melatonin groups of middle-aged when compared to control

groups.

In conclusion, our results suggest that aging may be related
with an increase in free radicals and a decrease in the antioxidant capacity
of the tissues and exogenous melatonin may play a role in aging by

means of its action on free radicals.
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