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PARKINSON HASTALIGINDA OKSIiDATIF STRES VE MELATONIN DUZEYLERI
(YUKSEK LiSANS TEZI)
GULCAN HASKAYA

OZET

Parkinson hastaligi, kesin tedavisi olmayan, motor ve non-motor semptomlarla
karakterize, sinsi baslangi¢h progressif norodejeneratif bir hastaliktir. Yapilan ¢alismalarda
pek cok norodejeneratif hastaligin etiyolojisinde serbest radikal olusumunun onemli rolii
olduguna iligkin bilgiler mevcuttur.

Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin) epifiz bezi tarafindan salgilanan dogal bir
hormondur. Melatoninin farkli organ ve dokularda dogrudan serbest radikal yakalayici ve
antioksidan etkiye sahip oldugu yapilan caligmalarla gosterilmistir. Melatonin dogrudan
radikal yakalayici etkisini, en ¢ok hidroksil radikali tizerinde gostermektedir.

Bu c¢alismada Parkinson hastaliginda melatonin ve oksidatif stres belirteglerinin
diizeyleri arasindaki iligkiyi arastirmak amaclanmistir. Bunun i¢in Parkinson tanisi almis 19
hastadan ve 19 norodejeneratif hastali§i olmayan saglikli birey calismaya dahil edilmistir.
Parkinson hasta grubunda Hoehn&Yahr (H&Y) degerlendirme skalalar: ile hastalik klinik
olarak derecelendirilmistir. Bireylerden sabah 10:00’da ve aksam 22:00°de kan oOrnekleri
alinarak elde edilen serumda Siiperoksit Dismutaz (SOD) ve Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)
enzim aktiviteleri, Malondialdehid (MDA) diizeyleri spektrofotometrik olarak, melatonin
diizeyleri ELISA yontemiyle incelenmistir.

Nonparametrik-Wilcoxon testi sonuglarma gore ise gore; Hasta grubu melatonin
degerleri sabah ve aksam gruplarinda karsilastirildiginda; sabah grubunda aksama gore artis
gozlenmistir. Bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Kontrol grubu
melatonin degerleri sabah ve aksam gruplarinda karsilastirildiginda; sabah grubunda aksama
gore azalis gézlenmistir. Fakat bu azalis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistur (p>0,05).

Hasta grubu sabah ve aksam gruplarinda mda degerlerinde azalig, gsh-px degerlerinde
ve sod degerlerinde artis gdzlenmistir. Kontrol grubunda sabah ve aksam mda, gsh-px ve sod
degerlerinde artig gozlenmistir. Kontrol grubu gsh-px degerleri sabah ve aksam gruplarinda
karsilastirildiginda; sabah grubunda aksama gore artis gozlenmistir. Fakat bu artis istatistiksel
olarak anlamli bulunmamastir (p>0,05).

Anahtar Kelimeler: Melatonin, Oksidatif stres, Parkinson hastaligi
Sayfa Adedi: 124
Damisman : Prof. Dr. Fatma INANC TOLUN
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IN PARKINSON’S DIiSEASE OXIiDATIVE STRESS AND MELATONIN LEVELS
(M.Sc. THESIS)
GULCAN HASKAYA

SUMMARY

Parkinson's disease, with no definitive treatment, is characterized by motor and non-
motor symptoms is insidious progressive neurodegenerative disease. The studies available
information regarding the important role of many neurodegenerative diseases, the etiology of
free radical formation.

Melatonin (N-acetyl-5-methoxytryptamine) is a natural hormone secreted by the
pineal gland. In different organs and tissues of melatonin it has been shown by direct free
radical scavenger, and studies to have antioxidant activity. Melatonin directly radical
scavenger effect, shows on the hydroxyl radical.

This study aimed to investigate the relationship between melatonin and levels of
oxidative stress in Parkinson's disease. 19 patients had been diagnosed with Parkinson's for it,
and 19 healthy individuals were included in non-neurodegenerative disease study. Parkinson's
patients in the Hoehn & Yahr (H & Y) is rated as a clinical disease assessment scales.
Morning from individuals 10: 00 and evening 22: 00 obtained blood samples of serum
superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GSH-Px) enzyme activities,
malondialdehyde (MDA) levels by spectrophotometry, melatonin levels were measured by
ELISA method.

According to the non-parametric Wilcoxon test results-based; The patient group
compared to the group of morning and evening melatonin levels; In the morning compared to
the evening group it was observed. This increase was statistically significant (p <0.05).
Compared to the control group melatonin levels in the morning and evening group; by
morning group decreased by evening. However, this decrease was not statistically significant
(p> 0.05).

The patient group in the morning and evening groups m decrease in value, the increase
in the value of GSH-Px and SOD values were observed. Does the control group in the
morning and in the evening, the increase in GSH-Px and SOD values were observed.
Compared to the control group GSH-Px valuesmorning and evening group; In the morning
compared to the evening group it was observed. However, this increase was not statistically
significant (p> 0.05).

Key Words: Melatonin, Oxidative stress, Parkinson's disease,
Page Number : 124
Supervisor : Prof. Dr. Fatma INANC TOLUN
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1. GIRIS VE AMAC

Parkinson hastaligi (PH), motor ve non-motor semptomlarla karekterize, sinsi
baslangich progresif ndrodejeneratif bir hastaliktir.(Mohammad A. ve ark. 1993).

Norodejeneratif hastaliklarda, santral sinir sisteminde ve organizmanin diger
bolgelerinde makromolekiillerde oksidatif hasar artisi ile ilgili bulgular vardwr. Fizyolojik
yaslanma, parkinson hastalarinda beynin ¢esitli bolgelerinde oksidatif olaylar ve antioksidan
savunma mekanizmalarinin degistigini gosteren ¢esitli ¢alismalar bulunmaktadir (M.Flint
Beal 1995).

Kronobiyolojik ¢alismalar, biyolojik saatlerin viicuttaki fizyolojik mekanizmalar
iizerinde fazla ve ¢ok yonlii etkilerinin oldugunu gdstermistir. Memelilerde biyolojik saatlerin
en oOnemlilerinden biri gece-giindiiz ritmini saglayan sirkadiyen ritimdir. Bu canlilarda
sirkadiyen ritmin diizenlenmesinde baslica pineal bez ve suprakiazmatik niikleus (SCN) gorev
alir (Cassone MV. 2005). Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin) ise pineal bez tarafindan
salgilanan ve ritmi diizenleyen dogal bir hormon olup, 1950’11 yillarin sonuna dogru varligi
tanimlanmistir. Melatoninin farkli organ ve dokularda dogrudan serbest radikal yakalayici,
dolayli olarak ise antioksidan etkiye sahip oldugu yapilan ¢aligsmalarla gosterilmistir.

Yaslanma ile birlikte melatonin diizeyi azalmaktadir ve aksam saatlerindeki melatonin
diizeylerinin daha fazla oldugu bilinmektedir. Diger yandan Parkinson hastalarinda aksam ve
glindiiz melatonin diizeyleri ve oksidatif stres parametreleri arasindaki iliski hig
arastirilmamistir. Bu konu ile ilgili bir ¢alismanin olmamasi, bu konuda yapilacak ¢aligmalara
gerekee teskil etmektedir.

Melatonin, memelilerde basta pineal bez olmak iizere over, lens ve kemik iligi
hiicreleri ile safra yollar1 ve gastrointestinal sistemden sentezlenip salgilanan bir hormondur.
Sentezinin diizenlenmesi primer olarak geceye yani karanliga baghdir. Melatoninin kanseri
onleyici, hiicresel hasar1 onarict ve bagisiklik sistemini destekleyici etkileri oldugu da
gosterilmistir (Reiter RJ. 2005).

Eksojen olarak verilen melatonin, kan beyin bariyerlerin kolayca asarak beyne girer,
lipid ve suda ¢oziinebilir 6zelliginden dolayr tiim subselliiler kompartmanlara kolayca
dagilabilir. Bu 6zelliginden dolay1 melatonin bilinen essiz bir antioksidandir. Ayrica glutatyon
peroksidaz aktivitesini stimiile etmekte, beyinde serbest radikal olusumuna neden olan nitrik

oksidi sentezleyen nitrik oksit sentazi inhibe ettigi bildirilmistir ( Tan D.X ve ark 1993).



Ilerleyen yas ile birlikte Melatonin diizeylerinin belirgin dlgiide azalmasi, yasa bagl
norodejeneratif hastaliklarinin ortaya ¢ikmasinda kademeli melatonin kaybinin etkili
olabilecegini diisiindiirmektedir. Nigrosirial dopaminerjik ndronlar yas ilerledik¢e azalir,
Parkinson hastalarinda bu azalma daha da hizlidir. Noron kaybinin nedeni kesin olarak
bilinmemekle birlikte, oksidatif stresin artisinin etken olabilecegi ile ilgili bulgular vardir(
Ormen M. ve Fadiloglu M. 1997).

Organizmalar, serbest radikallerin yol ag¢tig1 oksidatif hasara karsi kendilerini
koruyabilmek i¢in, bir¢ok savunma mekanizmasina sahiptirler. Bu mekanizmalarm basinda
da siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzimleri
gelmektedir. Eritrositlerde oksidatif stres olusumu, membranmn yapisinda bulunan lipidlerin
peroksidasyona ugramasi, membran biitiinliigiiniin bozularak eritrositlerin parcalanma riskinin
artmasina neden olur (Ianas O. ve ark. 1991, Reiter RJ. ve ark. 2003).Eritrositlerde membran
lipidlerinin peroksidasyona ugramasi sonucunda ikincil {iriin olarak olusan 6nemli oksidasyon
iirtinlerinden birist MDA (Malondialdehit)’dir (Reiter RJ. 2003).

Bu ¢alismada amag Parkinson hastaliinda farkli aydinlik/karanlik dongiisii ile viicutta
fizyolojik olarak sentezlenen melatonin diizeylerindeki  degisiklikler ile lipid
peroksidasyonunda olusan degisikliklerin arasinda bir iliskinin olup olmadiginin
arastirilmasidir. Boylelikle farkli 151k dongiisiine maruz kalinmasi durumunda serumda
oksidatif hasar gelisip gelismeyecegi konusuna agiklik getirilmek istenmistir. Bunun ig¢in
klinik olarak Parkinson hastaligi tanis1 konulmus hastalardan alman kan Ornekleri ve
Parkinson hastaligi bulunmayan kontrol grubu kan oOrneklerinde, melatonin diizeylerinin
degisimini ve oksidatif stres biyomarkerlarmin diizeyleri arasindaki iliskiyi incelemeyi
amagcladik.

Parkinson hastalarinda melatonin diizeyleri ve oksidatif stres belirtegleri arasindaki
iligki hi¢ arastirilmamustir. Yapilan arastirma Parkinson hastaligi siirecinde melatonin etkisini
ve oksidatif stres ile arasindaki iligkiyi anlayabilmeye yoneliktir. Bu arastirma sonucunun
Parkinson hastaliginin tedavisinde melatoninin yerinin belirlenmesinde yararli olacagini
disiinmekteyiz.

Yapilan arastirma Parkinson hastalig1 siirecinde melatonin etkisini anlayabilmeye
yoneliktir. Bu calismada melatonin nérodejeneratif beyin hasar1 arasindaki iliskiye ek olarak
oksidatif stres ile de arasindaki iliskiyi de inceleyebilmektir. Bu sayede bundan sonraki

arastirmalara katki saglanacaktir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Norodejenerasyon

Sinir sistemi oldukc¢a kompleks biyokimyasal, fizyolojik ve anatomik ozelliklere
sahiptir. Noronlar arasi ileti elektriksel veya kimyasal haberci molekiiller tarafindan
saglanmaktadir. Bu iletisim sisteminin diizenlenebilmesi icin beyinde enerji ihtiyacinin
saglikli olarak karsilanmasi gereklidir (Evans P.H 1993, Halliwell B. ve Gutteridge J. 1985,
Strange P.G 1996 ).

Santral sinir sistemi oksidatif hasarlara ¢ok fazla maruz kalmaktadir. Beyin dokusu
enerjisini yalnizca oksidatif metabolizmadan elde eder ve viicuttaki oksijenin biiyilik
boliimiinii  kullanwr. Oksidatif fosforilasyon esnasinda mitokondrial elektron transport
zincirinden yiiksek enerjili elektronlarin kagist serbest radikallerin olusumunu saglar. Beyin
dokusu oksidan strese Ozellikle duyarhdir. Ciinkii beyin total viicut agwrliginin % 2’ sini
olusturmasina ragmen, total viicut oksijeninin yani inhale edilen oksijenin % 20’ sini kullanir.
Bu da noron hiicrelerinin diger organlardan neden daha c¢abuk tahrip oldugunu
gostermektedir. Noronlarin membran yiizeyi sitoplazma hacmine oranlandiginda, bu oranin
membran yiizeyi lehine arttig1 bilinmektedir. Beyin hiicre zarlar1 biiyiik oranda doymamais yag
asitlerinden olusur, bunlar lipid peroksidasyon reaksiyonlarinda serbest radikallerin baslica
substratlaridir. Bununla beraber beyinin savunma mekanizmasi olduk¢a zayiftir, hemen
hemen hi¢ CAT i¢ermezken, GSH-Px ve SOD enzimleri ile glutatyon ve E vitamini diizeyleri
ise sinirhidir. Noronal ag anatomik acidan hasara ugramaya uygundur. Periferik hasara bagh
olarak aksonlarin uzama yetenegi de smirlidir. Rejenerasyon kapasitesi sinirli olan beyinde,
serbest radikallerin olusmasini saglayan metaller (6rnegin demir) spesifik bdlgelerde
birikebilir (Evans P.H 1993, Halliwell B. ve Gutteridge J. 1985).

Baglanmamis demir tek basina ve askorbik asitle kombine halde aktif olarak
oksidanlar1 meydana getirir. Beyin oksidatif olaylar1 kolayca baglatan ve cogaltan, idame
ettiren ¢oklu doymamis yag asitlerini yiiksek konsantrasyonda bulundurmaktadir. Beyin kan-
beyin engeli diye adlandirilan bariyer sayesinde cesitli toksinlerin merkezi sinir sitemine
girisine engel oldugu gibi ayn1 zamanda cesitli antioksidanlarin girisini de smirlamaktadir
(Reiter, R.J 1998).

Harman (Weber G.F 1994), yaslanmayla ilgili teorisinde, oksijen kaynakli serbest

radikallerin, aerobik organizmalarin hiicrelerinde veya hiicreler arasinda kendiliginden



kimyasal modifikasyonlara neden oldugunu ve biyolojik olarak dejenerasyonun olustugunu
ileri stirmiistiir.

Belirli beyin bdlgelerinde ortak Ozelliklere sahip noronlarm Oliimii sonucunda
norodejeneratif hastaliklar ortaya c¢ikmaktadir (Gerlach M. ve ark. 1996). Norodejeneratif
hastaliklar, farkli klinik fenotiplere ve genetik etyolojiye sahip bir grup heterojen hastaliktir.
Bunlar arasinda Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi, Hungtington hastaligi gibi
norodejeneratif hastaliklarla birlikte Epilepsi, Friedrich ataksisi, Amiyotrofik lateral skleroz
(ALS) gibi daha bir¢ok hastaliklar bulunmaktadir (Reiter R.J 1998, Beal M.F 1998, Gerlach
M. ve ark. 1996).

Santral sinir sistemi, ¢esitli biyolojik ajanlarin toksik etkilerine oldukca duyarldir. Bu
problem néron ve noéron tiirevi hiicrelerin kendilerini yenileyememeleri ile artmaktadir.
Cesitli ndron ve onlarin sinaptik baglantilarmin gizli rediiksiyonu zamanla tiim santral sinir
sistemi fonksiyonlarinda goriilebilmektedir. Bu nedenle erken davranilarak noronal kayip
minimize edilebilecegi ve yasla birlikte kacinilmaz olarak goriilen 'ndropsikolojik' ve
'ndrobehavioral' bozukluklarin ortadan kaldirilabilecegi ve azaltilabilecegi iddia edilmistir

(Reiter, R.J 1998).

2.1.1. Noronal hiicre hasarinin dort basamagi

Norodejeneratif siirecler arasindaki etkilesim bize Parkinson Hastaliginin gelisimini
aciklayabilir. Noronal hiicre hasariin temel 4 basamagi su sekilde siralanabilir:

1. Azalmis enerji metabolizmasi

2. Oksidatif stres

3. Ekzotoksisite (Glutamat salinimi)

4. Bozulmus kalsiyum (Ca’) homeostazi ve enzim sistemlerinin indiiksiyonu (Giirer

R. 2005)
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Sekil 1: Mitokondri membrani harabiyeti ve farkli uyarilarla olusan apoptoz (Giirer R. 2005).

2.1.1.1. Azalmis Enerji Metabolizmasi

Mitokondri, enerji akismnin yonlendirildigi ve Adenozin Trifosfat (ATP)’nin elde
edildigi organel olarak tiim viicut hiicrelerinde oldugu gibi néronlarda da onemli bir yer
tutmaktadir. Krebs dongiisiinde olusan elektronlar NADH'H® ile FADH,’de toplanir ve
mitokondri i¢ zarinda yer alan enzim yapisinda proteinler iizerinden elektrokimyasal
gradientinin olusturulmasma katkida bulunurlar. Bu enzim sisteminde yer alan NADH
dehidrogenaz (kompleks-I) ve siiksinat dehidrogenaz (kompleks-II) elektron transport
zincirinde baglangi¢ yolunu olusturur. Elektronlar bu sisteme flavin mononiikleotidler ve
kompleks I ve II’'nin demir-siilfiir merkezlerinden giris yaparak, ubikinona (koenzim Q)
taginirlar. Ubikinol-sitokrom ¢ oksidorediiktaz (kompleks III) sitokrom b, sitokrom cl ve
Rieske demir-kiikiirt proteininden ibaret dnemli bir komplekstir. Koenzim Q’dan kompleks
III°e transfer olan elektronlar, bakir igceren ve bir enzim olan sitokrom ¢ oksidaza (kompleks
IV) gegerler. Son olarak da elektronlar oksijen molekiiliine aktarilarak, ATP sentaz’dan
(kompleks V) bir molekiil ATP’nin sentezini gergeklestirirler. Elektronlar kompleks I ve II
den III. ve IV. komplekslere ge¢is yaparken protonlar da mitokondriyal i¢ zardan gegerek, bir
elektrokimyasal gradient olusumuna katkida bulunurlar (Beal M.F 1998, Schapira A.H.V
1998, Turski L. ve Turski W.A. 1993).



Normal kosullarda elektronlar bir kompleksten digerine aktarilirken bazen kagaklar
meydana gelmektedir. Bu kacaklar reaktif oksijen tiirleri (ROT) (6rn: superoksit radikali,
singlet oksijen, hidrojen peroksit, hidroksil radikali, hidroperoksil radikali, hipoklorik asit/
hipokloriir) olusumuna yol agmaktadir (Weber G. F 1994, Gerlach M. ve ark. 1996).

Parkinson hastaligi nedeniyle hayatin1 kaybeden hastalarn beyin dokularinda
gerceklestirilen post-mortem arastirmalarda sadece substantia nigra pars kompaktada
kompleks-I aktivitesinde azalma saptanmistir (Olenow C.W ve ark 2002). Mitokondrial i¢
membranin elektron transport komplekslerinin inhibitérii olan MPTP ( 1-metil-4-fenil-1,2,3,6
tetrahidropiridin) (Metil-4-fenil piridinyum iyonu (MPP+) metabolitleri araciligiyla ) gibi
norotoksinler, insan ve hayvan modellerinde Parkinson hastaligimi aktive etmektedir. Daha
iler1 bir kompleks-I inhibitérii olan rotenon, siganlarda benzer bir etkiyi indiiklemekte ve
Parkinson hastaliginda tetikleyici model olarak kullanilmaktadir. Sonugta, mitokondrial

kompleks-I defekti apoptozun tetiklenmesinde santral rol oynamaktadir ( Darnell J. 1994).

; Gen defekti
bt Ll Eksojen Toksin
/ Endojen Toksin
Reaktif Oksijen Turleri (ROS)
Kompleks-l-Inhibisyonu
Apoptoz T T L T
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Sekil 2: Apoptoz etki mekanizmasi (Gtirer R. 2005).

Mitokondri hasarlanmasi, néron kurtarici1 etkisi olmayan, fakat noroprotektif etkisi
olan terapdtik maddelerin gelistirilmesi agisindan bir ¢ikis noktasidir. Bu konuda 6zellikle,
Parkinson hastaliginda substantia nigradaki patojenik degisiklikler ve normal sartlarda
elekrokimyasal proton konsantrasyon gradienti ile mitokondriyal membran potansiyellerinde
azalma arasindaki iliski ilgi cekmektedir Bu gradientlerde depolanan enerji, mitokondrilerin
sitoplazmik membran bolgesindeki ATP sentezinin proton transportu ile ekzoplazmik alandan
vezikiillerin i¢ine tasinmasi amaciyla kullanilmaktadir. Mitokondriler, mitokondriyal i¢
membran hasarlanmadig siirece ATP sentezler (Schapira A.H.V 2002).

Membran gecirgenligine neden olan diisilk miktarda temizleyici madde varliginda,
ATP sentezi kontrol edilir, ¢linkii bu sartlar altinda membranda elektriksel potansiyel ve

proton gradientinin devamlili§1 saglanmaz Substantia nigrada patojenik degisiklikler, serbest



radikal olusumunu ve mitokondriyal membran potansiyelinde azalma ile seyreder. Bu nedenle
noronal hiicrelerde apoptotik esik azalir. Bu duruma genellikle, hiicrelerde apoptoza neden

olan hipoksi eslik eder (Schapira A.H.V 2002).

2.1.1.2. Apoptoz

Hiicre oliimii iki farkh sekilde gergeklesmektedir: nekrotik ve apoptotik hiicre dlimii.
Nekroz, hiicrede akut, ornegin toksik hasarlar sonucu gerceklesir (‘ndronal assosiasyon’),
apoptoz ise hiicre siiisit siirecidir. Noronal hiicre kiiltlirlerinde yapilan arastirmalar her iki
form arasinda benzerlikler gostermistir. NoOrodejeneratif hastaliklarda apoptotik hiicre
Olimiinii destekleyen ¢ok sayida deneysel kanitlar bulunmaktadir (Stahl S.M 2000).

Dopamin, glukokortikoidler, kalsiyum ve glutamat apoptozu fizyolojik olarak
hizlandiran maddelerdir. Apoptozu hizlandiran patolojik siirecler biiyiime faktorleri ve sitokin
seviyesinde azalma, viral ve bakteriyel infeksiyonlar, etanol, amiloid-beta-peptid ve 6zellikle
oksidatif strestir (Dy M. 1999). Apoptozun en 6nemli mediatorleri reaktif oksijen tiirleridir.
Etkinin, radikal tiirlerinin dozuna bagl oldugu diisiiniilmektedir. In vitro eksitotoksisite
modelinde, glutamat gibi eksitotoksik bir norotransmitterin yiiksek dozlarda nekroza, diistik
dozlarda ise noronlarin apotozuna neden oldugu saptanmistir ( Giirer R. 2005).

Insanlarda, substantia nigra (SN) pars compakta yaklasik 450.000 dopaminerjik néron
icerir. Pozitron emisyon tomografi (fluoro-l-dopa) ile yapilan caligmalar ve post mortem
incelemeler nigral noron kaybinin baglangicta daha hizli oldugunu ancak daha sonra normal
yas ilintili azalmaya eristigini ortaya koymaktadir (Fearnley JM. ve Lees AJ. 1991, Calne DB.
ve ark. 1997).

Parkinson hastaligi, SN pars compakta’daki dopaminerjik néronlarin 6lim seklidir
Parkinson hastalarinin beyin dokular1 lizerinde yapilan ¢alismalar SN’da, kaspaz-1, kaspaz-3
ve timor nekroz faktor-reseptorl (TNF-R1) diizeylerinin kontrol 6rneklerine gore daha fazla
oldugunu gostermistir. Her {ii¢ protein i¢in Parkinson hastalarinin beyinlerinin diger
bolgelerinde (kaudat niikleus, putamen, serebellum ve frontal korteks) kontrol 6rnekleri ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (Mogi M. 2000).

Metil-4-fenil-1,2,3,6- tetra-hidropridin (MPTP) kullanilarak farelerde parkinsonizm
olusturulan bir baska calismada, dopaminerjik noronlarda bir pro-apoptotik protein olan
Bax’m mRNA ve protein diizeylerinde artis gézlenmis, buna karsilik bir anti-apoptotik

protein olan Bcl-2 seviyesinin diistiigi kanitlanmigtir (Vila M. 2001).



Bu bulgular yine PH’l1 olgularda goriilen mitokondriyal kompleks I seviyesindeki
azalma ile birlikte disilintildiiglinde, mitokondriyal yoldan aktive edilen apoptoz

mekanizmasini akla getirmektedir (Andersen JK. 2001).

2.2. Yaslanma

Yaglanma, biitiin canlilarda goriilen temel biyolojik bir siirectir. Zaman faktoriine bagl
olarak kisinin ¢evreye uyum saglama yetenegi ile hiicre fonksiyonlarinin i¢ ve dis etkenler
arasinda denge kurma potansiyeli dereceli olarak azalmaktadir. Yaslanma ile ortaya ¢ikan
fizyolojik ve anatomik degisiklikler hastaliklarin gelismesini ve sonucunu etkilemektedir
(Eser 1. 1991, Rusk HMD 1971, Ergin K. 1992, Cluff LR. 1983).

Yirminci yiizyilda diinya iizerindeki pek ¢ok toplumda oldugu gibi iilkemizde de
bebek oliimlerinin azalmasi, enfeksiyon hastaliklarinin kontrolii, beslenme ve saglik hizmet
olanaklarmin gelismesi ile beklenen yasam siiresi artmustir (Belek I. 1998, Erdogan N.
1993,Bilir N. 2006). Yaslanmayla birlikte kronik hastaliklarin, yetersizliklerin meydana
gelme olasiligr ve saglik tedavi sistemlerinin kullanim orani artmaktadir. Hastaliklarin
onlenmesi ve sagligm arttirilmasi yash saghigmm onemli bolimiinii olusturur. Hastaliklarin
%40 ile %70’1 yasam bi¢imi modifikasyonlari, risk etmenlerinin tedavisi ve koruyucu
uygulamalarla kismen ya da tamamen Onlenebilir (Erdinger DS. 2004, U.S. Department of
Health and Human Services 1996).

Yaslt niifusun artmasiyla bir taraftan yaslanmayla gelisen hastaliklara yonelik tedavi
programlar1 yapilirken bir taraftanda bu hastaliklar1 onleyici uygulamalar calisilmaktadir
(Erisim Tarihi 2007).

Yaglanma ve buna bagh olarak gerceklesen hastaliklarin artigina gesitli etkenler neden
olmaktadir. Ornegin, oksidanlar aerobik metabolizma tarafindan yiiksek oranlarda ve siirekli
dretilir. Bu oksidanlar DNA, protein ve lipid makromolekiillerinin hasarina neden olurlar.
Sonucta boyle hasarlanmanin artmasi yaslanma ve yaslanmaya bagli dejeneratif hastaliklarin
olugsmasia neden olabilir (Ergin K. 1992).

Serbest radikaller, viicutta metabolizma sirasinda meydana gelen son derece etkin
kimyasal {iriinlerdir. Hiicre biiyiime ve gelisimi lizerine dogrudan etkilidirler ve hiicre yasami
iizerine olan bu dogrudan etkilerinden dolay1r damar sertligi, kanser ve romatizmal hastaliklar
ve yaslilik hastaliklar1 gibi bazi hastaliklarin olugsmasinda 6nemli rol oynarlar. Serbest radikal
teorisine gore yaslanmanm en O6nemli nedenlerinden birisi, yas ilerledikge metabolizmada

ROT ve reaktif nitrojen tiirleri (RNT) olusumunun artmasi ve bunlarin makro molekiillerin



modifikasyonuna neden olmasidir (Bejma J ve Ji L. 1999, Cakatay U. ve Telci A. 2000,
Stadtman ER. 2004, Zaobornyj T. ve ark. 2005). Aslinda yaslilikta redoks homeostazindaki
denge kaybolmaktadwr. Bir yandan antioksidan enzim mekanizmasi yeterince islev
gorememekte, diger yandan ilerleyen yaslarda hiicrede daha ¢ok radikal olusumu s6z konusu
olmaktadir. Klinik bilgiler yliksek demir depolarmin bir¢cok hastalikta risk artisina neden
oldugunu gostermektedir. Kalp hastaligi olanlarda artmis demir diizeyleri bir risk faktori
olarak kabul edilmektedir. Serbest radikallerin neredeyse tiim hastaliklarin olusmasinda
onemli rol oynadig1 ve demirin bu olaylar1 hizlandrdig: diisiiniiliirse, viicuttaki artan demirin
yaslilarda daha fazla hasar olusturacag: asikardir (II. mtNOS activity-2005, Shigenaga MK.
1994, Giilbahar O. 2007).
Yaslanmaya neden olan mekanizmalarla iligkili baglica teoriler sunlardir (Hipkiss QR.
2007);
1) Oksidatif stres ve serbest radikaller ile iligkili olan
a)Mitokondriyal hasar teorisi
b)Epifiz-melatonin teorisi

2) Telomer kisalmasi

2.2.1.0ksidatif Stresin Yaslanma Uzerine Etkisi

Yaslanmanin nedeni olarak pek ¢ok faktdr ve teori 6ne atilmistir. Bu teorilerden biri
olan oksidatif stres teorisinin ana prensibi, molekiiler oksidatif hasarin geri doniisiimsiiz ve
ilerleyen artisindan dolayr ortaya cikan fonksiyonel kayiptir (Sohal RS. ve Orr WC.
1995).Yasla birlikte oksidatif stres miktarndaki artig; serbest radikal olusum miktarmdaki
artis, antioksidatif savunmalardaki azalma ve zarara ugramis molekiillerin uzaklastirimasi
veya tamirindeki azalmalara baghdir (Sohal RS. ve Weindruch R. 1996). Yaslanmanin
mitokondrial teorisi ise serbest radikal hasarmin mitokondrial DNA’da birikimi sonucu
mitokondrilerin etkinliginin diismesi, hiicre 6limii ve sonugta yaslanmaya yol a¢masiyla
ilgilidir (Wallace DC. 1997, Ath Z. 2001).

Yaslanmanmn bir sebebi olarak, molekiiler oksidatif hasarlarin birikmesi
gosterilmesinin nedeni, oksijenin toksik bir madde olmasiyla ilgilidir. Biyolojik sistemlerdeki
serbest oksijen radikallerin veya reaktif olan oksijen metabolitlerinin (ROM) en yaygin
kaynag1 oksijendir (Halliwell B. ve Gutteridge JM. 1989). Her ne kadar dmiir uzunluguna
zarar verse de, aerobik canlilar hayatta kalabilmek i¢in oksijeni kullanilirlar. Serbest

radikallerin tiretildigi bir takim kaynaklar vardir ve bunlarin en dnemlisi oksijenin suya kadar



indirgendigi mitokondrilerdir. Fakat bu sirada molekiiler oksijen, sliperoksit anyonu (0,"),
hidrojen peroksit(H,O;), hidroksil radikali (OH.) ve nitrik oksit (NO.) gibi asir1 derecede
reaktif olan oksijen metabolitlerinin liretimine neden olmaktadir (Richter C. 1994).

Mitokondrilerde olusan serbest radikaller karsilastiklar1 herhangi bir molekiilii okside
etme egilimindedirler. Serbest radikaller olusur olusmaz; proteinlere, lipitlere, karbohidratlara
ve DNA'ya zarar vererek biiylik oksidatif hasarlara neden olurlar ve sonucta hiicre dliimiine
yol agarlar ( Heilbronn LK. ve Ravussin E. 2003, Sastre J. ve ark. 2003, Evans MD. ve Cooke
MS. 2004).

Perokside edici reaksiyonlara karsi hassas bolgelerden birisi de hiicresel
membranlardir. Yasa bagh olarak, oksidatif stresin seviyesindeki artis; membran lipitlerinin
peroksidasyonu ve oksidasyona ugramis proteinlerin birikimindeki artiglara da yol
acmaktadir. Serbest radikallerin ¢oklu doymamis yag asitleri ile tepkimeye girerek lipit
peroksitleri olusturdugu ve bunlarin hiicre yirtilmalarina yol acarak membran akiskanliginin
ve elastikiyetinin geri doniisiimsiiz hasarina neden oldugu ortaya konulmustur (Lippman RD.
1983).

Kardiyolojik hastaliklar, ndrolojik hastaliklar, astim, diabetes mellitus, romatoid artrit,
kanser ve yaslilikta goriilen pek ¢ok hastaligin oksidatif stres ile iliskisi gosterilmistir (Engin
A. ve Altan N. 2000, Ozenirler S. ve ark. 1994, Engin A. ve ark. 2003, Yardim-Akaydn S.
2004). Sigan ve giivercinlerin yasam siireleri arasindaki farkin mitokondrilerdeki ROM
dretimi ile iliskili oldugu saptanmistir (Burcak G. ve Andican G. 2004). Ayni sekilde, yasa
bagli olarak mitokondrial DNA'daki hasarlarin artis1 da elektron tasima zincirinin
elemanlarinda anormalliklere yol acar. Bu birikimlerin sonucu olarak yas arttikca beyin, kalp
ve iskelet kaslarinda ATP iiretiminin diistiigii ve buna bagh olarak pek ¢ok hastaligin ortaya

ciktig1 da gdzlenmistir (Sohal RS. ve Weindruch R. 1996).

2.3. Parkinson Hastahgi

2.3.1. Tanimi

Parkinson hastaligi (PH) ilerleyici bir hareket bozuklugudur (Hilker R. ve ark.
2005).Ik defa 1817 yilinda James Parkinson tarafindan tamimlanan PH, esas olarak

nigrostriyatal dopaminerjik ndronlarin harabiyeti sonucu gelismektedir (Jankovic J. 2008).

10



Parkinson hastaliginda ndron harabiyetinden farkli mekanizmalar sorumludur. Bununla
birlikte etiyolojik nedenlerin hastaliga yol agma mekanizmalar1 benzerdir.

Parkinson hastalig1 klinik olarak bir kisim motor semptomlarin (akinezi, istirahat
tremoru, rijidite ve postural reflekslerin bozuklugu) kombinasyonu ile nitelenen ortalama
baslangi¢c yas1 55 olan ilerleyici bir hareket bozuklugudur. Bircok diger ndrodejeneratif
hastalik gibi PH da genellikle sporadik olarak ortaya g¢ikmaktadir. Seyrek rastlanan bazi
durumlarda PH’nin genlerdeki mutasyonlara bagli olarak gelistigi de goriilebilmektedir.

Klinik ve patolojik olarak sporadik ve ailesel PH arasinda farkliliklar olmasina karsin,
her iki kategoride de ortak olarak goriilen biyokimyasal bozukluk beyindeki dopamin
miktarindaki dramatik azalmadir. Bu azalma beynin substantiya nigra pars compakta
bolgesindeki dopaminerjik ndronlarin dejenerasyonu sonucu striatal dopamin diizeyindeki
geri doniigsiiz kayipla olmaktadwr. PH’daki noropatolojisinin nigrostriatal yol ile sinirh
degildir; beynin diger bolgelerindeki dopaminerjik olan ve olmayan hiicre gruplarinda da
histolojik degisimler bulunmaktadir. PH’nin noropatolojik tanisinda Lewy cisimciklerinin
varlig1 6nemlidir. Lewy cisimcikleri kiiresel eozinofilik sitoplazmik protein agregatlar1 olup,
baslica a-sintiklein, parkin, ubikiitin ve norofilamentleri icermektedirler (Gasser T. 2001,

Ahlskog JE. 2001).

2.3.2. Tarihce

1817 yilinda “paralizi ajitans (Parkinson hastalig1)’1 tanimlayan James Parkinson’un
ad1 6zel bir motor fonksiyon bozukluguna verilmistir. Istemli hareketlerde yavaslama,
akinezi, kas rijiditesi ve tremor ile karakterize bu sendroma “Parkinsonizm” denmektedir.
(Yaltkaya K. ve ark. 1998).

Parkinson hastaligmin goriilme sikligi, hastalifin yaslanma ile kesin olarak iliskili
oldugunu diisiindiirmektedir (Karabudak R. 1997). Cocuklukta ve adolesan donemde de
baslayabilir (juvenil Parkinsonizm) (Keklikoglu M. ve Tuzcu M. 1995, Conley SC. ve
Kirchner JT. 2000). Elli yas tizerindeki insanlar arasinda hastalik %1 oraninda goriilmektedir
(Yaltkaya K. ve ark. 1998). 65- 74 yaslar1 arasinda olanlarin %151, 75-84 yaslar1
arasindakilerin yaklasik %30’u ve 85’ten yaslh olanlarin %50’den fazlas1 Parkinsonizmin en
az iki bulgusunu gostermektedir. Erkeklerde daha sik goriilen bu hastalik, siyahlarda beyaz
irka oranla % oraninda daha az goriilmektedir (Karabudak R. 1997, Conley SC. ve Kirchner
JT. 2000).

11



Glinlimiizde, Parkinson hastaligmin nedeni olarak kalitsal etkenler, ekzojen toksinler
ve oksidatif tepkiler sonucu olusan hiicresel endojen toksinler iizerinde durulmaktadir.
Seksenli yillarda sentetik eroin kullanimini takiben bir grup gengte Parkinsonizm tablosunun
olustugu saptanmustir. Parkinsonizm olusturan ve sentetik eroinin i¢inde bulunan maddenin
“metil-4-fenil-1,2,3,6- tetra-hidropridin (MPTP denilen toksin oldugu saptanmis ve bulgu
Parkinson hastaliginin c¢evresel bir toksinle olusabilecegi diisiincesini gii¢lendirmistir
(Yaltkaya K.ve ark. 1998).Etiyolojisinde daha az siklikla goriilenler ise karbonmonoksit ve
mangan zehirlenmesi, hidrosefali, yapisal lezyonlar (orta beyin ve bazal ganglionlar1 tutan
timor ve infarkt), subdural hematom, striatstriatonigral dejenerasyon ve multiple sistem

atrofisi gibi dejeneratif hastaliklardir (Keklikoglu M. ve Tuzcu M. 1995).

2.3.3. Patolojik bulgular

Parkinson hastali§1 secilmis ancak heterojen néron popiilasyonunun progresif 6limii
ile karakterizedir. Bunlar substantia nigra pars compaktadaki néromelanin yiiklii dopaminer;jik
noronlar, se¢ilmis beyin sap1 aminerjik nukleuslari (katekominerjik ve serotonerjik), Meynert
kolinerjik nukleus bazalisi, hipotalamik noronlar, kii¢iik kortikal noronlar, sempatik ganglia
ve bagirsaktaki parasempatik noronlar1 icerir. Substantia nigra pars compaktada, noronal
kayip, ventrolateral bolgede daha yogundur (semptomlarin baslangi¢ asamasinda kayip % 60-
70 oranindadir). Bunu medial ventral ve dorsal bolgeler takip eder (Fearnley JM. ve Lees Al.
1991).

Lewy body, eozinofilik hyalin inkluzyon -cisimcigidir. Cisim i¢inde olusan
norofilament birikiminin degisken noérofilament ekspresyonundan ziyade, bunlarmn normal
sentezini takiben posttranslasyonel degisimine bagli oldugu diistiniilmektedir. (Bergeron C. ve

ark. 1996).
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Sekil 3; Panel A: Substantia nigra dopaminerjik noron sitoplazmasi i¢inde Lewy body
(hematoxylin—eosin and Luxol fast blue, x100).

Panel B: Ultrastriiktiirel inceleme (filament ve graniiler materyalin akiimiilasyonunu
gostermekte) (x21,560) ( Dr. Catherine Bergeron).

Lewy body’nin Parkinsona spesifik olmayip, diger bir grup norodejeneratif
hastaliktada da gozlenir. Bunlarin ndronlarin dejenerasyondan korunmak adina, sekrete
ettikleri toksik proteinlerin bir isareti oldugu disiiniilmektedir. Ancak, norofilament
sublinitlerinden Lewy body olusumu, akson i¢indeki ndrofilamentlerin fonksiyonunu
bozmakta, ve substantia nigra pars compaktadan striatuma uzanan aksonal baglantiya hasar
vermektedir. Gibb ve Lees Lewy body olusumunun yasa spesifik olarak arttigini ortaya
koymus ve 6. ve 9. decadlarda klinik olarak kesin Parkinson tanisi almig olan hastalarin
beyinleri iizerinde yaptiklar1 arastirmalarda bu oranmn % 3.8’den 12.8’e yiikseldigini tespit

etmislerdir (Trojanowski J. ve Lee VMY. 1994).

2.3.4. Fizvopatolojisi

Parkinson hastaliginda "substantia nigra"da pigment iceren hiicrelerin dejenere olmasi
nedeniyle, norotransmitter dopamin eksikligi saptanmigtir. Bunun bazal ganglionlarda
norohiimoral iletisimin bozulmasina neden olan 6nemli bir bulgu oldugu bilinmektedir.

Parkinson hastaligindaki serbest radikal teorisine gore; dopaminerjik sinirler reaktif
oksijen tiirlerine maruz kalmalari ile orantili olarak dejenere olurlar. Substantia nigrada H202
hem monoamin oksidaz etkinliginden dolayi, hem de otooksidasyon nedeniyle iiretilir ve
dopamin eksikligine yol agar. Sadece oksidatif stres degil, aynt zamanda mitokondrial
oksidatif fosforilasyon da dopaminerjik néronlarda enerji verimini azaltarak bu hiicrelerin

Oliimiine neden olur (Dexter D.T. ve ark. 1989).
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Parkinson hastaliginin mekanizmasinin anlasilabilmesi i¢in ¢ok yaygin olarak
kullanilan model 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin (MPTP) toksisitesidir. Bu sitotoksin
Parkinson hastaliginin mekanizmasi i¢in 6nemli bilgiler saglamistir. MPTP, metil-4-fenil
piridinyum iyonuna (MPP+) metabolize olur. Bu katyon serbest radikal lreterek veya
apoptosis meydana getirerek hiicre 6liimiine neden olur (Chan, P. ve ark. 1991, Acuna-
Castroviejo D. ve ark. 1997).

Parkinson hastaligmin mekanizmasinin anlagilabilmesi i¢in baska bir model, 6-
hidroksi dopamin (6-OHDA) iceren modeldir. Bu ajan da MPTP gibi katekolaminerjik
noronlar1 tahrip eder. Kobaylarda substantia nigra'ya enjekte edildigi zaman nigro-striatal
sistemindejenerasyonu, apoptosis, DNA fragmantasyonu ve PC12 sinir hiicrelerinde hem
hasar hem de 6liime neden olmustur. Melatonin varliginda, 6-OHDA’ nin sitotoksisitesinin
onemli derecede azaldigi bildirilmistir.6-OHDA, manganez siiperoksit dismutaz (MnSOD),
bakir ¢inko siiperoksit dismutaz (CuZnSOD) ve GSH-Px gibi antioksidan enzimler, mRNA
diizeyinde 6nemli derecede azalmalara neden olur.Bu azalmalar melatonin ile 6nlenmektedir.
(Mayo J.C. ve ark. 1998).

Ayrica Mayo ve arkadaglar1 (1998) melatoninin antiproliferatif etkileri oldugunuda
iler1 siirmiiglerdir. Bu sistemde melatoninin antiapoptotik etkilerinin indoliin hem antioksidan,

hem de antiproliferatif etkilerinden kaynaklandigina inanilmaktadir.

2.3.5. Tam ve klinik 6zellikler

Son yillarda gelisen yapisal ve fonksiyonel nérogdriintiileme yontemlerine ragmen
hastaligin tanis1 halen klinik 6zelliklere gore konmaktadir. Hastaligin tanisinda ¢’United
Kingdom Parkinson's Disease Society Brain Bank’’ tarafindan olusturulan tanisal kriterler
kullanilmaktadir (Hughes AJ. ve ark. 2001). Bu tan1 kriterlerine gore hastalarda
bradikinezinin yaninda rijidite, istirahat tremoru veya postural dengesizlik semptomlarinda en
az bir tanesinin bulunmasi gereklidir.

Hastaligin klasik triadi temor, rijidite ve akinezidir. Tam klinik kriterler baz alinarak
konulur. Yanlis tan1 hastalikta 6nemli bir problemdir. Taniy1 kesinlestiren biyolojik gdsterge
yoktur. Otopsi ¢alismalarinda, 6liim oncesi Parkinson tanis1 almis vakalarm %?24’iinde yanlis
tan1 konuldugu saptanmistir (Rajput AH. ve ark. 1991, Hughes AJ. ve ark. 1993).

Parkinson vakalarinda levodopaya baslangic yaniti % 90 oranmindadir. Bu cevabin
olmayisi, alternatif bir tani1 lehine ipucu saglamaktadir. Ancak, multisistem atrofide de

levodopa yanit1 gozlenebilmektedir (Hughes AJ. ve ark. 1993).
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2.3.6. Epidemivoloji ve genetik

Parkinson hastalig1 tiim etnik gruplarda goriilen, hafifce erkek predominansma sahip
bir hastaliktir Prevelans1 60-90 yaslar1 arasinda artmaktadir. Tiim populasyonun % 0.3’iini
etkilemekle beraber, bu oran 60 yasin iizerinde %3’e ylikselmektedir. Hastalar % 5-10’unda
semptomlar 40 yasin altinda ortaya ¢ikmaktadir (Zhang Z-X. ve Roman GC. 1993).

Hastalik ilk kez endiistriyel devrim zamaninda tanimlanmis olsa da, antik Hint
literatiirtinde (4500-1000 B.C.) tremor ve akineziyi tamimlayan aciklamalara rastlanmistir
MPTP’nin nigral hiicre O6liimiine yol ag¢tigmin anlasilmasi g¢evresel faktorlerin hastalik
etyopatogenezinde dnemli bir rolii oldugu verisini saglamistir (Manyam BV. 1990).

Pek ¢ok calisma, diyetin hastalik patogenezindeki yerini belirtmistir. Bunlarin ¢cogu
yetersiz antioksidan alimi iizerine kuruludur. Kommiinite bazli Hollanda calismasinda
Parkinson hastalarinda, kontrollerle karsilastirildiginda vitamin E alimmin daha diistik oldugu
saptanmistir (de Rijk MC. ve ark. 1997).

Genetik faktorlerin hastalikta Onemli rolii olduguna dair giderek artan deliller
mevcuttur. Monozigotik ikizler iizerinde yapilan bir calismada, birisinde gen¢ baslangich
Parkinson olmas1 durumunda, yiiksek oranda konkordans saptanmistir (Tanner CM. ve ark.
1997). Epidemiyolojik ¢aligmalar, yas faktoriinden baska, artan hastalik riskini isaret eden en
onemli gostergenin aile Oykiisii oldugunu ortaya koymustur Ancak, bazi ailelerde, ortak
cevresel etkilenim faktorleri oldugu goz ardi edilmemelidir (Semchuk KM. ve ark. 1993).

Hastaligin etiyolojisinde ¢evresel nedenler 6nemlidir ancak bunlarin higbirisi kesin
olarak ispatlanmamistir. Vaka kontrol ¢caligmalari, PH’ nin genellikle ¢iftcilerde veya cesitli
metallerle, kimyasallarla temasi olan kisilerde daha fazla oldugunu gostermistir (Checkoway
H. ve Nelson LM. 1999, Tanner CM. ve Goldman SM. 1996, Gorell JM. ve ark. 1999).
Parkinson hastaligi, kirsal kesimde yasamak, c¢esitli tarim ilaglar1 ile veya pestisitlerle temas
etmek ile iliskili olarak diisiiniilmektedir (Rajput AH. ve ark. 1984). Aile hikayesinin olmas1
da risk artigina neden olur (Checkoway H. ve Nelson LM. 1999, Gorell IM. ve ark. 1999 ).

2.4. Serbest Radikaller

Aerobik organizmalar siirekli olarak reaktif oksijen tiirleri (ROT) olarak adlandirilan
molekiiler oksijenden tiiretilen reaktif molekiilleri Uretirler. Bu serbest radikaller dis

orbitalinde tek sayida ortaklanmamis elektron tasiyan, elektrik yiiklii veya yiiksiiz olabilen

15



atom veya molekiillerdir. Kisa dmiirliidiirler, radikal olmayan maddeler ile reaksiyona girerek
yeni radikaller olusturur ve zincir reaksiyonu baslatabilmeler (Sen CK. 2001).

Viicutta dogal metabolik yollarla serbest radikaller olusur, ancak radikal parcalayan
antioksidan sistemlerle olusan serbest radikaller ortadan kaldirilabildiginden, herhangi bir
sitotoksisite ortaya ¢ikmaz. Ancak bu isleyisin bozuldugu durumlarda patolojik olaylar ortaya
cikar. Organizmada serbest radikal olusturan dogal olaylarin baslicalari; mitokondrial elektron
transportu, heksoz monofosfat yolu, ksenobiotiklerin metabolizmasi, dogal uyaranla fagositik
hiicrelerin aktivasyonu, biosentetik ve biyokimyasal yikim olaylaridir (Karabulut B. ve
Kabake1 T. 1995, Fridowich 1. 1978).

Serbest radikal aktivitesi enzimler ile okside ve capraz bagli proteinler icin de
gosterilmistir. Ayrica son yillarda yapilan calismalar, artmis serbest oksijen radikallerinin
bir¢ok hastaligin fizyolojisi ve patofizyolojisinde rol aldigini gostermektedir (Catalgdl B. ve
Grune T. 2008)

Serbest radikaller {i¢ sekilde olusabilir (Cheeseman KH. ve Slater TF. 1993);

I- Bir molekiili olusturan kovalent bagm hemolitik yarilmasi ve eslenmis
elektronlardan her birinin ayr1 par¢ada kalmasi sonucu,

R -------- X - R +X

2- Bir molekiilden bir elektronun ayrilmasi ile

X — X +e-
3- Bir molekiile bir atomun katilmasi ile

X+e —» X

Serbest Radikaller

Aktif Kiem
Hormal oksijen
Stiperoksit Hidroksi
. O " < radikali
- Hidloiea_'u VO Tek
petoksit oksijen

Sekil 4: Baz1 Serbest Radikaller (Ogiit S. ve Atay E. 2012).
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Tablo 1. Serbest radikaller ve yol a¢tig1 reaksiyonlar (Halliwell B. ve Gutteridge JMC. 1997).

Stiperoksit

Oy

Fe™ ve Cu'” iyonlarm geri kazanma yoluyla
Haber-Weiss reaksiyonunu katalizleme,

hidrojen peroksit veya peroksinitrit olusumu

Hidrojen peroksit

H,O,

Hidroksil ~ radikali olusumunu, enzim

inaktivasyonu, biyomolekiillerin oksidasyonu

Hidroksil radikali

OH

Hidrojen cikarilmasi, serbest radikallerin ve

lipit peroksitlerin tiretimi, tiyol oksidasyonu

Ozon

O3

Biitiin -~ molekiillerin ~ 6zellikle ¢ift  bag
icerenlerin oksidasyonu, sitotoksit aldehit ve

ozonit olusumu

Oksijen

0,

Cifte baglarla reaksiyon, peroksitlerin olusumu,

aminoasitlerin ve niikleotidlerin olusumu

Nitrik oksit

NO

Peroksinitrit  olusumu, diger radikallerle

reaksiyon

peroksinitrit

ONOO®

Hidroksil radikali olusumu, tiyollerin ve
aromatik gruplarin, ksantin oksidazin ksantin
dehidrojenaza doniisiimii, biyomolekiillerin

oksidasyonu

Hipoklorit

CIO

Amino ve kiikiirt iceren gruplarin oksidasyonu,

klorin olusumu

Radikal

Hidrojen cikarilmasi: peroksil radikalleri ve
diger radikalellerin olusumu, lipit ve diger

biyomolekiillerin bozulmasi

Peroksil Radikali

Hidrojen c¢ikarilmasi, radikallerin olusumu ve
diger radikalellerin olusumu: lipit ve diger

biyomolekiillerin bozulmasi

Hidroperoksit

ROOH"

Biyomolekiillerin ~ oksidasyonu,  biyolojik

membranlarin bozulmasi

Bakir Ve Demir Iyonlar1

Cu+

Fe+2

Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlarinda

hidroksil radikali olusumu
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2.4.1. Serbest radikalller ve reaktif oksijen tiirleri (Rot)

Enerji diizeylerinde bulunan elektronlarinin yapisindan dolay1 oksijen 8 atom numarali
dogada dioksijen (O,) olarak bulunan kararsiz bir elementtir.( Meister A. 1994, Southorn P.ve
Powis G. 1988).

Oksijen molekiiliindeki ayn1 yone donen iki elektrona sahip 2p son orbitali nemlidir.
Bu orbitallerden herhangi birindeki elektron, bir orbitali birakip digerine gecti§inde veya
farkli yonde dondiiglinde ‘“singlet oksijen” olusur. Orbitallerden birine ters doniislii iki
elektron veya ikisine ters doniislii iki elektron daha gelirse “oksijen radikali” elde edilir.
Olusan radikal eslesmemis tek elektronu nedeniyle c¢ok dengesizdir ve hizla ortamdan
kaybolur. Bu yiizden bu radikaller tek elektronlarini bir baska molekiile verebilir (rediiksiyon)
ya da bir baska molekiilden elektron alarak elektron c¢ifti olusturabilirler (oksidasyon).
Sonugta nonradikal yapiy1 radikal sekle doniistiirebilirler. Bu 6zellikleri ile reaktif oksijen
partikiilleri radikaller ve radikal olmayanlar olmak {izere iki ana bashk altinda

incelenmektedir (Tablo 2) (Meister A. 1994, Southorn P. ve Powis G. 1988).

Tablo 2. Oksijen tiirevi bilesikler (Halliwell B. 1991).

Radikaller Radikal Olmayanlar
Hidroksil (HO) Hidrojen Peroksit (H202)
Alkoksil (RO) Singlet Oksijen (02)
Peroksil (ROO) Ozon (O3)

Superoksit (02) Hipoklorid (HOCI)

Nitrik oksit (NO) Lipid hidroperoksit (LOOH)
Azot dioksit (NO2) Peroksinitrit (ONOO)

Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller oksijenden olusan radikallerdir ve
bunlara reaktif oksijen tiirleri (ROT) adi verilmektedir (Atmaca E. ve Aksoy A. 2009 ).
Stiperoksit anyonu, hidroksil radikali, nitrik oksit, lipid peroksit, hidrojen peroksit bilinen

ROT ’lerdir.
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2.4.1.1. Siiperoksit radikalleri (O*)

Oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu kararsiz bir yap1 olan siiperoksit
radikali meydana gelir.

O,+e — Oy

Mitokondrial elektron transport zinciri sirasinda O,’nin otooksidasyonu sonucu olusur.
Stiperoksit radikali O, varliginda ksantin oksidazin ksantini veya hipoksantini indirgemesiyle
olusabilmektedir. NADPH’in NADPH oksidaz ile oksidasyonuyla, mitokondrial elektron
transport sisteminde NADH, ve FADH, nin NAD ve flavin adenin diniikleotit (FAD)’ye
doniisiimii  sirasinda, O>’nin  iyonize radyasyonla, sit p450 ile ve arginin veya
tetrahidrobiopterin eksikliginde nitrik oksit sentazla indirgenmesiyle olusur (Freidovich I.
1999, Gilbert DL. 2000).

Normal metabolizma sirasinda siirekli olarak olusan siiperoksit radikalleri
organizmada su reaksiyonlara girebilir:

Stiperoksit radikalleri siiperoksit dismutaz ile dismutasyona ugrayarak H,0,
olusturabilir. Iki siiperoksit radikali birbiri ile etkileserek biri yiikseltgenirken digeri
indirgenmekte boylece H,O, ve O, meydana gelmektedir.

Stiperoksit radikalleri ortamdan bir proton alarak perhidroksi radikali (HO;e)
olusturabilir. Perhidroksi radikali siiperoksit radikalinden ¢ok daha reaktiftir, Ornegin
membrandaki yag asitlerinin peroksidasyonunu baslatabilir.

Stiperoksit radikali ve H,O, demir iyonu katalizorliiglinde OHe olusturabilir ve bu
tepkime de demir-katalizorlii Haber-Weiss reaksiyonu adini alir. Bu reaksiyonlar metal
selatorii ajanlarla inhibe edilebilir.

Stiperoksit radikalleri enzimatik olmayan dismutasyon veya Haber-Weiss reaksiyonu
sirasinda  singlet oksijen (10;) yapimina neden olabilir. Singlet oksijen siiperoksit
toksisitesine aracilik edebilmektedir.

Stiperoksit radikali nitrik oksit radikali (NOe) ile reaksiyona girerek peroksinitrit
olusturabilir. Peroksinitrit ¢ok daha reaktif ve sitotoksik bir tiirdiir.

03¢+ NO* — ONOO

Stiperoksit radikalleri, fenoksil radikalleri ile reaksiyona girebilir ve protein yapisinda
modifikasyona neden olabilir. Fenoksil radikali, fenollerin oksidasyonu sonucu olusur,
organizmadaki baslica fenol kaynaklar: tirozin ve E vitaminidir (Halliwell B, ve Gutteridge

IJM. 1986, Winterbourn C.C. ve Ketle A.J. 2003).
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2.4.1.2. Hidroksil radikali (OHe)

Hidroksil radikali, biyolojik sistemlerde bulunan en giiglii serbest radikaldir. Dokular
radyasyona maruz kaldiklarinda, radyasyon enerjisinin ¢ogu hiicre igindeki su tarafindan
absorblanir ve radyasyon oksijen-hidrojen arasinda kovalent bagin ayrilmasma neden olur.
Sonugcta sekilde goriildiigii gibi iki radikal meydana gelir. Bu radikallerden biri hidrojen (He)
ve digeri ise HO+ dir.

H-O-H — He + HO-

Hidrojen peroksidin Fe™* veya Cu™ ile reaksiyona girmesiyle de HO* olusmaktadir.
H,0; toksisitesinin biiyiik cogunlugunun temelinde bu olusan HOe oldugu diistiniilmektedir.
Bu reaksiyon ilk defa 1894 yilinda Fenton tarafindan gozlenmis ve giiniimiizde de Fenton
reaksiyonu olarak bilinmektedir.

Fe”? + H,0, — Fe" + OH + OHe

Cu' +H202 — Cu™+ OH + OHe

Hidroksil radikalleri basta lipit, protein ve niikleik asitler (DNA ve RNA) olmak {izere
hemen hemen biitiin hiicresel molekiillerle reaksiyona girebilmektedirler. Hidroksil radikalleri
DNA’da bulunan deoksiriboz molekiiliine etki ederek ¢esitli iirlinler olusturdugu ve bu olusan
irlinlerin bazilarinin mutojenik olduklar1 goriilmistiir. Yine hidroksil radikalleri aromatik
halkaya katilma 6zelligi gosterdiklerinden DNA ve riboniikleik asit (RNA)’da bulunan piirin
ve pirimidin bazlarma katilarak radikal olusumuna neden olurlar. Ornegin: Timine katilarak
timin radikalini olusturur ve bu radikal oksijenle reaksiyona girerek son derece reaktif olan
timin peroksil radikaline dontigmektedir. Bu gibi bir dizi reaksiyona katilabilen hidroksil
radikallert DNA’nin baz ve sekerlerinde ciddi hasarlar olusturarak DNA iplik kirilmalarina
neden olurlar. Hasar ¢ok kapsamli olursa hiicresel koruyucu sistemler tarafindan tamir
edilemeyebilir ve bunun sonucunda mutasyonlar ve hiicre 6liimleri meydana gelir (Dizdaroglu
M. Kluwer 1999, Wetberg AB and ark. 1985).

Deoksiriboniikleik asitin piirin ve pirimidin bazlari ile etkilegsmenin yani sira tiol grubu
iceren biyolojik molekiillerden H atomu da koparabilmektedir.

R- SH + OHs — RS-« + H,O

Sonugcta olusan siilfiir radikalleri ilgin¢ kimyasal 6zelliklere sahiptir. Siilfiir radikalleri,
O, ile kombine olabilir ve oksi-siilfiir radikallerini olusturur. RSOe; ve RSO+ gibi bunlarin
bircogu da biyolojik molekiillerde hasara neden olurlar.

Hidroksil radikalinin sebep oldugu en iyi karakterize edilmis olan biyolojik hasar lipit

peroksidasyon olayidir. Hidroksil radikali membran fosfolipitlerinin doymamis yag asit yan
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zincirlerine hiicum eder. Bu 06zellikle arasidonik asit gibi doymamis yag asit yan
zincirlerinden -C- atomunun birinden H atomunun c¢ikartilmasi ve su olusumu seklinde
gerceklesir.

-CHz- + OH* — -CHe- + H,O

Bu reaksiyon sonunda membranda -C- radikali kalir. Bu -C- radikali oksijen ile
kombine olarak peroksil radikalini olusturur.

-CHe- + O; — -CHOe;-

Peroksil radikalleri reaktiftir ve yakiindaki doymamis yag asitlerinin yan zincirlerine
saldirir;

-CHOs<;” +-CH,” — -CHO,H + -CH*

Lipit hidroperoksit

Boylece hidroksil radikalleri, yiizlerce yag asitlerinin yan zincirlerini lipit
hidroperoksitlere doniistiiriir. Membranda lipit hidroperoksitlerinin birikimi membran
fonksiyonunu bozar. Peroksil radikaller ve sitotoksik aldehitler, membran proteinlerinde ciddi
bir hasara neden olurlar ve membrana baglh bazi1 enzimleri ve reseptorleri inaktive ederler

(Tappel AL ve Dillard JC. 1981, Halliwell B ve Gutteridge JMC. 1984).

2.4.1.3. Hidrojen peroksit (H,O»)

Molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi veya O, ’nin bir
elektron almasi sonucu peroksit olusur. Peroksit molekiilii iki hidrojen atomu ile birleserek
H,0,’yi meydana getirir (Akkus 1. 1995).

0, +2¢ +2H" — H,0,

Oy +e +2H" — H0,

Ancak, biyolojik sistemlerde H,O,’nin asil iiretimi O,* ‘nin dismutasyonu ile
olmaktadir. Bu dismutasyon spontan olarak veya siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi
araciliiyla katalizle olabilir:

SOD

20, +2H" — H,0,+ 0,

Hidrojen peroksit gercekte bir serbest radikal tiirii olmamasina ragmen; serbest
elektron igermesi, serbest hidroksil radikali olusturabilmesi ve hiicresel membranlara
kolaylikla girebilmesi nedeniyle onem kazanmaktadir. H,O,, gecis metal iyonlarinin
varliginda kolayca pargalanarak en reaktif ve en toksik oksijen radikali olan hidroksil radikali

olusturmaktadir. H,O,; OHe iiretmek suretiyle canli sistemlerde Onemli hasarlara sebep
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oldugu i¢in, H,O, akiimiilasyonunun kontrolii hiicreler i¢in biyolojik olarak dnemlidir (Akkus
I. 1995, Mccord JM. 2000).

Stiperoksit dismutaz aktivitesi sonucu ortaya ¢ikan H,O,; katalaz (CAT) ve glutatyon
peroksidaz (GPx) enzimleri ile su ve oksijene doniistiiriiliir:

CAT
H,O0, — H,0+ O,
GPx
H,0 >+ GSH — 2 H,0 + GSSG

2.4.1.4. Singlet 0, (10,)

Yapisinda eslesmemis elektronu bulunmadigindan serbest radikal degil ancak serbest
radikal reaksiyonlarini baglattiklarindan serbest radikal smifina dahil edilmistir. Singlet O,,
oksijen elektronlarindan birinin disaridan enerji almasi1 sonucu kendi doniis yOniiniin tersi
yonde olan farkli bir yoriingeye yer degistirmesi neticesi olusabilecegi gibi siiperoksit
radikalinin dismutasyonu ve hidrojen peroksidin hipoklorit ile reaksiyonu sonucunda da
olusabilir. Viicutta deri ve retina gibi giin 151¢8ma maruz kalan bdlgelerde sikca olustugu tespit
edilmistir. Serbest oksijen radikallerinin etkisiyle peroksil radikalleri (ROO), alkoksil
radikalleri (RO) karbon merkezli radikaller (R) veya tiol radikalleri (RS) olusur. Bu radikaller
oksijenle tekrar reaksiyona girerek yeni serbest radikaller iiretirler ( Gutteridge JIMC.1995).

2.4.1.5. Hidroperoksil radikali (HO,*)

Hidroperoksil radikali (HO,*), siiperoksit radikalinin protonlanmasiyla olusur.
Stiperoksitten daha giiglii bir oksidandir. Biyolojik membranlar1 kolay gegebilmesi ve yag

asitleriyle direkt etkilesime girebilmesi dnemlidir (Gutteridge JMC.1995).

2.4.1.6. Hipokloroz asit (HOCI)

Aktif notrofillerde olusan giiglii bir oksidandir. Nétrofil sitoplazmasinda bulunan
“hem” iceren bir enzim olan myeloperoksidaz etkisi ile H,O, ve kloriir iyonlarindan HOC1
olusur (Gutteridge JMC.1995).

H,0,+Cl~+H" — HOCI+ H,0
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Hipoklordz asit Fe™ bagimli ve Fe™” bagimsiz bir reaksiyon ile hidroksil radikali
olusumunu arttirabilir.
Fe+2

HOCl+ O, — OHes+Cl*+ 0O,

2.4.1.7. Nitrik oksit (NO)

Memeli hiicrelerinde NO baslica NO-Sentaz (NOS)’1n aktivitesi sonucu sentezlenir.
NOS, oksijeni kullanarak L-arjinin amino asitinden sitriillin ve NO’yu olusturur. Bu olay,
NADPH, flavin mononiikleotit (FMN), flavin adenin dintikleotit (FAD), tetrahidrobiopterin
(BH4) ve kofaktor olarak bir tiyol dondriine ihtiya¢ duyar ( Mayer B ve Hemmens B. 1997).
05 NO
Q7
Arginin » Sitriilin + H20

a >

NADPH + H" NADP

Yarilanma omrii, molekiiler oksijen ile hizli reaksiyonundan dolay1 atmosferik sartlar
altinda oldukca kisadir. Kan basinci, guanilat siklaz aktivitesinin diizenlenmesinde énemli bir
rol oynar. Notrofiller tarafindan iiretilen siiperoksit anyon radikalinin olusumunu inhibe ettigi
gosterilmistir (Utsumi K and ark 1999). NO’in asir1 iiretimi toksik etkili olabilir. NO’in
kimyasal olarak aktivitesi yiiksek degildir ancak belli sartlar altinda oldukg¢a toksik triinler
olusturabilir. NO ve sliperoksitin reaksiyona girmesiyle peroksinitrit meydana gelir.
Peroksinitrit, direkt olarak proteinleri hasara ugratir ve OHe, azot dioksit (NO,*) ve nitronyum

iyonu (NO,") gibi toksik iiriinlere doniisiir (Halliwell B.1994).

2.4.2. Bashca serbest radikal iiretim kaynaklar

Serbest radikaller organizmada normal olarak meydana gelen oksidasyon ve
rediiksiyon reaksiyonlar1 sirasinda olustugu gibi cesitli dis kaynakl faktorlerin etkisiyle de
olusabilir. Hiicre organellerinin her biri farkli miktarda radikal olusumuna sebep olurlar.
Bunlarin yanisira radyasyon, stres ve ksenobiyotikler aktive olmus fagositlerde serbest radikal
iretimini arttirirlar. Sitokrom P—450, sitokrom b5, ksantin oksidaz, triptofan dioksijenaz,
lipooksijenaz, prostoglandin sentetaz, hemoglobin, flavoproteinler, lipit peroksidasyonu,

oksidatif stres yapan iskemi, travma ve intoksikasyon gibi durumlar, mitokondrial elektron
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transport sistemi (ETS), molekiiler otooksidasyon yapan tiol, hidrokinon, katekolamin, flavin
ve antibiyotik gibi molekiillerin hepsi hiicresel serbest radikalleri olustururlar (Canbas

A.1983, Moncada S. and 1991).

2.4.2.1. Endojen serbest radikal olusum mekanizmalari

2.4.2.1.1. Mitokondrial elektron transport sistemi

Mitokondrideki enerji metabolizmast sirasinda oksijen kullanilirken, tiiketilen
oksijenin %1-5 kadar1 siiperoksit yapimi ile sonlanir. Buradaki radikal yapimimin nedeni
NADH dehidrojenaz ve koenzim Q gibi elektron tasiyicilardan oksijene elektron kagagmnin
olmasidir. Fizyolojik olarak reaktif oksijen tiirlerinin temel kaynagi normal oksijen
metabolizmasidir. Dolayisiyla fizyolojik kosullar altinda mitokondrial elektron transport
sistemi serbest radikal iiretiminin en 6nemli kismini olusturmaktadir (Sies H ve De Groot H.

1992).

2.4.2.1.2. Arasidonik asit kaskati

Arasidonik asit siklooksijenaz ve lipooksijenaz ile metabolize olarak prostoglandin,
prostosiklin, tromboksan ve lokotrienleri igceren ¢esitli vazoaktif iirlinleri olusturur.
Siklooksijenaz, iki molekiil oksijenin doymamis yag asidine katilmasmi katalizler ve
prostoglandin G (PGG) olusturur. PGG hizla prostoglandin H (PGH)> ye okside olur, bu
sirada siiperoksit radikali olusur. Lipooksijenaz yoluyla da OHe radikalleri olusabilir (Ikeda J.
1993, Greenstock C.L. 1993).

2.4.2.1.3. Ksantin oksidaz (XO)

Ksantin oksidaz, memeli dokularinda bulunan, bir¢ok endojen ve eksojen kaynakli
substratin oksidasyonuna katilan bir enzimdir. Organizmada piirin bazlariin son oksidasyonu
ve demirin gastrointestinal sistemden emiliminde rol oynar.

Bu enzim, saglikli hiicrelerde oksidize nikotinamid diniikleotid (NAD") bagimli
dehidrogenaz (XDH, D formu ) halinde bulunur. Enzimin bu formu piirinlerin oksidasyonu
sirasinda elektron alicis1 olarak molekiiler oksijen yerine NAD" kullanir ve reaktif serbest
oksijen radikali iiretmez. Iskemi sirasinda XDH, oksidan iireten XO (D den O ya ddniisiim)

formuna dontstir (Sekil 5), (Mc Cord .1985).
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ATP

\ 4
AMP
HOCI H,0
\ 4
Adenozin Ksantin dehidrogenaz MPO Katalaz
Ca™* proteoliz H, 0,
v
Inosin Ksantin
Oksidaz OH SOD
\
Hipoksantin > Ksantin + Oy"

0,

Sekil 5: XD-XO’a doniisiimii ve serbest oksijen radikallerinin olusumu (Bishop ML ve Janet
LP.1996).

Iskemi siirecinde, hiicre igindeki ATP, hipoksantin ve ksantine ddniiserek hiicresel
enerji miktarmda azalmaya neden olur. Hipoksantin ve ksantin, XO i¢in 1yi birer
substrattirlar. Reperflizyonun baslamasi ile ortama katilan molekiiler oksijen, iskemik siirecte
birikmis olan hipoksantin ve ksantin, XO aracilig ile reaksiyona girerek, O,* ve H,O, a¢iga
cikarir.

XDH’dan XO’a doniisiim 2 yolla ger¢eklesir:

1. XDH’m tiol gruplarmin oksidasyonu ile geri doniisiimlii olarak.

2. Iskemi sirasinda artan hiicre i¢i kalsiyum ile aktive olan proteaz ile enzimin bir
kisminin proteolizi sonucu geri doniisiimsiiz olarak.

Iskeminin yol agtig1 D den O ya doniisiim farkli organlarda farkli hizlarda gergeklesir.
Bagirsak ve karacigerde bu doniisiim, cok kisa siireli iskemilerde bile olabilirken, iskelet kas1
ve deride daha uzun siireler gerektirir. Olusan XO miktar1 iskemi siiresi ile dogru orantilidir;
iskemi siiresi arttik¢ca olusan XO miktar1 da artar (Parks DA ve Granger DN. 1986).

Ksantin oksidaz enziminin, meme epitel hiicrelerinde kapiller endotel hiicrelerinde
yogunlastig1, kapiller endotel hiicrelerindeki XO aktivitesinin ayni1 dokudaki diger
hiicrelerden 100 kat fazla oldugu tespit edilmistir (Jarasch ED and ark. 1986). XO’ n bu
lokalizasyonu, iskemi-reperflizyon hasari i¢in ayr1 bir 6nem tagimaktadir.

Reperflizyonun baslamasi ile endotel hiicreleri molekiiler oksijen ile ilk temas eden
hiicreler olur. Bundan dolay1 kapiller endotel hiicreleri, reperflizyon hasarindan ilk etkilenen

hiicrelerdir. Bu neden ile serbest oksijen radikallerinin ana iiretim merkezi olmalari
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muhtemeldir. Kapiller endotel hiicrelerinin hasar1 bir kemotaktik stimulus halini alir (Grisham

MB and ark. 1988).

2.4.2.1.4. Endoplazmik retikulum

Endoplazmik retikulumda buluna sitokrom P—450 molekiiler oksijeni kullanarak
bircok substrat1 oksitler. Oksijen molekiiliiniin bir atomu substrata baglanir, diger atomu ise
su olusturur. Bu reaksiyon monooksijenaz veya karigik fonksiyonlu oksidaz reaksiyonu olarak
adlandirilir. Kimyasal ajanlarin serbest radikal olusturmadaki en Onemli mekanizmalari,
mikrozomal sitokrom P—450 sistemi ile aktivasyonudur. Bu sistem, molekiilleri indirgeyerek
veya oksitleyerek serbest radikal olusturur. Son durumda bir elektron eksikligi vardir ve
elektrofilik bilesik olusur. Olusan bu elektofilik {irtin bir niikleofil ile reaksiyona girer. Bu
elektrofilik bilesigi ceken en 6nemli bilesik sistein kalintilar1 tizerindeki tiyol (-SH) grubudur.
Tiyol grubu ise pek ¢ok endojen makromolekiilde (DNA, RNA, enzimler gibi) bulundugu i¢in
reaktif ara Uriinler bu molekiillerle kovalent baglanarak toksisite gosterebilirler (Halliwell B.

1991).

2.4.2.1.5. Peroksizom

Cok uzun zincirli yag asitlerinin yikilmasindan sorumlu organeller olan peroksizomlar,
amino asid oksidaz, lirat oksidaz gibi oksidan enzimlerce zengindirler ve gii¢lii H,O, kaynag1

olarak kabul edilirler (Reilly PM. and 1991).

2.4.2.1.6. Plazma Membrani

Membranlarda bulunan doymamis yag asitleri ve proteinler serbest radikal hasarma
aciktir. Serbest radikallerin baslattig1 lipit peroksidasyonu; transmembran iyon gradientinin
bozulmasina, sekretuvar fonksiyon kayiplarina ve hiicresel metabolik olaylarm inhibisyonuna

yol acar (Reilly PM and 1991).

2.4.2.1.7. Otooksidasyon

Tiyoller, hidrokinonlar, katekolaminler, flavinler, tetrahidropterinlerin oto

oksidasyonu sonucunda radikal olusabilir (Reilly PM and 1991).
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2.4.2.1.8. Redoks Dongiisii

Ksenobiyotiklerden serbest radikal olusumu sadece mikrozomal reaksiyonlarla
olmamaktadir. Menadion, parakuat, dikuat, nitrofurantoin, gibi bilesikler alternatif bir redoks
siklusuna girerler. Bu bilesikler, ilave bir ¢iftlenmemis elektron kazanma egilimindedirler. Bu
ajanlardan olusan radikaller, tekrar ana bilesige doniismek i¢in kolayca oksijenle oksitlenir ve
siiperoksit radikalini olustururlar (Mead J. 1984). Olusan ksenobiyotik ve siiperoksit
radikalleri intraselliiler ferritin depolarindan demiri serbest hale getirirler. Sitozole salman
demir, serbest radikaller arasinda en reaktif olan ve dolayisiyla daha yikic1 olan hidroksil
radikali gibi ikincil radikallerin olustugu Fenton reaksiyonunda katalitik rol oynar

(Dizdaroglu M. 1999).

2.4.2.1.9. Fagositoz

Radyasyon, stres ve ksenobiyotikler aktive olmus fagositlerde serbest radikal iiretimini
arttirirlar.  Aktive fagositler intraselliiler radikal olusumuna neden olurlar Aktive olmus
fagositlerde iiretilen serbest radikaller patojenlerle savasta 6nemli rol oynar (Tablo III),

(Natarajan V. 1995).

Tablo 3: Fagositlerin tirettigi reaktif oksidan tirtinler

Trombositler H,0,, Oy, OH
Notrofiller H,0,, Oy, OH", HOCI
Eozinofiller H,0,, Oy, OH", HOCI,

—

Makrofajlar H20,. Oy, OH, HOCIL, NO

Kan monositleri, doku makrofajlar1 (kupfer hiicreleri, alveolar makrofajlar) gibi
fagositik hiicreler ve nétrofiller, eozinofiller, bazofiller gibi graniilositler immunojenik veya
Ozel bir uyaranla uyarildiktan sonra lizozomlarmi digsar1 vermeye baslarlar. Reaktif oksijen
olusumunun yanisira, mitokondri disindaki oksijen liretiminde bir patlama (respiratory brust)
olur. Fagosite edilmis, patojenler oksidan ajanlar tarafindan Oldiiriilir. Solunum yolu ile
patlamanin amaci oksidan ajanlar saglamaktir. Olusan oksidan ajanlar patojenleri 6ldiirmenin
yanisira myeloperoksidaz sistemine de etki eder. Hidrojen peroksit ve hipoklorit
kombinasyonu myeloperoksidaz sistemini etkiyerek de giiclii bir antimikrobiyal aktivite

gosterir. Bu radikaller memeli bakteri ve parazitlerine karsi sitotoksik etkiye sahip oksidan
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ajanlardir. Membran peroksidasyonu, membran proteinlerinin dekarboksilasyonu ve/veya
oksidasyonuna yol acip membran biitliinliigiinii bozabilir ve DNA'yr okside ederek
parcalayabilir. Fagositik kaynakli oksidan ajanlar; ototoksik, immunosupresif ve mutojenik

etki olusturabilirler (Natarajan V. 1995).

2.4.2.2. Eksojen serbest radikal olusum mekanizmasi

Serbest radikaller, eksojen nedenlerle de olusabilir. Radyasyon, sigara dumani, zehirli
gazlar, bazi ilaglar, kanserojen maddeler ve pestisitler en 6nemli eksojen serbest radikal

iretim kaynaklar1 olarak bilinirler (Ball S. and ark. 1986).

2.4.3. Serbest radikallerin etkileri

Serbest radikaller, hiicrelerin lipit, protein, DNA ve karbonhidratlar gibi tiim onemli
bilesiklerine etkiledigi bilinmektedir (Gutteridge J.M.C. 1995, Kehrer J.P. ve Smith C.V.
1994). Bu etkilerden ilki hiicre membraninda gézlenir. Hiicre zarinda bulunan kolesterol ve
yag asitlerinin doymamis baglar1 serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek
peroksidasyon tirlinleri olustururlar. Coklu doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimi lipit
peroksidasyonu olarak bilinir, ¢ok zararhdir ve geri doniisiimsiizdiir (Akkus 1. 1995,
Gutteridge J.M.C. 1995, Kehrer J.P. ve Smith C.V. 1994).

Proteinlerin serbest radikal hasarindan etkilenmesi ise aminoasit kompozisyonuna
bagimlilik gdsterir. Doymamis bag veya siilfiir igceren amino asitler serbest radikaller i¢in
onemli birer hedef olusturarak siilfiir ve karbon merkezli radikallerin olusumuna neden
olurlar. Ozellikle hem proteinleri serbest radikaller i¢in dnemli birer hedef olusturmaktadir.

(Akkus 1. 1995, Kehrer J.P. ve Smith C.V. 1994).

2.4.3.1. Hiicre ici etkileri

2.4.3.1.1. Lipit peroksidasyonu

Serbest radikal hasarinin esas siireci lipit peroksidasyonu olarak kabul edilmektedir.
SOR, ozellikle hidroksil radikali pek ¢ok organik bilesigin doymamis baglarina saldirarak
etkisini gostermektedir. Biyolojik zarlar hiicreleri ve hiicre organellerini ¢evreleyen, lipit ve

proteinlerden olusan yapilardir. Cift tabaka fosfolipit arasma gomiilii halde bulunan proteinler
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enzim, reseptor, tastyict molekiil olarak pek cok hiicresel islevde yer almaktadir. Biyolojik
zarlar biiyiik miktarlarda yan bagl ¢oklu doymamis yag asidi (PUFA) icerirler ve serbest
radikal hasarmna kars1 ¢ok hassastirlar. Hiicre zarmm islevlerini gergeklestirebilmesi
akiskanligina baghdir. Akiskanlik ise biiyiik Olciide PUFA varlifiyla saglanmaktadir.
PUFA’larin hasarinda zarmn akiskanligmmm da azaldigir gosterilmistir (Halliwell B ve
Gutteridge IMC. 1999).

Zara yapisik poliansatiire yag asitleri 6zellikle hidroksil radikali tarafindan saldiriya
ugrar ve yag asidi yan zincirinden (L-H) bir hidrojen atomunun uzaklagmasi ile lipit
peroksidasyonu baslar.

L-H+ OHs — L+ H;0

Bdylece bir yag asidi zinciri radikal (L) 6zellik kazanir. Lipit radikallerinin molekiiler
oksijenle reaksiyona girmesi sonucu lipit peroksil radikali (L-O,¢) meydana gelir.

Le+0;, — L-Oy

Lipit peroksil radikali cok reaktiftir, zar proteinleri ve zardaki komsu yag asidi
zincirleri ile reaksiyona girerek lipit peroksitlerini ve lipit radikalini olusturur.

L-Oy* +L-H — L-O;H + Le

Olusan serbest radikaller zincir reaksiyonu seklinde yeni serbest radikaller olustururlar
( Halliwell B ve Gutteridge JIMC. 1999).

Lipit peroksidasyonunun baslamasi ile olaylar; ¢ogu yag molekiiliiniin zarda oldukc¢a
hareketli bir planda bulunmasi ve zincirleme reaksiyonlarin baslangi¢ yoniinde olusan énemli
degisiklikler nedeniyle genis bir hal alabilir. Lipit peroksidasyonu zarin yapisinda ve
barindirdig1 enzimlerde asagidaki hasarlar1 olusturur:

Zarin akigkanlhigini degistirerek iyon pompalarmi ve reseptorlerin baglanmasini
etkileyebilir (Van der Vliet A ve Bast A 1992).

Zar lipitlerinin hidrolizi fosfolipaz A,’i uyarabilir, bu da reseptor fonksiyonlarini
etkiler (Van der Vliet A ve Bast A 1992).

Artan zar gecirgenligi nedeniyle kalsiyum homeostazisi degisebilir ve ATPazlarin
kalsiyumu tutmasi azalabilir (Van der Vliet A ve Bast A 1992).

Sonunda plazma membraninin biitiinliigiiniin kaybiyla hiicre 6liimii ve doku nekrozu
gerceklesebilmektedir. Zincirleme serbest radikal reaksiyonlar1 sirasinda ortamda demir ve
bakir gibi metal iyonlar1 bulunmadiginda ortaya ¢ikan lipit hidroperoksit ve iirlinleri oldukca
kararl bilesiklerdir. Metal iyonlar1 ve onlarin kompleksleri lipit hidroperoksitleri pargalayarak
lipit peroksidasyonu olusturmaktadir (Halliwell B ve Gutteridge JMC 1999).

L-OH +Fe” — L-Op+H' +Fe”
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Lipit peroksidasyonu, lipit peroksitlerinin malondialdehit (MDA) ve diger karbonil
bilesiklerine doniismesiyle sona erer (Halliwell B ve Gutteridge JMC 1999).

Malondialdehit 6l¢iimii lipit peroksidasyonunun gostergesi olarak yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Bu bilesigin miktarmin saptanmasinda tiyobarbitiirik asit ile reaksiyona
giren maddelerin (TBARS) 6l¢timii yapilmaktadir. Bu olduk¢a nonspesifik olmasina ragmen
MDA tespitinde siklikla kullanilmaktadir (Urso M.L ve Clarkson PM. 2003).

Peroksidasyon sonucu olusan reaktif aldehitler serbest radikallere gore daha
stabildirler ve hiicre i¢inde veya hiicreden disariya c¢ikarak daha uzaktaki bolgelerdeki
proteinlerin serbest amino gruplari, fosfolipitler ve niikleik asitlerle reaksiyona girebilir.
Bunun sonucunda molekiil i¢ci ve molekiiller arasi 1-amino—3-imino propen (AIP) kopriileri
kurabilir ve biyolojik molekiillerde yapisal modifikasyonlar olusturabilir (Sekil 6), (Uchida
K.2000).

Ug karbonlu bir ketoaldehit olan MDA, normal metabolik sartlarda, dnce asetat veya
malonata kadar okside olur, daha sonra kreps siklusu ile CO;’e indirgenerek atilir. Fakat asir1

lipit peroksidasyonunda MDA konsantrasyonu artar ve dokulara hasar verir (Uchida K. 2003).

A
2-Alkalenler 4-Hidroksialkalenler Ketoaldehitier
S AN R ) -
= ~ N - ~
5| | R0 ™% N o

X ¥
Q
e MO WO OMO
O OH _ /
Akrolein 4-Hidroksi-2-nonenal Malondialdehit
(HNE) (MDA)

Sekil 6: Lipit peroksidasyonu ile olusan aldehitler (Uchida K.2000).

2.4.3.1.2. Nukleik asitler tizerine etkileri

Serbest radikallerin hiicre ¢ekirdeginde ve DNA'da etkileri genotoksik ve mutojenik
degisikliklere yol agar. DNA'nin niikleik asitleri ile reaksiyona giren serbest radikaller, DNA

dizininde catlaklar meydana getirerek bu hiicrelerin kanser hiicrelerine doniismesine neden
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olurlar. Oksidatif DNA hasar1, biiyiik 6l¢iide yaslanma ve kanser gelisimine katkida bulunur
(Kaynak K. 2002, Kolanjiappan K and ark. 2003).

2.4.3.1.2.1. Mitokondriyal Dna’da oksidatif hasar ve yaslanma

Mitokondriyal DNA’da (mtDNA) oksidatif hasar ve bu hasara baglh mutasyonlarin
yaslanma siirecinde onemli oldugu ve mitokondrilerin yaslanmada anahtar rol oynadiklar1
Miquel ve ark. tarafindan 1980°de agiklanmistir (Miquel J. ve ark. 1980). Giinlimiize dek
yapilmis olan arastirmalar fizyolojik yaslanma, prematiir yaslanma semptomlar1; Alzheimer
hastaligi, diyabet, kalp yetersizligi, sagirlik, optik sinir dejenerasyonu, bir¢ok ilerleyici kas
hastalig1 ve kanser gibi yaslanma ile sikliklar1 artan hastaliklarin mutasyona ugramis DNA
iceren disfonksiyonel mitokondrilerin varligi ile ilgili oldugunu ortaya koymustur (Wallace
DC. 1997, Burgak G. ve Andican G. 2004, Martin GM. ve Oshima J. 2000).

Oksidatif hasara bagli mutasyonel yiik artarken koruyucu ve onaricit proteinlerin
azalmasi/hasarlanmasi mitokondrilerin hasar ve mutasyona yatkinhigini arttirr ve hiicresel

yaslanmay1 hizlandirir (Luft R. 1995).

Oksidatif stres
(eksojen / endojen)

}

ROT udretinm

mtDNA hasan

|
|

Hasarl: DN .-\l birik imi

v

Mitokondriyal redoks disfonksiyvon

'

Enerji treuminde azalma

- e

Organ disfonksiyonu A poptozis

T

Yaslanma bulgulan

Sekil 7: Mitokondriyel ROM, Oksidatif mtDNA Hasar1 ve Yaslanma (Ogiit S. ve Atay E
2012).

Canlilarda yasamsal 6nemi olan, oksijenin bazi ara bilesiklerinin de bulundugu serbest
radikaller hiicresel dilizeyde toksik etki gdosterirler. Mitokondri i¢ zar1 oksidatif

fosforilasyondan otiirii, ROT’lerin biiylik olgiide iiretildigi yerdir. Normal metabolizma
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iirtinleri olan ROT ler, DNA'da c¢esitli bozulmalara, 6zellikle kopmalara yol acar. Mitokondri
DNA'sinda, normal durumdakinden farkli olarak ortaya ¢ikan oksitlenmis bazlarin, ¢ekirdek
DNA'sindakinlerden 16 kat daha fazla oldugu bulunmustur. Bu durum, ROT'lerinin,

mtDNA'da ¢ok sayida hasar meydana getirebilecegini gostermektedir.

2.4.3.1.3. Proteinlere etkileri

Serbest radikallerin ¢ift bag ve tiyol iceren molekiillerle reaktivitesinin yiiksek
olmasindan dolay1; triptofan, trozin, fenilalanin, histidin, metionin ve sistein aminoasitleri
serbest radikal hasarina duyarhdir. Yapisinda veya katalitik aktivitesinde bu aminoasitler yer
alan enzimler radikal etkisi ile inhibe olurlar. Ayrica radikal etkisi ile sitoplazmik ve
membran proteinlerinde c¢apraz baglanmalar ve agregat olusumu goriiliir Normalde
modifikasyonlara direngli olan prolin, lizin gibi aminoasitler, O,", H,O, ve OH" radikallerinin
etkisi ile nonenzimatik olarak hidroksilasyona ugrayabilirler (Baykal Y ve Kocabalkan F.

2000).

2.4.3.1.4. Karbonhidratlara etkileri

Monosakkaritlerin  otooksidasyonu sonucu H;O, ve okzoaldehitler olusur.
Okzoaldehitler, DNA, riboniikleik asit ve proteinlere baglanabilir ve c¢apraz bag
olusturabilirler. Bag dokusunun 6nemli bir mukopolisakkaridi olan hyaliironik asidin serbest
radikallerle etkileserek bag dokusunun duraganliginin bozulmasma ve sivinin akiskanligmin

kaybina neden olur (Baykal Y ve Kocabalkan F.2000).

2.4.3.2. Hiicre dis1 etkiler

2.4.3.2.1. Kemotaksi

Serbest radikaller, endotel hiicrelerinden kemotaktik faktér ya da proinflamatuar
molekiiller olarak adlandirilan histamin, platelet aktive edici faktor (PAF), lokotrein B4
(LTB4) salimimina yol agarlar. Bu kemotaktik faktorlerin etkisi, dolasimdaki l6kositlerin
patoloji bolgesinde yogunlagmalarini1 ve endotel ile iligkilerinin artmasini saglamaktir (Kavas

GO). 1989).
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2.4.3.2.2. Rolling

Normal kosullarda dolasimdaki Iokositler, damar endoteli ile nadiren temasta
bulunurlar. Endotelin, I/R ile olusan radikaller tarafindan uyarilmasi sonucu Iokositler ve
ozellikle de noétrofiller, kendi etraflarinda yuvarlanmaya baglarlar. Yuvarlanma olaymi, ayni
gruptan ii¢ molekiil yonlendirir. Bunlar 16kositlerde bulunan L-selektin, endotel hiicrelerinde
yer alan P ve E selektindir. L-selektin, l6kositlerin cogunda bulunmakla beraber en yogun
olarak bulundugu grup notrofillerdir. L selektin, aktive olmamis notrofillerin uyarilmis
endotel hiicrelerindeki P ve E selektinlerle birlesip ilk rolling olaymnm baslamasindan
sorumludur. L, P ve E selektinlerin etkilesimi sonucu lokositlerde yuvarlanma olay1

gerceklesir (Carlos TM ve Harlan JM 1994).

2.4.3.2.3. Adhezyon

Serbest radikaller, notrofil ve endotel hiicrelerinden selektin molekiillerinin yani sira
adhezyon molekiillerinin de aciga ¢ikmasimni saglar. CD11/CDI18, lokosit integrini olarak
bilinir ve noétrofiller tarafindan daha ¢ok salinan, adhezyon ydnlendiren bir molekiildiir.
Adhezyon olay1 yalnizca lokositler arasinda gerceklesen bir olay degildir. Endotel
hiicrelerinin de bu olayda rolii biiyliktiir. I[CAM-1, endotel hiicreleri tarafindan salinir ve
16kosit integrini CD11/CD18’in karsih@idir. ICAM-1’in salmimi, I/R patogenezinde iskemi
sonrast notrofil-endotel hiicresi adhezyonunun molekiiler diizeyde en 6nemli belirleyicisidir.
CDI11/CD18 ve ICAM-1’in reaksiyona girmesi, endotel hiicresine yapisan ndtrofillerden,
iskemik dokuya direk radikal transferini hizlandirrr. Bu gecis, kapiller diizeyde endotel
hiicrelerinin arasiin agilarak damarin bariyer yapismi yitirmesine, olusan araliklardan

notrofillerin dokuya kagmasi seklinde gergeklesir (Horgan MJ ve Ge M, 1991).

2.4.3.2.4. Antiadhezyon molekiilleri inhibisyonu

Serbest oksijen radikalleri, NO’1 inhibe ederler. NO, kararsiz bir nitrat bilesimidir.
Damarlarda gevsemeye sebep olmasi, ilk tespit edilen fonksiyonu olmakla beraber
organizmada bir¢ok biyolojik olayda gorev alir. Kas, deri, bagirsak ve kalp gibi bir¢ok organ
sisteminde var oldugu bilinmektedir. Endotel hiicreleri, 16kositler gibi pek ¢ok hiicreden
salinabilir. NO, lokositin endotele adhezyonunu Onleyen en onemli endojen molekiildiir.
Ancak NO salinimi, reperflizyon hasar1 siirecinde ortaya c¢ikan siiperoksitin, endotel

hiicrelerine etkisi ile inhibe olur (Lefer DJ ve Scalia R,1997).
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Adhezyondan sonra 6zellikle notrofiller endotel hiicrelerinin arasindan diapedez ile
dokuya gecerek burada birikirler ve aktif oksijen (respiratuvar patlama), proteolitik enzim ve

inflamatuvar sitokinlerle doku hasarini baslatirlar (Most D ve Hoyt J,1996).

2.4.4. Reaktif oksijen tiirleri ve yashhik

Yaslanma ile birlikte metabolizmada ¢ok sayida geri doniisiimsiiz degisiklikler
olugsmaktadir. Bunlarin en Onemlilerinden birisi de metabolizma sirasinda olusan reaktif
oksijen ve nitrojen tiirevlerinin DNA, RNA, lipitler ve proteinlerde hasara yol agacak
irlinlerinin birikmesidir (Bejma J. ve Ji L. 1997, Cakatay U. ve ark. 2000). Yaslanmayla
redoks dengesi zaman i¢inde birikimsel olarak hasara ugramakta ve metabolizmada daha ¢ok
serbest radikal olusmaktadir (Radak Z. ve ark. 2005).

50’11 yaslardan itibaren ROT yapimi belirgin sekilde artmaktadir. Hiicrede oksijenin
%90’1 oksidatif fosforilasyonun merkezi olan mitokondrilerde tiiketilir. Bunlarin %2’si ROT
adin1 alan Uriinlere doniisiir. ROT DNA, protein, lipidler ve tiim yapilardaki molekiillere
saldirir. DNA molekiil oksidasyonu ile genetik messenger DNA hasari, hiicre boliinmesinin
durmasi, kontrolsuz biiyiime-malignensi olusumu, lipid peroksidasyonu ile hiicre membran
hasari, ateroskleroz hizlanmasi gergeklesir (Cankurtaran M.).

Artmis oksidatif stresin yaslanmada gelisen oksidatif protein hasarmdaki rolii giincel
olarak ilgi konusudur. Oksidatif protein hasar1 sonucunda protein yapisinda meydana gelen
degisiklikler; agregasyon ile fragmentasyonda artis, sekonder ve tersiyer yapinin degisiklige
ugramasi olarak siralanabilir. Bu degisiklikler sonucunda proteolize yatkinlik ve normal
fonksiyonda azalma meydana gelir (Butterfield DA. ve ark. 1998, Cakatay U. ve ark. 1998).

Yasin ilerlemesi ile birlikte ¢izgili kasta, kalp kasinda, diyaframda ve beyinde de
mitokondriyal DNA serbest oksijen radikal hasar1 gelisir. Mitokondriyal solunum hasarlari
sadece dokularda degil Parkinson, Alzheimer ve diger yasla artan hareket bozukluklarinda da
artmaktadir. Ancak kalori kisitlamasiyla bu hasarin azaldigi gosterilmistir (Kurt N.
2008).Serbest radikallerin, yaslanma siirecine etkili olduklar1 varsayildiginda en azindan
teorik olarak oksidatif reaksiyonlar1 durduran veya yavaslatan diyet uygulamalariyla yasam
siiresinin uzatilmas: miimkiindiir. Giiniimiize kadar yapilan calismalarin bir¢ogunda diyet
ilavelerinin ortalama yasam siiresini arttirdigi, ayrica antioksidanlarla tedavi edilen
hayvanlarin daha az kilo, lipofuskin ve tiimér olusumuna, genetik olarak da duyarl wrklarda

otoimmun hastaliklarda azalmaya meyilli olduklar1 saptanmistir (Sacher GA. 1977).
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ROT!' lerin diizeyi, yaslanma siireci ile paralel bir artig gosterir. Yaslanma ile protein
karboksilasyonunun artis1 ve katalize edici tiim enzimlerin azalmasmin bu dengesizlikte
onemli rolleri vardir (Cavdar C. ve ark. 1997).Yasl hayvanlarda mitokondrilerin tirettigi ROT
miktari, genglere oranla daha yiiksektir. Reaktif oksijen tiirevlerinin, DNA'da, hem seker
fosfat iskeleti iizerinde kirma yada koparma hem de bazlar lizerinde nokta mutasyonlar1

biciminde etkileri vardir (Demirsoy A. 1998).

2.5. Antioksidanlar

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 onlemek
icin viicutta birgok savunma mekanizmalar1 gelistirilmistir. Bunlar antioksidan savunma
sistemleri veya kisaca antioksidanlar olarak bilinir. Antioksidanlar, peroksidasyonu
engelleyerek ve/veya reaktif oksijen tiirlerini toplayarak lipid peroksidasyonunu inhibe
ederler. Antioksidanlar dort sekilde etki ederler:

1. Toplayict etki: Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma ve ¢ok daha
zayif bir molekiile ¢evirme islemidir.

2. Bastirict etki: Serbest oksijen radikallari ile etkilesip, onlara bir hidrojen aktararak
aktivitelerini azaltan veya inaktif sekle doniistiiren olaydir.

3. Onaricr etki: Peroksidasyon zincirini tamir ederek etki gosterir.

4. Zincir kirict etki: Serbest oksijen radikallerini kendilerine baglayarak,
peroksidasyon zincirini kirip etkisiz hale getirir.

Antioksidanlar dogal (endojen kaynakli) ve eksojen kaynakli antioksidanlar olarak iki
gruba ayrilir. Kendi i¢inde de enzim olan ve enzim olmayanlar olarak ayrilirlar. Melatonin
endojen kaynakli enzim olmayan bir antioksidandir (Tan DX. ve ark. 1988).

Hiicreler serbest radikalleri detoksifiye eden antioksidan savunma sistemlerine
sahiptirler. Aerobik organizmalar bu savunma sistemleri tarafindan oksidatit degisikliklere
kars1 korunmaktadirlar. Antioksidan maddelere; E vitamini, C vitamini, siiperoksit dismiitaz
(SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzimleri ve C vitamini, E vitamini,
sistein, irik asit ve glutatyon gibi enzimatik olmayan serbest radikal temizleyicileri 6rnek
olarak verilebilir. Fakat antioksidan sistemler tam olarak etkili olmadig: i¢in ve ilerleyen yasla
birlikte antioksidan savunma mekanizmalar1 yetersiz kaldig1 i¢in olusan hasarlar birikmekte
ve yaslanmaya yol agmaktadir (Weindruch R. 1996, Pollack M. ve Leeuwenburgh C. 1999).

Yasla birlikte, oksidan ve antioksidanlar arasindaki dengede bir diizensizlik

olugsmaktadir. Ciinkli yasla birlikte antioksidanlarin miktarlar1 6nemli derecede azalir.
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Ornegin ratlarla yapilan ¢alismalarda iskelet kaslar1 ve karaciger gibi dokularda C vitamini
miktarinin 6nemli 6l¢lide azaldig: tespit edilmistir (Pollack M. ve Leeuwenburgh C. 1999).
Oksidanlarin neden oldugu oksidatif stres, antioksidan savunmalar azaldiginda veya oksidatif
reaksiyonlarin antioksidan reaksiyonlardan daha fazla oldugunda agiga ¢ikar (Buettner GR.
1993). Yaslanma siirecinde artan serbest radikal tiretimi ile birlikte antioksidan savunma
sistemindeki azalmanin, onemli etken faktorler olduklar1 kabul edilmektedir (Wickens AP.
2001). Yine de bazi hayvan gruplarin da antioksidan enzimlerin yaslanmay1 geciktirdigine
dair bilgiler bulunmaktadir.

Ayrica bazi canli gruplariyla yapilan ¢aligmalar, antioksidan terapinin oksidatif stresin
yol actig1 kanser ve bazi dejeneratif bozukluklar1 onleyerek yasam siiresini uzattigini
gostermistir. Mitokondrial DNA hasarmi1 Onleyen antioksidan sistemin giliclenmesi ile
farelerde yasamm ortalama 5,5 ay uzamasi biiyiik bir gelisme olarak goriilmektedir (Kara I. ve

Miidiiroglu A. 2008).

2.5.1. Antioksidan enzimler

2.5.1.1. Enzimatik antioksidanlar

2.5.1.1.1. Suiperoksit dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz (SOD), bir metalloenzimdir. Oksijeni metabolize eden biitiin
hiicrelerde bulunur. Ilk defa 1968 yilinda Mc Cord ve Fridovich tarafindan tanimlanan
siiperoksit dismutaz enzimi siiperoksitin, hidrojenperoksit ve molekiiler oksijene
dontistimiinde gorev alir. Reaksiyonun formiilasyonu, su sekildedir: (McCord JM, Fridovich L.
1969).

20, +2H" — H,0, + 0,

Stiperoksit dismutaz, bu reaksiyonda hem oksidan hemde rediiktan olarak hareket
eder. Oksijen radikalleriyle olusan hasara kars1 SOD, katalaz ve glutatyon enzim sistemiyle
birlikte ¢alisan bir savunma mekanizmasidir (Cizelge 4). Boylece olusan hidrojen peroksit,
katalaz veya glutatyon peroksidaz enzimleri tarafindan su ve oksijene indirgenmektedir.

Peroksit radikalinin dismutasyonu ile olusan H,O, doku i¢in biyolojik avantaj saglar.
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Tablo 4: Antioksidan savunma mekanizmasi (Karabiga M. 2006).

Glutatyon

Oy GSH Reduktaz GSSG

‘;()Dl \/
/Tm\
H ();v H,0 +0,

Laktoferrin ———» Katalaz

Lipid Peroksidasyonu

Stiperoksit dismutazin bu reaksiyonu oksidatif strese karsi ilk savunma olarak da
adlandirilir. Ciinkii O,’, zincirleme radikal reaksiyonlarmin giiclii bir baslaticisidir. Bu sistem
sayesinde hiicresel kompartmanlardaki O, diizeyleri kontrol altinda tutulur. Biitiin
canlilardaki SOD, kofaktoér olarak igerdigi metal iyonuna gore dort izoenzim halinde
smiflandirilabilir (Mates JM ve Sanchez-Jimenez F. 1999, Whittaker M ve Whittaker JW.
1998).

1) Cu-Zn SOD: Bakir ve ¢inko iyonlarmni igceren dimerik tiptir ve sitoplazmada
bulunur. Siyanit, bu izoformun islevini baskilar. Hiicrede en fazla miktarda bulunan
izomerdir.

2) Mn SOD: Mangan iyonu igeren tetramerik tiptir ve mitokondriyonda bulunur.
Siyanit tarafindan bloke edilmez.

3) Fe-SOD: Bazi1 bakterilerde saptanmustir.

4) Ni-SOD: Bazi bakterilerde bulunur. Aminoasit kompozisyonu diger izoenzimlerden
farklidir.

5) Hiicre D1s1 SOD: Bu izoform, hiicre zaridaki kollajene baglanarak nétrofil ve diger
hiicrelerden salinan siiperoksitleri kontrol eder. Enzimin fizyolojik islevi, oksijeni katabolize
eden hiicreleri siiperoksit serbest radikalinin zararl etkilerine kars1 korumaktir. Bu yolla, lipit
peroksidasyonu engellenmis olur (Niwa Y. ve ark. 1990).

SOD’un etkinligi, yiiksek oksijen kullanimi olan dokularda daha fazladir ve doku
kismi oksijen basmci (PO,) artisina paralel olarak artar. Normal metabolizma sirasinda
hiicreler tarafindan ytiksek oranlarda siiperoksit liretimi olmasina ragmen, hiicre i¢i siiperoksit

seviyeleri diisiik tutulur. SOD’un hiicre dis1 etkinligiyse oldukca diistiktiir (Lunec J. ve Blake
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D. 1990). SOD, fagosite edilmis bakterilerin hiicre i¢i ortamda 6ldiiriilmesinde de rol oynar.
Bundan dolayi, SOD graniilosit islevi i¢in ¢ok 6nemli bir enzimdir. Ayrica lenfositlerde,

graniilositlerden daha fazla miktarda SOD bulunmaktadir (Kobayaski Y. ve ark. 1977).

2.5.1.1.2. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz, hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu olan enzimdir.
Hiicre zarmdaki fosfolipit hidroperoksitlerini alkole indirger (Spallholz JE. 1990). Tetramerik
yapidadir ve dort selenyum atomu igerir. Sitoplazmada ve mitokondriyonda bulunabilir
(Blanco-Coronado JL. ve ark. 1992).

GSH-Px’in fagositoz yapan hiicrelerde onemli islevleri vardir. Sitozolde yerlesik
GSH-Px, asagidaki reaksiyonlar1 katalizleyerek, hidrojen peroksidin ve organik
hidroperoksitlerin (ROOH) indirgenmesini saglar:

H,O0, +2GSH — GSSG + 2H,0

ROOH +2GSH — GSSG +ROH + H,O

Glutatyon peroksidazin iki substrat1 vardir. Substratlarindan biri olan peroksitler alkole
indirgenirken, diger substrat olan GSH yiikseltgenir. Olusan yiikseltgenmis glutatyon
(GSSQ@G), glutatyon rediiktaz enziminin katalizledigi bir bagka reaksiyon ile tekrar indirgenmis
(GSH) glutatyona doniisiir:

GSSG + NADPH + H" — 2GSH + NADP"

Yapis1 ve fonksiyonlar1 ¢ok yakin zamanda aydinlatilabilmis olan bir diger GSH-Px,
“fosfolipit-hidroperoksit glutatyon peroksidaz” enzimidir. Bu enzim de selenyum igerir.
Ancak monomerik yapidadir. Zar yapisindaki fosfolipit hidroperoksitlerini, alkollere
indirgeyerek, ozellikle E vitamininin yetersiz oldugu durumlarda peroksidasyona karsi
korunma saglar (Valko M. ve ark. 2006, Drevet JR. 2006).

PL-OOH +2GSH — GSSG + PL-OH + H,O

Diger antioksidanlarla birlikte, solunum patlamasi sirasinda serbest radikal
peroksidasyonu sonucu fagositoz yapan hiicrelerin zarar gérmelerini engeller. Eritrositlerde,
oksidasyona yol agan strese karsi en etkili antioksidandir. GSH-Px’in enzim etkinligindeki
azalma, hidrojen peroksitin artmasina ve siddetli hiicre hasarina yol agar. Ayni1 zamanda bu
enzim, lipit peroksitlerinin indirgenmesini de katalizlemektedir (Rambabu JP. Ve Rao MB.
1994). Hiicre zarina bagli en 6nemli bagh antioksidan olan E vitamini miktar1 az oldugu

zaman, hiicre zarinin peroksidasyona kars1 korunmasini saglar (Spallholz JE. 1990).
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2.5.1.1.3. Glutatyon rediiktaz (GR)

Glutatyon rediiktaz, bir flavin enzimidir ve koenzimi NADPH ve prostetik grubu
FAD’dir. Hem sitozol hem de mitokondride bulunmaktadir. Okside glutatyon hiicreyi
antioksidanlara karsi koruyamaz. Hiicre, elektron kaynagi olarak NADPH’1 kullanan
glutatyon rediiktazin katalizledigi bir reaksiyon ile indirgenmis glutatyonu tekrar olusturur.
NADPH, hidrojen peroksidin indirgenmesinde indirekt olarak elektronlar1 saglar. Olusan
NAD" ise Glukoz 6-fosfat dehidrojenaz enzimi yardimiyla NADPH’ a déniistiiriiliir (Paglia
DE ve Valentine WN. 1967).

GR
GSSG + NADPH +H" — 2GSH + NADP"

2.5.1.1.4. Glutatyon-S-Transferaz (GST)

Glutatyon-S-transferazlar, hiicresel detoksifikasyon ve transporttan sorumlu iki protein
alt birimden olusan multifonksiyonel protein ailesidir. Genel olarak ii¢ sitozolik ve bir de
mikrozomal olmak {izere dort ana gruba ayrilir. GST ailesi hepatositlerdeki baslica
detoksifiye edici sistemdir. Ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda o6nemli rol
oynamaktadirlar. Basta arasidonik asit ve linoleat hidroperoksitleri olmak iizere lipit
hidroperoksitlere karsi GST’ler, selenyumdan bagimsiz GPx aktivitesi gosterirler (Shidhu P.
2004).

GST
ROOH +2GSH — GSSG + ROH + H,O
Glutatyon-S-transferazlar, glutatyonun reaktif metabolitlerle konjugasyonunu

saglayarak organizmadan uzaklasmasini saglamaktadir (Liebert J and ark 2005).

2.5.1.1.5. Katalaz (CAT)

Katalaz 60 kDa agirhiginda 4 ayn1 yapida tetrahedral subunitler igeren hem enzimidir.
240 kDa molekiil agirliginda her molekiilde 4 adet ferriprotoporfirin icerir. Katalaz, hidrojen
peroksidi oksijen ve suya parcalayan reaksiyonu katalizler (Mates JM ve Sanchez-Jimenez
F.).
CAT
2H,0, — 2H,0+0,
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Katalaz, peroksizomlarda yerlesmis olup kan, kemik iligi, mukoz membranlar,
karaciger ve bobrekte yiiksek miktarlarda bulunmaktadir.

Katalaz diisiik hizlarda hidrojen peroksidin olustugu durumlarda veya ortamda yiiksek
miktarda elektron alicis1 bulundugunda peroksidatif tepkime ile su olusturur.

H,O,+ AH, — 2H, O+ A

Hidrojen peroksit olusum hizinin yiiksek oldugu durumlarda ise katalitik tepkimeyle
hidrojen peroksidi suya doniistiirerek ortamdan uzaklastrmaktadir (S6zmen E.Y. and ark.
2002).

H,0, + H,0, — 2H,0 + O,

2.5.1.2. Enzimatik olmavyan antioksidan savunma sistemleri

2.5.1.2.1. E ve C vitamini

Yagda ¢oziinen vitaminler igerisinde 6nemli yere sahip vitamin E, 6zellikle membran
ve lipoproteinlerin bilesenleri iizerinde zincir kiric1 antioksidan etkiye sahiptir. Alfatokoferol
vitamin E tiirevleri igerisinde en aktif bilesik olup, zincir reaksiyonlar: ile iliskili peroksil
radikalini temizleyerek lipit peroksidasyonunu engeller (Steinberg D. 2000).

Yapisindaki fenolik hidroksil grubuna sahip aromatik halka bu molekiile antioksidan
ozellik kazandirir (Halliwell B. 1996). Bununla birlikte alfatokoferol singlet oksijen, alkoksil
radikali, peroksinitrit, nitrojen dioksit, ozon ve siliperoksit radikalleri ile de tepkimeye girer.
Lipit radikalleri ile tepkimesi sonucu olusan alfatokoferol radikalinin, peroksil radikaline gore
membranlarin yag asidi zincirlerine karsi reaktivitesi ¢ok diisiik olup, askorbik asit basta
olmak tizere diger molekiil veya mekanizmalar tarafindan alfatokoferola doniistiiriiliir (Wang
X ve Quinn PJ. 1999).

Askorbik asit veya vitamin C glikoz metabolizmasindan gelen, suda c¢o6zilinen
vitaminler grubundandir. Prolin, lizin ve dopamin alfa hidroksilaz enzimlerinin kofaktori
olup, bu amino asitlerin hidroksilasyonunda ve kollojen fibrillerin sentezinde gereklidir.
Askorbik asidin (Vitamin C) bir elektron oksidasyonu sonucu monodehidro askorbil radikali
olusurken, reaksiyona girdigi radikali de etkisiz hale getirerek serbest radikallerin
organizmaya verdigi zarar1 engeller. Askorbik asidin radikalik formu ise glutatyon sistemi

tarafindan askorbik aside yeniden doniistiiriiliir (Mendiratta S and ark. 1998).
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2.5.1.2.2. Karotenoidler

Karotenoidler (B-karoten, Likopen, Zeaksantin, Lutein, Violaksantin), genelde sar1 ve
turuncu renkli bilesikler olup bazi bakteriler ve alglerde, cogu zaman ise bitkilerde bulunan
pigmentlerdir. Insan ve hayvanlar karotenoid biyosentezini gerceklestiremedikleri icin bu
bilesikleri diyetle alirlar. Karotenoidler organizmada, triplet uyaricilarin zararli etkilerini
baskilama, singlet oksijeni baskilama ve bazi oksijen radikallerini temizleme gibi koruyucu
etkilere sahiptir. Bununla birlikte karotenoidler, lipit membranlara lokalize olarak

membranlarin oksidatif strese karsi hassasiyetini azaltir (Gruszecki WI ve Strzalka K.2005).

2.5.1.2.3. Glutatyon (GSH)

Glutatyon, glutamik asit, sistein ve glisinden olusan bir tripeptit olup antioksidan ve
indirgeyici bir ajandir. Organizmada temel olarak; peroksidaz aracili peroksitlerin katabolize
edilmesi, hiicresel tiyol ve redoks potansiyelinin diizenlenmesi, bir ndrotransmitter veya
immiinofarmakolojik tiyol gorevi istlenerek endokrin ve immiin sistem arasindaki
interaksiyonu saglamasi, redoksa duyarl transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunu artirarak
strese cevabin aktivasyonu gibi gorevler iistlenir (Droge K, and ark.1994, Haddad JJ and ark.
2000).

2.5.1.2.4. Urik asit (Urat)

Urik asit, ksantin oksidazin oksipiiriinleri (ksantin, hipoksantin gibi) oksitlemesi ile
olusur. Insan ve gelismis primatlarda piirin metabolizmasinin son iiriiniidiir. Urat, fizyolojik
kosullarda singlet oksijen, hipoklorit ve hidroksil radikali gibi reaktif bilesikleri baskilar fakat
stiperoksit radikali ile dogrudan reaksiyona girmez, peroksit kaynakli lipit peroksidasyonuna
kars1 korur, bu da iirik asidin antioksidan etkilerinin oldugunun gostergesidir (Becker BF and

ark 1991).

2.5.1.2.5. Melatonin

En zararli radikallerden OHe ortadan kaldiran ¢ok giiclii bir antioksidandir.
Melatoninin bir diger oOnemli Ozelligi lipofilik olmasidir. Boylece hiicrenin biitiin
organellerine ve hiicre ¢ekirdegine ulasabildigi gibi kan-beyin engelini de kolayca gecer. Bu
nedenlerle ¢cok genis bir dagilimda antioksidan aktivite gosterir. Melatoninin ¢ok yiiksek

dozlarda ve uzun siire kullaniminda bile toksik etkisi gozlenmemistir. Ayrica, bazi
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antioksidanlar gibi pro-oksidan aktivitesi de yoktur. Deoksiriboniikleik asit hasarinin
melatonin tarafindan cok etkili bir sekilde inhibe edildigi gosterilmistir. Yaslanma ile birlikte
melatonin iiretimi azalir. Bu durumun yaslanma ve yaslanmaya bagli hastaliklarin
patogenezinde Onemli olabilecegi diisiiniilmektedir (Leon J and ark. 2004, Deland R and ark.

1993).

2.5.1.3. Antioksidan korunma ve vasam siiresi arasindaki iliski

Organizmalar reaktif oksijen tilirlerine karst enzimatik [siiperoksit dismutaz (SOD),
glutatyon peroksidaz (GSH-Px), katalaz (CAT)] ve enzimatik olmayan (glutatyon [GSH], E,
A ve C vitaminleri, {irik asit, albiimin, seruloplazmin, bilurubin vb.) kompleks antioksidan
savunma sistemleri gelistirmiglerdir.

Normalde serbest radikaller ve antioksidan savunma sistemleri arasinda bir denge
vardir. Fakat cesitli nedenlerle serbest radikallerinin miktar1 antioksidan savunma
sistemlerinin kapasitesini agarsa hiicrelerin lipit, protein ve DNA gibi bilesenlerinde oksidatif

hasara neden olurlar. Oksidatif hasar bagladiktan sonra telafi edilmezse, zamanla artar
ve atheroskleroz, diabet, alzhaimer, koroner kalp hastaliklar1 ve kanser gibi yaslanmayla ilgili

bir¢ok hastaligin patogenezinde rol oynayabilir (Kim JW. ve ark. 2002).

2.6. Melatonin

Melatoninin sirkadyen ve mevsimsel ritimlerin, immiin fonksiyonun, retinal
fizyolojinin, tiimdr inhibisyonunun, uykunun diizenlenmesi gibi fonksiyonlarinin yanisira
serbest radikal toplayici ve antioksidan etkileri oldugu bilinmektedir (Reiter RJ. 2003).

Melatoninin beyinde oksidatif hasara karsi oldukca koruyucu oldugu kanitlanmistir.
Organizmadaki oksidatif hasarin % 50’sinin hidroksil radikalinden kaynaklandigi tahmin
edilmektedir. Hidroksil radikali ¢ok reaktif olup, iiretildigi yerin ¢evresindeki molekiilleri
ayirt etmeden zarar verir. Melatoninin ¢esitli teknikler kullanilarak in vivo ve in vitro oldukca
toksik hidroksil radikalinin toplayicist oldugu gdésterilmistir. Bu nedenle melatoninin etkisi
onemlidir. Diger antioksidanlarin ¢ogundan daha biiyiilk hizla toplayict etki gosterir
(Matuszak Z. ve ark. 1997).

Melatonin hidroksil radikalini detoksifiye etmekle beraber, esansiyal noronal
molekiilleri bozan diger reaktif oksijen ara iirlinlerini de noétralize etmektedir. ONOO™ ve

prekiirsor molekiillerinden NO’ide toplayici etki gosterdigi rapor edilmistir (Cagnoli CM. ve
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ark. 1995). 10;’inin toksisitesini de engelledigi gosterilmistir (Gilad E. ve ark. 1997). Lipid
peroksidasyonu, zincir reaksiyonlar1 nedeniyle diger serbest radikal hasarlarindan daha
dramatik olup 6zellikle yikicidir. Melatonin peroksil radikalini (LOO") detoksifiye edebilmesi
nedeniyle zincir kirici antioksidan olarak da fonksiyon yapabilir. Major zincir kirici
antioksidan vitamin E’dir. Melatoninin Vitamin E’ye gore belirgin bir avantaji kan beyin
bariyerini kolayca ge¢cmesidir (Pappolla MA. ve ark. 2000).

Melatonin direkt toplayict etkisinin yanisira, birka¢c 6nemli antioksidani aktive ederek
indirekt bir antioksidan olarak da etki eder. Bu enzimler radikal prekiirsorlerini ve reaktif
oksijen ara iirlinlerini toksik olmayan triinlere doniistiirerek serbest radikal hasarma karsi
korur. Beyinde major antioksidan enzimler siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz,
glutatyon rediiktaz ve glukoz 6-fosfat dehidrogenazdir. Farmakolojik ve fizyolojik melatonin
seviyelerinin her ikisinin de bu antioksidanlarin mRNA seviyelerini ya da aktivitelerini
uyardig1 gosterilmistir (Kotler M. ve ark. 1998, Barlow-Walden LR. ve ark. 1995).Glutatyon
peroksidaz, peroksinitrit rediiktaz gibi de fonksiyon gordiiglinden, sadece intraseliiler alandan
toksik hidroperoksidi ve hidrojen peroksidi ¢ikarmakla kalmaz, yiiksek derecede reaktif
ONOO™“y1 azaltir (Sies H. ve ark. 1997). Melatoninin fizyolojik seviyelerinin nitrik oksit
sentazi1 inhibe ederek NO olusumunu azalttig1 da gosterilmistir (Bettahi I. ve ark. 1996).

Beynin deneysel oksidatif hasar modellerinde, melatoninin hasar1 azaltmada belirgin
olarak efektif oldugu gosterilmistir. in vivo olarak eksitotoksisite, iskemireperfiizyon,
travmatik beyin hasari, hiperoksi, porfirik noropati ve Parkinson modellerinde, melatoninin
serbest radikal mekanizmasi ile olusan makromolekiilerhasar1 azalttigi, in vitro olarak amiloid
B’nin indiikledigi lipid peroksidasyonunu azaltmada efektif oldugu gdsterilmistir. Ek olarak,
oksidatif strese maruz kalan néronlarda ndron kaybinin muhtemel mekanizmasi olan apoptozu

azaltir (Pappolla MA. ve ark. 2000 ).
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Sekil 8: Melatoninin antioksidan 6zellikleri (Reiter RJ. 2003)

Serbest radikaller beyin dokusunda ©Onemli hasarlara yol ag¢maktadirlar. Biiyiik
olasilikla en Onemli neden O,° nin yiiksek oranlarda kullanimi, antioksidan savunmanin
yetersizligi ve beynin yiiksek miktarlarda, kolayca oksitlenebilen yag asitleri icermesidir. Bu
oksidatif hasarlar cesitli norodejeneratif bozukluklara neden olmaktadir. Santral sinir sistemi
hastaliklar1 son derece karmasik patolojiye sahiptir. Melatonin c¢esitli basamaklarda bu
olaylarla ilgilidir. Bunlar soyle siralanabilir;

1) Melatoninin viicutta lretimi yasla birlikte azalmakta ve bu da yasla birlikte
norodejenaratif bozukluklarin artmasina neden olmaktadir.

2) Melatonin kan-beyin bariyerini hizla gegcmekte ve disardan uygulandiginda beyinde
yiiksek konsantrasyonlara ulagsabilmektedir.

3) Melatonin serbest radikal yakalayicisi ve antioksidandir. Norolojik hastaliklarda
oksidatif hasar1 azalttig1 ve nérolojik fonksiyonlar1 korudugu ispatlanmistir.

4) Hayvan modellerinde yapilan calismalar, yetersiz beslenmede, melatonin
eksikliginin ortaya ¢iktigin1 ve dolayisiyla yaslanma siirecinin hizlandigini ortaya koymustur

(Reiter R.J. 1998).

2.6.1. Tanimi

Ik kez 1958 yilinda Aaron Lerner ve ark tarafindan kesfedilen melatoninin bu
donemde tanimi “melanophorecontracting hormon” olarak yapilmis ve kurbaga derisindeki
melanoforlarin beyaz goriinlisiine neden oldugu i¢in ve serotoninden tiiredigi i¢in bu isim

verilmistir (Turgut M. ve ark. 2002 ).
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Triptofan metabolizmasmin bir iirliinii olan melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin),
memelilerde pineal bez, retina, gastrointestinal kanalda ve ¢esitli periferik organ ve dokularda
sentezlenir. Melatoninin molekiil agirligi 232 olup hem lipit hem de suda ¢oziinmektedir.
Amfofilik yapis1 ve kii¢liik molekiillii olmas1 nedeniyle organizmada yaygin dagilim gosterir,
hiicresel kompartmanlara kolayca girer. Buna ragmen yagdaki ¢Oziiniirliigli daha fazladir.
Melatoninin tiim memeli tiirlerindeki pineal bezden hareketle Glgiilen kan konsantrasyonu
gece, giin boyuncaki konsantrasyonundan 5 ila 15 kere daha fazla bulunmustur (Poeggeler B.
ve ark. 1991).

Melatonin sekresyonunun endojen ritmi suprakiazmatik nukleus tarafindan diizenlenir
ve karanlik aydinlik sikliisii ile siirdiiriiliir. Melatonin diger hormonlari regiilasyonunu ve
organizmanin sirkadyen ritmini diizenler. Gli¢lii antioksidan 6zelligi olan bu dogal bilesik in
vitro ve in vivo giliclii bir sitostatik ajandir. Melatoninin etkinligi okiiler hastaliklarda,
diyabette, romatoid artritte, fibromyaljide, kronik yogrunluk sendromunda, enfeksiyon
hastaliklarinda, norolojik hastaliklarda, uyku bozukluklarinda, yaslanmada ve depresyonda
gosterilmistir (Goksel Sener 2010).

Insanlarda pineal bez 5 mm uzunlugunda, 1-4 mm kalnhginda ve 100 mg
civarindadir. Temel olarak ndroglial hiicreler ve melatonin iireten pinealosit hiicreleri olmak
iizere iki tip hiicre icerir (Reiter RJ. 2000). 40 sene Oncesine kadar pineal bez total olarak
fonksiyonu olmayan bir organ olarak diisiiniiliirken, su anda pineal bezin ana sekretuar {iriinii
olan melatoninin organizmadaki tiim hiicrelerin fizyolojisine etkisi olabilecegi
disiiniilmektedir. Son calismalar melatoninin ¢ok eski bir molekiil oldugunu ve alglerden
insanlara kadar tiim hayvanlarda bulundugunu géstermistir.

Melatoninin, oksijen temelli metabolizmanin gelisimiyle beraber 2.5-3 milyon yil

oncesinden evrim gec¢irdigi diisiiniilmektedir (Reiter RJ. 2000).

0

]
o - ly-Ni-C- I H,CHNHCOCH;
MELATONIN (N-asetil-5-metoksitriptamin) : |

Sekil 9: Melatoninin molekiiler yapisi
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2.6.2. Tarihce

Melatonin beyindeki pineal bezde sentezlenip saliverilen ve organizmanin sirkadiyen
ritmini diizenleyen énemli bir hormondur. ilk kez 1917 yilinda sigir pineal bez Carey Pratt
McCord ve Floyd Pierpont Allen tarafindan farkedilmistir. Kimyasal olarak tanimi ve
izolasyonu 1se 1958 yilinda dermatoloji profesorii Aaron B. Lerner tarafinan
gerceklestirilmistir (de Bodinat ve ark. 2010).

Pineal bezin bilimsel énemi 14. yiizyila kadar uzamir. Unlii Fransiz filozofu Rene
Descartes pineal bezi viicut ile ¢evre arasindaki iletisimi kontrol eden "ruhun sandalyesi"
olarak tanimlamistir. Yirminci yilizyilin ortalarinda pineal bezden saliverilen melatoninin kesfi
ve uyku-uyaniklik gibi 6nemi bir islev ile iligkisinin ortaya konmasi Descartes't dogrulamistir
(Lopez-Munoz ve ark. 2011).

Pineal gland ile ilgili gelismeler ii¢ biiyiik doneme ayrilabilir. Birinci dénem; 1.0. 3.
ylizy1l civarinda Herophilus tarafindan pineal glandin bulunmasiyla baslar. Gallen insan
pineal glandin1 ¢am agacinin tepesine benzettigi Latince kdkenli “conarium” kelimesini
kullanmistir. Bu kelime pineal sinirleri tanimlamak i¢in “nervi conarii” olarak kullanilmistir.
Pineal kelimesi Latince’de cam agaci kozalagi anlamma gelen “pinea” kelimesinden
gelmistir. Vesalius (1514-1564) pineal glandin topografik yapisini dikkatlice incelemistir.
Ikinci donem; Kolliker, memelilerin pineal bezinde sinir liflerinin varligmi gdézlemlemistir
(1850). Cajal, fare pineal bezinde demet yapan sinir liflerini bulmus ve sempatik orjinli
oldugunu iddia etmistir (1904). Ugiincii donem son 50 yili kapsar. En énemli gelisme Lerner
ve arkadaglarinin pineal ekstrelerde bulunan, amfibienlere verildiginde cilt renginin
acilmasina neden olan potansiyel pineal hormonu izole etmeleridir. Lerner bu maddeyi
Yunanca’da siyah anlamimna gelen “melas” ve is anlamma gelen “tosos” kelimelerini

birlestirerek “melatonin” olarak isimlendirmistir (Cam A. ve Erdogan M.F. 2003).

2.6.3. Epifiz bezinin (pineal gland) vapisi

Epifiz bezi kiigiik, tek bir beyin uzantisidir. Pineal gland, posterior komissiir ve dorsal
habenular komissiir arasinda, iiglincii ventrikiiliin posterior duvarma yapisiktir. Boyutu ve
pozisyonu tiirler icinde dahi faklilik gosterir. Epifiz bezinin viicut agirligina orani, diger tiirler
ile karsilastirildiginda insanda kiiciik bir orana sahiptir. Arteriyel beslenme, posterior
choroidal arterler yoluyla olur, ven6z dolasim ise internal serebral venler yoluyla saglanir.

Cogunlukla siiperior servikal gangliondan sempatik innervasyonu vardir (Arendt J. 1995).
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Epifiz bezi memelilerde sekretuar, baliklarda ve amfibienlerde fotoreseptif,
siirtingenlerde ve kuslarda ise hem fotoreseptif hem de sekretuar fonksiyonlari {istlenmis bir
organdir. Temel hiicresi pineolosittir. Insanlar dahil bazi tiirlerde kalsifiye olmasi
fonksiyonunu azaltmaz (Arendt J. 1995).

Bir c¢alismada 332 c¢ocugun beyin magnetik rezonans (MR) goriintiileri
degerlendirilmis ve 332 ¢ocuktan sadece 277’sinde (%83) pineal bezi tanimlanabilmistir.
Tanimlanabilen bezlerden, pineal bezin transaksiyel ¢apinin ortalama biiyiikliigiiniin yasa
bagl olarak degismedigi ve 277 pineal bezden 74’{iniin (%26.7) kist icerdigi saptanmistir.
Pineal kistin yas gruplarina gore dagilimmnin esit oldugu ve pineal bezlerin 10’unda (%3.6)
birden fazla kist oldugu gozlenmistir (Schmidt F. ve ark. 1995).Pineolosit hem parandron hem
de APUD (amin prekiirsorlerini alan ve dekarboksile eden) hiicre serisine ait 6zellikler tasir.
Pineolositler yogun c¢ekirdeklidirler; graniiler ve agraniiler vezikiiller iceren aktif sekretuar
olusumlara sahiptirler. Salgiladiklar1 esas hormon melatonin (5-metoksi-N-asetiltriptamin)’dir

(Arendt J. 1995).

2.6.4. Melatonin sentez ve metabolizmasi

Melatonin, melatonin hidroksilaz enzimi yardimi ile primer olarak karacigerde hizlh
bir sekilde en dnemli metaboliti olan 6-hidroksi melatonine doniistiiriiliir. Bir seri reaksiyon
sonrasimda kimyasal ortamm durumuna gore sulfat ya da glukuronide konjuge olur. Idrarda 6-
hidroksimelatonin siilfat metabolit seviyesi pineal fonksiyonu gosteren dnemli bir indekstir.
Melatonin tahminen tiim hiicrelerde 3-hidroksi melatonine doniistiiriiliir ve benzer sekilde
idrarda Olciilebilir, kiginin karsilastig1 oksidatif stresle orantilidir (Cavallo A., Ristchel WA.
2003, Tan DX. ve ark. 1998).

Melatonin biyosentezinde baslangic maddesi, pineal bez tarafindan plazmadan alinan
ve esansiyel bir aminoasid olup disaridan besinlerle alinmasi gereken “triptofan”dir.
Triptofan, triptofan-5-hidroksilaz enzimi tarafindan 5-hidroksitriptofana (5-HTP), 5-HTP ise
aromatik aminoasit dekarboksilaz ile serotonine, serotonin N-asetil transferaz (NAT) ile N-
asetilserotonine ve N-asetilserotonin 1ise hidroksiindol-O-metiltransferaz enzimi ile
melatonine donistiiriiliir. Melatonin salgilanmasinda hiz kisitlayic1 enzim N-asetil transferaz
(NAT)’dir. Karanlikta superior servikal gangliyon (SCG)’den kalkan uyarilar, cAMP yolag:

ile N-asetil transferaz (NAT) aktivasyonuna neden olur ve melatonin tiretimi artar .
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Sekil 10: Melatoninin pinealositlerde sentezi ve salgilanmasi (Topal T. ve ark. 2009).

Pineal bezde diiretilen melatonin depolanmadan hizli bir sekilde komsu kapiller
damarlara geger. Bu o0zelligi lipidlerin, proteinlerin ve DNA’nin korunmasinda oldukca
etkilidir. Dolasimdaki melatonin konsantrasyonu pineal bezdeki melatonin iiretimini yansitir.
(Brzezinski A. ve ark. 1997).

Melatonin, plazmada proteinlere baghdir. Karacigerde metabolize olur ve baglica
metaboliti 6-Hidroksimelatoninsiilfat (6-HMS)’dir. Insanlarda ekzojen melatoninin kisa bir
metabolik yar1 dmrii (20-60 dk.), biiylik bir hepatik gecis etkisi vardir (Lane AE. ve Moss HB.
1985).

Bir calismada deneklere endojen olarak melatonin verilerek serum ve tiikiiriikteki
melatonin diizeyleri ile idrardaki 6-HMS diizeyi 6l¢iilmiis; puberte dncesi cagdaki ¢ocuklarin
melatonini yetigskinlere gore daha hizli metabolize ettikleri saptanmistir. Tim ¢aligsma
genelinde serum ve tiikiirik melatonin degerleri arasindaki arasindaki oranin denekler
arasinda 55 kata varan degisiklikler sergiledigi gézlemlenmistir (Cavallo A. ve Ristchel WA.
1996).
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Melatonin biyosentezi fotoperiyodik ¢evre tarafindan diizenlenir. Retinada 1518a cevap
veren, fotopigment iceren 6zellesmis néronlar mevcuttur(Cavallo A. ve Ristchel WA. 2003).
Retinadan optik sinir iginde ¢ikan noronalimpuls 6n hipotalamustaki suprachiasmatik
cekirdege (SCN) ulasir. SCN’den spinal kordun iist torasik bolgesindeki intermediolateral
hiicre kolonuna iner ve spinal kordan superior servikal gangliona preganglionik sempatik
sinirlerle tasinir, buradan ¢ikan postganglionik sempatik sinirler pineal bezde sonlanir. Bu
yolla aydinlik-karanlik bilgisi pineal beze ulasir, boylece melatonin sentez dongiisii belirlenir.
Karanlikla birlikte postganglionik sempatik sinirler noradrenalin salinimi yapar. Noradrenalin
baskin olarak beta 1 adrenerjik reseptorlere (az miktarda alfa 1°e) baglanarak hiicre iginde
depolanmis olan serotonin ve N-asetil transferazi (NAT) aciga ¢ikarir. Melatonin,
serotoninden sirastyla NAT ve S5-hidroksiindol-Ometiltranferaz (5-HIOM) enzimlerinin
katalizledigi asetilasyon reaksiyonlari ile sentezlenir. NAT aktivitesi, osilatuar melatonin
sentezini diizenleyen, spesifik cAMP-bagimli transkripsiyon faktorlerince kontrol edilir.
(Cavallo A. ve Ristchel WA. 2003, Beyer CE. ve ark. 1998) Kisa siireli bir 1513a maruz
kalindiginda sempatik aktive inhibe olur, NAT aktivitesi ve melatonin miktar1 hizla azalir

(Mollaoglu H. ve Ozgiiner MF. 2005).
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Sekil 11: Pineal bezde melatonin sentezinin retinal kontrolii (Yazici C. ve Kose K. 2004).
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Deride; pigment graniillerin degisiminden ve dokularin giinesin zararli radyasyonuna
karst1 korunmasindan sorumlu olan melatonin, gastrointestnal kanalda enterokromofin
hiicrelerde sentezlenmekte ve post-prandial olarak dolasima saliverilmektedir. Nitekim
melatoninin postprandiyal plazma diizeyindeki artiglar 6giin sonrasi hipnotik etkisiyle iliskisi
dogrulamaktadir. Safrada sentezlenen melatonin ise okside kolesterol tiirevlerine ve safra
asitine karsi safra yollarinin mukozasimi ve epitelini oksidatif hasara kars1 kormaktadir
(Konturek SJ. ve ark. 2007).

Pineal bezde iiretilen melatoninin miktar1 genetik olarak belirlenmistir, kisinin salinim
dongiisii oldukga sabittir. Ayni yastaki bireyler arasinda melatonin konsantrasyonundaki gece
pikleri degiskenlik gosterir. Bazi kisiler hayatlar1 boyunca digerlerine gore daha fazla
melatonin iiretir ama bu farkliligin 6nemi halen tam olarak bilinmemektedir (Cavallo A. ve
Ristchel WA. 2003).

Serum melatonin konsantrasyonu yas ile de degisiklik gosterir. Ornegin; dogumda
miktar1 ¢ok az iken, dogumdan hemen sonra yiikselmeye baglar. 1-3 yas arasinda pik yapar,
salinim paterninin sirkadien ritme doniistiigli puberte ve yetigkin doneme kadar miktari
kademeli sekilde diiser. 20’li yaslardan sonra ise yasla beraber yavas bir diisiis baslar. Ileri
yaslarda pineal bezin sentezleme yetenegindeki azalma pineolosit membranindaki beta
adrenerjik reseptorlerin azalmasi, pineal bez icindeki sentetik yolda gerileme ve SCN’den
gelen sinyalde progresif olarak zayiflama gibi ¢esitli faktorlerle iligkili olabilir (Beyer CE. ve
ark. 1998).

Melatonin sentezinin sadece pineal bezde olmadigi sdylenebilir. Pineal bezin
cikarilmasi ile dolasimdaki melatonin diizeyleri azalmakta ancak tamamen yok olmamaktadir
(Manev H. ve ark. 1996). Diffuz noroendokrin sisteminin bir kismi olan APUD (Amine
Precursor Uptake and Decarboxylation) hiicrelerinde, gastrointestinal kanaldaki
enterokromaffin (EC) hiicrelerinde kiiciimsenmeyecek diizeyde melatonin sentezi olmaktadir
(Bubenik GA. ve Pang SF. 1994). Ayrica solunum yollari, karaciger, bobrek, adrenal bezler,
timus, tiroit, plasenta, mast hiicreleri gibi néroendokrin karakterde olmayan hiicrelerde ve
natural killer (NK) hiicreler ile eozinofilik 16kositlerde de melatonin sentezi tespit edilmistir
(Kvetnoy I. ve ark. 1997). Bununla birlikte, yapilan ¢alismalarda SCN (Suprakiyazmatik
niikleus)’'un da Melatonin sentezleme yetenegine sahip oldugu ama pineal bezdeki gibi

onemli bir sirkadiyan ritme sahip olmadigi gosterilmistir (Hamada T. ve ark. 1999).
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2.6.4.1. Melatonin sentezinin aydinlik-karanlik dongiisii ile iliskisi

Melatonin salgilanma hizini belirleyen 6nemli faktorlerden birisi, ¢evrenin aydinlik
veya karanlik olmasidir. Aydinlikta hiperpolarize olan retinal hiicreler, karanlikla beraber
depolarize olarak, pineal bezde melatonin sentezini baslatirlar (Vanecek J. 1998). insanda
melatonin sekresyonu gece 2 ile 3 arasinda pik yapar ve giderek diisiis gosterir. Giindiiz
melatonin konsantrasyonu gece Olciilen degerin yirmide biri civarindadir. Melatonin plazma
konsantrasyonu giindiiz 0-20 pg/ml iken, gece 50-200 pg/ml diizeyine yiikselmektedir. Bir
glinde 30 mg melatonin iiretilmektedir ve bunun % 80’1 gece sentez edilmektedir (Mollaoglu
H. ve Ozgiiner MF. 2005).

Noronlarda ve pineal bezdeki bu dongii insanda melatonin metabolizmasimi hizlandirir
ve ayni zamanda melatoninin giin i¢i ritme bagli olarak sentez ve saliverilmesini olusturur
(Reiter RJ. 1991).Baska bir arastirmaya gore gece 20.00-23.00 arasi yiikselen melatonin
diizeyi 01.00-05.00 aras1 doruk degerlere ulasir ve giindiiz diiser. Saglikli kisilerde plazma
melatonin diizeyi giindiiz 0-20 pg/ml, gece 20-200 pg/ml (ortalama 60-70 pg/ml) dir. Bir
giinde yaklasik 30 mg (%801 gece) melatonin iiretilir (Goksel Sener 2010).

Diger endokrin organlardan farkli olarak, pineal bez melatonini sentezlendikten sonra
depolamaz, melatonin pineolositlerden hizli bir sekilde bez icindeki kapiller damarlara ve
ticlincii ventrikiil araciligiyla beyin omurilik sivisina (BOS)’a geger (Reiter RJ. 2003).

Daha a¢mak istersek 1sik retina ve suprakiazmatik nukleus (SCN) iizerinden superior
servikal gangliyonu (SCG)’yi inhibe eder. Bu nedenle aydinlik periyod boyunca superior
servikal gangliyon (SCG) pineal bezi uyaramaz. Karanlikta retinal inhibisyon kalkar ve
superior servikal gangliyon (SCG) adrenerjik yolak iizerinden pineal bezi uyarir. Bu uyari
karanlik periyod boyunca pineal bezden melatonin salgilanmasina neden olur (Topal T. ve ark

2009).
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Sekil 12: Melatoninin pineal bezden aydinlik-karanlik dongiisiine gore salgilanma (Topal T.
ve ark 2009)
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Sekil 13: Karanlik/ aydinlik uyar1 ile melatonin sentezinin diizenlenmesi (Biilbiiller N. ve ark
2005).

Mevsimsel fonksiyonlarin giiniin uzunlugu ile iliskilendirilmesine fotoperiyodizm
denir. Insanda pekgok biyokimyasal, fizyolojik ve davranissal degiskenlerde oldugu gibi
plazmadaki melatonin diizeyleri de 24 saatlik periyod i¢inde diizenli inis ¢ikiglar gosterir. Bu
sirkadiyen ritm hipotalamusda SCN’deki santral pacemaker’lar tarafindan kontrol edilir ve
ritmin baglica ayarlayicist dis ortamdaki aydinlik/karanlik siklusudur (Sekil 14). Gece 15182

maruz kalindiginda pineal fonksiyonlar akut olarak baskilanir (Ferguson SA. ve ark. 2010).
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Sekil 14: Melatoninin ritm diizenleyici roli (Sener G. 2010)

Ik ¢alismalar sadece parlak 151810 (giin 15181) insanda melatonin diizeyini baskiladigini
bildirirken son bulgular yapay 15181n (karanlik periyottaki aydinlatma sistemi) da benzer etkiyi
gosterdigi ileri siiriilmiistiir. Insanlarda geceleri melatonin salgismi baskilayacak doz 2500
lux.’tiir ve en etkilisi yesil 1g1ktir. (Sener G. 2010)

Isik algilamasi “0” olan kor kisilerde melatonin sekresyonu 24 saat i¢inde serbest
olarak dagilim gostermektedir ( Reiter RJ. 2002). Gece olusturulan yapay aydinlik melatonin
sentez ve salgilanmasini akut olarak baskilarken (Sekil 15a), aksam karanligin baslamasiyla
birlikte uygulanan 151k gece 02.00-04.00 aras1 goriilen plazma melatonin konsantrasyon
pikinde kaymaya buna karsilik sabah heniiz hava agarmadan 1s1k uygulama ise bu
konsantrasyon pikinin erken belirmesine neden olur (Sekil 15b, c). Sabah ve aksam saatleri
maruz kalinan aydinlik ise fazda daralmaya neden olur (Sekil 15d) (Claustrat B. ve ark.

1988).
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Sekil 15: Parlak 15181n (0) melatonin saliverilmesine etkileri. a) Saliverilmenin inhibisyonu b)
Faz kaymasi. ¢) Erken faz ) Faz daralmas1 (Claustrat B. ve ark. 1988).

2.6.4.2. Melatonin sentezinin noral kontrolii

Melatonin ¢aligmalar1 insan beyninde melatoninin baglica birikim yerlerinin SKN ve
pitiiiter bezin pars-tiiberalisi oldugunu gostermistir. Isaretlenmis melatonin ile yapilan bir in
vitro otoradiografi ¢aligmasi melatonin reseptorlerinin dagiliminin tiire spesifik oldugunu ve
yalnizca hipofizer pars tiiberalisin, biitlin fotoperiyodik tiirlerde I-melatonin baglanmasi i¢in
tutarli bir yerlesim yeri oldugunu gostermistir (Weaver DR. ve ark. 1993). Bu bulgu, pars
tiilberalisin melatoninin endokrin sistem {zerine etkilerinin iletilmesinde major bir rol
oynadigini diisiindiirmektedir. cAMP {iretiminin inhibisyonu melatonin reseptorlerinin genel
bir 6zelligi olabilir. In vitro fizyolojik dozlarda melatonin, cAMP {iretimini zamana ve doza
bagli bir sekilde inhibe eder (Morgan PJ. ve Williams LM. 1989).

Melatonin reseptorleri; Mel-1a, Mel-1b ve Mel-1c¢ olmak iizere ii¢ tiptir. Mel-1a
reseptor geni insan kromozomunda 4q35.1 lokalizasyonunda kodlanmistir. Ekspresyonu SCN
ve pars tuberaliste sinirlidir. Sirkadian ve reprodiiktif etkilerinin bu reseptor araciligi ile

gerceklestigi diistiniiliir. Mel-1b reseptdr geni insan kromozomunda 11g21-22 bdlgesinde
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kodlanmistir. Beyin ve retinada eksprese olur ve her iki bolgede de dopaminerjik fonksiyonlar
ileiliskili oldugu diisiiniiliir. Mel-1c geni ise insanda saptanmamustir. In vivo ve in vitro olarak
6- ve 2- bolgelerinden halojenlenmis melatoninler iyi agonistlerdir. Melatoninin bu giine

kadar saptanabilmis spesifik bir antagonisti yoktur (Sugden D. ve Chong NWS. 1991).

2.6.5. H ormonun farmakokinetigi

Suda kismen ve lipidlerde yliksek oranda ¢éziinen melatonin dolagima saliverildiginde
dokulara ve hiicrelere kolaylikla girebilmektedir. Jelatin kapstiller ya da tablet seklinde oral
olarak uygulanan melatonin insanda yaklagik 60 dakikada pik plazma diizeyine ulasir.
Yarilanma omrii ise 3 ve 45 dakikadir. Oral uygulamada ilk gecis etkisine maruz kalir.
Melatonin esas olarak karacigerde ilk olarak hizla 6-hidroksidopamine, sonra bir dizi
reaksiyon ile N-asetil-5-metoksi-6-hidroksitriptamin’e ve daha sonra da siilfat veya glukronid
ile konjuge olarak 6-siilfatoksimelatonin’e (veya 6-hidroksimelatonin siilfat) doniisiir ve idrar
ile atilir. Idrarda %1 oraninda degismemis sekli bulunmaktadir (Tan DX. ve ark.2007). Son
yillarda tiikiirik melatonin diizeyi de pineal fonksiyonlarin bir gostergesi olarak kabul

edilebildigini bilmekteyiz (Touitou Y. ve ark. 2009).

2.6.6. Melatonin reseptorleri ve etki metabolizmasi

Melatoninin organizma iizerinde ¢esitli etkileri vardir, bu etkilerinin bir kismi1 reseptor
aracili iken digerleri reseptdorden bagimsizdir. Bilinen melatonin reseptorleri yedi
transmembran domain’e sahip olup, G-proteinle eslesmis reseptor ailesindendir. Iki tane
reseptor tanimlanmistir; MT1 ve MT2. MT1 yiiksek afiniteli iken, MT2 diisiik afinitelidir
(MTl1a, MT1b, MTl1c, MT2) . Pek ¢ok dokuda melatonin reseptorii mevcut iken en yogun.
SCN ve pars tiiberalis lizerindedir. Membran melatonin reseptdr farmakolojisi halen
incelenmektedir (Reiter RJ. 2003).

Melatonin kolaylikla hiicre i¢ine girebilir. Sitozolde kalmoduline baglandig1 ve insan
l6kositlerinde farmakolojik olarak niikleer baglanma bolgeleri veya reseptorleri karakterize
edilmistir. Sitozolde, membranda ve niikleusta direkt serbest radikal toplayict ve indirekt
antioksidan etkisinin reseptore ihtiyact olmadigi gosterilmistir(Reiter RJ. 2003).

Melatonin agonisti 2-[[125]iodomelatonin ile yapilan radyoreseptor tayinler ve invitro
kantitatif otoradyografi caligmalarinda beyinde ve insan dahil olmak {izere bazi1 vertebrali

tiirlerde periferik dokularda melatonin reseptorlerinin bulundugunu ve bu reseptorlerin G-
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proteinleri ile kenetli oldugu belirtilmistir. Melatoninin ML1 ve ML2 olarak bilinen farkl
farmakolojik familyalara ait membran bagimli iki tip reseptorii tanimlanmistir. Giiglii
melatonin agonisti 2-[ 1251]iodomelatonin kullanilarak yapilan incelemelerde tavuk ve tavsan
retinasinda ML 1 reseptdrlerinin yliksek afiniteli (Kd~75pM ) reseptorler oldugu, buna karsilik
ML2 reseptorlerinin ayni melatonin agonistlerine diisiik afinite gosterdigi kanitlanmustir
(Reiter RJ. 1991, Jahovic N. ve ark. 2003 ).

Melatonin 1 reseptorlerinin 3 alt tipi vardir. Mella (Bu reseptorler MT1 reseptorleri
olarak da isimlendirilmistir; Kd; 20-40 pM), Mellb(MT2 reseptorleri; Kd; 160 pM), Mellc
(MT3 reseptorleri; Kd;20-60 pM) (Dubocovich ML. ve ark. 1997).ML1 reseptorleri
serebellum, hipokampus dahil olmak iizere noral yerlesim gostermektedir. Ayrica SCN,
hipotalamus, talamus, preoptik alan, retinanin pleksiform tabakasi ve serebral korteksin pek
cok bolgesinde ML1 reseptorlerinin varhig1 gosterilmistir(Reppert SM. ve ark. 1996). Noronal
olmayan ML1 reseptorleri, serebral ve caudal arterlerde, hipofizeal pars tuberaliste, ovaryum,
bobrek ve ince barsaklarda bulunmustur (Reppert SM. ve ark. 1996).ML1 reseptorleri renal
fonksiyon, uyku, sirkadiyen ritm, lireme ve serebral arter kontraktilitesinden sorumludur. Bu
reseptorler memeli retinasinda Ca™-bagimli dopamin saliverilmesi ve retinal fotopigment
disklerinin fagositozu gibi 1513a bagimli olaylarda rol oynar. ML1 reseptdr aktivasyonu (GI
proteinleri aracilig1 ile) adenilat siklaz inhibisyonu ile 3’5 c-AMP diizeyinde diismeye neden
olur. Ayrica sadece MLI1 reseptorlerinin, fosfolipaz aktivasyonu araciligi ile arasidonat
saliverilmesini stimiile ettigi gosterilmistir (Song Y. ve ark. 1997).

Diisiik afiniteli ML2 reseptorlerinin de G-proteinleri ile kenetli oldugu ve sinyal
iletiminde ML1 reseptorlerine benzer davranista bulundugu ileri siiriilmektedir. Ancak
ML1’lerden farkli olarak ML2 reseptorlerinin aktivasyonunun fosfoinozitid (P1) hidrolizi ile
kenetli oldugu ve selektif ML2 antagonisti uygulaniminin bu hidrolizi geri c¢evirdigi
belirtilmistir (Dubovich ML. 1995).

Ilging olarak gii¢lii al-adrenerjik antagonist prazosin ML2 reseptorlerine yiiksek
afinite gostermekte ve melatonin ile olusan fosfoinositol hidrolizini etkili bir sekilde
azaltmaktadir. Ancak non-selektif a-adrenerjik antagonisti fentolamin ve nispeten selektif
olmayan serotonin antagonisti metizerjid, melatonin ile olusan fosfoinozitol hidrolizine etkisiz
bulunmustur. (Beyer CE. ve ark. 1998).

Ayrica melatonin, MSS'de etkilerini G proteinlerine bagli membran reseptdrleri olan

MTI1 ve MT2 reseptorleri tizerinden olusturur (Maldonado ve ark. 2009).
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2.6.7. insanda melatonin iiretimi

Normal insanlarda melatonin gece salgilanir. Olen kisilerde yapilan postmortem
calismalarda melatonin diizeyinin gece daha yiiksek oldugu ortaya ¢ikmistir. Yetiskinlerde
ortalama plazma melatonin seviyesi 60-70pg/ml ve baslica metaboliti olan 6-HMS’nin
maksimum plazma konsantrasyonu 80-100pg/ml arasindadir. Plazma melatonin
konsantrasyonun gece saat 02:00 ile 04:00 arasinda pik degerlerine ulasir. Eriskinde
sekresyon genelde saat 21:00-22:00 arasi1 baslar, saat 07:00-09:00 aras1 sona erer. 6-HMS’nin
ortaya cikis ve pik diizeye ulasma zamani bu siirelerden 1-2 saat, sabah diisiisii ise 3-4 saat
gec olur. Insanda 6-HMS nin %70-80’i gece idrarinda (24:00-08:00) atilir (Arendt J. 1988).

Normal insan melatonin ritminin en karakteristik 6zelligi normal bireylerde gilinliik ve
haftalik olarak tekrarlanabilir olmasidir. Birey igerisinde degismezlige ragmen bireyler

arasinda ritmin amplitiidii acisindan ¢ok biiyiik bir degiskenlik vardir(Arendt J. 1988).
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Sekil 16: Geng yetiskinlerde plazma melatonin(MT) ve 6-sulfatoksimelatonin (aMT6s)
konsantrasyonu ile birlikte 24 saatlik iiriner aMT6s atilimi(Cam A. ve Erdogan M.F. 2003).

2.6.8. Melatonin vaslanma iizerine etkileri

Insanda fetiiste melatonin sentezine iliskin bir bulgu yoktur ancak koyunlarda yapilan
calismada fetiiste herhangi bir aktiviteye rastlanmamistir. Melatonin anneden fetusa ve siit

yoluyla yenidogana gegebilir ve dolayisiyla fetus ve yeni doganda sirkadyen ritm bu yolla
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olusur (Waldhauser F. ve ark. 1984). Dogumdan kisa siire sonra ise viicut sivilarinda ¢ok az
melatonin ya da 6-HMS(6-Hidroksimelatoninsiilfat) dlgiilebilmektedir. Melatonin ritmi
hayatin 6-8. haftasinda ortaya ¢ikmaktadir (Gupta DD. ve ark. 1983). Melatoninin plazma
konsantrasyonu ilerleyen yasla hizli artar ve ortalama 3-5 yas civarinda pike ulasir
(Waldhauser F. ve ark. 1984). Artis gece daha yiiksek olur ve puberteden 6nce belirgin bir
diisiis olur. 35-40 yaslarma kadar bu degerler de§ismeden kalir ve ileri yaslarda diisiis gosterir

(Iguchi M. ve ark. 1982).

2.6.9. Melatonin antioksidan etKileri

Metabolizmanin biyokimyasal isleyisinde oksidasyon ara firiinleri ve dolayisiyla
oksidatif stres olusumu kac¢milmazdir. Bununla beraber metabolizma, bu kag¢inilmaz oksidatif
strese kars1 etkin antioksidan savunma sistemlerine sahiptir. Son yapilan caligmalar, bu
endojen antioksidan maddelerden en gii¢liisiiniin melatonin oldugunu gostermistir (Reiter RJ.
1996).

Serbest oksijen radikaller olusturmak suretiyle kansere sebep olan safrol’iin DNA
iizerindeki hasarinin melatonin tarafindan ¢ok etkili bir sekilde inhibe edildigi bilinmektedir.
Melatoninin lipofilik yapida olmas1 sayesinde hemen hemen hiicrenin biitiin organellerine ve
hiicre ¢ekirdegine ulagabilmekte hatta kan-beyin bariyeri gibi bariyerleri de kolayca
gecebilmektedir. Boylece ¢ok genis bir yayilimda antioksidan aktivite gostermektedir( Ates
Alagdz Z. ve Siizen S. 2001).

Organizmada serbest radikallerin toksisitesi direk serbest radikal yakalayici kimyasal
maddeler ya da indirek olarak antioksidanlar tarafindan engellenebilir. Direk radikal
yakalayicilar1 o -tokoferol (Vitamin-E), askorbik asit (Vitamin-C), -karoten ve glutatyon
(GSH) (sekil 18) dur. Indirek antioksidan olarak etkiyen enzimler, serbest radikalleri ya da
onlarin reaktif ara iirlinlerini zararsiz Uriinlere metabolize ederek etki gostermektedir. Bu
enzimler siiperoksid dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon rediiktaz
(GSH-R) ve katalaz (CAT)dwr (Halliwell B. 1994).
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Sekil 17: B -karoten, Askorbik asit,a-tokoferol (Vit E),Glutatyon(Ates Alagdéz Z. ve Stizen S.
2001).

Melatonin hidroksil ve peroksil radikallerinin gii¢lii bir siipiiriiciisiidiir. Melatoninin
hidroksil (*OH) radikalini nétralize etme 6zelligi glutatyondan 5 kat, mannitolden 15 kat,
peroksit radikalini giderme o6zelliginin ise E vitamininden 2 kat daha giicli oldugu
ispatlanmistir. Ancak melatoninin peroksil radikali lizerine olan etkisi tartigsmalidir. Soyle ki
bazi1 arastiricilar melatoninin, peroksil radikaline karsi siipiiriicii etkisinin E vitamininden
daha diisiik oldugunu dolayisi ile lipoperoksil radikaline kars1 daha az nétralize edici etkisinin
bulundugunu belirtmislerdir (Pieri C. ve ark. 1994, Escames G. ve ark. 1997, Escames G. ve
ark. 2000).Direkt siiperoksit (O,*) anyon radikalini yakalayiciligi yoniinden melatonin diisiik
yetenege sahip goriinmektedir. Ancak melatoninin siiperoksitin (O,¢) dismutasyonunda
onemli bir rol oynayan siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi i¢in hiicre i¢i mRNA’y1 arttirdigi
ileri stiriilmektedir (Kotler M. ve ark. 1998).

Bazi caligmalarda melatoninin antioksidan ve serbest radikal siipiiriicii etkisinin
reseptor aracilt olmadigi ve bu etkilerin fizyolojik konsantrasyonlarin iizerinde olustugu
bildirilmektedir (Reiter RJ. ve Maestroni JM. 1999, Reiter RJ. ve ark. 2008, Reiter RJ. ve ark.
2009).

Melatonin inflamasyon reaksiyonlar1 sirasinda makrofajlarin aktivasyonu ile olusan ve
toksik bir oksijen tlirevi olan hipoklor6z asit(HOCI) e kars1 da siipiiriicii etki gostermektedir.
Ancak melatoninin H,O; ve O, radikalleri iizerine direkt siipiiriicii etkisi zayiftir. Melatoninin
H,0; ile reaksiyonu sonucu N-asetil-N2- formil-5-metoksi kniiramin (AFMK) olustugu,
AFMK nin ise katalazla N1-asetil-5-metoksi knliramine doniistiiriildiigii ve antioksidan etkiye
sahip bu metabolitlerin melatoninin siipiiriicii etkisini artirdig1 bildirilmistir (Reiter RJ. ve ark.
2007).

Melatonin, hidroperoksitleri metabolize eden GSH-Px enzimini aktive ederek, O,

radikalini H,O,’ye kataliz eden SOD aktivitesini artirarak, oksidatif stres esnasinda katalaz
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aktivitesindeki azalmay1 dnleyerek ve NO olusumundan sorumlu nitrik oksit sentaz (NOS)
enzimini inhibe ederek, dolayli olarak antioksidan etki gostermektedir (Reiter RJ. ve ark.
2009, Reiter RJ. ve ark. 2000, Reiter RJ. ve ark. 2009 ).

Antioksidan savunma sistemi ile iligkili diger bir enzim olan sitokrom P450,
ksenobiyotik metabolizmas1 aracilig1 ile serbest radikal olusumunu artirir. Melatoninin P450
aktivitesini azaltarak serbest radikal olusumunu ve dolayisi ile oksidatif hasari azalttig:
gosterilmistir (Reiter RJ. ve ark. 2000, Reiter RJ. ve ark. 2009).

Cesitli inflamasyon modellerinde (yanik hasari, sepsis, iskemi/ reperflizyon gibi)
notrofil aktivasyonunun dokularda neden oldugu oksidan hasarlari melatonin anlamli olarak

geri ¢evirmistir (Sener G. ve ark. 2002, Sener G, Sehirli AO. Ve ark. 2002, Sener G. ve ark.
2003, Sener G. ve ark.2005, Kagmaz A. ve ark. 2005).

Tablo 5:Bazi biyolojik olusumlar iizerine melatoninin etkilerini agiklayan mekanizmalar

(Yazic1 C. ve Kose K. 2004).

Biyvolojik Ael’in Etkisi Etki Mekanizmas: Kaynak
Olusum
_ Hipnotik etki ve uykuya egi- - Hipotermik etki (farmakolojik dozlar-
—E limin artmas: (Uyvkuya dalis  da) Plasebo kontrollii kli-
= hizi 1le uyku siire ve kalitesi- - Limbik sistem tizerinde reseptor ara- nik arastirmalar

nin artmasi)

cili etk

- Sirkadien ritmlerin kontrolii
- Aydimnhk-karanlik
siklusunun diizenlenmesi

Sirkadien
ritm

- Gozlerden ve suprakiazmatik
niikleustan gelen néral uyanlara cevap
olarak MEL salinimi

- Néral ve perniferal dokularda reseptdr
aracih etkiler

- Termoregulasyon

Isigin ve aydinlik-
karanhik siklusunun
MEL salinimina etkisi-
n1 arastiran ¢alismalar

- Mevsimsel affekuf bozuk-
luk ve depresyon gibi siklik
duygudurum hastaliklan uze-
rne duzenleyici etk

Duygudurum

-Bilinmivor (Fakat.tedavide kullanilan
tiim antidepresanlar MEL tiretimina
arttirmaktadir)

MEL salinima 1le 1lgils
karsilastirmali klinik
arastirmalar ve
duygudurum bozulk-
luklarninda fototerapa
calismalar

- T-helper lenfositler tarafindan
mterlékin yapiminin artmasi

- Graniilosit ve makrofajlarda,artmas
koloni uyaric: faktériin tiretimi ile ke-
muk 11151 hiicrelerinin apoptozisten ko-
runmasi

Insanlarda birkac kont-
rolsiiz arastirma

- Direkt antiproliferanf etla
(antimatotik aktivite)

- Immiinomodiilatér etki (immiin yani-
tin artmasiyla timor biityiimesinin bas-
kilanmasi)

- Antioksidan etki

Hayvanlar ve mnsanlar-
da neoplastik hiicreler-
le ve hiicre soylanyla
in vivo ve in Vifro ga-
ligmalar; birka¢ kont-
rolsiiz arastirma

et
=
- - Artimis immiin yanit
E
=
Z - Anuproliferatuf etkiler
=
=
s
= z E - Antigonadal. anovulatuvar
_:'g = = etkiler
75z

- Hipotalamik-hipofizer gonadal ekse-
nin baskilanmas: (serumda diisik LH
ve yiiksek prolaktin seviveleri)

- Seks steroidlerinin iiretimi iizerme
diizenleyici etki

MEL salinim ile 1lgili
karsilastirmali klinik
calismalar

- Hiicre hasarinin énlenmes:
ve diger koruyucu etkiler

Yaslanma

- Antioksidan etki

Hayvanlarda in vive ve
in vitro arastirmalar
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Gereg

3.1.1. Vaka secimi

Calisma, Tibbi Biyokimya ve Noroloji Anabilim Dali’nda yapildi. Calisma i¢in
Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi T1p Fakiiltesi Klinik Etik Kurulu’ndan onay alindi.
Calismamiza; Kahramanmaras Siitgii Imam Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji poliklinigine
basvuran, klinik olarak Parkinson hastalig1 tanisi konulmus, 55-75 yas araliginda 19 tane
hastalardan ve Parkinson hastalig1 ve herhangi bir nérodejeneratif hastaligi olmayan, hasta
popiilasyonu ile ayni1 yas grubunda olan kontrol grubundan calismaya dahil olmak isteyen
kadin ve erkek bireylerden se¢ilmistir.

Calismaya dahil edilmeden Once, hasta ve ihtiya¢ duyuldugunda yakini calisma
konusunda bilgilendirilip, goniillii bilgilendirilme formu doldurularak onaylar1 alind.
Ayrintili nérolojik muayene noroloji hekim tarafindan yapildi.

Bilimsel durum degerlendirilmesinde Parkinson hasta grubunda Hoehn&Yahr (H&Y)
degerlendirme skalalar1 ile hastalik klinik olarak derecelendirilmistir.

Bu ¢alismanin deney kismi, USKIM’de gerceklestirildi.

3.1.2. Numunelerin alinisi ve hazirlanmasi

Hasta ve goniilliilerden sabah 10:00° da ve aksam 22:00 ‘de olmak iizere iki kez vendz
kan alinmistir. Bireylerden sabah ve aksam 4 ml diiz kan Ornegi almmistir. Serumda
Stiperoksit Dismutaz (SOD), Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) enzim aktiviteleri,
Malondialdehid (MDA) diizeyleri ve melatonin diizeyleri dl¢lilmiistiir. 4 ml sar1 jelli tiipe
alman ornekler 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek iistte kalan serum kismi alindi. Tim

numuneler analiz yapilincaya kadar -70°°de dondurularak saklandu.
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3.2. Yontem

3.2.1. Bivokimvyasal analizler

3.2.1.1. Malondialdehit diizevinin tayini (Mda)

Malondialdehit diizeyi Ohkawa yontemiyle saptanmistir. Aerobik sartlarda pH:3.4'de
tiyobarbitiirik asit (TBA) ile Ornegin 90-95°C'de inkiibasyonu sonucu olusan lipit
peroksidayonun sekonder iiriinii olan MDA'nin TBA ile pembe renkli kompleks olusturma
esasina dayanir. Olusan renk siddeti ortamdaki MDA konsantrasyonu ile dogru orantilidir;
532 nm’de spektrofotometrik olarak degerlendirilir. Calismamizda MDA diizeyleri sonuglar1
nmol olarak verildi.

Ayrraclar

1. %8.1'lik SDS

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) 8.1lg

Saf su ile 100 ml'ye tamamlanir.

2. %20k Asetik Asit (HAc)

Asetik asit 20 ml

Saf su ile 100 ml'ye tamamlanir.

3. 9%0.8' lik Tiyobarbitiirik asit (TBA) (Giinliik)

Tiyobarbitiirik asit 08¢g

Saf su ile 100 ml'ye tamamlanir.

Doymus NaOH ile pH: 3.5'e ayarlanir.

4. n-Butanol/Piridin (nBu/Pr1) Cozeltisi (14/1)

n-Butanol 14 ml

Piridin Iml

5. Stok Standart

1.1.3.3 tetramethoksipropan (yogunluk= 0.99 g/ml)

Standart Egri Cizimi

Stok standarttan 6.6 pl alinip 100 ml'ye saf su ile tamamlanarak giinliik standart
hazirlanir. 10, 20, 40, 60, 80 ve 100 nmol/ml konsantrasyonunda calisma standartlari

hazirlanir. Ayraglar tiiplere asagida belirtildigi sekilde ilave edilir.
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Tablo 6: MDA standart egri ¢izimi i¢in tliplerin hazirlanigi

Tiip No. 0 1 2 3 4 3 6
Konsantrasyon(nmol/ml) 0 100 80 60 40 20 10
Standart (ml) - 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
%08.1 SDS (ml) 0.2 0.2 02 0.2 0.2 0.2 0.2
%020 HAc (ml) 1.5 1.5 15 L5 15 15 15
%0.8 TBA (ml) 15 15 15 15 15 15 15
Saf su (ml) 0.8 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7
Vortekslenir, 95 *C'de 30 dakika inkiibe edilir, sogutulur
Saf su (ml) 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
n-Bu/Pri (ml) 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0

Tipler n-butanol/pridin ilavesinden sonra vorteks edilir. Daha sonra 4000 rpm'de 10
dakika santrifiij edilir, listeki organik kisim alinip 532 nm'de absorbans okunur. Standart egri

grafigi cizilir. Sekil 18' da MDA standart egrisi verilmistir.
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Sekil 18: Malondialdehit standart egrisi
Yontem

Ornek calismasi icin yukarida bahsedildigi gibi hazirlanan belirli hacimde serum

almir. Serumda MDA tayini i¢in asagida Tablo 7’ de belirtildigi gibi tiiplere ayiraclar konur.
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Tablo 7: Serumda MDA diizeyinin tayini i¢in tiiplerin hazirlanisi

Kér (ml) Std (ml) Omek (ml)
Standart {60 nmol/ml) - 0.1ml -
Siipernatant - - 0.1 ml
SDS 0.2ml 0.2ml 0.2ml
Asetik Asit 1.5ml 1.5ml 1.5ml
TBA 1.5ml 1.5ml 1.5ml
Saf su 0.8ml 0.7ml 0.7 ml
Vorteksle kanstmiler 60 dk 90 C*de inkiibe edildikten sonra musluk suvu altinda sogutulur.
Saf su 1 ml 1 ml 1 ml
n-Bu/Pi Sml Sml Sml

Cozeltiler vortekslenir. Daha sonra 4000 rpm'de 10 dakika santriftij edilir, stteki
organik kisim almarak 532 nm'de absorbans okunur. Sonug standart egrisinden veya giinliik
standarttan degerlendirilir.

Hesaplama:

MDA Diizeyi (nmol/mg)= MDA Degeri (nmol/ml)

3.2.1.2. Siiperoksit dismutaz (SOD) tayini

Stiperoksit dismutaz, oksidatif enerji iiretimi sirasinda olusan toksik siiperoksit
radikallerinin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene dismutasyonunu hizlandirir. Bu
yontem, ksantin ve ksantin oksidaz kullanilarak olusturulan siiperoksit radikallerinin, 2-[4-
iyodofenil]-3-[4-nitrofenol]-5-feniltetrazoliyum klorid (piyodonitrotetra zoliyum viyolet:
INT) ile meydana getirdigi kirmizi renkli formazan boyasinin 505 nm dalga boyunda verdigi
optik dansitenin (OD) okunmasi esasina dayanmaktadir. Ornekte bulunan SOD, siiperoksit
radikallerini ortamdan uzaklastirarak 2 numarali formazan reaksiyonunu inhibe eder. Sonugta
olusan kirmizi rengin OD’si SOD yoklugunda olusan renge gore azalir, buaradaki farkin
belirlenmesiyle de SOD aktivitesi 6l¢iiliir (Fridovich I: Superoxide dismutase 1974).

Ayrraclar

Elde edilen serum oOrnekleri kolorimetrik olarak ransod kiti (Randox, United
Kingdom) kullanilarak 6l¢tildii. Kullanilan bu kitteki tiim prosediirlere uyuldu.

Olgiim sonuglar U/L.olarak ifade edildi.

64



Tiipler tekrar karistirildiktan 30 saniye sonra 37°C’de, 505 nm dalga boyunda havaya
kars1 baslangi¢ absorbans(A1) okunur. 3 dakika sonra absorbans (A2) tekrar okunur.

Hesaplama

Calisma korii SOD igermedigi i¢cin inhibisyona ugramamis reaksiyon olarak kabul
edilir ve degeri %100 olarak alinir. Tiim standartlar i¢in % inhibisyon degeri bunlara ait
calisma koriiyle oranlanarak hesaplama yapilir.

AA/dak. standart =A2-Al / 3 dakika

% inhibisyon standart = 100 - AA/dak. standart x 100

AA calisma kori

3.2.1.3. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) tayini

Glutatyon Peroksidaz, hidrojen peroksit tarafindan rediikte glutatyonun (GSH) okside
glutatyona(GSSG) yiikseltgenmesini kataliz eder. Hidrojen peroksit t-butil hidroperoksitin
ortamda GPx’in olusturdugu GSSG, glutatyon rediiktaz (GR) ve NADPH yardimiyla GSH’ye
indirgenir. GPx aktivitesi NADPH’in NADPye vyiikseltgenmesi sirasindaki absorbans
farkinin 340 nm’de okunmasiyla 6lgiiliir (Beutler E: Red Cell Metabolism 1975).

GSH-Px
2GSH+R-0-0-H - -+ (388G + H:0+ ROH

T .__GR . A
GSSG = NADPH = I # 2 GSH + NADP

Ayrraclar

Elde edilen serum ornekleri kolorimetrik olarak ransel kiti (Randox, United Kingdom)
kullanilarak 6l¢iildii. Kullanilan bu kitteki tiim prosediirlere uyuldu.

I cm 151k yollu kuvartz kiivetlerde, 37 °C’de, 340 nm dalga boyunda 2,5 dakikada
(30,120) olusan tepkimenin absorbans degisikligi farkli zaman araliklarinda izlenir. Olgiim
sonuclar1 U/L olarak ifade edild.i.

Hesaplama

AOD/ dak \‘T:' “hd

GSH-Px Aktivitesi (Uml) = X

6,22 \-:';—1:

AOD = Optik Dansite Degisimi
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6,22 = 1 mM NADPH’nin 1 cm’lik 151k yolunda verdigi OD degeri
V Toplam = Toplam hacim
V Ornek = Ornek hacmi

3.2.1.4. Melatonin tayini

Melatonin analizi i¢in Cloud Clone Corp. Firmasmin eliza kitinin i¢inde bulunan
kimyasallar kullanilmistur.

Serum melatonin diizeyi ELIZA yontemi ile c¢ahsildi. Kullanilan ticari kitin
prosediiriindeki esaslara uyuldu. Kit, yarigmali enzim inhibisyonu prensibine dayalidir.
Spesifik melatonin  monoklonal antikoru mikropleyte Onceden kaplanmis halde
bulunmaktadir. Bu 6nceden kaplanmis spesifik melatonin antikoru ile biotin ile isaretlenmis
melatonin ve isaretlenmemis melatonin (standart veya Ornekler) yarigsmali inhibisyon
reaksiyonu vermektedir. Inkiibasyondan sonra bu baglhi olmayan ¢ift yikanip uzaklastirild.
Daha sonra HRP (avidin) her bir mikropleyt kuyucuguna eklendi ve bekletildi. HRP bagh
yapilarin miktar1 6rnekteki melatonin konsantrasyonu ile ters orantilidir. Substrat soliisyonu
eklendikten sonra yogunluga bagli renk gelismesi 6rnekteki melatonin konsantrasyonu ile ters
orantilidir. Her bir standart kontrol ve drnek okumalarinin ortalamasi alindi. y ekseninde
melatonin logarikmik konsantrasyonu degerleri ile x ekseninde absorbans degerleri olacak
sekilde standart egrisi olusturuldu. x ekseninde bulunan standart degerlerine kars1 y ekseninde
standart konsantrasyonu degerleri grafige gecirildi ve standart egrisi asagidaki gibi

olusturuldu. Sonuglar pg/ml olarak ifade edildi.
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Sekil 19: Melatonin standart egrisi
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3.3. istatistik

Istatiksel analizin yapilmasinda SPSS (Statistical Package for Social Sciences) 17.0
kullanildi. Sonucglarimiz ortalama =+ standart sapma seklinde verildi. Biyokimyasal
verilerimizin degerlendirilmesinde gruplara gore cinsiyet dagilimi i¢in Ki-kare testi, hasta ve
kontrol gruplar1 arasindaki yas dagilimi i¢in t testi, sabah ve aksam alinan 6rneklerde dl¢iilen
degerler arasindaki farkin karsilastirilmasinda icin iki es arasindaki farkin onemlilik testi-
Nonparametrik-Wilcoxon testi kullanildi. Korelasyon analizi icin Spearman testi kullanild. Bu
degerlendirmelerde p<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Hasta ve kontrol
gruplarinda Olgiilen degerler arasindaki farkin karsilastirilmasinda Nonparametrik
Independent t testi kullanildi. Bu degerlendirmelerde p<0.001 degerleri istatistiksel olarak
anlaml kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Analiz Sonuclar

Yas dagilimi i¢in kullanilan t testi sonucuna gore gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05)

Cinsiyet dagilimi i¢in kullanilan Ki-kare testi sonucuna gore gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05).

Nonparametrik-Wilcoxon testi sonuglarina gore ise gore;

-Hasta grubu melatonin degerleri sabah ve aksam gruplarinda karsilastirildiginda;
sabah grubunda aksama gore artis gozlenmistir. Bu artig istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,05). Kontrol grubu melatonin degerleri sabah ve aksam gruplarinda
karsilastirildiginda; sabah grubunda aksama gore azalis gozlenmistir. Fakat bu azalis
istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistur (p>0,05).

-Hasta grubu mda degerleri sabah ve aksam gruplarinda karsilastirildiginda; sabah
grubunda aksama gore azalis gozlenmistir. Fakat bu azalis istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistur (p>0,05). Kontrol grubu Mda degerleri sabah ve aksam gruplarinda
karsilastirildiginda; sabah grubunda aksama gore artis gozlenmistir. Fakat bu artis istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistur (p>0,05).

-Hasta grubu gsh-px degerleri sabah ve aksam gruplarinda karsilastirildiginda; sabah
grubunda aksama gore artis gdzlenmistir. Bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,05). Kontrol grubu gsh-px degerleri sabah ve aksam gruplarinda karsilastirildiginda;
sabah grubunda aksama gore artis gézlenmistir. Fakat bu artis istatistiksel olarak anlamli
bulunmamaistur (p>0,05).

-Hasta grubu sod degerleri sabah ve aksam gruplarinda karsilastirildiginda; sabah
grubunda aksama gore artis gozlenmistir. Fakat bu artig istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistur (p>0,05). Kontrol grubu sod degerleri sabah ve aksam gruplarinda
karsilastirildiginda; sabah grubunda aksama gore artis gozlenmistir. Bu artis istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p>0,05).

Korelasyon analizi i¢in kullanilan Spearman testi sonuglarina gore;

-Hasta grubu sabah melatonin degerleri ile mda ,gsh-px ve sod degerleri
karsilastirildiginda; istatistiksel olarak anlamli karelasyon bulunamamistir (herbiri igin

p>0,05). Kontrol grubu sabah melatonin degerleri ile mda ,gsh-px ve sod degerleri
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karsilastirildiginda; istatistiksel olarak anlamli karelasyon bulunamamistir (herbiri i¢in
p>0,05).

-Hasta grubu aksam melatonin degerleri ile mda ,gsh-px ve sod degerleri
karsilastirildiginda; yalniz melatonin ve gsh-px arasinda zayif pozitif korelasyon vardir. Fakat
istatistiksel olarak anlamli bulunamamaistir (herbiri i¢cin p>0,05).

-Kontrol grubu aksam melatonin degerleri ile mda ,gsh-px ve sod degerleri
karsilastirildiginda; istatistiksel olarak anlamli karelasyon bulunamamistir (herbiri igin
p>0,05).

Nonparametrik independent T testi sonucuna gore;

-Hasta grubu sabah melatonin, gsh-px, sod ve mda degerleri karsilastirildiginda;
yalnizca sod degerinde anlamli fark gézlenmistir (p<0,001). Kontrol grubu sabah melatonin,
gsh-px, sod ve mda degerleri karsilastirildiginda; anlamli fark gdzlenmemistir (p>0,001).

-Hasta grubu aksam melatonin, gsh-px, sod ve mda degerleri karsilastirildiginda;
yalnizca sod degerinde anlamli fark gozlenmistir (p<0,001). Kontrol grubu aksam melatonin,
gsh-px, sod ve mda degerleri karsilastirildiginda; anlamli fark gézlenmemistir (p>0,001).

Hasta ve kontrol grubuna ait biyokimyasal parametrlerin karsilastirilmas: Tablo

VIII"de gosterilmistir.

Tablo 8: Hasta ve kontrol grubuna ait demografik 6zelliklerin karsilastiriimasi

Cinsiyet (say1) 9 Kadin

Kadmn 10 Erkek

Erkek

Hastalik siiresi (ortalama) 5yl (2-10 y1l)

Hoehn Yahr Evrelemesi (ortalama) 2,5(1-4)

[laglar Rasajilin, Pramipeksol, Levodopa
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Tablo 9: Hasta Ve Kontrol Grubuna Ait Biyokimyasal Parametrelerin Karsilagtirilmasi (ort +

SS)
Parametreler Hasta Grubu (n=19) | Kontrol Grubu (n=19) p degerleri
Cinsiyet, %FErkek 52,6 52,6
Yas, Yil 57,5£10,2 60,3£10,9 0,418
MDA ( nmol/MI) 6,09+2,88 5,44+2 .21 0,795
sabah
aksam | 6,11£3,92 4,23+2.70 0,096
SOD( U/L) 24,64+14.91 57,33+33,90 <0,001
sabah
aksam | 18,72+6,48 34,91+16,80 <0,001
GSH-Px( U/L) 0,33+0,05 0,32+0,06 0,311
............ sabah
aksam | 0,30+0,03 0,29+0,05 0,583
Melatonin (pg/ml) 9,18+2,21 9,184+2.08 0,931
sabah
aksam | 8,23+£2,18 9,34+1,92 0,109

Kisaltmalar; Malondialdialdehit (MDA), Siiperoksit Dismutaz (SOD), Glutatyon Peroksidaz

(GSH-Px).

Hastalara ait byokimyasal parametrelerin sabah ve aksam degerlerinin karsilastirilmasi

Tablo10’de gosterilmistir.

Tablo 10: Hastalara ait Biyokimyasal parametrelerin Sabah ve Aksam degerlerinin

Karsilagtirilmasi
Parametreler Sabah Aksam p degeri
MDA (nmol/mL) 6,09+2,88 6,11£3,92 0,586
SOD (U/mL) 24,64+14.91 18,72+6,48 0,246
GSH-Px (U/mL) 0,33+0,05 0,30+0,03 0,049
Melatonin (pg/ml) 9,18+2,21 8,234+2,18 0,036

Kisaltmalar; Malondialdialdehit (MDA), Siiperoksit Dismutaz (SOD),

(GSH-Px).

Glutatyon Peroksidaz

Kontrol grubuna ait byokimyasal parametrelerin sabah ve aksam degerlerinin

karsilagtirilmasi Tablo 11°de gosterilmistir.

70




Tablo 11: Kontrol Grubuna Ait Biyokimyasal Parametrelerin Sabah Ve Aksam Degerlerinin
Karsilagtirilmasi

Parametreler Sabah Aksam p degeri
MDA (nmol/mL) 5,44+2.21 4,23+2.70 0,136
SOD (U/mL) 57,33+33,90 34,91+16,80 0,004
GSH-Px (U/mL) 0,32+0,06 0,29+0,05 0,147
Melatonin (pg/ml) 9,18+2,08 9,34+1,92 0,629

Kisaltmalar; Malondialdialdehit (MDA), Siiperoksit Dismutaz (SOD), Glutatyon Peroksidaz
(GSH-Px).

4.1.1. MDA degeri iizerine etkileri

12,50
10,004
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5,001

2,507 J—

,00-

Mda

Kontrol

Sekil 20: Hasta-Kontrol Gruplarinda Sabah Mda Diizeyleri
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Sabah Aksam

Sekil 21: Kontrol Grubunda Sabah-Aksam Mda Diizeyleri
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Sekil 22: Hasta-Kontrol Gruplarinda Aksam Mda Diizeyleri
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Sekil 23: Hasta Grubunda Sabah-Aksam Mda Diizeyleri

4.1.2. SOD degerleri iizerine etkileri
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Sekil 24: Hasta-Kontrol Grubunda Sabah Sod Diizeyleri
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Sekil 25: Hasta-Kontrol Gruplarinda Aksam Sod Diizeyleri
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Sekil 26: Kontrol Grubunda Sabah-Aksam Sod Diizeyleri
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Sekil 27: Hasta Grubunda Sabah-Aksam Sod Diizeyleri

4.1.3. GSH-Px degerleri iizerine etkileri
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Sekil 28: Hasta-Kontrol Gruplarinda Sabah Gsh-px Diizeyleri
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Sekil 29: Hasta-Kontrol Gruplarinda Aksam Gsh-px Diizeyleri
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Sekil 30: Kontrol Grubunda Sabah-Aksam Gsh-px Diizeyleri
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Sekil 31: Hasta Grubunda Sabah-Aksam Gsh-px Diizeyleri

4.1.4. Melatonin degerleri iizerine etKileri
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Sekil 32: Hasta- Kontrol Gruplarinda Sabah Melatonin Diizeyleri
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Sekil 33: Hasta-Kontrol Gruplarinda Aksam Melatonin Diizeyleri
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5. TARTISMA

Serbest radikaller, viicutta metabolizma sirasinda meydana gelen son derece etkin
kimyasal triinlerdir. Hiicre biiylime ve gelisimi lizerine direkt olarak etkilidirler ve hiicre
yasami lizerine olan bu direkt etkilerinden dolayr damar sertligi, kanser ve romatizmal
hastaliklar ve yaslilik hastaliklar1 gibi bazi hastaliklarin olugsmasinda 6nemli rol oynarlar.
Serbest radikal teorisine gore yaslanmanin en 6nemli nedenlerinden birisi, yas ilerledikge
metabolizmada ROT ve RNT olusumunun artmasi ve bunlarin makro molekiillerin
modifikasyonuna neden olmasidir (Bejma J ve Ji L. 1999, Cakatay U. ve Telci A. 2000,
Stadtman ER. 2004, Zaobornyj T. ve ark. 2005).

Harman (Weber G.F 1994), yaslanmayla ilgili teorisinde, oksijen kaynakli serbest
radikallerin, aerobik organizmalarin hiicrelerinde veya hiicreler arasinda kendiliginden
kimyasal modifikasyonlara neden oldugunu ve biyolojik olarak dejenerasyonun olustugunu
ileri stirmiistiir.

Kardiyolojik hastaliklar, ndrolojik hastaliklar, astim, diabetes mellitus, romatoid artrit,
kanser ve yaslilikta goriilen pek ¢ok hastaligin oksidatif stres ile iliskisi gosterilmistir (Engin
A. ve Altan N. 2000, Ozenirler S. ve ark. 1994, Engin A. ve ark. 2003, Yardim-Akaydimn S.
2004). Sigan ve giivercinlerin yasam siireleri arasindaki farkin mitokondrilerdeki ROM
iretimi ile iligkili oldugu saptanmistir (Burcak G. ve Andican G. 2004). Ayn1 sekilde, yasa
bagli olarak mitokondrial DNA'daki hasarlarin artis1 da elektron tagima zincirinin
elemanlarinda anormalliklere yol acar. Bu birikimlerin sonucu olarak yas arttikca beyin, kalp
ve iskelet kaslarinda ATP iiretiminin diistiigii ve buna bagh olarak pek c¢ok hastaligin ortaya
ciktig1 da gdzlenmistir (Sohal RS. ve Weindruch R. 1996).

Bu c¢alismalarin tersine Garcia-Arumi ve ark.(Garcia-Arumi E. ve ark. 1998 ).
lenfositlerle yaptiklar1 bir ¢alismada; yaslh bireylerin antioksidan savunma mekanizmalarinda
yasla azalma goriilmedigini, buna karsilik protein karbonil diizeylerindeki artisa bagl olarak
oksidatif protein hasarinda artis goriildiigiinii bildirmislerdir

Reaktif oksijen tiirlerinin bircok norodejeneratif hasara veya yaslanmaya sekonder
olarak biriktigi ve sorumlu oldugu saptanmistir (Balazs L. ve Leon M. 1994, Lewen A. ve ark.
2000).

Calismamizda ise yaslanmayla ve norodejeneratif hasar ile birlikte gece serum
melatonin seviyesinin diismesi, zararli oksijen radikalleri ile olusturulan hasarin arttigini

gosteriyor olabilir.
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Gorililme sikligr giderek artan ve hem hasta, hem de cevresi i¢in biiylik maddi ve
manevi kayiplara neden olan Parkinson hastalar1 ile norolojik ve biyokimyasal olarak normal
yash kisilerin serumunda, bazi antioksidan parametreler iizerinde c¢alismalar mevcuttur.
Noronal dokuda glutatyon peroksidaz aktivitesinin, ¢ok ileri yaslarda bile pek fazla
degismedigini gosteren ¢aligmalar mevcuttur. (Russel J. Reiter 1995)

Bizim c¢aliygmamizda da ayni sekilde serum Gsh-px diizeylerinde hem hasta hemde
kontrol gruplarinda anlamli fark bulunamadi (P>0,05). Ancak aksam ve sabah gsh-px
diizeylerinin her iki grupta da artisin gézlenmistir. Biz bu artisin sebebini oksidatif hasara
bagli olarak agiga ¢ikan enzim aktivitesine baglamaktayiz.

Yapilan ¢aligmalar melatoninin hidroksil (*OH) radikalini, siiperoksit anyon (O;e-)
radikalini, peroksil radikalini, singlet oksijeni (10;), hidrojen peroksiti (H,0O,), nitrik oksiti
(NO) ve hipokloroz asiti (HOCI) nétralize edebildigini bilinmektedir In vivo caligmalarda
melatoninin, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, glukoz-6-fosfat dehidrojenaz,
stiperoksit dismutaz ve katalaz gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerini arttirdigi, nitrik oksit
sentetazin aktivitesini ise azalttig1 gosterilmistir (Tan DX. ve ark. 2003).

Bu calismanin aksine kontrol grubunda melatonin seviyesi artarken mda, gsh-px ve
sod degerlerinde anlamli diisiis vardir. Bunun sebebi kontrol grubunda oksidatif hasar sz
konusu olmadigindan bu durum melatonin diizeylerini olumlu etkiledigi diisiiniilebilir.

Parkinson hastaliginda SN hiicrelerin progresif 6liimii s6z konusudur. Yani, serbest
radikaller SN noronlarinin destriiksiyonuna neden olan en dnemli ajanlardir ve bunun sonucu
olarak parkinson hastali§1 ortaya c¢ikmaktadir. Organizmalar, serbest radikallerin yol agtigi
oksidatif hasara karst kendilerini koruyabilmek icin, bir¢ok savunma mekanizmasina
sahiptirler. Bu mekanizmalarin baginda SOD, CAT ve GSH-Px enzimleri gelmektedir.
Eritrositlerde oksidatif stres olusumu membranin yapisinda bulunan lipidlerin peroksidasyona
ugramasi, membran biitiinliiglinlin bozularak eritrositlerin parcalanma riskinin artmasina
neden olur (Ianas O. ve ark. 1991, Reiter RJ. ve ark. 2003). Eritrositlerde membran
lipidlerinin peroksidasyona ugramasi sonucunda ikincil {iriin olarak olusan 6nemli oksidasyon
iirtinlerinden birisi de MDA’dir (Reiter RJ. 2003). Bu nedenle bu calismada oksidatif hasarin
gostergesi olarak MDA diizeyleri degerlendirilmistir

Bu c¢alismada da oksidan hasarin derecesini belirlemek ve kullanilan maddelerin bu
hasar1 Onlemedeki basarisin1 saptamak amaciyla gruplarimizda oksidatif stres gostergesi
MDA diizeyi, oksidatif strese karsi savunma cevabini gosteren SOD ve GSH-Px enzim

aktiviteleri diizeylerini ¢alisildi
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Bizim calismamizda da hasta grubumuzda aksam oksidatif hasara bagl olarak Mda
diizeylerinde anlaml bir artis gdzlenmistir (p<0,05). Fakat kontrol grubunda azalma vardir.
Bu durum bize literatiirdeki bilgilerin dogrulugunu kanitlama imkani vermistir. Enzim
sistemlerinde de orantili olarak degisim gdzlenmistir.

Melatonin, hidroperoksitleri metabolize eden GSH-Px enzimini aktive ederek, O,
radikalini H,O,’ye kataliz eden SOD aktivitesini artirarak, oksidatif stres esnasinda katalaz
aktivitesindeki azalmay1 onleyerek ve NO olusumundan sorumlu nitrik oksit sentaz (NOS)
enzimini inhibe ederek, dolayli olarak antioksidan etki gostermektedir (Reiter RJ. ve ark.
2009, Reiter RJ. ve ark. 2000, Reiter RJ. ve ark. 2009 )

Melatonin iiretimi ve saliverilme ritmi bir¢cok psikiyatrik hastalikta bozulmaktadir
(Fanget ve ark. 1989, Macci ve Bruce 2004, Srinivasan ve ark. 2006, Hickie ve Rogers 2011,
Lopez-Munoz ve ark. 2011). Ote yandan, sirkadiyen ritmin bozulmasi ile uyku baslangicinin
gecikmesi, kalitesiz uyku, erken ve zamansiz uyanma, giin boyu yorgunluk hissi, enerji
disiikligii ve dikkati toplayamama gibi depresyonun bazi klinik belirtileri arasinda giicli bir
iligki bulunmaktadir (Germain ve Kupfer 2008, Hickie ve Rogers 2011). Bu nedenle beyin
melatonin sistemi depresyon i¢in 6nemli ve glincel bir hedef olmustur.

Inal ve ark.(Inal ME. ve ark. 2001) lipid peroksidasyonu ve antioksidan enzim
aktivitelerinin yashlikla degisimini arastrmislardir. Saglikli insanlarin eritrositlerindeki SOD,
CAT, Gsh-Px ve plazmadaki MDA seviyesini incelemislerdir. Bu ¢alismada 176 saglikli
bireyi grup 1 (0,2-1 yas), grup 2 (2-11 yas), grup 3 (12-24 yas), grup 4 (25-40 yas) ve grup 5
(41-69 yas) olacak sekilde bes gruba ayirmislardir. SOD aktivitesi ve yaslhilik arasinda negatif
baglant1 bulurken, CAT, Gsh-Px aktiviteleri ve MDA seviyesi ile yashlik arasinda pozitif
baglantilar bulmuslardir. Sonu¢ olarak eritrositdeki antioksidan enzim aktivitelerinde yasla
ilgili farklilik bulmuslardir. Ayrica, peroksidatif zararin yashlik basamaklarinda yiikseldigini
belirtmislerdir

Oksidatif hasar1 Onlemede, melatoninin etkili oldugunu tespit ettik. MDA diizeyi
anlamli olarak diismiistiir (p<0.05). Bunun sebebini antioksidan etki gosteren melatonine
baglamaktay1z.

In vivo olarak yapilan bir baska ¢calismada melatoninin, glutatyon peroksidaz (GSH-
Px), glutatyon rediiktaz, glukoz-6-fosfat dehidrojenaz, SOD ve CAT gibi antioksidan
enzimlerin aktivitelerini arttirdig1, nitrik oksit sentetazin aktivitesini ise azalttig1 gosterilmistir
(Tan DX. ve ark. 2003).

Ranjana Singh ve arkadaslarmin yaptig1 bir ¢calismada kontrol ve hasta grubu Mda

diizeylerinde sabah 06:00°dan gece 00:00’a kadar artis gézlenmistir ancak hasta grubundaki
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artis daha anlamhidir. Sod diizeyinde ise azalis mevcuttur. Bizim calismamizda da sabahtan
aksama kadar sadece hasta grubunda mda diizeyinde artis gozlenirken sod diizeyindede zalis
gozlenmistir. Buda bize hasta grubumuzdaki hasarin boyutunu géstermektedir. Ayn1 zamanda
olusan hasara oranla insan viicudunda bir savunma mekanizmas: gelistigini gostermektedir
(Ranjana Singh ve ark.2004).

Melatonin lipit c¢Oziiniirliigliniin  yliksek olmasi nedeniyle hiicrelere rahatca
girebilmektedir. Son ¢alismalar melatoninin hiicre c¢ekirdeginde yliksek konsantrasyonda
bulundugunu ve melatonin i¢in spesifik baglanma noktalarinin oldugunu gostermistir.
Melatonin gii¢lii bir radikal siipiiriiclisii oldugu gibi, radikaller iizerinde dolayl1 etkilere de
sahiptir. Oksidatif hasarin rol oynadig1 pek ¢cok deneysel modelde melatoninin olumlu etkileri
gosterilmistir. Yaslanma ile birlikte melatonin liretiminin azalmasi yaslanma ve yaslanmaya
bagli hastaliklarin patogenezinde artan oksidatif hasarm ve melatonin yetersizliginin 6nemli
rolii oldugunu gostermektedir( Reiter RJ., Calvo JR. ve ark. 2000, Reiter RJ., Tan DX. ve ark.
2000).

Bizim calismamizda da ayni sekilde veriler mevcuttur. Biz bu durumun sebebini hasta
olan bireylerde olusan strese bagli olarak uyku ritmineki bozulmadan dolayr melatonin
seviyesinin azalmasina baglamaktayiz

Karanlikla beraber pineal bezde melatonin konsantrasyonu artar. Diger endokrin
organlardan farkli olarak, pineal bez melatonini sentezlendikten sonra depolamaz, melatonin
pineolositlerden hizli bir sekilde bez icindeki kapiller damarlara ve tiglincii ventrikiil
araciligiyla BOS’a gecer (Reiter RJ. 2003).

Bir arastirmaya gore gece 20.00-23.00 aras1 yiikselen melatonin diizeyi 01.00-05.00
aras1 doruk degerlere ulasir ve giindiiz diiser. Saglikli kisilerde plazma melatonin diizeyi
giindiiz 0-20 pg/ml, gece 20-200 pg/ml (ortalama 60-70 pg/ml) dir (Goksel Sener 2010).

Amerika’da yaklasikk 45 milyon kisi gece uykusuzlugu (uyku mahrumiyeti)
cekmektedir. “Uyku mahrumiyeti” gerek neden oldugu hastaliklar gerekse yasam sartlarmi
etkileme yOniiyle maddi ve manevi anlamda olumsuzluklara sebep olmaktadir. Yapilan pek
cok calismada bu durumun en Onemli nedenlerinden birinin de endojen melatonin
sekresyonunun baskilanmas1 oldugu belirtilmistir ( Reiter RJ. ve ark. 1995)

Melatoninin zaman noktalar1 arasindaki seyahatlerin neden oldugu stresi azalttigini
gostermek i¢in yapilan bir ¢alismada parlak 1siktan faydalanarak alti zaman noktasi boyunca
doguya dogru katedilen mesafe taklit edilmis ve deneklere bes giin boyunca 10 mg melatonin
verilmistir. Her giin yapilan ankette plasebo grubuna gére melatonin verilen grupta stresin

(yorgunluk, asabiyet, saskinlik, depresyon ve gerginlik) daha az oldugu saptanmistir (Kirby

83



AW. ve ark.1999). Vardiyali iscilerde plasebo ile karsilastirildiginda gece calisilan hafta
siiresince arzulanan yatma vaktinde verilen melatoninin gece vardiyasi ig¢ilerinde, artan uyku
ve gilin i¢i uyaniklilifa neden oldugu gosterilmistir (Folkard S. ve ark.). Geciken uyku evresi
uykusuzlugu olan hastalar toplumsal olarak kabul edilen uyku vakti olan gece wvakti
uyuyamazlar. Bu durum faz ilerlemelerine neden olmak ic¢in sabah erken verilen parlak 1sikla
basarili bir sekilde tedavi edilebilir. Aksam verilen melatonin (saat 22:00’de 5mg) uyku
zamanini 6nemli 6lgiide 6ne alir (Dahlitz M. ve ark. 1991). Sonugta bu ritim bozuklugu i¢in
hem melatonin hem de parlak 1s1k tedavi secenegi olabilecegi belirtilmistir.(Arendt J. ve
Aldhous M. 1988).

Insanlarda 24 saatlik melatonin sekresyonu karanlik saatlerin daha fazla oldugu kis
aylarinda yaz aylarina gore daha yiiksektir. Melatonin salgilanmasmin uyku saatleri ve
sirkadiyan ritimle senkronizasyonu agik¢a bilinmektedir. Yapilan calismalarda insomniasi
olan yaslilarda gece pik degerlerinin insomniasi olmayan yaslilara gére daha diisiik oldugu
gosterilmistir. Oral melatonin verilmesi sonrasi insomniast olan yasli hastalarda uyku
bozuklugunda diizelme oldugu gorilmiistiir. Serum melatonin konsantrasyonundaki artis
uykunun baslamasini tetiklemektedir ve uykunun devamliligir ve kalitesini etkilemektedir.
Melatoninin uyku iizerine etkilerinin muhtemelen kronobiyolojik etkiler oldugu ve ayrica
melatoninin damarlarda daraltic1 etkiye bagh olarak core temperatiirii diisiirerek uykuyu
indiikledigi, uykuya dalig siiresini kisalttig1 ve uyku kalitesini arttirdigi bilinmektedir (Sener
G. 2010).

Ingiltere'de bir ciftlikte yapilan calismada, uyumay: kolaylastran ozel bir siit
gelistirilmistir. "Night Time Milk" ad1 verilen siitiin i¢inde diger siitlere gore iki kat daha fazla
melatonin bulunmaktadir. Giin dogmadan Once sagilan geng ineklerin siitlinde melatonin
seviyesinin yliksek oldugunu tespit eden arastirmacilar, inekleri giin dogmadan 6nce sagarak
uykuya yardime1 nitelikte siit liretmeye baslamislardir. S6z konusu siitiin, viicuttaki mevcut
melatonin seviyesini ylikselterek uyumaya yardimci oldugu bildirilmistir (Anonymous 2004,

Veli GOK ve ark. 2006 ).
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6. SONUC VE ONERILER

Biz bu ¢alismada gece ve giindiiz melatonin diizeylerini 6l¢tiik. Kontrol grubumuzda
sabah melatonin degerlerinde aksama gore anlamli olmasa da azalma gozlenmistir. Hasta
grubumuzda ise gece melatonin diizeyinde azalma gozlenmistir

Yash ve yetiskinlerde, gen¢ yas gruplarina gore uyku zorlugu belirgin olarak daha
siktir. Uyku-uyaniklik dongiisii, santral olarak kontrol edilen sirkadyen sistemlerden sadece
biridir. Yas ile SKN hiicrelerin; elektriksel ve hormonal aktiviteleri ve gen ekspresyonu azalir.
Yine; i¢ viicut 1s1s1, melatonin ve kortizol seviyesi azalir ve viicudun sirkadyen aktivitesi
bozulur. Bu degisiklikler ve uyku bozukluklari, nérodejeneratif hastaliklarda daha belirgindir.
Bizim Parkinson hasta grubumuzda serum melatonin diizeyi, benzer yas grubundaki saglikli
kontrollerle benzerdi ve geng yetigkinlere gore diisiiktii. Saglikli yash kontrollerde giindiiz-
gece seviyeleri arasinda fark bulunmadi. Bu da yash popiilasyonda, gen¢ yetiskinlikteki
gilindiiz-gece degiskenliginin azaldig1 ve hatta ortadan kalktigini bize diisiindiirdii. Nitekim
yasla birlikte uyku sorunlari ve norodejeneratif hastaliklarin da arttigini bilmekteyiz.
Parkinson hastalig1 olan grupta ise istatistiksel anlamli olarak gece melatonin seviyesi diisiik
bulundu. Biliyoruz ki, Parkinson hastalar1 normal popiilasyona gore daha fazla uyku sorunlari
goriilmektedir. Bunun 6nemli bir nedeni gece melatonin seviyesinin diismesi olabilir ve gece
melatonin destegi daha kolay uyumalarimi saglayabilir. Melatoninin uykuyu baslatmada
onemli bir fonksiyonu olmakla birlikte ayn1 zamanda 6nemli bir antioksidandir. Parkinson
hastalig1 gibi norodejeneratif hastaliklarda azalmasit ise, hastalik siirecinde artik

koruyuculugunun yetersiz oldugunun bir isareti olabilir.
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Adi1 ve Soyadi : Glilcan HASKAY A

Numarasi : 11SBTB66

Alinma Diizeyi : Yiiksek Lisans X
Tez Danigsmani : Prof. Dr. Fatma INANC TOLUN
Ana Bilim Dal1 : TIBBI BIYOKIMYA AD.
Enstitiiye Kayit Tarihi : 05.09.2011

Tez Konusu Bashg :
Parkinson Hastaliginda Oksidatif Stres ve Melatonin Diizeyleri

Tezin Onemi ve Ozgiin Degeri :

Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin) epifiz bezi tarafindan salgilanan dogal bir hormondur.
Gegmiste, yogun arastirmalar yapilarak norodejeneratif hastaliklarin deneysel modellerinde
melatoninin yararh etkileri géstermistir. Beyin oksidatif hasari ile ilgili hastaliklarin patogenezinde
ortak bir bag oldugu ortaya c¢ikarilmistir.

Antioksidan savunma sistemi; serbest radikaller ve ilgili tiriinlere dolayli yoldan etki eden
“antioksidan enzimler” ve dogrudan etki eden “melatonin gibi diisiik agirlikli molekiillerden”
olugsmaktadir. Viicutta, serbest radikaller (oksidan maddeler) ile antioksidan savunma sistemi
arasinda bir denge vardir ve bu dengenin oksidanlarin lehine bozulmasi durumuna ‘oksidatif stres’
denmektedir.

Melatoninin uyku iizerine etkilerinin muhtemelen kronobiyolojik etkiler oldugu ve ayrica
melatoninin damarlarda vazodilator etkiye bagli olarak i¢ 1siy1 diistirerek uykuyu indiikledigi,
uykuya dalis siiresini kisalttig1 ve uyku kalitesini arttirdigi bilinmektedir. Yaslanma ile birlikte sinir
sistemindeki gerileme fizyolojik yaslanma ve norodejeneratif hastaliklarla iliskili olup en iyi
gosterge hafiza ve kognitif fonksiyonlarda kayiplardir. Serbest radikallerin yaslanma ile iligkisi
gilinlimiizde en giincel konulardandir.

Beyin dokusunun oksidatif hasara olduk¢a duyarli olmasi, yaslanma ile birlikte
makromolekiillerde oksidatif hasar birikimi ve inflamasyon gelisimi melatonin tedavisinin yasa
bagli Santral Sinir Sistemi (SSS) fonksiyonlarindaki degisime karsi koruyucu olabilecegini
diistindiirmiistiir.
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Parkinson hastalarinda uyku bozukluklar1 sik¢a goriiliir ve bu durum uzun zamandir
tanimlanmaktadir. Parkinson hastaliinin intrensek patofizyolojisi, uyku bozuklugunun muhtemel
ana etmenlerinden biridir. Parkinson hastaligindaki uykusuzluk siklikla uykuya dalmada zorluk
olarak kendi gosterir ve depresyon ya da anksiyetesi olan Parkinson hastalarinda bu durum daha
belirgindir. Ayrica yaslanma ile birlikte melatonin diizeyi azalmaktadir ve aksam saatlerindeki
melatonin diizeylerinin daha fazla oldugu bilinmektedir. Diger yandan Parkinson hastalarinda
aksam ve giindiiz melatonin diizeyleri ve oksidatif stres parametreleri arasindaki iliski hig
arastirilmamistir. Bu konu ile ilgili bir calismanin olmamasi, bu konuda yapilacak calismalara
gerekee teskil etmektedir.

Calismamizda; klinik olarak Parkinson hastali§i tanisi konulmus hastalardan alinan kan
ornekleri ve Parkinson hastaligt bulunmayan kontrol grubu kan Orneklerinde, melatonin
diizeylerinin degisimini ve oksidatif stres biyomarkerlarinin diizeyleri arasindaki iligkiyi incelemeyi
amagcladik.

Parkinson hastali§i, en sik goriilen norodejeneratif hastaliklardan biridir. Parkinson
hastalarinda melatonin diizeyleri ve oksidatif stres belirtecleri arasindaki iliski hi¢ arastirilmamistir.
Bu arastirma sonucunun Parkinson hastaliinin tedavisinde melatoninin yerinin belirlenmesinde
yararli olacagini diisiinmekteyiz.

Etik Kurul Belgesi X Eklendi [ IGerekli Degil
Yasal Izin Belgesi @ Eklendi iGerekli Degil
Y. Lisans Ogrencisi Prof. Dr. Fatma Inang Tolun Prof. Dr. Metin KILINC
Giilcan HASKAY A
Ogrenci Damsman Anabilim Dah Baskani
Adi Soyadi-imzasi Adi Soyadi-imzasi Adi Soyadi-imzasi

Not : Bu form anabilim/anasanat dali bagkanliginin goriislerini de alinarak en ge¢ derslerinin

tamamlandig1 yariyil sonuna kadar hazirlanarak
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Ek 2.

T.C.
KAHRAMANMARAS SUTCU IMAM UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR

BASVURU FORMU
ARASTIRMACI BILGILERI
SORUMLU ARASTIRMACI
Adi-soyadi Prof. Dr. Fatma INANC TOLUN
Adres KSU Tip Fakiiltesi Biyokimya AD.

YARDIMCI ARASTIRMACILAR

Yardimc1 Arastirmaci-1

Adi-soyadi Dog¢. Dr. Deniz TUNCEL

Adres KSU Tip Fakiiltesi Noroloji AD.

Yardimc1 Arastirmaci-2

Adi-soyadi Yiiksek Lisans 6grencisi Glilcan HASKAYA

Adres KSU Tip Fakiiltesi Biyokimya AD.

Yardimc Arastirmaci-3

Adi-soyadi Ars.Gor.Dr. Hamza SAHIN

Adres KSU Tip Fakiiltesi Noroloji AD.
Yardimc1 Arastirmaci-4
Adi-soyadi
Adres
] ARASTIRMA BiLGILERI
ARASTIRMANIN BASLIGI

Parkinson Hastaliginda Oksidatif Stres ve Melatonin Diizeyleri

ARASTIRMANIN YUORUTULECEGI YER

K.S.U Tip Fakiiltesi Arastirma Laboratuvari

ARASTIRMANIN YORUTULECEGI DIGER YERLER

1. USKIiM

2

ARASTIRMANIN KOORDINATORU

Adi-soyadi Prof. Dr. Fatma INANC TOLUN

Adres KSU Tip Fakiiltesi Biyokimya AD.

imza

ARASTIRMANIN SURESI

12 ay

ARASTIRMANIN TURU

Anket ¢aligmalari

Dosya ve goriintii kayitlar1 gibi retrospektif arsiv taramalari

X Kan, idrar, doku, radyolojik goriintii gibi biyokimya, mikrobiyoloji, patoloji ve radyoloji

elde edilmis materyalleriyle yapilacak aragtirmalar

Hiicre veya doku kiiltiirii caligmalari

materyalle yapilacak arastirmalar

Hemgirelik faaliyetlerinin sinirlar1 igerisinde yapilacak arastirmalar

Gida katki maddeleriyle yapilacak diyet ¢aligmalari

Egzersiz gibi viicut fizyolojisi ile ilgili arastirmalar
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koleksiyon materyalleriyle veya rutin muayene tetkik, tahlil ve tedavi islemleri sirasinda

Gen tedavisi klinik aragtirmalar1 disinda kalan ve tanimlamaya yonelik olarak genetik




Antropometrik ol¢iimlere dayali yapilan ¢aligmalar

Yasam aligkanliklarmin degerlendirilmesi arastirmalari

Diger (Tamimlayiniz):
ARASTIRMANIN NIiTELIGI
X Yiiksek lisans tezi

Doktora tezi

Tipta uzmanlik tezi

Bireysel aragtirma projesi

Diger (tanimlayiniz):

ARASTIRMANIN GEREKCESI

Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin) epifiz bezi tarafindan salgilanan dogal bir
hormondur. Gegmiste, yogun arastirmalar yapilarak norodejeneratif hastaliklarin deneysel
modellerinde melatoninin yararh etkileri gostermistir. Beyin oksidatif hasar1 ile ilgili
hastaliklarin patogenezinde ortak bir bag oldugu ortaya ¢ikarilmistir.

Antioksidan savunma sistemi; serbest radikaller ve ilgili tirlinlere dolayli yoldan etki eden
“antioksidan enzimler” ve dogrudan etki eden “melatonin gibi diisiik agirlikli molekiillerden”
olugsmaktadir. Viicutta, serbest radikaller (oksidan maddeler) ile antioksidan savunma sistemi
arasinda bir denge vardir ve bu dengenin oksidanlarin lehine bozulmasi durumuna ‘oksidatif
stres” denmektedir.

Melatoninin uyku iizerine etkilerinin muhtemelen kronobiyolojik etkiler oldugu ve ayrica
melatoninin damarlarda vazodilator etkiye bagli olarak i¢ 1s1y1 diisiirerek uykuyu indiikledigi,
uykuya dalis stiresini kisalttigi ve uyku kalitesini arttirdigi bilinmektedir. Yaslanma ile
birlikte sinir sistemindeki gerileme fizyolojik yaslanma ve ndrodejeneratif hastaliklarla iligkili
olup en iyi goOsterge hafiza ve kognitif fonksiyonlarda kayiplardir. Serbest radikallerin
yaslanma ile iligkisi glinlimiizde en giincel konulardandir.

Beyin dokusunun oksidatif hasara olduk¢a duyarli olmasi, yaslanma ile birlikte
makromolekiillerde oksidatif hasar birikimi ve inflamasyon gelisimi melatonin tedavisinin
yasa bagli Santral Sinir Sistemi (SSS) fonksiyonlarindaki degisime karsi koruyucu
olabilecegini diistindiirmiistiir.

Parkinson hastalarinda uyku bozukluklar1 sik¢a goriiliir ve bu durum uzun zamandir
tanimlanmaktadir. Parkinson hastaligmin intrensek patofizyolojisi, uyku bozuklugunun
muhtemel ana etmenlerinden biridir. Parkinson hastaligindaki uykusuzluk siklikla uykuya
dalmada zorluk olarak kendi gosterir ve depresyon ya da anksiyetesi olan Parkinson
hastalarinda bu durum daha belirgindir. Ayrica yaslanma ile birlikte melatonin diizeyi
azalmaktadir ve aksam saatlerindeki melatonin diizeylerinin daha fazla oldugu bilinmektedir.
Diger yandan Parkinson hastalarinda aksam ve giindiiz melatonin diizeyleri ve oksidatif stres
parametreleri arasindaki iligki hi¢ arastirilmamistir. Bu konu ile ilgili bir g¢alismanin
olmamasi, bu konuda yapilacak ¢caligmalara gerekce teskil etmektedir.

ARASTIRMANIN AMACI

Calismamizda; klinik olarak Parkinson hastaligi tanisi1 konulmus hastalardan alinan kan
ornekleri ve Parkinson hastaligi bulunmayan kontrol grubu kan oOrneklerinde, melatonin
diizeylerinin degisimini ve oksidatif stres biyomarkerlarmin diizeyleri arasindaki iliskiyi
incelemeyi amacladik.

ARASTIRMANIN MATERYAL VE METODU

Arastirmaya Parkinson hastaligi tanist konmus 20 hasta ve kontrol grubu olarak da
norodejeneratif hastaligi olmayan 20 goniillii birey dahil edilecektir. Hasta ve goniilliilerden
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sabah 10:00 da ve aksam 22:00’ da olmak iizere iki kez vendz kan alinmasi planlanmaktadir.
Bireylerden sabah 2 ml K-EDTA’l1 ve 4 ml diiz kan, aksam ise sadece 4 ml diiz kan 6rnegi
almacaktir. Tam kan tiipiine alinan kanlardan elde edilen eritrosit pelletlerinde Siiperoksit
Dismutaz (SOD), Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) enzim aktiviteleri, plazmada ise
Malondialdehid (MDA) diizeyleri oOlciilecektir. Melatonin diizeyleri i¢in serum Ornegi
kullanilacaktir.

Parkinson hasta grubunda Hoehn&Yahr (H&Y) degerlendirme skalalar1 ile hastalik klinik
olarak derecelendirilecektir. Uyku problemleri ise Pittsburgh uyku kalitesi indeksi ve Epworth
uykululuk 6lcegi ile degerlendirilecektir.

SOD ve GSH-Px enzim aktiviteleri ile malondialdehit (MDA) seviyelerinin spektrofotometrik
yontemlerle, melatonin diizeylerinin ise ELISA yontemi ile 6l¢iilmesi planlanmaktadir.

ARASTIRMANIN CALISMA GRUPLARI (n=40)

1. 20 Hasta Grubu
2. 20 Kontrol Grubu

GONULLULERIN YASI

18 yas alt1 (yas araligini belirtiniz):

X 18 yas iistii (yas araligini belirtiniz): 55-75 yas

GONULLULERIN CINSIYETI

Kadin

Erkek

X Kadin ve Erkek

GONULLULERIN OZELLIKLERI

X Saglikli goniilliiler

Hastalar

Gebeler

Logusalar

Emziren kadinlar

Kisithlar (Tanimlayiniz):

Diger (Tamimlayiniz):

GONULLULERIN CALISMAYA DAHIL EDILME KRIiTERLERI

1. Herhangi bir noérodejeneratif hastaligi olmamasi
2.Hasta popiilasyonu ile ayni yas grubunda olmasi

GONULLULERIN CALISMAYA DAHIL EDILMEME KRiTERLERI

1.
2

GONULLULERIN CALISMADAN CIKARILMA KRITERLERI

1. Calismaya dahil olmak istemeyenler
2

KLINIiK UC-NOKTALAR (OLCULECEK DEGiISKENLER)

1. Hoehn&Yahr (H&Y) degerlendirme skalasi
2. Pittsburgh uyku kalitesi indeksi
3. Epworth uykululuk 6lcegi

LABORATUAR UC-NOKTALAR (OLCULECEK DEGIiSKENLER)

1. Eritrosit Superoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesi
2. Eritrosit Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) enzim aktivitesi
3. Plazma Malondialdehit (MDA) diizeyi

4. Serum Melatonin diizeyi

BEKLENEN FAYDALAR

Parkinson hastali§i, en sik goriilen norodejeneratif hastaliklardan biridir. Parkinson
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hastalarinda melatonin diizeyleri ve oksidatif stres belirtegleri arasindaki iligki hig
arastirilmamistir. Bu arastirma sonucunun Parkinson hastalifinin tedavisinde melatoninin
yerinin belirlenmesinde yararli olacagini diislinmekteyiz.

ARASTIRMANIN DESTEKLEYICISI

X

Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yonetimi Birimi

TUBITAK

DPT

Sorumlu arastirmact

Diger (Tamimlayiniz):

TAAHHUTNAME

Biz, arastirmacilar olarak;
e Basvuruda saglanan bilgilerin dogru oldugunu;

e Arastirmanin giincel Helsinki Bildirgesi (2008 Ekim Seul)* ve Iyi Klinik Uygulamalar1 Kilavuzuna
ilkelerine uygun olarak gergeklestirilecegini;

e Bu aragtirmanin kapsamindaki goniilliilerden elde edilecek kisisel bilgilerin gizli tutulacagini ve
goniilliilere veya kurumlara ekonomik kiilfet getirilmeyecegini taahhiit ederiz.

Arastirmacilar | Adi-soyadi Imza
1. Prof. Dr. Fatma INANC TOLUN
2. Dog. Dr. Deniz TUNCEL
3. Y.Lisans 6grencisi Gliilcan HASKAYA
4. Ars. Gor. Dr. Hamza SAHIN
5.
EKLER
X | Bagvuru dilekgesi

X

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu (BGOF) (varsa)

Arastirma akis semasi (varsa)

Sigorta (KAREK talep ettiginde)

Olgu rapor formu (varsa)

Anket (varsa)

Arastirma biitgesi (varsa)

Arastirmanin destekleyicisi ile imzalanan protokol (varsa)
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KAHRAMANMARAS SUTCU iMAM UNIVERSITESI KLINIK ARASTIRMALARI ETiK KURULU KARAR FORMU

Belge Adi

Tarihi

Versiyon
Numarasi

Dili

ARASTIRMA PROTOKOLU

18.01.2013

Turkge

ingilizee []

Diger []

BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU

18.01.2013

Tiirkge

Ingilizee []

Diger []

OLGU RAPOR FORMU

Tiirkge

Ingilizee []

Diger [

DEGERLENDIRILEN

BELGELER

ARASTIRMA BROSURU

Tiirkge

O0 XX

Ingilizee []

Diger []

Belge Adi

Aciklama

TURKCE ETIKET ORNEGI

SIGORTA

ARASTIRMA BUTCESI

[

BIYOLOJIK MATERYEL TRANSFER FORMU

[

HASTA KARTIGUNLUKLERI

ILAN

YILLIK BILDIRIM

SONUC RAPORU

DEGERLENDIRILEN DIGER

BELGELER

GUVENLILIK BILDIRIMLERI

DIGER:

Karar No: 2013/04-5

Tarih: 07.03.2013

KARAR
BiLGILERI

Yukarida bilgileri verilen klinik arastirma bagvuru dosyasi ile ilgili belgeler aragirmamn gerckge, amag, yaklasim ve yontemleri dikkate alinarak
incelenmis galismanin bagvuru dosyasinda belirtilen merkezlerde gergeklestirilmesinde etik ve bilimsel sakinca bulunmadigina toplantiya katilan Etik
Kurul tiyelerin oy birligi ile karar verilmigtir.

KAHRAMANMARAS SUTCU iIMAM UNIVERSITESI KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU

CALISMA ESASI

Klinik Aragtirmalar Hakkinda Yonetmelik, lyi Klinik Uygulamalari Kilavuzu

BASKANIN UNVANI/ ADI/SOYADI

Prof. Dr. Metin KILING
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Unvani/Adi/Soyadi Uzmanhik Alam Kurumu Cinsiyet Arastirmile Katihm * imza
Prof. Dr. Metin KILING Tibbi Biyokimya KSU Tip Fakultesi s
Baskan ER | kO | EO | HR |EB® | HO /

Prof. Dr. Mustafa GUL Tibbi Mikrobiyoloji KSU Tip Fakaltesi
Uye ER | KO EO HR |[EX | HO \
Dog. Dr. Hasan Cetin EKERBICER Halk Saghg KSU Tip Fakoltesi V
Oye E KO O HE |EO| HK RILDI
Dog. Dr. Harun CIRALIK Tibbi Patoloji KSU Tip Fakaltesi
Uye ER | kO | EO HE [EO| HR KA”MADI
W,
Dog. Dr. Yusaf ERGUN Tibbi Farmakoloji KSU Tip Fakiltesi /
Dye ER | kO EO HE |ER | HO
Dog. Dr. Tufan MERT Biyofizik KSU Tip Fakltesi
Uye ER | kO | E0 | HR® |eO| H @/ KATILMADI
Dog. Dr. Mehmet DAVUTOGLU Cocuk Sag. ve Hast. KSU Tip Fakiltesi 4 )
Oye e | kO | 0 | 1@ |e@| w0 |y d@’\
) Iyl
Dog. Dr. Nimet SENOGLU Anest. ve Rea. KSU Tip Fakultesi ,{
Uye EO| kKX | HE |ER | HO PP i
Dog. Dr. Giirkan ACAR Kardiyoloji KSU Tip Fakiiltesi
Uye ER | kO EO HE |ER Hﬁ
Dog. Dr. Vedat BAKAN Gocuk Cerrahisi KSU Tip Fakiltesi
Oye ER | kO EO HR |EO| HE AYRILDI
Yrd. Dog. Dr. Ramazan KARANFIL Adli Tip KSU Tip Fakiiltesi
e ER | kO | EO | HR |E® | HO ]2 V
Mehmet Emin DARENDELI Avukat Serbest
e ER | kO | EO | HE |ER | HO | 44, pon o0
Mustafa CANSARAN Ziraat Mohendisi 11 Gida, Tarim ve 2
Uye Hay. Mod E K[ EO HX |ER | HO
' : S
Turan YILDIZ Ogretmen Ozel Ali KENGER
Uye Anadolu Lisesi B kO EQ HE ER HO
* Toplantida Bulunma //"
B RN A 17 Tl i, b o448 i 3 e 48 e sE T el

fgéyfa 2



KAHRAMANMARAS SUTCU IMAM UNIiVERSITESI KLINIK ARASTIRMALARI ETiK KURULU KARAR FORMU

ARASTIRMANIN ACIK ADI

“Parkinson Hastaliginda Oksidatif Stres ve Melatonin Diizeyleri”

ARASTIRMA PROTOKOL

KODU L
KOORDINATOR/SORUMLU ‘
ARASTIRMACI Prof. Dr. Fatma INANC TOLUN

UNVANI/ADI/SOY ADI

KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACININ UZMANLIK
ALANI

Tibbi Biyokimya

KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACININ
BULUNDUGU MERKEZ

Kahramanmaras Siitgi Imam Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyokimya Anabilim Dah

DESTEKLEYICI

Kahramanmaras Siitgii imam Universitesi Bilimsel Aragtirma
Projeleri Yonetim Birimi

DESTEKLEYICININ YASAL
TEMSILCISI

AT NANASY

ARASTIRMANIN FAZI

FAZ 1

FAZ?2

EAZ3

FAZ 4

ARASTIRMANIN TURU

Yeni Bir Endikasyon

Oooig|ojo|o

Yiiksek Doz Aragtirmasi

Diger ise belirtiniz:

Kan, idrar, doku, radyolojik goriintii gibi biyokimya, mikrobiyoloji,
patoloji ve radyoloji koleksiyon materyalleriyle veya rutin
muayene tetkik, tahlil ve tedavi islemleri sirasinda elde edilmis
materyalleriyle yapilacak arastirmalar

ARASTIRMAYA KATILAN
MERKEZLER

TEK MERKEZ COK MERKEZLI ULUSAL | ULUSLARARASI
O X O O

Sayfa 1
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Ek4.

BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU
(HASTA iCiN)

Parkinson hastaligi yavas ilerleyici beyin hiicrelerinde kayip ile seyreden
(norodejeneratif) bir beyin hastaligidir. Hastaligin temel belirtileri titreme, sertlik ve
hareketlerin yavaslamasidir. Hastalik genelde 40 yasindan sonra goriiliir ve erkeklerde
goriilme sikhig1 biraz daha fazladwr. Parkinson hastalarinda uyku bozukluklar1 sikca
goriilmektedir. Ayrica yaslanma ile birlikte melatonin(beyin tarafindan salgilanan hormon)
diizeyi azaldigi ve aksam saatlerindeki melatonin diizeylerinin daha fazla oldugu
bilinmektedir. Biz, klinik olarak Parkinson tanisi konulmus hastalardan alinan kan
orneklerinde ve hastalik bulunmayan kontrol grubu kan 6rneklerinde, melatonin diizeylerinin
degisimini ve oksidatif stres belirteglerinin diizeyleri arasindaki iligkiyi incelemeyi
amacgliyoruz. Arastrmanin ismi ‘“Parkinson Hastaliginda Oksidatif Stres ve Melatonin
Diizeyleri”dir.

Arastirma yaklasik 1 yil siirecektir.

Bu arastirmada sizin i¢in herhangi bir risk ve zarar s6z konusu degildir. Bu ¢aligmaya
katilmay1 reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak goniilliiliikk esasina dayalidir. Calisma ile
ilgili glinilin 24 saatinde 0505 817 32 87 nolu telefondan Dr. Hamza Sahin ve 0506 344 37 90
nolu telefondan Giilcan Haskaya ile irtibata gegebileceksiniz.

Arastirmaya Parkinson hastaligi tanis1 konmus siz hastalarimizdan 20 birey dahil
edilecektir. Eger ¢calismaya katilmay1 kabul ederseniz sizden sabah 10:00’da 6 ml ve aksam
22:00’da 4 ml olmak {izere iki kez enjektorle kolun o6n yiiziinden kan alinmasi
planlanmaktadir.

Bu c¢aligmaya katilmaniz i¢in sizden ve kurumunuzdan herhangi bir Ticret
istenmeyecektir. Calismaya katildiginiz i¢in size 6deme de yapilmayacaktir.

Arastirmanin sonuglar1 bilimsel amagla kullanilacaktir. Size ait tiim tibbi ve kimlik
bilgileriniz gizli tutulacaktir ve arastirma yayinlansa bile kimlik bilgileriniz verilmeyecektir,
ancak arastirmanin izleyicileri, yoklama yapanlar, etik kurullar ve resmi makamlar
gerektiginde tibbi bilgilerinize ulasilabileceklerdir. Siz de istediginizde tibbi bilgilerinize
ulasabileceksiniz.

Goniilliiniin Beyani:(Kendi El Yazsi ile)
Goniilliiniin Ad1/ Soyadi / Imzasy/ Tarih

Arastirma Ekibinde Yer Alan Ve Yetkin Bir Arastirmacinin Adi / Soyadi / imzas: /
Tarih

Gerekiyorsa Olur islemine Tamik Olan Kisinin Adi/ Soyadi/ imzasi / Tarih

Gerekiyorsa Yasal Temsilcinin Ad1/ Soyad:/ Imzas:1 / Tarih
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Ek 5.
BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU
(HASTA OLMAYAN GONULLU iCiIN)

Parkinson hastaligi yavas ilerleyici beyin hiicrelerinde kayip ile seyreden
(norodejeneratif) bir beyin hastaligidir. Hastaligin temel belirtileri titreme, sertlik ve
hareketlerin yavaslamasidir. Hastalik genelde 40 yasindan sonra goriiliir ve erkeklerde
goriilme siklhig1 biraz daha fazladwr. Parkinson hastalarinda uyku bozukluklar1 sikca
goriilmektedir. Ayrica yaslanma ile birlikte melatonin(beyin tarafindan salgilanan hormon)
diizeyi azaldigi ve aksam saatlerindeki melatonin diizeylerinin daha fazla oldugu
bilinmektedir. Biz, klinik olarak Parkinson tanisi konulmus hastalardan alinan kan
orneklerinde ve hastalik bulunmayan kontrol grubu kan 6rneklerinde, melatonin diizeylerinin
degisimini ve oksidatif stres belirteglerinin diizeyleri arasindaki iligkiyi incelemeyi
amacgliyoruz. Arastrmanin ismi ‘“Parkinson Hastaliginda Oksidatif Stres ve Melatonin
Diizeyleri”dir.

Arastirma yaklasik 1 yil siirecektir.

Bu arastirmada sizin i¢in herhangi bir risk ve zarar s6z konusu degildir. Bu ¢aligmaya
katilmay1 reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak goniilliiliikk esasina dayalidir. Calisma ile
ilgili gliniin 24 saatinde 0505 817 32 87 nolu telefondan Dr. Hamza Sahin ve 0506 344 37 90
nolu telefondan Giilcan Haskaya ile irtibata gegebileceksiniz.

Arastirmaya goniillii grubu olarak yavas ilerleyici beyin hiicrelerinde kayip ile seyreden
(norodejeneratif) hastali§1 olmayan 20 birey dahil edilecektir. Eger ¢alismaya katilmay1 kabul
ederseniz siz goniilliilerden sabah 10:00°da 6 ml ve aksam 22:00°da 4 ml olmak tizere iki kez
enjektorle kolun 6n yiiziinden kan almmasi planlanmaktadir.

Bu c¢alismaya katilmaniz i¢in sizden ve kurumunuzdan herhangi bir {icret
istenmeyecektir. Calismaya katildiginiz i¢in size 6deme de yapilmayacaktir.

Arastirmanin sonuglar1 bilimsel amagla kullanilacaktir. Size ait tiim tibbi ve kimlik
bilgileriniz gizli tutulacaktir ve arastirma yayinlansa bile kimlik bilgileriniz verilmeyecektir,
ancak arastirmanin izleyicileri, yoklama yapanlar, etik kurullar ve resmi makamlar
gerektiginde tibbi bilgilerinize ulagabileceklerdir. Siz de istediginizde tibbi bilgilerinize
ulasabileceksiniz.

Goniilliiniin Beyani:(Kendi El Yazsi ile)
Goniilliiniin Ad1/ Soyadi / Imzasy/ Tarih

Arastirma Ekibinde Yer Alan Ve Yetkin Bir Arastirmacinin Adi / Soyad: / imzas: /
Tarih

Gerekiyorsa Olur islemine Tanmik Olan Kisinin Adi/ Soyadi/ imzas1/ Tarih

Gerekiyorsa Yasal Temsilcinin Ad1/ Soyad:/ imzas:1 / Tarih
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11. OZ GECMIS

Kisisel Bilgiler

Adi1 Soyadi : Giilcan HASKAYA

Uyrugu : T.C.

Dogum tarihi ve yeri : 02.01.1988 Gaziantep

Medeni hali : Bekar

Telefon : 05063443790

e-posta : g.haskaya@hotmail.com

Egitim

Derece Egitim Birimi Mezuniyet Tarihi
Yiiksek Lisans K.S.U. Tibbi Biyokimya ABD (Kahramanmaras) 2011-2015 :
Lisans Selguk Universitesi - Biyoloji Boliimii (Konya) 2006-2011
Lise Hasan Ali Yiicel Lisesi (Gaziantep) 2002-2006
is Deneyimi

Yil Yer Mezuniyet Tarihi
Yabanci Diller

Ingilizce

Ilgi Alanlan
Bilim, Kitap Okuma
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