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OZET

DENEYSEL RAT MENOPOZ MODELINDE MELATONIN’IN ROS VE NMDA
RESEPTORLERI UZERINDEKI ETKILERININ ARASTIRILMASI

Amac: Bu caligmada amacimiz cerrahi menopoz yapilarak estrogen eksikligi
olusturulan disi ratlarda beyinde serbest oksijen radikallerindeki ve NMDA reseptor
diizeylerindeki degisiklikleri saptamak ve melatoninin antioksidan &zelliginden
yararlanarak beyin dokusunda serbest oksijen radikalleri ve NMDA reseptorleri lizerine
herhangi bir etkisi olup olmadigmni arastirmaktir. Bu calisma sonucunda belkide
antioksidanlardan melatonin klinikte Hormon Replasman Tedavisi’ne bir alternatif
olabilir.

Materyal-Metot: Bu calismada Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi
Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezinde yetistirilen, Wistar Albino cinsi 32 adet disi
rat kullanildi. Ratlar {i¢ gruba boliindii.

1) Overektomize +Melatonin grubu (OV+MEL; n=11)
2) Overektomize grup (OV; n=11)
3) Kontrol grubu (K; n=10)

Birinci gruba; Overektomi yaninda,10 mg/kg olacak sekilde intraperitoneal
enjeksiyonla MEL,

Ikinci gruba; Overektomi+0.12ml serum fizyolojik intraperitoneal

Uciincii grup olan kontrol grubuna ise ayni siire boyunca 0.12 ml serum
fizyolojik intraperitoneal enjekte edildi.

Arastirmanin sonunda ratlar dekapite edilerek deney sonlandirildi. Beyin dokusu
ornekleri almarak ROS firetimi gostergesi olan lipit peroksidasyon analizleri (MDA,
GSH-Px, GSH) ve hipokampiis NMDA reseptor diizeyleri dlgiildii.

Bulgular: Kilo alim1 kontrol grubuna goére melatonin grubunda anlaml diizeyde
yiiksek bulundu (p<0.05).MDA olarak o6lgiilen lipid peroksidasyon degeri kontrole gore
overektomize grupta anlamli olarak daha yiiksek iken (p<0.05), overektomize gruba
gore melatonin grubunda anlamli derecede daha diisiiktii (p<0.05). NR2B NMDA
reseptorleri ve rediikte glutatyon diizeyleri kontrole gore overektomize grupta anlaml
olarak disiliktii. Oysa overektomize gruba gore overektomize+melatonin grubunda
anlaml derecede yiiksek bulundu. Glutatyon peroksidaz aktivitesi ise gruplar arasinda
farklilik gostermedi.

Sonug¢: Melatoninin overektomize ratlarda NMDA reseptorleri ve oksidatif stres
tizerine koruyucu etkilerinin oldugunu goézlemledik.

Anahtar Kelimeler: Menopoz, Melatonin, Oksidatif Stres.
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ABSTRACT

EFFECTS OF MELATONIN ON BRAIN NMDA RECEPTORS AND ROS IN
EXPERIMENTAL RAT MENOPAUSE MODEL

Aim: Brain is sensitive to oxidative stres because it is containing rich
unsaturated fatty acids. It is well known that estrogen deficiency in menopause causes
brain stroke and degeneration. Melatonin is strong antioxidant and it can be use in
treatment of menopause instead of hormone replacement therapy. In the current study
we aimed to investigate effects of melatonin on NMDA receptors and oxidative stress
values in overectomized rats.

Materials and methods: Thirty two rats were randomly divided three groups.
First group was used as overectomize plus melatonin (n=11) and the group received
intraperitoneally (i.p) melatonin (daily and 10 mg/kg body weight) after induction of
menopause. Overectomized rats were used in second group (n=11). Third group was
used as control (n=10). 0.12 ml physiological saline was i.p. administrated to the second
and third groups. End of the 30 days brain samples were taken. Hippocampus NMDA
receptors and brain cortex oxidative stress values were measured.

Results: Body weight gain were significantly (p<0.05) higher in melatonin
group than in control. Lipid peroxidation value as MDA was significantly (p<0.05)
higher in overectomized group than in control whereas its level was significantly
(p<0.05) lower in melatonin group than in overectomized group. NMDA receptors as
NR2B and reduced glutathione (GSH) levels in overectomized group was significantly
(p<0.05) lower than in control group although their levels were significantly (p<0.05)
higher in overectomized plus melatonin group than in overectomized group. Glutathione
peroxidase activity did not change in the groups significantly.

Conclusion: We observed that melatonin induced protective effects on NMDA
receptors and oxidative stress in overectomized rats.

Key Words: Menopause, Melatonin, Oxidative stress.



1. GIRIS ve AMAC

Menopoz kadin hayatinin 6strojen eksikligi ile seyreden belirli bir donemi olup,
bu donemde Ostrojen eksikligine bagli olarak beyindeki kognitif fonksiyonlarda
bozulmalar bas gostermektedir. Ostrojenler hipokampal 6grenme ve hafiza
fonksiyonlarini arttirmaktadirlar. Ostrojenin beyinde N-Methyl D-Aspartat (NMDA)
reseptorleri tizerinde olumlu etkileri bilinmektedir (1). Karanlikta birakilan ratlarda
hipokampusta NMDA reseptorlerinde artis oldugu gosterilmistir (2). Ostrojen’in
aromatik yapisindan dolay1 antioksidan 6zelliginin varligi bilinmektedir ve menopozda
ostrojen eksikligine bagli olarak beyinde serbest oksijen radikal iiretimi artmaktadir.
Hafiza ve 6grenme fonksiyonlar1 bu artis neticesinde bozulmaktadir. Serbest oksijen
radikalleri (superoksit, hidrojen peroksit vb) fizyolojik olarak viicutta iiretilmektedirler,
fakat kontrol altinda tutulmazlar ise hiicrelerin lipid, protein ve niikleik asit yapilarina

zarar vermektedirler.

Antioksidanlar enzimatik ve non enzimatik olmak {izere ikiye ayrilmaktadirlar.
Non enzimatik antioksidanlar igerisinde pineal bezden salgilanan melatonin 6nemli bir
yer tutmaktadir. Melatonin(5-methoxy-N-acetyl-tryptamine)'in bazi arastirmalarda E
vitamininden daha kuvvetli bir antioksidan olduguna dair bildirimler mevcuttur (3).
Hormon Replasman Tedavisi (HRT) verilen cerrahi menopozlu kisilerde antioksidan
sistem desteklenmistir (4). Fakat menopozdaki kadinlar ilag 6zelliginden dolayr HRT
kullanmak istememektedirler. Ayrica, HRT kullaniminin kanser yapict etkisinin
varligina dair bildirimler artmaktadir. Bunun yerine vitamin benzeri antioksidan
0zellige sahip olan melatonin kullanimi1 hem tercih edilebilir ve hem de daha kuvvetli

etki elde edilebilir.

Bu ¢aligmada amacimiz cerrahi menopoz yapilarak 6strojen eksikligi olusturulan
disi ratlarda beyinde serbest oksijen radikallerindeki degisiklikleri ve yine eksiklige
bagl olarak NMDA reseptor diizeylerindeki degisiklikleri saptamak ve melatoninin
NMDA reseptorleri iizerine olan etkisinden ve antioksidan 6zelliginden yararlanarak bu
degisimler lizerine herhangi bir etkisi olup olmadigini arastirmaktir. Bu c¢alisma
sonucunda antioksidanlardan melatoninin belki de klinik uygulamada Hormon
Replasman tedavisine bir alternatif olabilecegi hipotezini hedefleyerek calismay1

planladik.



2. GENEL BILGILER
2.1. Menopoz
2.1.1. Menopoz’un Tanimi

Menopoz, overdeki follikiiler inaktivite sonucunda menstriiasyonlarin kalici
olarak kaybidir. Menopoz 12 aylik amenoreyi takiben son goriilmiis olan menstriiasyon
seklinde de tanimlanmaktadir (5).Kadin hayatinin déniim noktasidir. Yunanca men(ay)
ve pausis (duraklama) kelimelerinden olusan menopoz soézciigii “’son adet’’anlamina
gelmektedir. Her ne kadar kelime olarak son adet anlamina gelse de bu gecis keskin

siirlt olmayip yillar siiren uzun bir siireci kapsamaktadir.

Kendiliginden olusan menopoza Dogal Menopoz ya da Fizyolojik Menopoz,
overlerin ¢ikarilmas1 sonucu olusan menopoza Cerrahi Menopoz denir. Menopoz
radyasyon veya kemoterapi sonucu da olusabilir (Iatrojenik Menopoz). 40 yas altinda
oldugunda Prematiir Menopoz adini alir. Menopoz, genelde KLIMAKTERIUM diye
adlandirilan, kadin yasaminin reprodiiktif ¢agi ile yashilik donemi arasinda yer alan 40
ile 65 yaglar1 arasindaki siireyi kapsayan dénemde, bir kilometre tasidir. DSO

klasifikasyonuna gore Klimakterium:

1. Premenopoz: Ilk menopoz semptomlarinin goriildiigii  kilmakterium
baslangicindan, son adet zamanina kadar devam eder. Genelde premenopoz

40 yaslarinda baslar.
2. Menopoz: Son adet kanamasini ifade eder.

3. Postmenopoz: Menopozun fizyolojik ya da iatrojenik olmasindan bagimsiz
olarak son adet donemi sonrasindaki siirectir. Bu tanim ic¢in 12 aylik

amenore doneminin gozlenmesi gerekmektedir.

Yaklagmakta olan menopozun ilk klinik, biyolojik ve endokrinolojik
belirtilerinin  (6rnegin: vasomotor semptomlar, menstriiel diizensizlik) basladig1
donemden itibaren son adetten 12 ay sonrasina kadarki doneme perimenopoz denir. 5
yil veya daha fazla siirebilir. Perimenopozda over fonksiyonlarinin azalmasi,

ovulasyonun azalmasi, dstradiol liretiminde belirgin azalma ve androjen iiretiminde orta



dereceli azalma olur (6). Perimenopozal gecisi objektif olarak tanimlamak igin

elimizdeki mevcut olan tek belirte¢ menstriiel diizensizliktir.

Diinya genelinde ortalama bir menopoz yast belirlemek her ne kadar gii¢ olsa da
ortalama menopoz yasi 51 olarak kabul edilmekte olup, bu yas sinirlar1 43-57 arasinda
degismektedir. Tiirk kadinlarinda ortalama menopoz yas1 46-48 olarak bildirilmistir (7).

Menopoz yasini etkileyen bir¢ok faktor arastirilmis ve tanimlanmustir.

Menopoz yasinin belirlenmesinde, beslenme, yiiksek irtifalarda yasama, menars
yas1 ve parite 6nemli rol oynar. Erken menars olanlarda ge¢ menopoz beklenmektedir.
Yiiksek rakimda yasamak ge¢ menopozda rol alirken alkol tiikketimi ve dominant el
olarak sol el kullanimi erken menopozla iliskilidir (8,9,10). Igilen sigara sayis1 ve
stiresiyle iligkili olarak menopoz yasinin bir buguk yil daha erken olabilecegi
gosterilmigtir (11). Viicuttaki yag Kkiitlesinin 0Ostrojene katkisindan dolay1 zayif

kadinlarda daha erken menopoz olasidir (12).
2.1.2. Menopozal Yakinmalar
2.1.2.1. Norovejetatif Semptomlar

Ostrojen hormonu bir¢ok organ ve dokunun gelisiminde rol oynadig: gibi santral
sinir sisteminin organizasyonu ve gelisiminde de kalici etkilere sahiptir. Otoradyolojik
caligmalar ile; hipofiz, hipotalamus, limbik 6n beyin ve serebral korteksin bazi
lokalizasyonlarinda Ostrojen 6zel niikleer reseptorlerinin varligi ortaya konmustur.
Ostrojenler beyin biyokimyasini, serotonin gibi bir ¢ok néorotransmitter aminlerin
konsantrasyonlarin1 degistirerek etkilemektedir. Limbik sistem fonksiyonlar1 da basta
duygusal sistem olmak iizere biiyiik oranda Ostrojen tarafindan yonlendirilmektedir.

Ostrojenin uyarici etkisine karsin progesteronun kuvvetli anestezik etkisi vardir (13-15).

Menopoz doneminde santral sinir sisteminde olusan degisikler baslica asagidaki

sekilde siniflandirilabilir;

¢ Uyku Bozukluklari
e Sicak basmalari
e Depresyon ve Moral degisiklikleri

¢ Hafiza bozukluklar1 ve Alzheimer hastaligi



Sicak Basmalari

Sicak basmasi olarak adlandirilan vazomotor belirtiler, ciltte 1s1 artis1 ve
vazodilatasyon ile baslayan bir siirectir. Toplumlara gore prevalansi farkliliklar
gostermekle beraber menopozal yakinmalar arasinda en sik rastlanilan ve rahatsiz eden
semptomdur. Sicak basmasi ve terleme kadinlarin % 75-85’1i tarafindan yasam
kalitelerini azaltan olaylar olarak ifade edilmektedir. Vazomotor semptomlar over
aktivitesinin azalmasi ve Ostrojen eksikligiyle yakindan ilgilidir. Sicak basmalarinin
ooferektomi ve postpartum donemi takiben hemen baglamasi Ostrojen yetersizligiyle
baglantisin1 net olarak ortaya koymaktadir. Ostrojen replasman tedavisi uygulanan
kadinlarda FSH ve LH menopozal seviyede kalmasina ragmen sicak basmalari
hafiflemistir. Progesteronlarin sicak basmasi {izerine olumsuz veya arttirici etkisi

yoktur (16).

Menopozun erken doneminde baglayan sicak basmalari; kisiler arasi, frekans,
sire ve yogunluk acisindan farkliliklar gostermekle birlikte kendiliginden

sonlanmaktadir (13,17).

Sicak basmasi, karakteristik olarak bas ve ylizde sicaklik hissi olarak baglayarak
boyun ve viicudun diger taraflarina yayilmaktadir. Her episod ortalama 2.7 dk siirmekle
birlikte, 1 ila 6 dk arasinda devam edebilmektedir. Sicak basmasi episodlari, viicut
sicakliginda ve nabiz sayisinda artma ile beraber ellerde kan akiminin hizlanmasini
takiben sicakligin diismesi ve terleme ile sonuglanir. Cilt 1s1s1 ortalama olarak 0,1 ila 0,7
derece, kalp atimi ise 4-35 atim/dk artmaktadir (17,18). Feldman ve arkadaslari, sicak
basmalarinin % 64 kadinda 1-5 yil siirdiigiinii, % 26 kadinda 6-10 y1l ve %10’unda ise
11 yildan fazla siirdiiglinii saptamiglardir (14).

Over fonksiyonlarindaki azalma ve Ostrojen eksikligiyle yakindan ilgili olan
sicak basmalarinin, cerrahi menopozda daha sik ve siddetli yasandig1 gercegi pek ¢ok
caligmanin ortak sonucudur (18,19). Ooferektomi ameliyati sonrasinda deri sicakliginda
meydana gelen degisimleri saptamak amaciyla fareler iizerinde gerceklestirilen bir
calismada, ooferektomi sonrasi farelerin viicut isilarmin 28.4+0.33 derece, kontrol
grubundaki farelerin ise 27.0+0.2 derece oldugu ve gruplar arasi 1s1 farkinin istatistiksel

olarak anlamli (p=0.0035) oldugu saptanmustir (20).



Sicak basmasi esnasinda abdominal arter ve karotisteki nabiz artisin1 saptamak
amaciyla ooferektomi ameliyati olan ve olmayan koyunlar iizerinde gerceklestirilen bir
calismada, deney grubundaki koyunlarin %63’linde karotis arter nabiz artigina,
%?32’sinde ise abdominal arter nabiz artigina rastlanmis olup, bu degerler kontrol
grubunda sirast ile %37 ve %17°dir ve gruplar arasi fark istatistiksel olarak anlamlidir

(p<0.001) (21).
Uyku Bozukluklari

Uyku, canlilarin temel biyolojik islevlerinden biridir. Postmenopozal kadinlarda,
hipodstrojenemiye bagli REM uykusunun azalmasi, sicak basmasi ve gece terlemesi
sikdyetlerinin artmasi uyku bozukluklarina sebebiyet vermektedir. Bunlara paralel
olusan uyku bozukluklar1 ve uyku kesintileri postmenopozal kadinda irritabilite,

sinirlilik, halsizlik, unutkanlik ve konsantrasyon bozukluklarina yol agmaktadir (17,14).

Kim ve Lee tarafindan (2005) histerektomi sonrasi goriilen sikayetleri saptamaya
yonelik yapilan ¢aligmada; yorgunluk, depresyon, anksiyete, agri1 ve uyku bozukluklar
stk goriilen yakinmalar olarak belirlenmistir. Kadinlarin cerrahi menopoz siirecinde
uyku siiresinin ve kalitesinin azaldigi, bu durumun da kadmi fiziksel, sosyal ve

psikolojik yonden olumsuz etkiledigi saptanmustir (22).
Depresyon ve Moral Degisikleri

Menopoz kadinin bedenini ve beynini dramatik sekilde etkileyen, fiziksel ve
emosyonel dengenin bozulmasina yol agan bir olaydir (17,18). Mc Donald, menopozun
kimi kadinlar i¢in ¢ocuk dogurma riiyasinin son buldugu ve Gstrojen azalmasi sonucu
saglikla ilgili risklerin arttigi, kimileri i¢in de menstruel sikintilarinin artik
yasanmayacagi, dismonerenin olmayacagi ve istenmeyen gebeliklerden korkmanin

gerekmedigi bir zaman dilimi olarak goriildiigiinii belirtmektedir (23).

Yasamlarinin bu sathasinda ¢ogu kadinin evde statii kaybettigi, bu durumun
cocuklarin evden ayrilmasiyla, ¢ocuk dogurma ve yetistirmenin sonlanmasiyla ortaya
ciktig1 belirlenmistir. Deykin’in, “Bos Yuva Sendromu” olarak adlandirdigi bu ayrilik,
uyum sorunlarina neden olmaktadir. Deeks ve arkadaslari, ev disinda bir iste ¢alisan
veya sosyal aktivitelerde bulunan kadmlarin klimakterik donemde yasadiklar

problemleri daha kolay atlattiklarini 6ne stirmiistiir (24).



Bir grup Tirk kadinimin menopozla ilgili duygu ve diisiincelerini tanimlamak
amaciyla gergeklestirilen bir calismada ise kadinlarin % 85.7’sinin menopozu ruhsal
sikint1 yaratan bir olay olarak tanimladiklar1 ve %65.7’sinin sinirlilik yaptigin1 ifade

ettikleri saptanmstir (25).

Depresyon ve moral degisiklikleri, her ne kadar sosyal ve aile problemlerine
indeksli olsa da, ¢ift korleme ile yapilan c¢alismalarda Ostrojen eksikligine paralel
oldugu ve Ostrojen tedavisiyle dnemli Olgiide iyilesme oldugu saptanmistir (13,26).
Ostrojen eksikligi depresyon olusmasinda biyokimyasal bir taban olusturmaktadir.
Serotonin metabolizmasinda rol oynayan triptofan seviyesi Ostrojen seviyesinin

eksikligine paralel azalmakta ve depresyona zemin hazirlanmaktadir (13,26).
Hafiza Bozukluklar: ve Alzheimer Hastalig:

Bir¢ok kanit dstrojenin, sinaptogenezin modiilasyonu, serebral kan akim artisi,
apoptozise karst koruma ve antioksidan 6zellikleri dahil 6nemli bir néromodiilatuar ve
noro-koruyucu rol oynadigini diisiindiiriir. Bunlar 6strojen replasman tedavisinin (ERT)
saglikli kadinlarda kognitif yaslanmaya kars1 koruculugu olacagi hipotezini destekler;
Ostrojen Alzheimer hastaligi ile iliskili kognitif kaybin muhtemel bir tedavisi olabilir
(14). Kadmlarda 0strojenin randomize ve kontrollii ¢alismalart bu hormonun
postmenopozal kadinlarda oOzellikle verbal (s6zlii) hafizayr korudugunu gosterir.
Bununla birlikte muhtemel Alzheimer tanis1 almig kadinlar {izerinde yapilan kontrollii
tedavi caligmalarindan elde edilen son bulgular fizyolojik ERT dozlarinin kognitif
fonksiyondaki var olan defisiti diizelttigini ve hafizada ileri kayiplar1 Onledigini

gostermistir (14).

Yine en sik kabul gbren teorilerden birine gore, beyinde asetilkolinin azalmasi
bellek disfonksiyonlarindan ve Alzheimer hastaligindaki hafiza kaybindan sorumlu
tutulmaktadir (13,14). Disi Sprague-Dawley ratlarinda overektomi progresif hafiza
kayiplari, santral kolinerjik sinir sistemi dejenerasyonu ve diferensiasyon/apoptozis
imbalanst ile karakterizedir. Bu model kadinlardaki postmenopozal patofizyolojik
degisiklikleri taklit etmek icin yaygin olarak kullanilmis bir in vivo model olmustur
(14). Overektomi tipik olarak &grenme/hafiza davraniginin bir Ostrojen-doniisiimli
bozuklugu ile iligkilidir. Bununla birlikte melatonin ve E2-tedavili ratlar, su labirenti ile

yapilan calismada, overektominin neden oldugu 6grenme ve hafiza defisitlerinde



azalma gostermistir, ki bu, overektomize ratlarda uzun siireli melatonin veya E2
tedavisinin bozulmus O6grenme ve hafizayr Onledigi hipotezini destekler. Tedavi
verilmeyen overektomize ratlarda ¢alismanin dort ve besinci giinlerinde dahi bir

performans artig1 goriilmemistir (14).

Ostrojen, asetiltransferaz enziminin aktivitesini 6zellikle hippokampiis, bazal 6n
beyin ve frontal kortekste arttirmakta boylece hafiza ve 6grenme fonksiyonlarinda
olumlu degisikliklere yol acmaktadir (13,14). Uzun siire Ostrojen kullanan ve
kullanmayan kadinlar {lizerinde yapilan ¢alismalarda, dstrojen grubunda bellek skorlar

anlamli olarak yiiksek bulunmustur (27).
2.1.2.2. Kardiyolojik Degisiklikler

Kardivaskiiler hastaliklar kadinlarda daha az goriilmesine ragmen, her iki
cinsiyette de en sik goriilen 6liim nedenleri arasinda ilk siray1 almaktadir. Son verilere
gore, her dort kadindan biri koroner kalp hastaliklarindan 6lmektedir. Ozellikle 1970° li
yillardan sonra yapilan ¢alismalarda; 55-65 yas aras1 kadinlarin % 36 siin kalp hastasi
oldugu saptanmistir. Nitekim bu dénemde kardiovaskiiler hastaliklardan 6liim, her tiirlii
kanser, diyabet, serebrovaskiiler hastalik ve kaza sonucu dliimlerin toplamindan daha
fazla sayida yer tutmaktadir. Koroner hastalik agisindan daha erken yaslarda
erkek/kadin oran1 2.5/1” e kadar yiikselmekte, 6liim orani ise 6zellikle 35-44 yas grubu
erkeklerde kadinlara gore alt1 kat daha fazla olmaktadir. Fakat postmenopozal donemde
ve ortalama yedinci dekadda oran esitlenmektedir. Bu olaydaki temel sorumlunun
Ostrojen diizeyindeki azalma ve androjen potansiyelindeki rolatif artis oldugu ileri

stiriilmektedir ( 18,28).

Menopoz, kardiyovaskiiler sistem agisindan kesin bir risk faktorii olarak kabul
edilmektedir. Geng yasta cerrahi menopoz olanlarda risk belirgin olarak yiikselir ve

Ostrojen resplasman tedavisi uygulandig taktirde risk belirgin olarak azalir (28).
Ostrojen, vaskiiler hastaliklarin gelisiminde rol oynayan su faktorler iizerinde
etkilidir:

I-Serum lipid konsantrasyonlari: Kardiovaskiiler sistem acisindan, yiiksek
dansiteli lipoproteinlerin koruyucu rolii oldugu, diisiik dansiteli lipoproteinlerin ise

hastalik riskini arttirdig1 belirtilmektedir. Menopozdan 6nce kadinlarda yiiksek dansiteli



lipoprotein diizeyi, Ostrojen varligina bagl olarak yiiksek oldugundan kardiovaskiiler
hastalik gegirme riski azalmaktadir. Ostrojenin en iyi bilinen ve gozlenebilir etkisi,
biiylik oranda karacigerde apoprotein genlerinin Ostrojen-reseptdr kompleksi ile

uyarilmasi sonucu lipid profili iizerinden ortaya ¢ikar.
2-Koagulasyon ve fibrinolitik sistemler,
3-Antioksidan sistemler,
4-Nitrit oksit ve prostaglandinler gibi vazoaktif molekiil iiretimi (28).

Ostrojen damar dilatasyonunu saglayarak damarlarda daralma ve tikaniklik

olusumunu azaltmaktadir.(29).

Dogal ve cerrahi menopozda serum lipid ve lipoprotein diizeylerinin arastirildigi
bir calismada, dogal ve cerrahi menopoz tipleri arasinda, HDL kolesterol ve LDL
kolesterol yoniinden anlamli farklilik oldugu saptanmistir (sirastyla p=0.021 ve

p=0.048) (30).
2.1.2.3. Deri Degisiklikleri

Deride incelme, kuruluk ve kirisiklik olugsmasi deri yaslanmasinin belirtileridir.
Menopozda deri gevsektir ve fonksiyonlar1 azalmistir (13,17,31). Menopoza spesifik
yapisal deri degisiklikleri s6z konusu degildir. Fakat deride, derinin 6strojen i¢in hedef
organ oldugunu diisiindiiren dstrojen reseptdrleri mevcuttur. Ostrojen reseptdrlerinin en

yogun rastlandigi yer yiiz derisidir (17, 31).

Yaslanma ile deri ve deri eklerinde ortaya ¢ikan belirgin degisimde, menopoz
sonrast olusan Ostrojen eksikliginin de belli bir rolii vardir. Ancak bu degisimlerin
kronolojik yaslanma, foto yaslanma veya menopoz nedeniyle mi oldugunu ayirt etmek
zordur. Bazi deneysel calismalarda Ostrojenin, derinin su, fibroblast aktivitesi,

hyaluronik asit ve dermal kollogen icerigini artirdig1 gosterilmistir (31).

Postmenopozal donemde yapilan pek c¢ok calismada, kadinlarin deri
kalinliklarinin ve kollojen diizeylerinin her yil ortalama 9%1-2 oraninda azaldigi
belirlenmigtir. 3875 postmenopozal kadin {izerinde deri degisikliklerini saptamak
amaciyla gerceklestirilen bir caligmada, %36.2 olguda senil deri kurulugu, %28.2
olguda deri kirigiklig1 ve %16.2 olguda deri atrofisi saptanmistir. Yapilan ¢aligmalarda



Ostrojen tedavisi ile deri kalinliginin ve deri nem oraninin arttirildig1 belirlenmistir (31).
Creidi ve arkadaslar1 tarafindan yapilan randomize, ¢ift kor bir ¢alismada konjuge
equine Ostrojen krem veya plasebo kremin 24 hafta siire ile her gece uygulandig1 hasta
gruplarinda deri kalinliklar1 dl¢lilmiis ve konjuge equine dstrojen krem kullananlarda

deri kalinligindaki artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu ileri stiriilmiistiir (27).

Postmenopozal donemde deride ayrica ates basmalari, keratoderma
klimekterium(ayak tabani ve avug iclerinde derinin sertlesmesi) ve postmenopozal

pruritus goriilmektedir. (20).

Prematiire Ostrojen defekti saptanan geng¢ kadinlarda, dermal elastik liflerin

degenerasyonunda hizlanma kaydedilmistir (32).

Postmenopozal cilt degisiklikleri ile ilgili 18 fare lizerinde gerceklestirilen bir
calismada, ¢alisma grubunda yer alan dokuz fareye ooferektomi yapilmis, diger dokuzu
da kontrol grubunu olusturmustur. Operasyondan ii¢ ay sonra yapilan dlgiimlerde, deney
grubunda yer alan farelerin cilt kirisiklarinin arttigi, kalinliginin ise kontrol grubundaki
vakalara gore azaldig1 saptanmistir (33). Deride Ostrojen reseptorlerinin varligi ve dogal
menopozda yillik %]1-2 olan deri incelmesinin cerrahi menopozda %6-10 oldugu
diisiiniildiginde, cerrahi menopoz deri yaslanmasi acisindan Dbiiyilk risk

tasimaktadir (34).
2.1.2.4. Sa¢ ve Killanma Degisiklikleri

Viicut killarmin karakteristik dagilimi, deri alt1 yag dokusu ve kadin derisinin
fizik yapis1 Ostrojen ve androjen arasindaki dengelere baghdir (13,23). Ostrojen
seviyesinin azalmasi ve adrenokortikal aktivitenin artmasi ile ¢ene, dudak {iistii, gdgiis
ve karinda kalin tiiylerin ¢ikmasina egilim artmakta, buna karsilik saclar, koltukalt1 ve

pubis killar1 seyreklesmektedir (13,23).
2.1.2.5. Urogenital Sistem Degisiklikleri

Ostrojen ve progesteron reseptdrlerinin vajen, iiretra, mesane ve pelvik tabani
olusturan kas ve fasyalarin yapisinda bulundugu bilinmektedir (17). Menopoz ile
birlikte over fonksiyonlarinin bozulmasina bagli olarak iirogenital sistemde meydana

gelen atrofi menopozun erken donemlerinde baglar. Ancak {iirogenital Ostrojen



10

yetmezligi sendromunun semptom ve isaretleri, hemen atrofi baslar baslamaz degil ileri

donemlerde yaslanmayla ortaya ¢ikmaktadir (17).

Vagina dokusunda baslayan atrofi sonucunda mukoza incelir, diizlesir, gevser ve
direnci azalir; vajina daralir ve kisalir, vajinal kayganlagmada gecikme ve azalma olur.
Uretra epiteli ile vagina epiteli ortak embriyolojik orijine sahip oldugundan steroid
hormonlardan benzer sekilde etkilenirler. Yas ve Ostrojen eksikliginden kaynaklanan
bag dokusunda kollagen yapimindaki degisiklikler, iiretral gevseme, {iriner inkontinans

ve pelvik organ prolapsuslari ile sonu¢lanmaktadir (13).

Vagina zengin Ostrojen reseptorleri ile kapli oldugundan, Ostrojen seviyesi
azalirken, vaginal epitel kalinlig1 ve hiicrelerdeki glikojen miktar1 da azalir; bu durumda
vajen pH’s1 artar. Buna bagl olarak vajinanin biyolojik savunma sistemi zayiflar, flora
degisir ve vagina enfeksiyonlara karst egilimli hale gelir. Boylece menopozal kadin,

vaginal kuruluk, yanma, irritasyon, akinti gibi sikayetler tarifleyebilir (13).

Ozellikle hormon takviyesi gdrmemis ve cerrahi yolla menopoza giren
kadinlarda, dis genital bolgenin semptomsuz ve yavas ilerleyen atrofik degisikligi senil
vulvar atrofi olarak tanimlanmaktadir. Senil vulvar atrofi, labia mindrler, klitoris ve
labia majorlerin i¢ yiizeylerini ilgilendiren regresif degisiklikler ile birlikte belirli bir
Olclide biiziisme ile karakterizedir. Kasint1 hafif derecededir, vajen ve cevresindeki
mukozal alan kurudur (13). Uterus, serviks, tuba ve overler de atrofik degisiklerden
etkilenir. Bu organlar1 yerinde tutan ligamentler, fasya ve kaslardan olusan destek

dokularda, toniis ve turgor kaybi yasanabilir (13).
2.1.2.6. Cinsel Yasam Degisiklikleri

Yaslanma ve menopoz toplumlara ve kiiltiirlere gore degismekle birlikte ¢ogu
zaman seksiiel hayatin sonu gibi algilanir. Oysa seksiialite; biyolojik, psikolojik ve
fizyolojik komponentleri bulunan kompleks bir olaydir. Menopoz, bu komponentleri
genellikle olumsuz yonde etkilemesine karsin, toplumsal ve bireysel bazi diisiinceler,
gercekte meydana gelebilecek disfonksiyonlarin farkli algilanmasina sebebiyet verebilir
(18). Postmenopozal kadinlarda, menopozal doénemde cinsel ilgi kaybi, orgazma
ulasmada zorluk, klitorial uyarida ve cinsel iligki sayisinda azalma, disparoni

insidansinda artma sik rastlanilan seksiiel sikayetlerdir (18). Menopozal donemde
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Ostrojen azalmasi, kadinin iyilik halini olumsuz etkilemekte ve psikolojik durumda
kayiplara neden olmaktadir. Bu degisimler kadinin, cinsel kimliginin zarar gérmesine
yol acmakta ve seksiiel davranmiglarini etkilemektedir (25). Yapilan calismalarda,
Ostrojen azalmasmin erotik uyarilara cevaptan ziyade vajinal kuruluk ve disporani
sebebiyle seksiiel hazzi etkiledigi ileri siiriilmektedir (25). Ostrojen azalmasma bagl,
atrofi, yanma, kuruluk, pH’ 1n yiikselmesi ve floranin bozulmasi gibi {irogenital
degisiklikler sonucu ortaya c¢ikan akinti, infeksiyon, disporani dolayisiyla kadin cinsel

iligkiden uzaklasabilmektedir.

Ostrojenin bir diger etkisi de, damarlar iizerinedir ve bu durum, vajinal ve
klitoral dolasimin bozulmasina yol acarak, vajinal lubrikasyon ve cinsel hazzin
uyarilmasimni olumsuz yénde etkilemektedir. Ostrojen eksikligine bagl arteroskleroz,

klitoral ereksiyon yetersizligine neden olmaktadir. (25).

Postmenopozal donemde azalan diger bir hormon da androjendir. Androjen
diizeyindeki azalmanin, libido ve seksiiel fonksiyonlarin kaybina, dolayisiyla da sekstiel

fantezilerin sayisinda azalmaya yol agtig1 bildirilmistir.
2.1.2.7. Osteoporoz

Osteoporoz; diisiik kemik kiitlesi ve kemik mikro mimarisinde bozulma ve buna
bagl olarak kemiklerde kirilganhi§in artmasi, genellikle omurga, radius ve kalgada
olmak iizere fraktiir riskinin yilikselmesi ile tanimlanan bir hastalik olarak kabul
edilmektedir (13,35,36). Osteoporoz artan fraktiir hiz1 ile ileri yaslarda kadinlarda
onemli mortalite ve morbidite nedenleri arasindadir. Osteoporozda, hormonal dengenin
yani sira; ileri yas, genetik faktorler, fiziksel aktivite, beslenme sekli, sigara ve alkol

kullanimi gibi faktorler de etkilidir.

Ozellikle seks hormonlarindan yoksun yasanan postmenopozal yillarda her 10

yil igin %10-15 kemik kiitlesi kaybedilir (37).

Ostrojenin ve diger seks hormonlarmin, iskeletin biiyiime ve matiirasyonu
sirecine ¢ok Onemli etkileri vardir. Bu hormonlar, pubertede biiylimenin ani
hizlanmasin1 diizenler ve puberte sonrasi epifizyal biiylime plaklarmin kapanmasini
saglayarak uzun kemiklerin biliylimesini sonlandirmada etkili olurlar. Yetigkin

kadinlarda Gstrojenin trabiikiiler kemigin yeniden yapilanmasinda gerekli olan bir tonik
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supresyonu saglayarak ve osteoblast, osteoklast arasindaki dengeyi koruyarak kemik
kiitlesinin devamliliginda onemli bir rol oynadigi kabul edilmektedir (13,35,38).
Progesteronun da, kemik yapimi iizerine uyarici etkisi vardir, ancak bu etkinin giiciiniin

Ostrojen varligiyla ortaya ¢iktig1 bir gercektir (33,38).

Paratiroid hormonu (PTH), kalsiyumun en 6nemli diizenleyicisidir ve kemik
dokusu iizerine birden fazla etkisi vardir. Ostrojenin eksikliginin, kalsiyum dengesini

ayarlayan PTH, kalsitonin gibi hormonlar1 olumsuz etkiledigi bilinmektedir (33,38).

Menopoz sonrast kemik kaybinin hizlandigi, erken veya cerrahi menopozun
osteoporoz siirecini hizlandirip 6ne aldigr bilinen bir gergektir (33,38). Cerrahi
menopozda, tlim bu hormonal degisiklerin daha kisa siirede ve daha siddetli yasanmasi
kemik dokusunun dogal menopoza goére daha olumsuz etkilenmesine sebebiyet

vermektedir.

Afrikali ve Amerikali kadinlarda osteoporoza yonelik risk faktorlerini saptamak
amaciyla gerceklestirilen bir calismada, kadinlarda gecirilmis ooferektomi ameliyatinin

osteoporoz riskini arttirdigi (p< 0.03) saptanmistir (39).

Menopoz tiplerinin kemik dokusuna olan etkisini saptamak amaciyla dogal,
cerrahi, erken ve radyoterapi sonrasi menopoza giren kadinlar iizerinde gergeklestirilen
bir ¢aligmada; dogal yolla menopoza giren kadinlarda, osteopeni %45, osteoporoz %8,
cerrahi yolla menopoza giren kadinlarda osteopeni %42 osteoporoz %14, erken
menopoza giren kadinlarda osteopeni %42, osteporoz % 12, radyoterapi sonrasi
menopoza giren kadinlarda osteopeni %75 osteoporozda %25 oraninda saptanmistir.
Aragtirmacilar, osteopeni ve osteoporoz bakimdan erken menopoz ile cerrahi menopoz
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik olmadigini belirtmis, ortaya ¢ikan sonucun
erken yasta over fonksiyonlarindan yoksun kalma ile ilgili oldugunu

vurgulamiglardir (40).

Garcia ve ark’lar1 (2003) tarafindan, cerrahi menopozdaki kadinlarda PTH
seviyesi ve kemik yogunlugu iligkisini saptamak icin gerceklestirdikleri ¢alismada,
cerrahi yolla menopoza giren kadinlarda kontrol grubunda yer alan kendi yas grubu

kadinlara gore PTH seviyeleri anlamli olarak diigiik bulunmustur (p< 0.05), (33).
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2.2. Serbest Radikaller
2.2.1. Serbest Radikallerin Tanimi ve Olusumu

Atomlar, ndtron ve protondan olusan bir ¢ekirdek ve bu ¢ekirdegin ¢evresinde
donen elektronlardan olusurlar. Her tiirden kimyasal tepkime daima atomlarin dis
orbitallerindeki elektronlar sayesinde gergeklesir. Atom c¢ekirdeginin c¢evresindeki,
elektronlarin bulundugu bosluga orbital denir. Her bir orbitalde spinleri birbirine zit
(1) olan iki elektron bulunur. Bu elektronlara eslenmis veya ortaklanmis elektronlar

denir (41).

Atom veya molekiiller, yoriingelerindeki elektronlar eslesmis ve ters pozisyonda
yer aldiklarinda kararli bir yap1 gosterirler. Bu kararli yapr eslesmemis elektron

bulundurduklar1 zaman bozulur.

Serbest radikaller, dis orbitallerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektrona
sahip, kisa Omiirlii, kararsiz, molekiil agirligi diisiik ve c¢ok etkin molekiiller olarak

tanimlanir. (41,42).
Serbest radikaller baslica ii¢ yolla meydana gelirler (42):

1. Kovalent bagli normal bir molekiiliin her bir par¢asinda ortak elektronlardan

birinin kalarak hemolitik boliinmesi:

Yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalar ve yiiksek sicaklik kimyasal baglarin
kirilmasina neden olur. Kirilma sirasinda bag yapisindaki iki elektronun her biri ayri
ayr1 atomlar ilizerinde kalir ise, her iki atom tiizerinde paylasilmamis elektron kalir.

Sonug olarak, iki adet reaktivite diizeyi yliksek serbest radikal olusur.
X Y-X+Y

2. Normal bir molekiilden bir elektronun kaybi veya bir molekiiliin heterolitik

boliinmesi:

Radikal oOzelligi bulunmayan bir molekiilden elektron kaybi sirasinda dis
orbitalinde paylasilmamis elektron kaliyorsa radikal formu olusur. Askorbik asit,
glutatyon (GSH) ve tokoferoller gibi hiicresel antioksidanlar radikal tiirlere tek elektron

verip radikalleri indirgerken, kendilerinin radikal formu olusur.
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X:Y— X+Y'
3. Normal bir molekiile bir elektronun eklenmesi yoluyla:

Radikal 6zelligi tasimayan bir molekiile tek elektron transferi ile dis orbitalinde
paylasilmamis elektron olusuyorsa bu tiir indirgenme radikal olusumuna sebep olur.
O,in tek elektron ile indirgenmesi, radikal formu olan siiperoksit (02_-) olusumuna

neden olur.
X:e— X

Bu tepkimelerden herhangi biri olustugunda, radikal olmayan tiirler radikal
haline gelir. Serbest radikaller ile radikal olmayanlarin tepkimeleri sonucu, tepkimeye

giren molekiiller sira ile serbest radikallere dontisiir ve hasar zincirini ilerleyerek yayilir.
2.2.2. Serbest Radikal Kaynaklar

Oksijen ve nitrojen molekiilleri serbest radikal kaynaklaridir. Serbest radikal
olusumu metabolik olaylarin seyri esnasinda meydana geldigi gibi, organizmanin dis
etkenlere maruz kalmasiyla da olusabilir. Bu nedenle serbest radikal kaynaklari,

endojen ve ekzojen olmak {izere iki ana gruba ayrilmaktadir (44) (Tablo 1).
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Tablo 1. Serbest radikallerin endojen ve ekzojen kaynaklari

ENDOJEN KAYNAKLAR

Mitokondrial elektron transport zinciri
Mikrozomal elektron transport zinciri

Oksidan enzimler

. ksantin oksidaz

. indolamin dioksijenaz
. triptofan dioksijenaz

. siklooksijenaz

. lipooksijenaz

. monoaminooksidaz

. notrofiler
. monosit ve makrofajlar
. eozinofiller

endotelyal hiicreler

doymamis yag asitleri ve hayvansal proteinler
bakimindan zengin, sebze ve meyve
bakimindan fakir beslenme

. obezite
. asirt demir ve bakir alimi
. gidalarin uygun olmayan kosullarda

hazirlanmasi ve saklanmasi

. alkol

. iyonize radyasyon

. hava kirliligi

. sigara

. asbest, pestisitler gibi kirleticiler
. glines 15181

. 1s1 soku

. stres

. antineoplastik ajanlar (adriamisin)

1
2
3
4
5
6
fagositik hiicreler
1
2
3
4.
otooksidasyon reaksiyonlari
EKZOJEN KAYNAKLAR
Diyetsel:
1.
2
3
4
5
Cevresel
1
2
3
4
5
6
7
flaclar:
1
2

. glutatyon tiliketen ilaglar (asetaminofen)
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1. ENDOJEN SERBEST RADIKAL KAYNAKLARI:

N
(0)
0"
R
(0)
[
I

L

Sekil 1. Endojen serbest radikallerin olusumu

Elektron Transport Zinciri (ETZ): Mitokondri hiicrede enerji iiretimini ve
hiicresel solunumu saglar. Fizyolojik sartlarda ETZ ye giren oksijenin %1-3’1
stiperoksit radikali (O, )’e dontismektedir (44). Mitokondri i¢ zarinda O, ’nin
dismutasyonu ile hidrojen peroksid (H,O;) olusumu ilk kez 1971 yilinda Loschen ve
Flohe (45) tarafindan gosterilmistir

- - + - - - +
0,—% » 02—e,2H= H202e,OH= OH e’H=H20

Sitokrom P 450 (CYP 450): Bu sistem, molekiillere bir elektron ilavesi ile veya
molekiilden bir elektron ¢ikararak toksik metabolitleri normal iriinlere ¢evirir. Bu

oksidasyon rediiksiyon olaylar1 sirasinda elektronlar O,’e¢ akarak O, meydana

getirebilir (46).

Arasidonik asit metabolizmasi: Mikrozomal ve plazma membrani tarafindan
radikal liretiminin 6nemli enzimleri olan lipooksijenaz ve siklooksijenaz aktivitesi,
serbest oksijen metabolitlerinin 6nemli bir kaynagidir. Fagositik hiicrelerin uyarilmasi,

fosfolipaz ve protein kinazin aktivasyonuna ve plazma membraninda arasidonik asit



17

salinimina yol agar. Arasidonik asitin enzimatik oksidasyonuyla da c¢esitli serbest ara

tirtinleri meydana gelmektedir (47).

Ksantin Oksidaz (XO): Biitiin canli tiirlerinde bulunan XO, piirinlerin
hidroksilasyonunu katalizleyen bir enzimdir. Hipoksantin, oksijen varliginda XO ile
ksantine oksitlenir; ksantin de ayni enzimle tekrar oksitlenerek iirik asidi olusturur. Her

iki adimda da O, ve H,O, radikalleri olusur (48).

NADPH oksidaz: Ozellikle fagosit ve lenfositlerde bulunan bu enzim
mikroorganizmalara kars1 onemli bir savunma elemanidir ve plazma membraninin dis
ylizeyinde yerlesmistir. Bir mikroorganizma ile karsilagildiginda nétrofiller aktive
olarak lizozomal igeriklerini disariya vermeye baslarlar. Serbest oksijen radikallerinin
olusumu ile birlikte mitokondri disindaki oksijenin tliketiminde bir patlama gosterirler
ve mikroorganizma yok edilir. Bu olaya “solunum patlamas1” adi verilir ve bu olaydan

sorumlu olan enzim NADPH oksidazdir (41,49).

NADPH oksidaz o N N
20, + NAD(P)H » 20, +NADP +H

Peroksizomlar: Yiiksek miktarda oksidaz icerdiklerinden dolayi, ¢cok onemli
hiicre i¢i H>O," kaynagidirlar. Ancak peroksizomlarda katalaz aktivitesi de ¢ok yliksek
oldugu i¢in H,O7;’in zararl etkisi kismen ortadan kaldirilir (41,50).

Ayrica askorbik asit, tiyoller, hidrokinonlar, katekolaminler, flavinler,
tetrahidrobiopterinler ve antibiyotikler gibi indirgenmis elektron transferi yapan

¢Oziinlr hiicresel bilesiklerin otooksidasyonuyla da O, radikali olusur (51).
2. EKZOJEN SERBEST RADIKAL KAYNAKLARI:

Cevresel, diyetsel ve ilaglar olmak iizere {i¢ ana baslik altinda toplanabilir. Ozon,
azot dioksit, kiikiirt dioksit, hidrokarbonlar ayrica asbest ile ksenobiyotikler dnemli

birer radikal kaynag1 olabilmektedirler (48,53).

Fazla miktarda uzun siire alkol alimi1 ve sigara cesitli radikallerin olugmasina
neden olmakta ve organizmanin antioksidan kapasitesini azaltmaktadir. Yiiksek kalorili

diyet 6zellikle mitokondri kaynakli serbest radikal olusumunu arttirmaktadir (45,48,53).
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2.2.3. Serbest Oksijen Radikalleri

1. SUPEROKSIT RADIKALI: (O,7) Hem c¢evresel etkenler, hem de
organizmalardaki enzimatik ve enzimatik olmayan tepkimelerle en ¢ok ve en kolay
olusan oksijen radikali,O, ’dir. O, , kimyasal olarak oksijen molekiiliine bir elektronun

eklenmesi ile olusur (51)
O,+e — 0O

Bu reaksiyon, elektronlarin mitokondride solunum zincirlerindeki tasiyicilardan
sizmast ve direkt olarak oksijene gecmesi ile meydana gelebilir. O, ’ in en Onemli
kaynag1 polimorfoniiveli 16kositler (PMNL) dir. PMNL’lerdeki iiretim, membrana bagh

rediikte NADPH oksidaz sant1 veya heksoz monofosfat santinin bir sonucudur (51).

Hegsoz monofosfat santi

2 NADPH + 20, ) » 2 NADP+2H+20,
NADPH oksidaz sant1

2. HIDROJEN PEROKSIT: (H,0,) O, ’in dismutasyonundan sonra NADPH
oksidaz santindan PMNL’ler tarafindan {iretilir. Biyolojik sistemlerde H,O,’nin esas
tiretimi; O, ’in dismutasyonu ile olup, iki O, yapilarina iki hidrojen atomu alarak H,O,
ve O, olustururlar. Bu reaksiyon siiperoksit dismutaz (SOD) adi verilen enzim
tarafindan katalizlenir (42). H,O,, bir¢ok fizyolojik fonksiyonu olan zayif bir
oksidandir. Hiicre membranlar1 arasinda serbest olarak diffiize olabilme yetenegi
mevcuttur. H,O,, fizyolojik pH ve 1sida, metal iyonlar1 yoklugunda oldukca stabil
olmasi yaninda, 6zellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile tepkimeye
girerek, yiiksek oksidasyon diizeyindeki reaktif demir formlarim1 olusturur (51). Bu
formdaki demir ¢ok giiclii oksitleyici 6zelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda LPO gibi
radikalleri baglatabilir. Bu reaksiyona Fenton Reaksiyonu adi verilir (52). Oksitleyici
Ozelligi nedeniyle biyolojik sistemlerde olusan H,O,’nin derhal ortamdan
uzaklastirilmas1 gerekir. Bu gorevi hiicrelerdeki onemli antioksidan enzimler olan

katalaz ve peroksidaz yerine getirir (51).

3. HIDROKSIL RADIKALI: (OH °): Bilinen en reaktif oksidandir. Yarilanma
omrili ¢ok kisadir. Haber-Weiss reaksiyonu ile veya Fenton reaksiyonu ile H,O,’ten

meydana gelir (52).



19

4. HIPOKLOROZ ASIT: (HOCI): Enzimatik olarak, nétrofiller tarafindan
iretilen, giiclii bir oksidandir. Fagositik hiicrelerce bakterilerin dldiiriilmesinde 6nemli
rol oynar. Nétrofiller, makrofajlar ve eozinofiller HOCI’i iiretirler. Ozellikle H,O,
lizerine myeloperoksidaz’in etkisi ile noétrofillerde olusur. Hiicre disina salinan
antibakteriyel bir ajandir. Ancak c¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile belirli protein
fonksiyonlarin1 bozabilme yetenegindedir. Yiiksek konsantrasyonlarda hiicre lizisi
olusturabilir. Alfal-antitripsini okside ve notrofil kollajenazini aktive etme yeteneginde
olan HOCI, temizleyici antioksidanlar olan albiimin ve askorbik asit ile

uzaklagtirilir (53).

5. SINGLET OKSIJEN: '0, gercek bir radikal degildir ve eslesmemis elektron
icermez. Diger reaktif oksijen tiirleri ile karsilastirildiginda oldukca zararsizdir. '0,,
oksijen elektronlarindan birinin disaridan enerji almasi sonucu kendi doniis yoniinden
ters yonde olan farkli bir yoriingeye yer degistirmesi ile olusabilecegi gibi, O, ’nin

dismutasyonu ve H,O,’in HOCI ile reaksiyonu sonucunda da meydana gelebilir (54).

Tablo 2. Oksijenden olusan toksik metabolitler

Siiperoksit radikali (O, ) Hidrojen peroksit (H,O;)
Hidroksil radikali (OH) Lipit hidroperoksit (LOOH)
Hidroperoksi radikali (HO;) Hipokloroz asit (HOCI)
Alkoksi radikali (LO) Singlet oksijen ('O5)
Peroksi radikali (LOO) Ozon (O3)

Tiyl radikali (RS)) Peroksinitrit (ONOO )

Nitrik oksit (NO)
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Serbest oksijen radikallerinin bir¢ok organ ve sistemleri etkileyen pek cok

hastaligin patogenezinde etkili oldugu 6ne siiriilmektedir (53) (Sekil 2).

Gastrointestinal Gz Deri Kalp
Snsterr_l -Katarald -Dermatit Kalp Krizi
-Hepatit -Retinal Hasar

it -Pigment Olusumu
-karaciger Hasan ~ T

\ / Eklemler

Digler +=——— Serbest Oksgen Radikallenn =—— st

-FPernadontit / \

Damarlar ¥ . v Akciger
-AMeroskleroz Multiorgan Yetmezligi Beyin -Astim
-Vazospazm -Kanser -Travma -Hiperoksi

-Strok

Sekil 2. Serbest oksijen radikallerinin neden oldugu klinik tablolar
2.2.4. Reaktif Nitrojen Radikalleri

Yapilarinda +1 den +5 ’e kadar degisen, farkli oksidasyon durumlarinda nitrojen

atomu bulunduran molekiillere reaktif nitrojen tiirleri denir (58) (Tablo-3).

Tablo 3. Reaktif nitrojen radikalleri

+1
+2

+3

+4

+5

Nitroksil Anyonu
Nitrik Oksit
Nitrozil Katyonu
Nitroz asit / Nitrit
Peroksinitroz asit/
Peroksinitrit
Dinitrojen Trioksit
Nitrojen Dioksit
Dinitrojen Tetraoksit
Nitrik Asit / Nitrat
Nitril Katyonu

NO™
NO
NO*

HNO, / NO,~
ONOOH /
ONOO™
N,O3
NO;,

N,O,

HNO; / NO;~

NO,"
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NITRIK OKSIT: (NO): Nitrik oksit hem noéronal hem de endotelial
patofizyolojide 6nemli rol oynamamaktadir. NO, bagisiklik sisteminin diizenlenmesi,
diiz kas gevsemesi, vazodilatasyon ve ndrotransmisyonu gibi bir¢cok fizyolojik siire¢de
gorev alan ¢ok reaktif bir radikaldir (55, 56,57). Yart 6mrii 10-20 sn dir. Nitrik oksit
sentaz (NOS) adi verilen enzim tarafindan Largininin guanido nitrojeninden

olusmaktadir. Bu reaksiyonda O, ve NADPH gereklidir.
NOS enziminin iki ana formu vardir.
1-Indiiklenebilen ( iNOS)
2-Yapisal (cNOS).
Noronal (nNOS)
Endotelyal (eNOS)

PEROKSINITRIT (ONOO") : NO’nun O, ile invivo reaksiyonu sonucunda
olusan sitotoksik bir tiirevdir (59). Hiicrede SOD normalde olusan tiim siiperoksiti
dismutasyona ugratmaya yetecek diizeydedir fakat, siiperoksit diizeyi ¢ok artmissa ya da

cok fazla NO radikali meydana gelmisse, peroksinitrit olusur (60,61).
0, +NO ———» ONOO «—> H" (ONOOH) —— OH + NO,

Peroksinitrit giiclii bir oksidandir. Tiyoller ve askorbatin oksidasyonu disinda
alfa-tokoferol harcanmasini artirir. Sonug olarak oksidan dengesini oksidanlar1 artirarak

ve antioksidanlar azaltarak bozmaktadir (60,61).

NITROTIROZIN (3-NT): Tirozin artiklarmin peroksinitrit ile aromatik yan
zincir lizerinden nitratlanabilecegi, ilk defa Ischiropoulos ve ark (62,63) tarafindan

gosterilmistir. 3-NT, peroksinitrit tutulumunun bir indeksi olarak kullanilabilir (59).
2.2.5. Oksidatif Hasar

Yasam, reaktif oksijen tiirlerinin iiretilmesi ve bunlarin ayni hizla antioksidanlar
tarafindan ortadan kaldirilmasi ile karakterizedir. Oksidatif stres durumunda dengenin
saglanabilmesi i¢in antioksidanlarin siirekli olarak rejenerasyonu zorunludur (Sekil-3)

(64).
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ANTIOKSIDAN
SAVUNMA

OKSIDATIF |
STRES

HUCRE OLUMU L YASAM—

Sekil 3. Oksidatif stres ve antioksidan savunma arasindaki denge
LIPIDLERDE OKSIDATIF HASAR

Lipid Peroksidasyonu(LPO), hiicre membraninda bulunan fosfolipid, glikolipid,
gliserid ve sterol yapisindaki poliansatiire yag asitlerinin, serbest oksijen radikalleri
tarafindan peroksit, alkol, aldehid, hidroksi yag asitleri, etan ve pentan gibi cesitli
zararli iirlinlere doniismesidir (44). LPO islemi bir reaksiyonlar zinciri olup; ii¢ asamada

gerceklesmektedir (65).

1-Baslama: Lipid peroksidasyonu metal katalizorlerin varliginda, serbest
radikallerin ¢oklu doymamis yag asiti zincirinin alfa-metilen gruplarindan bir hidrojen
uzaklagtirmasi ile baslamaktadir. Uzaklasan hidrojen atomu sebebiyle, karbon atomu
iizerinde ortaklagsmamais bir adet elektron kalir ve bu da yag asidi zinciri {izerinde radikal
olugmasina sebep olur. Olusan radikal kararsiz bir bilesiktir. Stabil duruma gelebilmek
icin molekiil i¢i baglarini tekrar diizenler ve konjuge dien yapisina doniisiir. Bu konjuge
dien, fizyolojik kosullarda oksijen ile birlesmeye egilimli oldugundan reaksiyon sonucu

okside olur ve peroksi radikalini olusturur (42,65).

2-Ilerleme: Lipid peroksi radikali, membranda bulunan diger ¢oklu doymamis

yag asidi zincirlerini etkileyerek yeni lipid radikallerinin olugsmasina yol agar ve kendisi
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de agiga c¢ikan hidrojen atomlarini alarak lipid hidroperoksite doniisiir. Boylece tek bir
substrat radikal diger yag asitlerini tetikleyerek birden c¢ok lipid hidroperoksit

olusmasina neden olur (42,65).

3-Sonlanma: Lipid hidroperoksitlerin aldehit ve diger karbonil bilesikler ile
etan, pentan gibi ugucu gazlara doniismesi ile olay sonlanir. Yine antioksidanlar

tarafindan lipid perokside bir hidrojen atomu verilmesi ile de tamamlanabilir (65).

Lipid Peroksidasyonu sonucunda olusan {riinlerden en Onemlileri;

malondialdehit (MDA) ve 4-hidroksinonenal (4-HNE)’dir (Sekil-4) (65,66).

Coklu Dovimamus Yag Asitlenn

l H® Hidrojen Kayln

/\ B A B /\ B / Lipid Radilzali
' L Eonjuge Dien
VAL

l Oksien Alara

\/——\_/\—/ Lipid Peroksil Radikal

L +H® Hidrojen ahim

U
\/:\_/\7_/; Lipid Hidroperoksit

o

é H , d-ludroksmmonenal

Malondialdehat

Sekil 4. Lipid peroksidasyonu sonucu olusan iirtinler

MDA linolenik asit ve arasidonik asit gibi ii¢ veya daha fazla ¢ift bag iceren yag
asitlerinin oksidatif bozunmasi sonucu olusan bir {irlindiir. Tiyobarbitiirik asit ile

Slgiilebilir (49,65) (Sekil-5).
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O O pKa H H

4.5
HMH O e

Sekil 5. MDA nin yapisi

MDA, uzun O6mrii ve yliksek reaktivitesi ile hiicre i¢i ve disindaki protein,
niikleik asit gibi bir¢ok biyomolekiile etki ederek geri doniisiimii miimkiin olmayan
hasarlara yol agmaktadir. Ayrica membranin akiciliginin azalmasina, fonksiyonlarinin
yavaglamasina, membran reseptor ve enzimlerinin inaktif olmasina ve de Ca™
iyonlarina gegirgenliginin artmasina neden olmaktadir (49, 65). Lipid peroksitleri ve
MDA, membran komponentlerinin ¢apraz baglanma ve polimerizasyonuna neden olur.
Boylece membranda deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre ylizey
bilesenlerinin agregasyonu gibi 6zellikler degisir. Ayrica DNA’nin nitrojen bazlariyla
reaksiyona girmesi MDA’ ’nin ni¢in mutajenik, genotoksik ve karsinojenik oldugunu

aciklar.
PROTEINLERDE OKSIDATIF HASAR

Serbest oksijen radikalleri, proteinlerde de yapisal degisiklikler meydana
getirebilir. Fakat serbest radikallere karsi proteinler lipidlerden daha az hassastir.
Doymamis bag ve siilfiir iceren amino asit (triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin,
metiyonin, sistein gibi) iceren proteinler, serbest radikallerden kolaylikla etkilenirler.
Serbest radikallerin olusturdugu hasar sonucunda; proteinlerde fragmantasyon, ¢apraz

baglanmalar ve proteinlerin agregasyonu meydana gelir (47,67).
NUKLEIK ASITLERDE OKSIDATIF HASAR

Single oksijenin niikleik asitlerle tepkimeye girme yetenegi daha siirhdir.
Siiperoksit (O, ) giiclii bir oksitleyici oldugundan, guanin gibi yiiksek elektron
yogunluklu bolgeler iceren molekiillerle daha kolay tepkimeye girer. Hidroksil
radikali(OH”, deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girer ve DNA’nin yakininda
meydana gelirse, piirin ve pirimidin bazlarmi etkileyerek mutasyonlara neden olur.

Aktive olmus notrofillerden kaynaklanan H,O, membranlardan kolayca gecerek ve
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hiicre ¢ekirdegine ulasarak DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre

Oliimiine yol acabilir (67,68).
KARBOHIDRATLARDA OKSIiDATIF HASAR

Fizyolojik sartlarda glikoz, mannoz ve deoksi sekerler otooksidasyona
ugrayarak, stiperoksit (O, ) ve hidrojen peroksit (H,O,)’i meydana getirirler. Okside
olan glikoz, proteinlerle reaksiyona girerek glikozilasyon ve glikasyon iirlinlerini

olusturur (68).
2.3. Antioksidanlar

Organizmada serbest radikallerin zararl etkilerine karsi koruyucu mekanizmalar
vardir. Bunlardan bir kismi serbest radikal olusumunu, bir kismi ise olusmus serbest
radikallerin zararli etkilerini Onler. Bu islevleri yapan maddelere genel olarak

antioksidanlar denir (47,69).
Antioksidanlarin etki mekanizmalar1 sunlardir:
1. Yapilarindaki metal iyonlarin1 baglayarak,

2. Alkoller gibi radikal olmayan {iriinlerine doniistiiriilmesi ile peroksitlerin

alicis1 olarak,

3. 3-Peroksitler olusturmak i¢in membran lipidleri ile direkt olarak reaksiyona

girebilen singlet oksijeni temizleyerek,
4. Lokalize oksijen konsantrasyonlarini azaltarak,

5. OH gibi hidrojen atomlarmni ayirabilme yetenegine sahip tiirlerin

temizlenmesi ile peroksidasyonun baslamasini dnleyerek,

6. 6-Zincir uzatan radikaller ile reaksiyona girip zincirleri kirmak suretiyle, yag

asidinin kenar zincirinden devamli hidrojen ayrimini engelleyerek.

Antioksidanlar1 enzimatik ve nonenzimatik olarak iki ana baslik altinda

incelemek miimkiindiir (49,69):
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2.3.1. Enzimatik Antioksidanlar

Hiicre icerisindeki antioksidan savunmanin belkemigini olusturan enzimatik
antioksidanlar, aktif merkezlerinde Cu, Zn, Mn, Fe, Se gibi metalleri igerirler. Diizeyleri
genetik kontrol altindadir. Hiicre icerisinde fazla miktarda bulunanlari; siiperoksit

dismutaz(SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px)’dir (Sekil-6) (49).

Katalaz
~ HO + 0,

Dz + g ,:E s00 Hz':'z " Dz )
/ IGSH NADP

Sitokmm oksidaz Glmm;un{widsu Glutaiyonfredikz
GSSG NADPH

L ]
> H,0

Sekil 6. Enzimatik antioksidanlar ve etki mekanizmalari

SUPEROKSIT DISMUTAZ (SOD) :iki molekiil O, ’nin iki molekiil proton
ile reaksiyona girerek H,O,’ye doniisiimiinii katalizler. Iki serbest oksijen radikalini,
radikal olmayan molekiillere doniistiirdiigiinden, antioksidan sisteminin en Onemli

ogelerinden biri olarak bilinir. Insan viicudunda 3 farkli SOD enzimi vardir;
205 + 2HY =L % Hoo + 0

I- Mn-SOD: Mitokondride ve hiicre komponentlerinde bulunur. Kofaktorii
mangandir (43).

2-EC-SOD: Vaskiiler endotele bagli olarak bulunan ekstraselliiler SOD’1n
kofaktorleri bakir ve c¢inkodur. CuZn-SOD ve EC-SOD’in aktivitesinden bakir,

stabilitesinden ise ¢inko sorumludur (43).

3- Cu/Zn-SOD: Sitoplazmada lokalizedir. Aktif bolgesinde kofaktor olarak bakir
ve ¢inko vardir. En fazla bulunan ve antioksidan savunmada ana rolii oynayan enzimdir.
Disiilfit kopriisii ile baglanan birbirinin ayni iki alt iiniteden olugmustur ve her alt {inite

birer atom Cu'? ve Zn? icermektedir (43).
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Bu ii¢ enzim de beyinde farkli bolgelerde farkli oranda dagilmistir. Cu-Zn SOD,
ozellikle astrositlerde; Mn-SOD, ndron ve spinal korda; EC-SOD ise ekstraselliiler
matrikste bulunmaktadir. Mn-SOD, O, normal kosullarda mitokondride olustugu i¢in,
SOR olusumuna kars1 beyni koruyan en 6nemli enzimdir (70). Mikroglial hiicrelerde,
oligodendrositlerde ve endotelyal hiicrelerde Mn-SOD ve Cu-Zn SOD ayn1 oranda ama
zayif aktivite gosterir. Bu da oligodendrositlerin oksidatif hasara kars1 daha savunmasiz
oldugunu aciklar. Mikroglial hiicreler bu hasara daha direnglidir, ¢iinkii bu hiicrelerde
GSH-Px aktivitesi yiiksektir. EC-SOD, damar diiz kaslarinda olduk¢a fazladir; NO
biyoyararlaniminda, serebral vaskiiler biyoloji ve vazomotor disfonksiyonda rol

oynar(71).

KATALAZ (CAT): H;O, bir radikal olmamasina ragmen, reaktivitesi en fazla
olan reaktif oksijen tiirii olan OH ‘in onciisiidiir ve bu nedenle birgok reaktif oksijen
tiriinden daha fazla oksidatif hasara neden olur. CAT solunum yapan tim

organizmalarda bulunan ve iki fonksiyon gdsteren bir enzimdir (69,72).

1- HyOy’nin O, ve H,O vermek iizere ayristirilmasi (zehirsizlendirme

reaksiyonu)

2 H,O, Katalaz > 0O, +2 H,O

2-Bir mol peroksitin pargalanmasi ile olusan reaksiyon sonucunda; metanol,

etanol, formik asit veya fenollerin yiikseltgenmesi (69, 72).

GLUTATYON PEROKSIDAZ (GSH-Px): H,0, ve lipit peroksitlerin
indirgenmis (rediikte) glutatyonla (GSH) reaksiyona girerek, H;O ve ylikseltgenmis
(okside) glutatyon (GSSG) olugmasini katalizleyen enzimdir (73).

2H,0, + 2 GSH _GSH-Px , 2 H,O + GSSG
2 GSH + ROOH _GSH-Px, GSSG H,O + ROH

Bu enzimin varligi ilk defa Mills (55) tarafindan 1957 yilinda memeli
eritrositlerinde saptanmistir. Endotel hiicrelerinde 06zellikle akcigerde etkili bir
enzimdir. Enzim aktivitesinin % 60-75’1 6karyot hiicrelerin sitoplazmasinda, % 25-40"1
ise mitokondride bulunur. Aktivitenin en fazla oldugu dokular ise eritrositler ve

karacigerdir (74). GSH-Px, yaklasik olarak 85000 D molekiil agirliginda, dort esit
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subunitten olusan, mol bagina 4 atom selenyum igeren bir enzimdir. Enzimin aktif

bolgesinde lenosistein bulunur. insan dokularinda iki GSH-Px formu belirlenmistir:

1-Se-bagimli  GSH-Px: Substrat olarak hem H»0,’yi, hem de organik
hidroperoksitleri kullanir(72, 74).

2-Se-bagimsiz GSH-Px: Substrat olarak organik hidroperoksitleri kullanir, H,O,
yikilimini kataliz etmez. (72, 74).

SITOKROM OKSIDAZ: Sitokrom oksidaz, mitokondrial ETZ’nin son
pargasidir ve elektronlarin son alici olan oksijene transferinden sorumludur. Bu bdlgede
taginmis olan elektronlar,O, ve serbest protonlar; H,O olusturmak i¢in bir araya gelirler.

Diger bir deyisle, bu reaksiyon ile siiperoksit detoksifiye edilir (47).

0, +4H"+ 4¢ » 2H,0
2.3.2. Non-Enzimatik Antioksidanlar

VITAMIN A: Bir antioksidan olan beta-karoten, konjuge alkil yapisi tasiyan
serbest organik peroksit radikallerinin ortadan kaldirilmasinda etkilidir. Diisiik oksijen
kismi basincinda beta-karoten, peroksit radikallerinin dokularda tutulmasindan

sorumludur (74).

VITAMIN E: Membranlarda ve lipoproteinlerde zincirleme LPO’yu engelleyen
esas antioksidandir. Reaksiyon bir peroksi radikali ile tokoferoliin, organik bir

hidroperoksit ve tokoferil radikali meydana getirmesi ile sonuglanir (52,72).

VITAMIN C (ASKORBiK ASIT): Organizmada birgok hidroksilasyon
reaksiyonlarinda indirgeyici ajan olarak gorev yapar. O, ve OH ile kolayca reaksiyona
girerek onlar1 temizler. Tokoferoksil radikalinin alfa-tokoferol’e rediiklenmesini

saglar(75).

ERITROPOIETIN (EPO): Antioksidan etkisini NO miktarimi azaltarak ayrica
SOD, GSH-Px, katalaz gibi antioksidan enzimlerin aktivitesini artirarak da
gerceklestirmektedir (63). Eritropoietin (EPO), eritropoezi regiile eden 30,4 kDA
agirhiginda bir glikoproteindir (76). Hiicre canliligini arttirict sinyalleri modiile eden

antiapoptotik, anti-oksidan, anti-inflamatuvar ve kalsiyum ile glutamat metabolizmalar
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lizerine diizenleyici etkilerinin, noroprotektif etkisine aracilik edebilecegi

diistiniilmektedir.
MELATONIN (MEL):

Ik kez 1958 yilinda kurbaga ve baliklarin melanositlerinde bulunan bir renk
pigmenti olarak tanimlanmig (78) daha sonra 1993 yilinda biitiin memeli hayvanlarda
bulunan ve pineal bezden salinan, canlilarin biyolojik ritmini diizenleyen bir hormon
oldugu gosterilmistir. 1996 yilindan itibaren omurgasizlar ve protozoalar da dahil olmak

lizere birgok canlinin yapisindaki varligi ispatlanmistir (Sekil-7)(79).

Melatonin Structure

Sekil 7. N-asetil-5Smetoksitriptamin (Melatonin)

Pineal bez (epifiz bezi), insanlarda ii¢lincli ventrikiiliin arkasinda yer alir. Total
viicut agirligia gore oldukga kiiciik olan bu bez (insanlarda 50-150 mg), bobrekten
sonra viicudun en ¢ok kan akimina sahip ikinci organidir. Bezin yapisi, bez hiicrelerinin
cogunu olusturan ve gerek indolaminleri (¢cogunlugu melatonin) gerekse peptidleri
(arjinin, v.b) iireten pinealositler ve noroglia hiicreleri olmak iizere iki hiicre tiiriinden
olusur. Pineal bez, memelilerde fotik informasyonlari noéroendokrin sinyallere
dontstiiriir. Retinadan algilanan gorsel bilgiler, hipotalamusun suprakiazmatik ¢ekirdegi
ve sempatik sinir sistemi yoluyla, pineal beze yansitilir (80). Fotik impulslar tasiyan
sempatik efferent lifler pineal beze ulastiginda, ozellikle karanlikta, norepinefrinin
pinealosit membraninda beta-adrenerjik reseptdre baglanmasi ile bir seri reaksiyon
baslar. Membranda adenil siklaz aktivitesi ve dolayisiyla cAMP yapimi stimiile olur;

cAMP de melatonin ve diger indolaminlerin biyosentezini katalizleyen enzimleri aktive

eder (81).
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MELATONIN SENTEZi

Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin) ilk kez sigir pineal ekstrelerinde
melanin graniillerini agrege etme ve kurbaga derisinin rengini agma yetenegi fark

edilerek tanimlanmistir (78).

Melatonin biyosentezi, kandan beze diflize olan triptofanin, pineal bezde
triptofan hidroksilaz enzimi ile hidroksillenmesiyle baslar. Béylece meydana gelen 5-
hidroksi triptofan, L-aromatik aminoasit dekarboksilaz enzimi ile karboksil grubunu
kaybeder ve neticede serotonin (5-hidroksi triptamin) meydana gelir. Pineal bez,
serotonin konsantrasyonu agisindan viicutta en zengin organdir. Serotonin asetilasyonu,
N-asetil transferaz araciligi ile gerceklesir. Burada Asetil CoA, asetil dondrii olarak rol
oynar. Meydana gelen N-asetil serotonin, metil dondrii olarak S-adenozilmetionin’in
kullandig1 ve hidroksi indol-O-metil transferaz’in katalizledigi son basamakta N-asetil
S-metoksitriptamin; melatonin’e doniisiir ve boylece melatonin biyosentezi tamamlanir

(80,82) (Sekil-8).

NH2
| H2CH TRIFTOFAN
COOH
‘-""'\i
| w Triptofan 5 Hidvelcsilaz
N2
i on 5 HIDROKSITRIPTOFAN
(SHTF)
SHTF Dekarboksilaz
CHICHZNIZ ] .. ]
SHIDROESITRIPTARIMN

(SHT, SEROTONIN)

Serotonin- M-asetiliransferaz

TRCHENHOOLC Y
N-ASETIL. SEROTONIN
(NAS)

H
l Hidy ol siindol- O-Metliransferaz
(HIOMWIT)

THICHINHOCOC L

MELATONIN ]
5 METOKSI N-ASETILTRIPTAMIN

Sekil 8. Melatonin sentezi
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Bu mekanizmada hiz kisitlayict enzim aril-alkilamin-N-asetil transferaz
(AANAT) olarak adlandirilan enzimdir. Bu enzim, beta ve alfa-1 adrenerjik reseptorler
tizerinden etki gosteren epinefrinin nokturnal sempatik salimina yol agar. Bu enzimin
negatif feedback mekanizmalar ile diizenlenmesinde ise cAMP, ICER, MAP kinaz

fosfataz 1 gibi bir¢ok enzim ve proteinin rol aldig1 bilinmektedir (83).

Melatonin salgisi, tlirlere gore farklilik gosteren sirkadiyen bir ritme sahiptir. Bu
farklilik, hormonun gece pikinin meydana geldigi saatler ve siireleri ile iligkilidir.
Serum melatonin konsantrasyonu, geceleri giindiize gore 3-10 kat daha yiiksektir.
Melatonin salgisinin  sirkadiyen ritmi endojen kokenlidir, bu da uyarilarin
suprakiazmatik cekirdekten c¢iktigini yansitir (82). Melatonin sentezi ve salgilanmasi
karanlikta uyarilir, 151k ile baskilanir. Giin 15183inin bulundugu saatlerde, retinadaki
fotoreseptdr hiicreleri hiperpolarizedir; bu da norepinefrin salinmasini baskilar.
Karanlikla birlikte polarize olan fotoreseptor hiicreler norepinefrin salgilarlar.
Norepinefrin hem triptofanin dolagimdan beze girisini artirmakta, hem de pinealosit
membranindaki beta-1 reseptorleri aracilifiyla membrandaki adenil siklazi aktive
ederek, hiicre ici siklik adenozin monofosfat (CAMP) seviyelerini ylikseltmektedir.
cAMP etkisiyle, melatonin sentezinde hiz kisitlayici enzim olan N-asetil transferaz
aktivitesi yiikselmekte, bdylece melatonin sentez ve salgilanmasi baslamaktadir.
Melatonin sentez ve salimi arttikca hormon, pasif difiizyonla dolasima geg¢mektedir

(Sekil-9) (84).

Arkabeyin

, !
— RHtraki s (scN - (P i
[E=1] .4 I U !

TriptoTan
p-adrenafik
reseptdr

Fostganglionik

L EAMPD
5-Hidnoksitriptamin /
IN,QT protein C-kinaz

5-Hidroleitriptofan T INEALOSIT - i

lifler
sontezi
M-Asetiseratonin a-adrenaik
resepior
‘Hlﬂ MT P
melatonin

Sekil 9. Melatonin sentezinin kontrolu
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SCN; Suprakiazmatik niikleus, RH; retinohipotalamik, PVN; Paraventrikiiler

niikleus, SCG; Superior servikal ganglion, NA; Norepinefrin,
NAT; 5-Hidroksitriptamin-Nasetiltransferaz,
HIOMT; Hidroksiindol-O-metiltransferaz.
MELATONININ ETKi MEKANIZMASI

Lipofilik 6zelliginden dolay1 direkt olarak veya spesifik reseptorler araciligiyla
hedef hiicrelere ulasir (84). Insanda beynin ¢esitli bolgelerinde, bagirsaklarda,
overlerde, kan damarlarinda ve karacigerde, melatonin reseptdrlerinin varlig

gosterilmistir. iki melatonin baglanma yeri tanimlanmustir:

I-MT1 (yiiksek afinite (pikomolar) yerleri: MT1 reseptorlerinin aktivasyonu
hedef hiicrelerde adenilat siklaz aktivitesinin baskilanmasina sebep olur. MT1 reseptorii
araciligi ile, termoregiilasyonda, arterial vazokonstriksiyonda, kanser hiicrelerinin

proliferasyonunda, iireme ve metabolik fonksiyonlarda rol alir.

2-MT2 (diisiik afinite (nanomolar)) yerleri: MT2 reseptorii araciligiyla ise,
suprakiazmatik niikleusdaki néronal termoregiilasyonda, retinada dopamin salgisinin
inhibisyonunda, vazodilatasyonun indiiklenmesinde, arterial yatakta lokosit rulo
formasyonunun olusumunun engellenmesinde ve immun cevabin artirilmasinda rol

oynadig bilinmektedir (85,86,87).

Lipofilik 6zelligi nedeniyle hiicrenin tiim fraksiyonlarina kolaylikla girebilen
melatoninin (88), sitozolik ve niikleer baglanma yerleri de tamimlanmustir. Ornegin;
sitozolik kalmodulin’e baglanarak adenilat siklaz, fosfodiesteraz gibi hedef enzimlerle
oldugu kadar yapisal proteinlerle de etkileserek dogrudan kalsiyum gecisi iizerinde de
etki gosterebilir (89).

Melatoninin inaktivasyonu, baslica karacigerde gerceklesir. indol halkasmin 6.
konumundan hidroksile olan melatonin, daha sonra siilfat ve glukronik asitle konjuge
edilerek idrarla atilir. Melatoninin idrardaki baglica metaboliti 6-siilfatoksimelatonin
olup, plazma melatonin diizeyinin iyi bir gostergesidir. Diger metaboliti ise; N1-acetyl-

N2-formyl-5-methoxykynuramine (AFMK) molekiiliidiir (90).
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MELATONIN’IN BiYOLOJIiK ETKIiLERIi

Melatonin’in uyku, yaslanma, sirkadiyen ritim, duygu durumu, cinsel
olgunlasma ve iireme, kanser, termoregiilasyon gibi bircok etkisi oldugu

bildirilmistir(90).
MELATONIN VE YAS

Aragtirmalar melatoninin yasla birlikte azaldigin1 ve Alzheimer hastalarinda
yasitlarina oranla daha azalmis seviyelerin bulunabilecegini gostermistir. Brusco ve
arkadaslarinin ¢alismasinda 8 yildir Alzheimer hastasi olan bir monozigot ikiz c¢iftinde
ikizlerden biri her aksam 6 mg melatonin ile tedavi edilmis ve artmis uyku
aligkanliklari, durum (mood) diizelmesi ve hafiza fonksiyon gelisimi bildirilmistir. Bu
da melatoninin Alzheimer hastalarinda yararl etkileri olabilecegi hipotezini destekler
Yakin zamanda bazi klinik sonuglar serebrospinal sivi melatonin seviyelerindeki
azalmanin, muhtemelen klinik semptomlardan bile once gergeklesen, Alzheimer

hastalig1 gelisimindeki bir erken olay olabilecegini akla getirir (92).

Melatoninin yaglanma ile birlikte azalmasi zararli oksijen radikalleri ile
olusturulan hasari arttirir. Melatonin diizeyinin azalmasi, bir¢ok dokuda guanilat siklaz
aktivitesinde azalma ve sonugta hiicre zar kalinlig1 ve rijiditesinin artmasina, dejeneratif
hasar olusumunda hizlanmaya yol acar. Biitliin bunlar aterosklerotik degisiklikleri de
iceren yaslilikla ilgili bir¢ok siirecin olusmasina neden olur. Yaglilikta, noronlar {izerine
serbest  radikal  saldirisi,  bircok  norodejeneratif = durumun  olusumunu
kolaylagtirmaktadir. Antioksidanlarin kapasitelerinin azalmasi ile serbest radikal
iretimin de artmasi, yaslanma siireci, sizofreni, tardiv diskinezi ve Parkinson
hastaliginin fizyopatolojisinde rol oynar. Melatonin, serbest radikallerce olusturulan
norotoksisiteyi engelleyebildiginden, yasin ilerlemesi ile melatonin saliminin azalmasi
yaslanma siirecini kolaylastirmaktadir. Melatoninin yaslanmaya karsi koruyucu etkisi,
serbest radikallerin olusturdugu hiicre hasarini azaltmak ya da immiiniteyi diizenlemek

suretiyle kendini gdsterir (92).

Melatonin ayrica ndrodejeneratif hastaliklarin birgogunda 6nemli etkileri olan
nitrik oksit molekiilii ile de yakindan iligkili olmasi nedeniyle yaslanma siirecinde

dogrudan ve dolayl olarak bir¢ok etkiye sahiptir. Bu nedenle de bu tip hastaliklarda ve



34

yaslanmaya kars1 koruyucu 6zelligi nedeniyle terapdtik ajan olarak kullanimi iizerinde

oldukca 6nemli ¢caligmalar vardir (91).

Melatonin seviyelerinin yasla birlikte azalmasiyla ile aymi dogrultuda
perimenopoz ve postmenopozal kadinlarda melatonin uygulamasi duygu-durumda genel
bir iyilesme ve depresyonda Onemli bir hafifleme gostermistir. Alt1 aylik tedavi
perimenopozal kadinlarda (43-49 yas arasi) LH’de ve tiroid hormonunda bir azalma
gosterirken daha yash kadinlarda (50-62 yaslar) higbir etki goriilmemistir. Her iki yas
grubunda bir depresyon hafiflemesi goriilmiistiir. Bu bulgular melatoninle tedavi
edilmis kadinlarda tiroid fonksiyonunun yani sira g¢esitli hipofizer regiilasyonlarin da

daha juvenil bir form gdsterebilecegine isaret edebilir (92)
MELATONIN VE UYKU

Melatoninin uyku kalitesi, REM ve non-REM uyku iizerine etkileri oldukca
karmagik bir mekanizmadir (87). Beyinde monoamin ndrotransmitter diizeylerini
etkileyerek uyku mekanizmalarimi aktive etmektedir. Uykuya dalma giicliigii ¢eken

yaslilarda serum melatonin konsantrasyonlar1 yetersiz bulunmustur.

Jet lag cogunlukla birka¢ zaman bolgesi gegen hava yolcularini etkiler ve
internal viicut ritmi ile varis yerindeki giindiiz/gece siklusu arasindaki sapmadan
kaynaklanir. Bir meta-analizde oral melatoninin jet lag’1 azaltmadaki etkisi aragtirilmis
ve on ¢alismanin dokuzu varis yerinde yatma zamanina yakin alinan melatoninin bes
veya daha fazla zaman bolgesi boyunca yapilan wuguslarda jet lag’1

azalttigimigostermistir (92).

Ekzojen melatoninin beynin elektriksel aktivitelerini dengeleyici etkisiyle (alfa
beyin dalgasinin olusumunu artirarak) uykuya dalma siiresini kisalttigi, total uyku
periyodu esnasinda uykudan uyanis sayisini azalttigi, uyku kalitesini artirdigi ve
hipnotik etkiler gosterdigi bildirilmistir. Elektrofizyolojik kayitlarda da gece uyku
halinde artis ile, idrarda 6-siilfoksimelatonin atilimi arasinda 6nemli bir korelasyon

saptanmistir (93).

Burada basta suprakiazmatik niikleus olmak iizere biyolojik osilatrler denilen
yapilarin 6nemli rolii vardir. Son donemlerde yapilan c¢aligmalar, bu osilatorlerin
resetlendigi gece vardiyasi c¢alismalari ile bu konu giin gectikge netlik

kazanmaktadir(94,98).



35

MELATONIN VE UREME

Normal saglikli kadinlarda melatonin salgisi, menstriiel siklusla degisiklik
gostermez. Ancak melatonin, overler tarafindan salgilanan ve prolaktin yapimini idame

ettiren estradiol salgisint baskilamaktadir.

Benzer sekilde normal dongiileri olan infertil kadinlarda serum estradiol
diizeylerindeki belirgin artislar, melatonin salgisini etkilememektedir. Serum melatonin

konsantrasyonlari, hipotalamik amenoresi olan kadinlarda artmaktadir (96).

Dogal bir kontraseptif olarak denenmesine ragmen melatonin, kontraseptif
amagclar i¢in kullanilamaz. Ciinkii yeterince etki gostermez ve ihtiya¢ duyulan dozlar
uyku halinin yan1 sira irregiiler kanama gibi istenmeyen yan etkiler de

olusturmustur(95).

Son yillarda protein kinaz A aktivitesini ve cAMP diizeylerini diisiirmesi
nedeniyle ve GnRH ile indiiklenmis gonadotropin yapimini azaltmasi nedeniyle iireme
sistemi iizerine etkileri netlik kazanmustir, GnRH’1n etkisini ise Ca™ akigini azaltmak

suretiyle inhibe ettigi gosterilmistir (97).

Melatonin plasentay1 gegebilir ve fetal sirkiilasyona girebilir. Melatonin
reseptorleri baslangictan fetal gelisimin sonuna kadar fetliste bulunurlar. Artmis fetal
anomali riskleri nedeniyle eksojen uygulamadan sonra yiiksek melatonin
konsantrasyonlarindan kacinilmasi gereklidir. Melatoninin ACTH ve beta-endorfin’i
etkiledigi ve immun sistemi baskiladig1 hipotezi 6ne stiriilmiistiir. Bu hipotezin deneysel
bir kanitt yoktur, ancak o zamana kadar gebe kadinlar melatonin almaktan

sakinmalidirlar (92).
MELATONIN VE iMMUN SiSTEM

Immiin cevabi artirarak tiimér biiyiimesinin baskilanmasi ve stresin neden
oldugu immiin baskilanmanin ortadan kaldirilmas1 gibi etkilere yol agmaktadir. Fareler
tizerinde yapilan arastirmalar melatoninin kemik iligi T lenfositlerde interlokin-4 (IL-4)
yapimini ve stroma hiicrelerinde graniilosit makrofaj koloni stimiilan faktdr yapimini
uyardigini, ayrica kemik iligi hiicrelerini, sitotoksik bilesimlerin neden oldugu
apoptozisten korudugunu gostermistir. Radikal temizleyici olarak gorev alan

vitaminlerin yetersizligi gibi kis aylarinda besinlerin daha diisiik oranda saglanabilmesi
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nedeniyle immiin fonksiyon asir1 oranda diisebilir. Melatonin konsantrasyonlar1 kis
doneminde artis gostermektedir.(99) Melatoninin immiin sistem molekiilleri {izerine

olan etkileri asagidaki semada(Sekil-10) kisaca 6zetlenmistir (99).

Respiratory
Phagocytic J’ L.rrsf
activity _
Circulating BL
neutrophils co19+
= = =

lipoxygenase

Circulating
Ilvmphocytes
monocytes

Sekil 10. Melatoninin immiin sistem tizerine etkileri
MELATONIN VE AGRI

Ratlar ve fareler iizerine yapilan yeni deneyler bariz bir sekilde melatoninin
morfin ve diazepam ile sinerjistik analjezik etkilerini gdstermistir ki bu; melatoninin,
agrili hastalarda anestezi i¢in yardimci bir ilag olarak yer alabilecegini diisiindiiriir (92).
Normal kontrol grubuyla kiyaslandiklarinda fibromiyalji hastalarinda daha diisiik
melatonin seviyeleri oldugu saptanmigtir. 30 glin boyunca siiren 3 mg’lik melatonin

replasmani yakinmalar1 azaltmistir (92).
MELATONIN VE KANSER

Melatonin ile kanser arasinda karsilikli bir iliski vardir, ¢iinkii melatonin
onkostatik bir ajan olarak hareket eder ve endometrium kanseri gibi belirli kanserlerden

muzdarip hastalarda melatoninin azalmis olduguna dair kanitlar vardir.

Hayvan deneyleri melatoninin in vivo ve in vitro melanoma ve meme kanserinin
biiylimelerini inhibe ettigini gostermistir. Gece yarisinda 151k melatonini azaltir ve sonug
olarak meme kanseri insidansini arttirmasi gerekir; aksi takdirde, kor insanlar melatonin
seviyeleri daha yiiksek oldugundan dolay1r daha diisiik meme kanseri seviyeleri

gostermelidir. Isve¢’ten, Finlandiya’dan, Amerika’dan ve ek olarak yakin bir ge¢miste
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Norveg’ten yapilan caligmalar, ‘melatonin hipotezi’yle hemfikir olarak gergekten de kor
kadinlardaki meme kanseri insidansinin genel populasyona gore daha diisiik oldugunu
gostermiglerdir. Bununla birlikte melatoninin kanserlere kars1 koruyucu oldugu
sonucunu ¢ikarmak i¢in ¢ok yetersiz sayida vaka vardir. Melatoninin inhibe edici etkisi
en fazla, meme kanseri veya prostat kanseri gibi kismen hormonal etki altinda olan
tiimorlerde telaffuz edilir. Ayrica melatonin, doymamis yaglarin metabolizmasi

tizerindeki bir reseptor-aracili etkisiyle karaciger kanserini inhibe eder (92)

Diger bir yandan 16semi melatonin uygulamasi ile siddetlenir ve pinealectomi ile
inhibe olur. Mevcut calismalar gostermektedir ki dolagimdaki nokturnal melatonin
seviyeleri bir meme, prostat ya da endometrium kanserinin baglangicinda distiktiir.
Hayvan ¢alismalar1 melatonin saliniminin daha az olmadigini1 ancak diisiik seviyelerin,
kanser hiicreleri tarafindan uptake’in artmis olmasinin bir sonucu oldugunu
gostermistir. Antikanser etki ayrica radikal temizleyici membran degisimi ya da diger
etkiler sayesinde de olmus olabilir. Insan deneyleri kanserli hastalarda interlokin 2 (IL-

2)’nin induklendigini ve interlokin-6 ile neopterin’i azalttigin1 géstermistir (92).

Melatoninin meme kanserinde oldukea etkili oldugu, meme bezinde antidstrojen
etki gostererek anti-tlimoral etki yaptigi ileri siiriilmektedir (96). Mitojenik aktiviteyi
azaltarak, kanserli dokuda hiicre proliferasyonunu durdurmaktadir. Tiimor biliyiimesini
hizlandiran prolaktin, biliylime hormonu, gonadotropinler gibi hormonlarin salimini
baskiladig1 bildirilmistir (97). Melatoninin olduk¢a giiclii antioksidan etkisi, serbest

radikal aracili kanser olusumunu 6nlemektedir (100).
MELATONIN VE DEPRESYON

Major depresif hastalarda bir melatonin tedavisi tavsiye edilemez. Faz gecikmesi

olan unipolar depresif hastalarda melatonin tedavisi bir yarar saglayabilir (92).
MELATONIN VE ATEROSKLEROZ

Ateroskleroz patogenezinde, lipid peroksidasyonu onemli bir role sahiptir.
Damar endotelinin oksijen radikalleri ve lipid peroksidlerine kars1 ¢ok duyarli olmasi,
serbest radikallerin vaskiiler diiz kas proliferasyonunun artirmasina yol a¢cmaktadir.
Melatonin giiclii antioksidan etkisi ile aterosklerozun Onlenmesini saglamaktadir.

Melatoninin kolesterol metabolizmasini diizenleyici etki gosterdigi, diisiik dansiteli
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lipoprotein (LDL) reseptor sayisini azaltarak LDL metabolizmasinda rol oynadigi

bildirilmistir (101).
MELATONININ ANTIOKSIDAN ETKISi

Melatoninin bir radikal temizleyici olarak hareket ettigi ve ultraviyole nedenli
eritemin neden oldugu hasara kars1 koruyucu potansiyeli her iki gézli de kor insanlarin
kapsandig1 bir randomize ¢alismada gosterilmistir. Melatonin E vitamini ve C vitamini
ile birlikte uygulandiginda yalniz basina uygulandigindan daha iyi koruma elde

edilmistir (92)

Basta kalp hastaliklar1 ve kanser olmak lizere bir¢ok dejeneratif hastaliklarin
etiyolojisinden serbest radikal hasar1 sorumlu tutulmaktadir. Antioksidan molekiiller bu
hasar1 6nlemektedirler. Melatoninin de antioksidan etkisi in vivo (102) ve in vitro (103)
caligmalarla gosterilmistir. Melatonin yapisinda bulunan pirol halkasi nedeniyle O, ve
OH" radikallerini yakalamada yiiksek bir kapasiteye sahiptir. Toksik hidroksil
radikalleri ile reaksiyona girerek, biitiin hiicre kompartmanlarindaki biyomolekiilleri,
serbest radikal olusumuna karsi bolgesel olarak yerinde korur. Cok reaktif olan
hidroksil radikallerinin yikici1 etkilerine karst primer nonenzimatik savunma
mekanizmasini olusturur ve yapilan arastirmalarda organizmay1 oksidatif hasara karsi
korumada melatonin bilinen diger antioksidanlardan (mannitol, glutatyon, E vitamini,
askorbik asit gibi) daha etkili goriilmistiir (104). Askorbik asit (C vitamini),
alfatokoferol (E vitamini) ve glutatyon (GSH) gibi antioksidanlardan farkli olarak,
melatonin peroksid radikalini yakalayarak, yayilmakta olan lipid peroksidasyonunu
sonlandirmaktadir. Melatoninin bu etkilerinin diger antioksidanlardan daha giiclii
oldugu, in vitro (103) ve in vivo (102) caligmalarda gosterilmistir. Melatonin direkt
antioksidan etkilerinin yani sira, dolayli olarak da antioksidan sisteme katkida bulunur.
Sicanlarda karaciger, bobrek ve beyin dokusu glutatyon peroksidaz aktivitesinin,
melatonin uygulandiktan sonra arttigi gozlenmistir. Pinealektomi yapilan siganlarin
karaciger, akciger ve beyin dokusu glutatyon peroksidaz aktivitesinde anlamli diisiisler

saptanmugstir (104).
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Sekil 11. Melatoninin antioksidan fonksiyonu

1993 yilinda antioksidan Ozelligi ortaya cikarilan melatonin (105), lipofilik
Ozelliginden dolay1 organizmada ¢ok genis alanda antioksidan etki gosterebilmektedir.
Melatonin, kan-beyin bariyerini rahatlikla gecebilir, hiicrelerin ¢ekirdekleri dahil tim
organellerine ulasabilir. Bu 6zellik, dejeneratif ya da proliferatif degisikliklere neden
olan hastaliklara karsi makromolekiillerin ve 6zelikle DNA’nin oksidatif hasardan
korunmasinda melatonine bir iistiinliilk kazandirmaktadir. Ancak bu antioksidan etkiler,
melatoninin gece ulastigi doruk degerlerin ¢ok {stliindeki degerlerde goriiliir.
Melatoninin bu baglamda baska bir {istlinliigii, diger bazi antioksidanlarin aksine, ¢ok
ylksek dozlarda (300mg/giin) ve uzun siire (5 yil) kullanimda bile toksik etkisinin

goriilmemesidir (106).

Son yillarda melatoninin dogrudan serbest radikalleri temizleme 6zelliginin yant
sira, ekzojen melatonin verilmesinin, 6nemli bir antioksidan enzim olan glutatyon
peroksidaz aktivitesini de artirdig1 gosterilmistir (104). Ayrica melatoninin birgok
fizyolojik ve patofizyolojik olayda rol alan 6nemli bir molekiil olan nitrik oksit (NO)’in,
sentezi ve dolasimdaki miktar: {izerine etkilerini inceleyen bir¢ok ¢alisma yapilmistir.
NO’nun fizyolojik etkisi; ¢6ziinebilir guanilat siklazin cGMP olusturmak iizere aktive
olmasiyla gerceklesmektedir. Melatonin diizeyinin azalmasi birgok dokuda guanilat
siklaz aktivitesinin azalmasina neden olur. Bunun sonucu olarak cGMP diizeyi azalir,
cAMP diizeyi artar. Boylece hiicre membran kalinlig1 ve rijiditesi artarak dejeneratif
hasar olusumu hizlanir. Yaslanma siirecinin incelenmesi sirasinda ortaya ¢ikan bu
Ozelligi melatoninin, nitrik oksit sentaz enziminin aktivitesi {iizerine etkilerinin

incelenmesine neden olmus ve bu c¢alismalar sonucunda melatoninin ayn1 zamanda
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oldukga etkili bir nitrik oksit sentaz (NOS) inhibitorii oldugu bulunmustur (107). NO ile
melatonin arasindaki iligki incelendiginde, melatoninin NO ile nitrosomelatonin
olusturmak tizere reaksiyona girdigi (108) ve O, varliginda NO ile O;’nin reaksiyona
girmesi sonucu olusan peroksinitrit anyonunun da melatonin tarafindan tutuldugu ileri
stiriilmistiir (109). Melatoninin gerek dogrudan gerekse dolayli yollarla oksidatif hasara
kars1 koruyucu etkilerinin bulunmasi kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, ateroskleroz,
sepsis gibi oksidatif hasarin rol oynadigi patolojik olaylardaki dneminin giin gectikce

artmasina neden olmaktadir.
2.4. NMDA Reseptorleri
2.4.1. Hipokampiisiin Anatomisi, Yapis1 ve Fonksiyonlari

Hipokampiis, temporal korteksin lateral ventrikiiliinlin alt boynuzunun tabani
boyunca uzanan, kivrilmig bir gri cevher kabartisidir (Sekil-12). Hipokampiise bu ad,

koronal kesitte denizatina benzedigi i¢in verilmistir (110).

Sekil 12. Hipokampiis ve limbik sistem
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1- gyrus dentatus, 2- hippocampus,
3- corpus amygdaloideum, 4- corpus mamillare, 5- hypophysis, 6- bulbus
olfactorius, 7- hypothalamus, 8- commissura anterior, 9- gyrus cinguli.

Hipokampiis, limbik sistem igerisinde onemli fonksiyonlartyla odak noktasini
olusturmaktadir. Hipokamplis ve ona bagli temporal lop yapilari; serebral korteks,
amigdala, hipotalamus, septum, mamiller cisimler gibi temel limbik sistem bdlgeleriyle
sayisiz indirekt baglantilar gosterir ve "hipokampal formasyon" adini alir. Yeni edinilen
bilgilerin depolanmasinda hipokampal formasyonun 6nemli rolii oldugu bilinmektedir.
Hareket, yiirime ve diger motor islerde major rol oynamaktadir. Hipokampiisii
etkileyen lezyonu olan hastalarda kisa siireli hafizanin uzun siireli hafizaya
doniistiiriilemedigi gézlemlenmistir. Lezyonun sol hipokampiiste oldugu zamanda daha
cok sozel hafiza etkilenirken, sagda oldugu durumlarda gorsel hafiza etkilenmektedir.
Hipokampiisiin iki tarafli ablasyonunda kisi, hergiin gordiigii insanlarin yiizlerini ve

isimlerini hatirlamayabilir. (111).
2.4.2. Glutamat Reseptorleri

Glutamat, memeli SSS’ inde Onde gelen eksitatdor ndrotransmitterdir (112).
Kortikospinal motor noronlarin spinal motor ndronlara yaptigi sinapslarda major
norotransmitter glutamattir. Normalde iist motor noron eksitasyonu ile glutamat
molekiilleri sinaptik araliga diismekte ve spinal motor néronlardaki (postsinaptik)
reseptor yerlerine giderek spinal motor ndronlari depolarize etmektedirler. Glutamat
reseptorleri hafiza ve O0grenme fonksiyonlarina katkida bulunan sinaptik iletide rol
alirken, bir yandan da sinir sisteminin gelisimi esnasindaki néronlar arasi baglantinin da

olusturulmasina katkida bulunmaktadirlar (112,113).

Glutamat reseptorleri, temelde postsinaptik membranda lokalizedir. Baslica 2

tipi vardir.

I- Metabotropik glutamat reseptorleri: Ikinci haberciler iizerinden dolaylh
olarak 1iyon kanallarin1 kontrol eder. Metabotropik reseptorler GTP-baglayic
proteinlerle (G proteinleri) baglantilidirlar ve intraseliiler mesajcilarin tiretimini kontrol

etmektedirler. Glutamat iyonotropik reseptorler Ttizerinden eksitasyon yaparken,
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metabotropik reseptorler iizerinden eksitasyon veya inhibisyon olusturabilmektir

(114,115,116).

II- Iyonotropik glutamat reseptorleri (iGlur): Dogrudan iyon kanallarini

kontrol eder.
3 gruba ayrilir:

1. oa-amino-3-hidroksi-5-metil izoksozole propionat (AMPA) tercih eden

reseptorler
2. Kainat tercih eden reseptdrler (KAR)
3. N-metil D-aspartat (NMDA) tercih eden reseptorler (114,115,116)

Bugiine kadar memeli SSS’ inde 16 adet iGluR ¢cDNA’s1 ve 8 adet metabotropik
glutamat reseptor cDNA’s1 tanimlanmustir. 1zole edilebilen 16 adet iGluR cDNA’simin;
4 tanesi Alfa-amino-3-hidroksi-5-metil-4-isoksazol propionat reseptor (AMPAR)
subtiniti (GluR1, GIluR2, GluR3, GluR4), 5 tanesi kainat reseptor subiiniti (GluRS,
GluR6, GIuR7, KA1, KA2) ve 7 tanesi NMDA reseptor subiinitidir (NR1, NR2A,
NR2B, NR2C, NR2D, NR3A,NR3B)

2.4.2.1. NMDA Reseptorleri

NMDA RESEPTOR TiPLERI:

NMDAR’ lerinin tanimlanan yedi tane subiiniti vardir. Bunlar; NR1, NR2A-B-
C-D ve NR3A-B (122). NMDAR’leri beynin tiimiinde yaygin olarak bulunurlar ancak
baskin olarak 6n beyine lokalize olmuslardir. En yliksek diizeyde bulunduklari yer ise

hipokampiisiin CA1 bolgesidir (112).

NRI1: 938 aminoasitten’ten meydana gelmistir. 105,5 kDA agirligindadir. Glisin
baglayict bolgeyi igerir. NRI1 reseptdr subtip expresyonu SSS’de hemen hemen her

yerde bulunmaktadir.
NR2: Glutamat baglayict bolgeyi igerir. 4 grubu bulunur:

NR2A: 1464 aminoasitten meydana gelir ve 165.5 kDA agirhigindadir.
Expresyonu i¢in yiizeyde NR1 N-terminalinin bulunmasi gereklidir. NR2A mRNA’s1
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tiim beyinde yaygin olarak bulunur; fakat serebral korteks, hipokampus ve serebellumda

daha yogun olarak bulunmaktadir. Beyinde postnatal exprese edilir.

NR2B: 1482 aminoasitten olusur ve agirligi 165,9 kDA’dir. Tiim embriyonik
beyinde exprese edilir. Ayrica embriyonik ve neonatal kardiyak myositlerde exprese
edilir. Postnatal olarak yalniz 6n beyinde exprese edilir. NR2B’nin expresyonu
Onbeyinde, serebral korteks, hipokampus, septum, kaudat ve putamende secici olarak

yiiksek diizeyde bulunmaktadir.

NR2C: 1239 aminoasitten olusur ve 135,4 kDA agirligindadir Postnatal olarak
cerebellumda exprese edilir. Serebellumda dominant olarak bulunurken, talamusda ve

olfaktor bulbusda daha az olarak bulunmaktadir.

NR2D: 1323 aminoasitten olusur, 142,9 kDA agirligindadir. Diencephalon ve
beyinsapinda embriyonal ve neonatal olarak exprese edilir. Ortabeyin ve arkabeyinde
yiksek iken; digik diizeyleri talamusda, olfaktor bulbusda ve beyin sapinda

bulunmaktadir. NR2A expresyonunun tamamlayicisidir.

NR3: Silik fonksiyon gosteri. NR3A ve NR3B olarak iki tiptir. Ca™
permeabilitesi yavas ve uzun siirer. NR3A; Serebellum hari¢ kortex, hipokampus
(CA1l), ortabeyin, arkabeyin ve spinal kordda exprese edilir. Neonatal expresyonlari ¢ok

glicliidiir, sonra azalmaya baglar (115,116).

Iyonotropik glutamat reseptorleri sentetik agonistlere gére isimlendirilmislerdir.
NMDA glutamat reseptorleri 2-amino-5-phaphono valerik asit ile selektif olarak bloke
olurken, AMPA ve kainat reseptorleri bu ajanla bloke olmazlar. Her iki reseptor de 6-
cyano-7-nitroquinoxalin-2,3 dione ile bloke olurlar. Bu nedenlerde AMPAR ve KAR
non-NMDA reseptorii olarak da isimlendirilmektedir. NMDAR agonistleri olan
glutamat ve aspartat tipik olarak kisa zincirli dikarboksilik aminoasitlerdir ve kuvvetli
exitator norotransmitterlerdir. Aspartat da glutamat gibi NMDA reseptorlerine baglanir
ve aktivite gosterir. Ancak AMPAR’leri ve KAR’lerine baglandiginda olusturdugu
etkiden daha az bir etki gosterir. NMDAR’leri ile AMPAR’leri ve KAR’leri arasinda
benzerlik azdir. AMPAR’leri ve KAR’lerinin kendi aralarindaki benzerlikleri daha
coktur. Genelde postsinaptik bolgeler hem AMPAR’ii hem de NMDAR’1 igerirken;
bazi1 bolgelerde sadece NMDAR'’leri bulunur. Gelisimin erken evresinde sinapslar

sadece NMDA tipi reseptorler igermektedir (118,119). Non-NMDA iyonotropik
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reseptorler motor ndronlarda ve beyinde eksitatdr postsinaptik potansiyel’in (EPSP)
bliyiik erken komponentini olusturmaktadir. Yani bir¢cok sinapsta AMPAR’ leri exitator
asirim sirasinda ana baglangic; sarj edici gibi etki etmektedir. Bu reseptorler goreceli
olarak diisiik bir katyon iletkenligine sahiptirler (< 20 pS). Na" ve K'“a gegirgen iken
Ca™<a gecirgen degildirler. NMDAR ’leri, intraselliiler enzimler ve ikincil mesajcilarin
aktivelerini modiile edebilen kati bir Ca™ componenti ile birlikte daha yavas bir akim
saglamaktadir (116,120). EPSP’nin ge¢ komponentini olusturan NMDA reseptor

kanallarinin ti¢ 6zelligi vardir.

1. Yiksek iletkenlige sahip iyon kanallarini kontrol ederler ve Na” ve K un

yanisira Ca™* a da gecirgendirler.

2. 2-Kanalin acilmasi1 ko-faktér olarak glisinin ekstraselliiler olarak
bulunmasina bagimlidir. Kanal sadece glisinin varliginda calisir. Normal
kosullarda ekstraselliiler glisin yogunlugu NMDAR kanalinin calisabilecegi
miktarlarda bulunmaktadir. Kiniirenik asit ve aminoksalinedikarboksilik
asit’in  her ikisinin c¢ogu tilirevleri glisin bdlgesinin  kompetetif

antagonistleridir.

3. Acilmast kimyasal haberciye bagli oldugu kadar membran potansiyeline de
baghdir. Bu 6zellik NMDAR’lar1 diger voltaj kontrollii kanallardan ayiran

bir 6zelliktir.

Voltaja bagimlilik diger kanallarda olmayan farkli bir mekanizmadan
kaynaklanmaktadir. Diger kanallarda, membran potansiyelindeki degisiklikler, intrensek
voltaj sensoriiniin sayesinde kanalda konformasyonel degisikliklere neden olurken
NMDA ile aktive olan kanalda ekstrensek bloker olan Mg ™ (ekstraselliiler Mg ™) agik
olan kanal1 kapayan bir tikag gibi davranir ve iyon akisina engel olur. Istirahat membran
potansiyelinde (-65 mV’da) Mg™ kanala sikica baglanir. Ancak membran depolarize
oldugunda (8rnegin, non-NMDA reseptorleri glutamat ile aktive oldugunda), Mg™
elektrostatik etkiyle kanaldan uzaklastirilir ve Na' ile Ca™“un gecisine izin verir. Bu
nedenle NMDAR’lerinde en yiiksek iyon akimi her iki kosulun da gerceklesmesiyle
ortaya c¢ikmaktadir. Bu nedenle NMDAR’i sinapstaki presinaptik aktivite ve
postsinaptik depolarizasyonu es zamanli olarak saptayan bir ara¢ gibi davranmakta ve

postsinaptik hiicreye yeterli miktarda ikincil haberci iyon olan Ca*™*un girisine imkan
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vermektedir. Bu da sinaptik baglantinin  kuvvetindeki plastik  degisiklikleri
baslatmaktadir (112,116,120).

Bir¢cok hiicrede hem non-NMDAR’ler hem de NMDAR’ler bulunmaktadir.
Mg™, istirahat membran potansiyelinde NMDAR kanahm bloke ettigi igin,
NMDAR’lerinin EPSP’lerin olugsmasinda dnemli bir katkist yoktur. Bu nedenle istirahat
durumunda olusan EPSP’lerde biiyiik oranlarda non-NMDA reseptorlerinin katkisi
bulunmaktadir. Depolarizasyon arttikca Mg NMDAR kanalindan uzaklasmakta ve
NMDAR’ii agilarak bu kanallardan iyon akisi gergeklesmektedir (114,116). NMDAR
kanalinin diger bir farki goreceli olarak daha yavas agilip yavas kapanmasi ve bu
0zelligi nedeniyle EPSP’lerin ge¢ fazina katkida bulunmasidir. EPSP’nin ge¢ fazi,
Mg un kanali bloke etmesi nedeniyle, bir tek presinaptik sinyalden sonra zayif bir
cevap olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Oysa presinaptik noron ard arda sinyaller
gonderirse postsinaptik hiicrede EPSP’ler toplanarak 20 mV veya daha fazla bir
depolarizasyon olusturmaktadir. NMDAR’ii bityiik 6l¢iide Ca™un katkisi ile daha
biiylik akimlara yol agmaktadir. NMDAR aktivasyonu sonucu, post-sinaptik hiicrelerde,
Ca*™a bagimh enzimler ve bazi ikincil haberciler devreye girmektedir. Bu reaksiyonlar,
sinapsta bazi uzun vadeli modifikasyonlara katkida bulunan sinyal yollarin

tetiklemektedir.

Ogrenme ve bellekte sinapsta gergeklesen degisikliklerin onemli oldugu
diistiniilmektedir. NMDAR ’lerinin aktivasyonu presinaptik aktiviteye bagli oldugu i¢in
ve uzun siireli sinaptik modifikasyonlar ile ortaya ¢iktig1 i¢in ¢ogu kez bu duruma

aktiviteye-bagimli sinaptik modifikasyonlar denmektedir (114,116).

Gen knockout teknikleri kullanilarak 6grenme ve hafizada rolii olan NMDAR’
tine bagh sinaptik plastisite kesfedilmistir. Yapilan ¢aligmalar CA1 hipokampal
NMDAR’iiniin hipokampusa bagimli spatial ve non-spatial hafizalarin olusmasi i¢in

gerekli oldugunu ortaya koymustur (118).

Ogrenmenin degisik formlarmin meydana gelmesinde rolii olan hipokampusta
sinaptik plastisitenin bir tiirii olan Long term potansializasyon (LTP) &grenme ve
hafizanin noéronal mekanizmalarini aragtirmak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir

(116,117). LTP sinaptik kuvvetteki aktiviteye bagimli uzamis artis olarak tanimlanabilir
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(120). Onceki ¢alismalar hipokampal sinaptik plastisitenin LTP benzeri formlarinin

spatial 6grenme ve hafiza ile iligkili olabilecegini gostermistir (116).

Hipokampiisiin CA1l bolgesindeki LTP’nin indiiksiyonu bir dizi olay
icermektedir. Ilk olarak NMDAR kanalimin presinaptik glutamat salinimina cevap
olarak agilmasi i¢in postsinaptik membranin yeterince depolarize olmasi gerekmektedir.
Kanalin acilmasi postsinaptik hiicre ici Ca™ konsantrasyonunun onemli derecede
yiikselmesine olanak vermektedir. Ca™’daki bu artis metabotropik glutamat
reseptOriiniin  aktivasyonuna bagli fosfoinozitid diizeylerindeki yiikselmeyle birlikte
proteinkinazlarin aktivasyonuna neden olmaktadir. Bu proteinkinazlar daha sonra
sinaptik  kuvvette uzun siireli modifikasyonlara yol acacak proteinleri

diizenlemektedirler (120,121).
NMDA RESEPTORUNUN YAPISI

NMDAR’lerinin NR1 subiiniteleri ve beraberinde NR2 subiinitelerinin en
azindan bir tipinden olusan heteromerik yapilar oldugu kabul edilmektedir. NMDAR,
AMPAR ve KAR subiiniteleri 3 adet membrana uzanan domain igermektedir (M1, M3
ve M4). M2 domaini membrana sitoplazmik kenardan daldirilmis sekilde bir biikliim
olusturmaktadir. NR2 subiinitelerinden gelen domainler glisin baglanma bdlgesini

olusturmaktadir(114,116,120).

NMDAR poru Ca™*a yiiksek derecede gegirgenlik saglar ve Mg ile bloke olur:
NMDAR’ii voltaja bagimli tek iyonotropik reseptordiir. Normal miktarlarda Ca™ bazi
bellek tiplerinin olugsmasinda gerekli sinyal yollarinmi tetiklemektedir. NMDAR’lerinin
aktivitesi Mg ile voltaja hassas blokaji ve Ca™’a gecirgenligi pora uzanmus olan M2
segmentindeki aminoasit rezidiilerine dayanmaktadir. Katyon seciciligi M2 segmentinin
kritik bir alanina (N alani) dayanmakta, bu alan NR1 ve NR2 alt iinitelerinde bulunan

bir asparajin rezidiisii tarafindan olusturulmaktadir.

NR2 alt tinitesi, membranin extraselliiler yiizinden gelen Mg™ iyonlar1 icin
temel baglanma bolgesini igermektedir. Yani Mg™ bloklart M2’deki kritik asparajin
rezidiileri veya onlara ¢ok yakin olan aminoasit rezidiilerinin etkilesimine

dayanmaktadir. Bu baglanma bolgesi; N bolgesi, yiiksek Ca* gegirgenligi igin kritiktir.
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NRI1 rezidiileri kanalin disg vestibiiliinii olusturmaktadir. Bu vestibiill M3 (C-
terminal ucunda) ve M4 (N-terminal ucunda) segmentlerinin M1’den Once gelen

pargalar1 tarafindan olusturulmustur (114,116,120).

Bazi kosulllar altinda glutamat gibi eksitator norotransmitterlerin dengesizligi,
bazi hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir. Yiiksek miktarlarda glutamat
noronlar i¢in toksiktir. Beyindeki bir¢ok hiicrede L-glutamata yanit veren reseptorler
bulunmaktadir. Doku kiiltlirlerinde ortama yiiksek diizeyde glutamat eklenmesi bir¢cok
néronu Oldiirmektedir, buna glutamat eksitotoksisitesi adi verilmektedir. Bir cok
hiicrede bu tiir toksisite icin NMDA tipi reseptorlerden Ca™*un hiicre icine girisi
sorumlu tutulmaktadir. Yiksek intraselliler Ca™, kalsiyuma bagl proteazlart ve
fosfolipazlar1 aktive ederek hiicreye toksik olan serbest radikallerin olugmasina yol
agmaktadir. Ca’™ girisi ve eslik eden NMDAR ilgisi ile oOzellikle AMPAR
aktivasyonundan néronal hasar ortaya cikmaktadir. Bozulmus Ca™ homeostazi ile
sonugta enerji metabolizmasi hasar gérmekte ve bazi kronik nérodejeneratif hastaliklar

belirginlesebilmektedir (114,116,120).
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3. MATERYAL ve METOD

Bu ¢alisma Siileyman Demirel Universitesi Hayvan Uretim ve Deney Arastirma
Labaratuvar1 (HUDAL), Biyokimya Anabilim Dali Arastirma Laboratuvari, Biyofizik
Anabilim Dali Arastirma Laboratuvari ve Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi

Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali’nda gergeklestirilmistir.
3.1. Materyal

Kullanilan Malzemeler ve Aletler

1- Sogutmali santrifiij : Eppendorf MR5415 (Almanya)

2- Santrifiij : Jouan B4 (Fransa)

3- Derin dondurucu : Ugur (Tiirkiye)

4- Hassas terazi : Scaltec SPB 33 (Isvigre)

5- Vorteks : Niive NM 100 (Tiirkiye)

6- Otomatik pipetler : Eppendorf (Almanya), Gilson (Fransa)
7- Spektrofotometre : Shimadzu UV 1601 (Japonya)

8- pH metre : Hanna Instruments (Portekiz)

9- Manyetik karistirici : Niive (Tiirkiye)

3.1.1. Calisma Grubu

Bu calismada Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Uretim ve
Deney Arastirma Labaratuvarinda (HUDAL) yetistirilen, Wistar Albino cinsi, 210-254
gr agirhginda 7-8 aylik, 32 adet disi rat kullanildi.

3.1.2. Calisma Plam

Calisma kapsamina alinan 32 rat 11-11-10 adet olacak sekilde, {i¢ gruba boliindi
ve tartilarak agirliklart belirlendi.

1) Overektomize +Melatonin grubu (O+MEL; n=11)

2) Overektomize grup (O; n=11)
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3) Kontrol grubu (K; n=10)

Birinci gruba; Overektomi yaninda,10 mg/kg olacak sekilde intraperitoneal

enjeksiyonla MEL,
Ikinci gruba; Overektomi+0.12ml serum fizyolojik intraperitoneal

Uciincii grup olan kontrol grubuna ise aym siire boyunca 0.12 ml serum

fizyolojik enjekte edildi.
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Resim 1. Ratlarin overektomi goriintiileri
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MELATONIN’IN HAZIRLANMASI: MEL (Sigma M-5250), DMSO iginde (10
mg/ml) c¢oziildikten sonra, giinlik dozlar ayn tiiplere konuldu ve -20°C de
dondurularak saklandi. Giinliik doz, uygulamadan 6nce dondurucudan ¢ikarild1 ve oda
sicakliginda bekletildikten sonra kullanildi. Melatonin Uygulamasi: 10mg/kg/giin
yapildu.

Ratlar 12 saat gece 12 saat giindiiz ayarh ortamda yeteri kadar (ad libitium) yem
(Yem Kurumu Standart Pellet Sican Yemi) ve musluk suyu ile beslendi. Normal oda

sicakligr (22 £ 1 °C ) ve neminde tutuldu.

Tiim ratlara arastirmanin 30. giiniinde 12 saat agligr takiben ketamine
hydrochloride (50 mg/kg canli agirliga) ve xylazine (5 mg/kg canli agirliga) karisiminin
periton igerisine uygulanmasi ile anestezi yapildi ve dekapite edilerek deney

sonlandirild.
3.2. Metod

Ratlar dekapite edilerek oldiirtildiikten sonra beyinleri alindi. Filtre kagitlari
soguk fosfat tamponuyla slatilip buz paketleri ilizerine konarak hipokampiis ¢ikartma
diizenegi olusturuldu. Dekapitasyondan hemen sonra bu diizenek iizerinde
hipokampiisler ¢ikarilarak dnceden hazirlanmig 50 mM fosfat tamponu iceren ependorf
tiiplerine konuldu ve analizin yapildigi tarihe kadar —20 °C’de Biyokimya
laboratuvarinda muhafaza edildi. Beyin dokusunun korteks kisimlar1 ROS calisilmak

tizere Biyofizik Anabilim Dali laboratuvarinda analize kadar -80°C’de saklandi.
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Resim 2. Hipokampiis ¢ikartma diizenegi

3.2.1. Ros Calismalan

Korteks beyin ornekleri alindi. Bu korteks beyin ornekleri tartildiktan sonra
fosfat tamponu (50 mM, pH 7.4) ile sulandirildilar. Daha sonra cam-cam pargalayici
(Caligkan Cam Teknik, Ankara) ile parcalanarak doku homojenatlar1 hazirlandi. Bu
doku homojenatlar1 lipit peroksidasyon (MDA), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve
indirgenmis glutatyon (GSH) analizlerin yapilmasi i¢in 1 ay sire ile -26 'C de

donduruldular.
Beyin érneklerinde lipit peroksidasyon tayinleri

Beyin homojenatlarinda lipit peroksidasyon diizeylerinin belirlenmesi Placer ve
ark. (1966) bildirdikleri yonteme gore thiobarbituric-asit (TBARS) reaksiyonu ile son
derece hassas en gelismis spektrofotometrede (Schimadzu, UV-1800, Japonya)

yapilmistir. Bu metod su esaslara dayanmaktadir;

0.25 ml doku homejanati 1/9 (2.25 ml) oraninda TBARS soliisyonu ile
sulandirildi. Kor olarak ise 0.25 ml fosfat tamponu ile 1/9 oraninda TBARS karigimi
kullanildi. Ornekler ve koér 100 ‘C 20 dakika kaynar suda su banyosunda tutuldular.
Daha sonra ¢esme suyu altinda sogutuldular. 2500 g de 5 dakika santrifiij edildiler.
Ustteki pembe renkli s1v1 otomatik pipetle hassas bir sekilde alinrak 1 cm 151k gecisine
sahip 532 nm dalga boyundaki spektrofotometrede kore kars1 okundular. Standart olarak

ise yine ayni oranlarda hazirlanmis 1,1,3,3 tetracthoxy propane soliisyonu kullanildi.
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Degerler [Imol/gram protein olarak belirlendi. TBARS metodu hassas bir metot
olmamasia ragmen lipit peroksidasyon ve reaktif oksijen tiirlerinin diizeylerinin

belirlenmesinde kullanilan yaygin ve giivenilir bir metoddur.
Beyin indirgenmis glutatyon (GSH) diizeylerinin belirlenmesi

GSH diizeyleri Sedlak and Lindsay (1968) bildirdikleri ydnteme gore

spektrofotometre cihazi ile belirlenmistir. GSH tayini i¢in gerekli soliisyonlar;
- %10 triklorikasetik asit (TCA) soliisyonu

- Tris tamponu (0.4 M pH:8.9): 48.46 gram tris-hydroxymethil-aminomethan’in
hidroklorik asit (HCI) ile pH 8.9 olacak sekilde 1 litrede ¢oziilmesi ile hazirlanir.

- DTNB soliisyonu: 5,5-dithiobis-2 nitrobenzoik asit’in 25 etanolde ¢oziilmesi

ile elde edilir.

Deneyin yapilisi: 0.1 ml doku homejanat1 0.4 ml TCA soliisyonu ile karigtirlir.

20 saniye karistiricida vortekslenir ve 3000 rpm de 5 dakika santrifiij edilir. 0.1 ml
siipermatant temiz bir tiipe almir. Uzerine 0.9 ml distile su, 2.0 ml Tris tamponu ve 0.1
ml DTNB soliisyonu eklenir. Olusan sar1 renk distile suya kars1 412 nm dalga boyunda

spektrofotometrede okunur.
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzim aktivitlerinin belirlenmesi

GSH-Px enzim aktiviteleri Lawrence ve Burk (1976)’un bildikleri yonteme gore

spektrofotometrede belirlendi.

Kullanilan kimyasallar

1- Tris HCI tamponu (50 mM) pH:7.6

2- GSH solusyonu

3- CHPO (cumene-hydroperoxide) soliisyonu
4- %10 TCA soliisyonu

5- Tris tampon 0.4 M pH: 8.9

6- DTNB soliisyonu
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Deneyin vyapilisi

Kimyasallar Kontrol Ornek
Doku homejanati 0.5 ml 0.5 ml

Tris HCI tamponu 0.3 ml 0.3 ml
CHPO - 0.1 ml
GSH (her tiipe 5 er sn aralilarla konuldu.) | 0.1 ml 0.1 ml
Oda 1s1sinda tam 10 dakika beklendi.
TCA (her tiipe 5 er sn aralilarla konuldu) | 1.0 ml 1.0 ml
2500 rpm de 5 dakika santrifiij edildi
Ustteki siipernatant temiz bir tiipe alindu.
Uzerine Tris Tampon 2.0 ml 2.0 ml
DTNB 0.1 ml 0.1 ml

Oda 1s1sinda 5 saniye beklendi. Distile su 6rnegi kor kabul edilerek 412 nm de
spektrofotometrede ayni 6rnegin yukaridaki tabloda bahsi gecen hem kontrol ve hem de

ornek okundu.
3.2.2. Hipokampiis Orneklerinin Homojenizasyonu

Hipokampuslar once tartildi. Hipokampiisiin bir yarist lipid peroksidasyon
tirtinleri calisilmak tizere ayrildi. 1/5 oraninda homojenizasyon tamponu (50 mM Tris-
HCI (pH 7.5), 8 mM MgCl,, SmM EGTA, 0.5 mM EDTA, 0.01 mg/ml leupeptin, 0.01
mg/ml aprotinin 250 mM NaCl) homojenize edildi. Hipokampiislerin diger yaris1 SDS-
PAGE ve Western Blot prosediirii uygulanmak {iizere ayrildi. Tartilan hipokampuslar
her grupta 3 numune olacak sekilde birlestirildi ve 1/4 oraninda homojenizasyon
tamponu ile karistirilarak homojenize edildi. Ilk adimda buz iizerinde teflon-cam
homojenizator ile 18-20 darbede homojenize edildi. Ikinci adimda 30 sn. buz iizerinde
sonike edilerek homojenizasyon tamamlandi. Homojenize edilen 6rnekler 15000 g’de
+4°C’da sogutmali santrifiijde 20 dk santrifiij edildi. Homojenize edilen &rneklerin

stipernatantlarinda Lowry yontemi kullanilarak protein tayini yapildi (124).



56

SDS-PAGE Yontemi

Laemmli’nin yontemi esas alinarak calisildi (123). % 7.5’lik lower gel ve %
4’1k upper gel hazirlanip, kuyucuk basina son konsantrasyonu 50 pgr protein olacak

sekilde doku homojenati sample buffer’la 1/1 oraninda karistirilarak uygulandi.
Western Blot Yontemi

SDS-PAGE prosediirii ile ornekler jel iizerinde proteinlerine ayrildiktan sonra
elektroforetik olarak polyvinylidene difluorid (PVDF) membrana (immobilon-P)
transfer edildi. Transfer sonrast membran %1 BSA icindeki anti-NR2A(1:3000) ve anti-
NR2B (1:1000) antikorlar1 ile gecelik inkiibasyona birakildi. %3 BSA iceren TTBS
icerisinde 30 dk inkiibe edildi. TTBS ile 10 dk’lik 3 yikamadan sonra oda 1sisinda 1 saat
HRP (Horse radish peroksidaz) konjuge anti-rabbit IgG (1:5000) ile inkiibe edildi. 3
defa TTBS ile yikandiktan sonra, Pierce ECL plus (elektro kemoliiminesans saptama
kiti, Pierce, USA)soliisyonu ile bantlarin goriintiileri elde edildi. Bantlar Kodak Image

2000MM Station (USA) cihazinda taranarak yogunluklar: 6l¢tildii.
3.2.3. Istatistiksel Analiz

Biitiin veriler ortalama + standart sapma [mean # standard deviation (SD)]
olarak verildi. Ratlardan elde edilen biyolojik materyalde calisilan parametrelerin
aritmetik ortalama degerleri arasindaki farkliliklar, SPSS (Windows 15.0 paket)
bilgisayar programi kullanilarak istatistiksel olarak karsilagtirildi. Genel olarak gruplar
aras1 fark olup olmadig1 Kruskal Wallis Varyans Analizi ile degerlendirildi. Canli
agirhik artislart Wilcoxon Signed Ranks testi ile degerlendirildi. Tiim istatistiki
karsilagtirmalarda anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Rat Agirhiklan
Baslangicta maksimum: 254,00 gr ve minimum: 205,00 gr ortalamalari: 226,06

gr olan 32 adet Wistar Albino disi rat alinarak calismaya baslandi.( p>0.05)

Calismanin baslangicinda ve bitiminde Olgiilen rat agirliklarinin ortalamalari

Tablo 4 de gosterilmistir.

Tablo 4. Ortalama rat agirliklar

RAT AGIRLIKLARI
GRUPLAR (ortalama gram)
ILK OLCUM SON OLCUM
MEL+OV (n=11) 228,00 254,00
OV (n=11) 224,00 245,00
KONTROL (n=10) 228,00 233,00

MEL+OV grubundaki ratlar kendi agirliklarinin %11.4’1 kadar kilo artist
gosterirken,sadece overektomize yapilan gruptaki ratlar kendi agirliklarinin % 9.3°1
kadar kilo artis1 gostermislerdir. Kontrol grubu ratlarda ise kendi agirliklarinin %2.1°1

kadar kilo artig1 goriilmiistiir.

Melatonin verilen 1.grupta ilk 6l¢iim en az: 210,00 gr en ¢ok: 245,00 gr ortalama
228,00 gr iken son 6l¢iim 254,00 gr(en az:220,00 gr- en ¢ok: 302,00 gr) olup Wilcoxon
Signed Ranks Testine gore p:0.012 olup anlamli kilo artig1 izlenmistir.

Yalnizca overektomize yapilan 2.grupta ilk Ol¢clim ortalama 224,00gr (en
az:205,00 gr-en fazla:254,00 gr), son Ol¢iim ortalama 245.00 gr (en az:210,00 gr-en
fazla:289,00gr) olup Wilcoxon Signed Ranks Testine gore p:0.016 yani istatistiksel

olarak anlamli bulundu.

Kontrol grubunda ise ilk ol¢iim ortalama 228,00 gr (en az:215,00 gr-en
¢ok:252,00gr), son Olglim ortalama 233,00gr (en az:210,00gr- en ¢ok:259,00gr) olup
p:0.16 olup istatistiksel anlamlilik yoktur.
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4.2. Ros Olciimleri

Calisma gruplarinin beyin dokusu MDA, GSH-Px ve GSH ol¢iimleri Tablo 5°de
gosterildi.

Tablo 5. Beyin dokusunda MDA, GSH-Px ve GSH diizeylerinin gruplara gore

dagilim
MEL+OV (0)0% KONTROL

Parametreler min | max ort min max ort min max ort
MDA

239 | 348 | 2.86 | 239 | 446 | 3.33 | 2.17 | 4.13 | 2.89
(pmol/gr doku)
GSH-Px

201 | 375 | 288 | 2.64 | 399 | 3.37 | 239 | 3.66 | 3.29
(IU/gr doku )
GSH

1.11 | 2.18 147 | 1.18 1.77 | 134 | 1.21 2.25 1.87
(pmol/gr doku)

Tablo 6. Calisma gruplari beyin dokusu ortalama MDA, GSH-Px, GSH
diizeyleri (Ortalama + SD)

GRUPLAR (umoll\g)?doku) ( II(;J/zI;I;(l))lfu ) (umol(ﬂ;:fI doku)
MEL+OV (n=11) 2.86 +0.34" 3.39+0.48 1.47 £0.35°
OV (n=11) 3.33+£0.75% 3.37+041 1.34 £ 0.20%*
KONTROL (n=10) 2.89+£0.72 3.29+0.36 1.87 +£0.34

*p<0.05 kontrol grubuna kiyasla. “p<0.05 OV grubuna kiyasla.
GSH OLCUMLERI

Beyin dokusu GSH olgiimleri her 3 grupta Kruskal Wallis Testi ile
degerlendirildiginde p=0,007 (p< 0,05) olup istatistiki olarak anlamlidir. GSH kontrol
grubunda MEL + OV ve sadece OV grubuna gore yaklasik iki kat artis gdstermistir. Bu
anlamliligin hangi iki grup arasinda oldugunu tespit etmek i¢in Kruskal Wallis testinin
bir alt grubu olan Mann-Whitney testi uygulandi. MEL-OV grubu karsilastirildiginda
p=0,76 olup anlamsiz, MEL-K grubunda p=0,017 anlamli, OV-K grubunda p=0,003
olup anlamhdir (Sekil 13).
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Sekil 13. Gruplar aras1 GSH grafigi
MDA OLCUMLERI

Calisma gruplarinin doku MDA aktiviteleri 3 grup arasinda karsilastirildiginda
p=0,21 (p>0,05) olup anlamsizdir (Sekil 14).
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GSH Px OLCUMLERI

Calisma gruplarinin  doku GSH-Px aktiviteleri arasinda karsilagtirma

yapildiginda gruplar arasi anlamli fark olmadig: goriildii (p=0,084) (Sekil 15).
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4.3. Hipokampiis NMDA Reseptor Olciimleri

Tablo 7. Tiim gruplarda NR2A, NR2B reseptoér yogunluklar1 ortalama ve +
SEM degerleri

Gruplar NR2A (optik dansite) NR2B(optik dansite)
MEL+OV (n=11) 101.33+ 14 130.66 + 25
OV (n=11) 109.00 + 34 84.33+4
KONTROL (n=10) 100.00 + 5 100.00 + 2
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4.3.1. NR2A Olgiimleri

NR2A reseptor analizi sonucu kontrol grubuna gore melatonin+overektomize
grupta % 1°lik bir artig, yalnmizca overektomize yapilan ikinci grupta %9‘luk bir artis

olmasina ragmen her 3 grup arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark saptanamadi.(p >

0.05) (Tablo 7)

Melatonin Overektomi Kontrol

Resim 3. Hipokampiis 6rneklerinden Western Blot yontemi ile elde edilen bantlarin
NR2A’ya ait gorliinlimii

NR2A

120
109

100
100 -

80 -

m Melatonin

60 - @ Overektomi

0 Kontrol

% ekpresyon diizeyi

40 -

20 +

NR2A

Sekil 16. NR2A’ya ait Western Blot 6rnegi

Sonuglar kontrol grubu 100 kabul edilip kontrole gére % konsantrasyon degeri
olarak verilmistir. Kontrol grubuna gére MEL + OV grubunda % 1’lik bir artig, OV
grubunda ise % 9’luk bir artig goriildii (p>0.05) (Sekil 16).
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4.3.2. NR2B Olciimleri

NR2B reseptor analizi sonucu kontrol grubuna gore melatonin+overektomize
grupta % 30’luk bir artis, yalnizca overektomize yapilan ikinci grupta %16°hik bir
azalma goriildi.3 grup arasinda Kruskal-Wallis testi ile yapilan karsilastirmada p<0,05

olup istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmstir. (Tablo 7)

Melatonin Overektomi Kontrol

Resim 4. Hipokampiis 6rneklerinden Western Blot yontemi ile elde edilen bantlarin
NR2B’e ait gorliniimii

NR2B
140 -
120 -
100

_ 100 -+
>
N
:_g
c 80 - m Melatonin
% @ Overektomi
o
8 60 - 0 Kontrol
o
(]
=S

40 A

20 A

0 B

NR2B
Sekil 17. NR2B’ye ait Western Blot 6rnegi

Sonuglar kontrol grubu 100 kabul edilip kontrole gére % konsantrasyon degeri
olarak verilmistir. Kontrol grubuna gére MEL + OV grubunda % 30’luk bir artig, OV
grubunda ise % 16’lik bir azalma goriildii (p<0,05) (Sekil 17).
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5. TARTISMA

Ostrojenin dogal bir antioksidan oldugu ve radikal-temizleyici &zellikler
sergiledigi (131,136), vaskiiler diiz kas hiicre membran fosfolipidlerini peroksidasyona
kars1 korudugu(133), yetersizligi durumlarinda lipoproteinlerinin oksidasyonunun artigi
ile kalp-damar hastaliklarina neden oldugu (37), sok ve beyin dejenerasyonu gegirme
riskinin arttigi, kanser olusumuna zemin hazirladig1 ¢ok iyi bilinmektedir (134). HRT
tedavileri bu eksiklikleri gidermek i¢in kullanilmasina ragmen kanser olusumuna neden
olmas1 menopozdaki kadinlarin kullanmak istememeleri gibi olumsuzluklara sahiptir.
Melatonin pineal bezden salgilanan bir hormon olup kuvvetli antioksidan o6zellige
sahiptir. Hatta diger kuvvetli antioksidanlardan (vitamin C ve E) daha kuvvetli
antioksidan 6zellige sahip olduguna dair bildirimler mevcuttur (102-104). Yaptigimiz
literatiir taramalarinda beyin oksidatif stres ve NMDA reseptorleri iizerinde melatonin
etkisinin arastirildigr hicbir kaynagin bulunmadigini goézlemledik. Bu nedenle, biz
ihtisas projesi calismamizda, HRT’ye altenatif tedavi olarak melatonin uygulanmasinin
beyin oksidatif stres ve NMDA reseptorleri ilizerindeki etkisini arastirmayi amacladik.
Calismamizda, overektomize ratlarda oksidatif stresin arttigini, GSH ve NMDA

reseptor diizeylerinin azaldigini gézlemledik.

Insan viicudunda karbonhidratlarin, protein ve yaglarin mitokondride
degerlendirilmeleri ve fagositoz gibi fizyolojik olaylar ve iskemi, hemoraji, travma ve
radyoaktivite gibi patolojik olaylar sirasinda reaktif oksijen tiirleri ismi verilen {riinler
meydana gelmektedir. Bunlarin baslicalari; siiperoksit radikali (O2°), hidrojen peroksit
radikali (H202), hidroksil radikalidir (OH’). Bu firiinler 6zellikle doymamis yag
asitlerinin yapilarin1 bozmaktadirlar (72,73). Bu radikallarin zararhi etkilerinin dolayl
yoldan hiicre diizeyinde belirlenmesinde kullanilan yontem malonildialdehit (MDA)
esasina bagli lipit peroksidasyon diizeyi tayinidir. Bunlarin viicuttaki zararl etkilerinin
Onlenmesinde antioksidanlar rol oynamaktadir. Antioksidanlar1 baslica iki gruba
ayirmak miimkiindiir. Birincisi enzimatik antioksidanlar olup superoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz gibi enzimleri igermektedir. SOD enzimi
superoksit radikalini dismute ederek hidrojen peroksit iretmemektedir. SOD zararli bir
1§ yapryor gibi goriinmemektedir. Fakat CAT ve GSH-Px enzimleri hidrojen peroksiti

suya parcalamalarindan dolayr SOD  superoksit radikalini bu enzimlerin
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parcalayabilecegi sekle dismiite etmektedir. Baska bir ¢alisma da Cu/Zn SOD’un asir1
iiretilmesinin GSH-Px neden oldugu beyin mitokondriyal respiratuar disfonksiyonunu
onledigini bildirmistir (70). Dahasi, SOD’un asir1 iiretilmesinin organizmalara ilave
koruma saglamak yerine beyin hasarina yol a¢tifi ve Omrii uzatmadigr bildirilmistir.
Serbest radikallerin menopozal durumda 6nemli bir rolleri oldugu g6z Oniine alinirsa,
estradiol ve progesteron hormonlarimin SOD aktivitesini hafifletmek suretiyle cesitli
dokularda bu yaslanma siireglerini geciktirebilecegi ya da geriletebilecegi sonucuna
varilabilir. Sonuglar ovaryan steroid hormonlarinin 6zellikle kombine tedaviyle, yash
disi ratlarin ¢esitli dokularindaki sitozolik SOD aktivitesini hafifletebilecegini
diisiindiiriir. Sonu¢ olarak yaslanmakta olan ratlarda HRT azalmis aminoasit
transaminasyonuyla eslik eden proteoliz ve oksidatif stresi azaltir, bu nedenle yaslanma

stirecini yavaglatir ve dolayli olarak da yas-iliskili bozukluklarin baglangicini geciktirir.

fkinci grup antioksidanlar enzimatik olmayan antioksidanlardir. Bu grup
icerisine baslica yagda eriyen A, E, C vitaminleri, eritropoietin ve melatonin
girmektedir. Ornegin, E vitamini yapisinda bulundurdugu hidrojen iyonlarini hidroksil
radikallerine vermekte ve bu sayede hidroksil radikallerini inhibe etmektedir. E vitamini
kendisi radikal haline doniismekte ve E vitamininden radikalleri C vitamini ile glutatyon
(GSH) temizlemektedir. Bu sayede C vitamini ve GSH, E vitamininin rejenerasyonunu

saglamaktadirlar (125).

Melatonin DNA’y1, lipidleri ve proteinleri serbest radikal hasarindan koruyan bir
antioksidandir. Melatonin yalnizca superoksit radikalleri ve hidroksil radikalleri gibi
serbest radikalleri temizlemekle kalmaz, aym1 zamanda CAT, GSH-Px ve SOD gibi
antioksidan enzimleri aktive eder (141-143).Cugini ve arkadaslari melatoninin SOD
acisindan mRNA seviyelerini artirdigin1 bildirmislerdir (144). Hafiza ve o6grenme
bireylerde yas-iligkili norodejeneratif hastaliklarla birlikte bozulur; bunun, kismen, asiri
reaktif oksijen tilirlerinin olusumunun bir sonucu olduguna inanilir. Beyin goreceli
yiiksek oksijen radikalleri olusumunun neden oldugu oksidatif strese, kolayca oksidize
edilebilir lipidlerin yiiksek konsantrasyonlarda bulunmasina ve antioksidatif savunma
sisteminin goreceli kaybina kars1 savunmasizdir (145). Delibas ve arkadaslart endojen
melatonin  etkilerini  inceledikleri  calismada  karanhikta  tutulan  ratlarin
hipokampuslarindaki NR2A ve NR2B reseptor konsantrasyonlarinin kontrol grubu ve

fonksiyonel pinealektomili (kontinu 151k maruziyeti) gruplara kiyasla dnemli derecede
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artts gosterdigini rapor etmislerdir. NMDAR konsantrasyonlar1 ciddi derecede
ylkselirken lipid peroksidasyonunda anlamli degisiklik saptamamuislardir (2).Pelmar ve
arkadaslar ise hipokampal pargalarin yiiksek konsantrasyonlarda hidrojen peroksit ile
uzun siireli inkubasyonunun LTP’nin tam ekspresyonunu onledigini bildirmislerdir
(150). Dahasi yiikselmis MDA seviyelerinin serbest radikal aracili doku hasarini
gosterdigi bilinmektedir. Lipid peroksidasyonu SSS’deki poliansature yag asitlerinin
yiiksek konsantrasyonlari nedeniyle beyinde daha fazla hasar verici bir stirectir (151).
Sonug olarak LTP ekspresyonu icin bir néron hiicresinde belirli serbest oksijen radikal
miktarinin olmasi gerekir, ancak serbest rakidal nedenli doku hasarinin bir marker1 olan
MDA’nin seviyelerinin normal araliklarda olmasi gerekir. Siit¢ii ve arkadaslari
yaptiklar1 calismada, overektomize sicanlarda NR2A ve NR2B (p<0.05) diizeylerinde
bir azalma, MDA diizeylerinde ise bir artis saptamiglardir. Bununla beraber, melatonin
verilen gruplarda NR2A ve NR2B (p<0.05) diizeylerinde bir artma, MDA diizeylerinde
ise bir azalma belirlemiglerdir (p<0.05). Sonug¢ olarak; NMDA reseptorlerindeki
degisiklikleri overektomize grupta oksidatif stres artisina, melatonin verilen grupta ise

melatoninin serbest radikaller iizerindeki inhibe edici etkisine baglamislardir.

Melatonin kan beyin bariyerini kolayca geger, hiicrelere ve subselliiler
kompartmanlara girer (153). Melatonin biitiin subselliiler kompartmanlardaki
makromolekiilleri oksidatif hasara kars1 korur(154). Shen ve arkadaslar1 ise melatoninin
kognitif fonksiyonlar1 diizeltmedeki etkisinin antioksidan hareketleriyle iliskili
oldugunu kabul etmiglerdir (151). Argyriou ve arkadaslari melatoninin kognitif
stirecteki olasi iligkisini incelemisler ve bu amaca yonelik melatonin ve luzindolii tek
basina ya da kombine olarak santral yoldan enjekte ederek olfaktor, sosyal hafiza testini
kullanarak kisa-siireli hafiza iizerindeki etkilerini aragtirmislar ve endojen melatoninin
kisa-siireli hafizay1 iyilestirdigini gostermislerdir (156). El-sherif ve arkadaslari da
yaptiklar1 calismada melatoninin hipokampusta hafiza olusumunu etkileyebilecegini

gostermiglerdir (155).

Brawn ve arkadaslari melatonin salgilanmasinin  yagla birlikte geng
insanlardakinin yaklasik yar1 degerine diistiiglinii gostermislerdir (157,158). Bununla
birlikte Touitou ve arkadaglari ise 70-90 yaslar1 arasindaki bireylerin %33’iinde

genglerle benzer melatonin degerler, %53’linde azalmis ve %14’linde ise artmis
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degerler saptamiglardir (159). Liu ve arkadaslar1 Alzheimer hastalarinda yasitlarina

oranla daha az seviyede melatoninin bulundugunu gostermislerdir (161).

Sirkadyen melatonin paterninin  desenkronizasyonu bir¢cok psikiyatrik
bozuklukta ve birkag zaman bolgesi gecen hava yolcularinin yasadigi Jet lagda sorumlu
tutulmustur (163). Vardiyali iste calisan insanlar gece c¢aligtiklart mesleklerini
biraktiktan 10 sene sonra bile ciddi uyku bozukluklar1 ¢ekerler. Bununla ilgili ¢calisma
yapan Folkard ve arkadaslar1 melatoninin gece vardiyasi g¢alisanlarinin toleransini

artirdigini gozlemlemislerdir (162).

Bulimiyali hastalarda (165), nevraljili (166) veya fibromiyaljili (167,169)
hastalarda, kiime (cluster) tipi basagrist olan (169) ve koroner kalp hastalig1 olan (170)
hastalarda azalmis melatonin seviyeleri vardir. Petranka ve arkadaglari melatoninin
onkostatik etkisini kanitlamislar (171,172). Eren ve arkadaglari ise kutup c¢emberi
etrafindaki iilkelerde depresyonda bir artig ve ¢esitli kanserlerde azalma bildirmislerdir
(173). Melatoninin romatizmal artritte koruyucu bir etkisi vardir (174). Cagnati ve
arkadaslar1 da postmenopozal kadinlarda melatonin uygulamasinin kan glukoz
konsantrasyonlarini artirdigin1 rapor etmislerdir (175). Biz de HRT alamayan veya
almak istemeyen postmenopozal kadinlarda melatoninin alternatif bir tedavi olup

olamayacagini arastirmak istedik.

Calismalarimizin  sonucunda beyin korteks lipid peroksidasyon diizeylerinin
(MDA) kontrol grubuna kiyasla onemli diizeyde yiiksek oldugunu goézlemledik.
Literatiirde hem deney hayvanlarinda hem de insanlarda menopoz etyopatogenezinde
oksidatif degisiklikler ile ilgili smnirh sayida ¢alisma vardir. Naziroglu ve arkadaslari
diyabetik ve diyabetik olmayan postmenopozal kadinlarda plazma ve alyuvar MDA
diizeylerini kontrol grubuna kiyasla yiiksek oldugunu gézlemlemislerdir (126). Mevcut
calismamizdaki oksidatif stres sonuglartyla uyumlu olarak, Kwok-Keung Lam ve
arkadaglarinin overektomize ratlarda izole aort segmentleri iizerinde yaptiklari
calismada overektomi igleminin aortik dokudaki O, iiretimini 6nemli oranda artirip,
plazma NO metabolit seviyelerini azaltirken dstrojen tedavisi bu etkileri 6nemli dlgiide
onlemistir (138). Lam KK ve arkadaslar1 2006’da yaptiklar1 ¢caligmada overektomize
ratlarda Ostrojen tedavisinin oksidatif stresi azalttigin1 ve vaskiiler tetrahidrobiopterini

takviye ettigini gostermislerdir. Ostrojen tedavisinin vaskuiier tetrahidrobiopterinin
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(BH4) O, iiretimini zayiflatma uygunlugunu artirdigim1 ve total antioksidan kapasiteyi
onararak overektomize ratlarda iyilesmis NO-aracili vazodilatasyona yol agtigini
saptamiglardir (137). Yine benzer sekilde Guevara-Guzman ve arkadaslarinin 2009°da
overektomize disi ratlarda ozon uygulanmasina bagli olarak serbest radikallerin
liretiminin arttig1, ostrojen verilmesi ile de serbest radikal diizeylerinin azaldig1 rapor
edilmistir (139). Ceylan-Isik ve ark. aortada diyabetik ve diyabetik olmayan
overektomili gruplarda artmis olan malondialdehit konsantrasyonunun &strojen
tedavisiyle diistliriildiigli, uterusta ise tedavinin diyabetik durumda malondialdehit
konsantrasyonunu azaltirken, sadece overektomi yapilan hayvanlarda arttirdigini rapor
etmislerdir. Ostrojen tedavisinin, aortada artmis olan glutatyon peroksidaz ve katalaz
aktivitelerini diislirdigli, uterusta ise arttirdigina deginmislerdir. Bu arastirmacilar,
tedavinin doku ¢esidine gore prooksidan ya da antioksidan gibi davrandigini gosterdigi

sonucuna varmiglardir (140).

Bizim c¢alismamizda beyin korteks, GSH diizeylerinin overektomize grupta
onemli diizeyde azaldigi goézlemlenirken, bu azalmanin melatonin verilmesi ile
diizeldigi gozlemlendi. Artan oksidatif stres durumlarinda radikallerin inhibe
edilmesinde GSH’in 6énemli rolii oldugu bilinmektedir (68,69,70). GSH hem dogrudan
hem de GSH-Px enzimine substrat olarak serbest radikalleri inhibe etmektedir. Bu
calismamizda overektomize grupta GSH diizeyinin azalmasi artmis okidatif strese bagh
GSH kullaniminin artisina baglandi. Melatoninin serbest radikalleri inhibe etmesi ve
antioksidan sistemi desteklemesi ile de melatonin verilen grupta GSH diizeylerinin
arttigr gozlemlendi. Naziroglu ve arkadaglar1 diyabetik ve diyabetik olmayan
postmenopozal kadinlarda plazma ve alyuvar GSH diizeylerini kontrol grubuna kiyasla
diisiik oldugunu gozlemlemislerdir (126) ve bu sonu¢ bizim arastirma bulgularimizi

desteklemektedir.

Beyin korteks GSH-Px degerleri incelendiginde gruplar arast farklilik
bulunmadigr gozlemlendi. Yukarida belirtildigi reaktif oksijen tiirlerinin inhibe
edilmesinde enzimatik antioksidanlar kadar enzimatik olmayan antioksidanlar da rol
oynamaktadir. Bu tezin diginda ayni deney hayvani beyinlerinde yaptigimiz antioksidan
vitamin analizi ¢alismasinda plazma E ve A vitamini diizeylerinin 6nemli diizeyde
azaldigim gbzlemledik. Bu nedenle, overektomize grupta artan serbest radikal {iretimini

inhibe etmede yagda eriyen vitaminlere bagimli non- enzimatik mekanizmalarin
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enzimatik inhibisyon mekanizmasindan daha etkili oldugu gozlemlendi. Yaptigimiz
literatiir taramalarinda GSH-Px, antioksidan vitamin ve lipid peroksidasyon degerlerinin
birlikte arastirildigi calismalara rastlanilmadi. Fakat Akkus ve ark. lipid peroksidasyon
diizeyi artarken GSH ve GSH-Px degerlerinin degigsmedigini menopoz disindaki diger
hastaliklarda gozlemlemistir (128). Ayrica, hem katalaz hemde GSH-Px enzimleri ayni
is1 yaparak hidrojen peroksidi suya kadar parcalamaktadirlar. Bu c¢alismamizin bir
eksikligi katalaz diizeylerinin Ol¢lilmemis olmasidir. Hidrojen peroksit katalaz
tarafindan  parcalandigindan dolayt1 GSH-Px enzimine serbest radikallerin

inhibisyonunda ihtiya¢ kalmamus olabilir.

Glutamatin en 6nemli 3 reseptoriinden bir tanesi NMDA reseptorleridir. N-
metil-D-aspartat reseptorii (NMDAR) bir ionotropik glutamat reseptoriidiir. NMDAR 3
subunit sinifindan — NMDAR1 (NR1), NMDAR2 (NR2) ve NMDAR3 (NR3) — olusan
bir heteromerik proteindir. NR2A’dan NR2D’ye NR2 subunitlerini dort farkli gen
kodlar. Tek baslarina eksprese edildiklerinde fonksiyonel kanal olusturamayan NR2
subunitleri, NRI1 subunitleriyle birlestiklerinde NMDAR kanal o6zelliklerini
degistirebilirler (146). Bu reseptdr sinaptogenez ve sinaptik plastisite dahil santral sinir
sisteminin ¢ok ¢esitli siire¢lerinde yer alir. Ayrica NMDAR’in eksitotoksisite,
norodejeneratif bozukluklar ve yaslanmada da yer aldigina isaret edilmistir (147).
Ogrenme ve hafiza’ya dair en yogun ¢aligilmis hiicresel ve molekiiler model olan ‘uzun
stireli potansiyel artis1 (LTP), hipokampusta genellikle NMDAR aktivasyonuna baglidir
(148). Subunit kompozisyonu NMDA reseptorlerinin farmakolojik ve fizyolojik
Ozelliklerini ¢ok yiiksek oranda etkiler (149).

NMDA reseptorlerinin uyariimasi sitozole Ca™ akigina neden olmaktadir.
Sitozole kalsiyum akisi mitokondrinin depolarizasyonu ve nitrik oksit sentaz enzimi
aktivasyonu ile serbest radikallerin tiretimini artirmaktadir(129). Artan serbest radikaller
voltaja duyarli Ca™ kapilari, NMDA reseptorleri ve transient reseptor potansiyel
melastatin-2 (TRPM2) kanallarin1 agarak geri bildirim mekanizmasi ile sitozole daha
fazla Ca™ akist ve daha fazla mitokondri depolarizasyonuna bagh olarak serbest
radikaller meydana gelmektedir(127,129,130). Bu c¢alismamizda overektomize grupta
NMDA reseptorlerinin azalmis olmasi sitozole Ca™ akiginin artigini gostermektedir.
Buna bagli olarak da MDA diizeylerinde artis meydana gelmis olabilir. Melatonin

verilen gurupta NMDA reseptorlerinin diizelmesi melatoninin bu reseptorler lizerindeki
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koruyucu etkisine baglanabilir. Caligmamizda ikinci bir eksiklik nitrik oksit
radikallerinin 6l¢lilememis olmasidir. Bunlarda 6l¢iilmiis olsa idi, arastirma bulgulari

daha iyi yorumlanmis olacakti.

Biitiin bu bilgiler 151¢inda su soru sorulabilir: melatonin uzun 6miirlii olma ile

iligkili midir?
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6. SONUCLAR

Calismamizda literatiirde ilk kez beyin korteks lipid peroksidasyon diizeylerinin
arttigini, GSH diizeylerinin azaldigini, NMDA reseptorlerinin azaldigini goézlemledik.
Melatonin verilmesi ile oksidatif stres ve NMDA reseptorleri ile ilgili bozukluklarin

diizeldigini gozlemledik.

Benzer c¢alismalarin insanlarda yapilmasi ile desteklenmesine ihtiya¢ vardir.
Benzer sonuglar insan c¢alismalarinda da gozlemlenirse, menopozda HRT tedavisi

yerine melatonin tedavisi uygulanmasi tavsiye edilebilecektir.

Bununla beraber, melatonin tamamen giivenli bir molekil olarak
diisiiniilmemelidir, baz1 durumlarda tehlikeli olabilir, teratojenik riski heniiz
bilinmediginden ve hayvan deneylerinde l6semi benzeri bazi kanserler gelismeye
basladigindan su anda gebelikte baz1 kisitlamalar yapilmalidir (160). Bundan dolay1
kontrolsiiz herhangi bir melatonin uygulamasi reddedilmelidir, klinik ya da laboratuvar
arastirmalartyla bir eksiklik saptanmissa bazi kosullarda kesin bir replasman
diisiiniilmelidir. Bu sonuglar ileri arastirmalar1 ve aciklamalar1 gerektirir. Fizyolojisinin
anlasilmas1 -basta kadinlardaki yaslanma olmak {izere- yaslanma siireci ile ilgili
hekimler i¢in yeni tanisal araclar sunabilir. Melatonin, fizyolojisi daha iyi anlasilana

kadar recetesiz satilmamalidir.
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