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SIRKADIYEN RiTME BAGLI OLARAK
FiZYOLOJiK MELATONIN SEViYESINDEKI DEGISIKLIKLERIN
GOZ VE BEYIN DOKUSUNDA ANTiOKSIDAN ONEMI
OZET

Caligmada farkli sirkadiyen ritimlere tabi tutulmak suretiyle biyolojik saatleri degistirilmis sicanlarda
plazma melatonin diizeyindeki degisikliklerin, pineal bezde melatonin reseptor dagilimmin ve bu
degisikliklerin beyin ve gz dokusu mitokondrilerinde ve eritrositlerde antioksidan savunma sistemi

lizerine etkilerinin incelenmesi amacglanmigtir.

Deneyler; Erciyes Universitesi Deneysel Klinik Arastirma Merkezi’'nden saglanan 90-120 giinliik,
ortalama 200-250 gr agirliginda, her biri 10’ar adet Swiss Albino erkek sicandan olusan 5 grup
tizerinde gercgeklestirildi. Gruplara sirasiyla; 12/12 s (saat), 0/24 s, 24/0 s, 8/16 s ve 16/8 s A/K
(aydinlik/karanlik) dongiileri, 6zel havalandirmasi olan ve 151k dongiisii ayarlanabilen 6zel sirkadiyen
ritim kafeslerinde bir hafta siire ile uygulandi. Pineal bezde Melatonin 1 (MT1) ve Melatonin 2 (MT2)
reseptorlerinin ekspresyonu, plazma melatonin diizeyleri, beyin ve goz dokusu mitokondrial
antioksidan enzimlerinden glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve siiper oksit dismutaz (Mn-SOD) enzim
aktiviteleri, eritrosit antioksidan enzimlerinden GSH-Px, Katalaz (CAT) enzim aktiviteleri ve lipid

peroksidasyonu son {iriinii malondialdehit (MDA) diizeyleri 6l¢iildii.

Pineal bezde MT1 ve MT 2 reseptorleri siirekli 1518a maruz birakilan grup olan 24/0 s A/K grubunda
kontrol grubuna gore down-regiile olurken, karanliga maruz birakilan 0/24 s A/K grubunda up-regiile
olmustur. Bu degerler plazma melatonin diizeyleri ile de orantilidir. En yiiksek plazma melatonin
diizeyi 0/24 s A/K grubunda goriiliirken, en diisiik diizey ise 24/0 s A/K grubunda bulunmustur.
Ayrica beyin ve gozde GSH-Px aktivitesi, dnemli derecede biitiin gruplarda artarken, Mn-SOD
aktivitesi beyinde 0/24 ve 24/0 s A/K gruplarinda diisiik bulunmus, gézde ise 0/24 s ve 8/16 s A/K
gruplarinda diger gruplara gore diisiik bulunmustur. Eritrositlerde ise GSH-Px aktivitesinin biitiin
gruplarda kontrole gore yiiksek oldugu, ancak katalaz aktivitesinin 8/16 s A/K grubunda diisiik oldugu
ve MDA diizeylerinin bu grupta yiiksek oldugu bulunmustur.

Sonug olarak, elde edilen bulgular aydinlik- karanlik dongiisiiniin degistirilmesi ile degisen plazma
melatonin diizeylerinin pineal bez melatonin reseptor ekspresyonunda muhtemel bir otoregiilasyon
mekanizmasinda rol alabilecegini gdstermistir. Ayrica bu degisiklikler beyin ve g6z dokusu
mitokondrilerinde ve eritrosit antioksidan savunma sisteminde 6nemli degisikliklere neden olmustur.
Bu nedenle, farkli 151k dongiisiine maruziyetin beyin ve géz dokusunda oksidatif hasar acisindan
oldukca onemli bir faktér oldugu ve yapilan c¢alismalarda mutlaka dikkate alinmasi gerektigi

diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: sirkadiyen ritim, melatonin, mitokondri, antioksidan enzimler, pineal bez
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THE ANTIOXIDANT IMPORTANCE OF THE PHYSIOLOGIC MELATONIN LEVELS
VIA CIRCADIAN RHYTHM ALTERATIONS ON BRAIN AND EYE MITOCHONDRIA
ABSTRACT

In this study, the plasma melatonin levels and pineal gland melatonin receptor expressions in rats
which had been exposed to different circadian rhythms were investigated. Furthermore the effects of
these alterations in erythrocyte antioxidant system and in the brain and eye mitochondrial antioxidant

defense system were evaluated.

Experiments were conducted on the 90-120 days old, 200-250 gr weight Swiss Albino rats obtained
from the University of Erciyes Experimental and Clinical Research Centre in five goups, comprising of
10 rats in each. 12/12 h (hours), 0/24 h, 24/0 h, 8/16 h and 16/8 h L/D (Light/Dark) cycles were applied,
respectively in special circadian rhythm cages where the climate and the duration of the light can be
adjusted. Pineal gland Melatonin 1 (MT1) and Melatonin 2 (MT2) receptor expressions, plasma
melatonin levels, brain and eye mitochondrial antioxidant enzyme (glutathione peroxidase (GSH-Px)
and superoxide dismutase (Mn-SOD) activities, erythrocyte antioxidant enzyme GSH-Px and Catalase
(CAT)) activities and malondialdehyde (MDA) levels as an end-product of the lipid peroxidation in the

erythrocyte membrane were measured.

Plasma MT1 and MT2 receptors were down-regulated in 24/0 h L/D group compared to the control
whereas they are up-regulated in the 0/24 h L/D group. These results are correlated with the plasma
melatonin levels. The highest plasma melatonin levels were in 0/24 h L/D group where the lowest
value was in 24/0 h L/D group. Furthermore, the GSH-Px activity was found to be higher in all the
groups compared to control whereas the Mn-SOD levels were found to be lower in 0/24 and 24/0h
L/D groups in brain mitochondria and in 0/24h and 8/16 h L/D groups in the eye mitochondria.
Moreover, in erythrocytes the GSH-Px activity was higher in all the groups compared to control.
However, the CAT activity was shown to be lower in 8/16 h L/D group where the MDA levels are
shown to be the highest in this group.

As a result, the data revealed that circadian rhythm alterations caused changes the plasma melatonin
levels which probably have an otoregulation mechanism on the melatonin receptors in the pineal
gland. Furthermore, it has also affected the brain and eye mitochondrial antioxidant enzymes and
erythrocyte antioxidant defense system. For this reason, exposure to different L/D cycles is a crucial
factor for the brain and eye mitochondrial oxidative damage and should be taken into account in all

mitochondrial investigations.

Key words: circadian rhythm, melatonin, mitochondria, antioxidant enzymes, pineal gland
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1. GIRIS VE AMAC

Kronobiyoloji alanindaki son gelismeler, biyolojik saatlerin viicuttaki fizyolojik
mekanizmalar lizerinde zannedilenden ¢ok daha fazla ve ¢ok yonlii etkilerinin oldugunu
gostermistir. Memelilerde biyolojik saatlerin en 6nemlilerinden biri gece-giindiiz ritmini
saglayan sirkadiyen ritimdir. Bu canlilarda sirkadiyen ritmin diizenlenmesinde baslica
pineal bez ve suprakiazmatik niikleus (SCN) goérev alir. Melatonin ise pineal bez
tarafindan salgilanan ve ritmi diizenlemekle gorevli olan endojen bir hormon olup,
1950’11 yillarin sonuna dogru varligi tanimlanmistir. Pineal bez memelilerde fotik
informasyonlar1 noroendokrin sinyallere doniistiirmektedir. Retinadan algilanan gorsel
bilgiler, hipotalamusun suprakiazmatik cekirdegi ve sempatik sinir sistemi yoluyla
pineal beze yansitilir. Melatonin sentez ve salgilanmasi, karanlikta uyarilirken, 1s1k ile
baskilanmaktadir. Giin 1s18min bulundugu saatlerde, retinadaki fotoreseptor hiicreleri
hiperpolarizedir, bu da norepinefrin salgilanmasini baskilar. Karanlikla birlikte polarize
olan fotoreseptdr hiicreler norepinefrin salgilarlar. Norepinefrin, hem triptofanin
dolasimdan beze girisini artirmakta, hem de pinealosit membranindaki betal adrenerjik
reseptorleri araciligi ile membrandaki adenil siklazi aktive ederek, siklik adenozin mono
fosfat (cAMP) yapimini artirmaktadir. cAMP etkisiyle melatonin sentezinde hiz
kisitlayict enzim olan Arilakrilamin-N-asetil transferaz aktivitesi yiikselmekte ve

melatonin sentezi baglamaktadir.



Pineal bezden dolasima verilen melatonin lipofilik 6zelliginden dolay1 direkt olarak
veya spesifik reseptorler araciligiyla hedef hiicrelere ulasir. Insan beyninin gesitli
bolgelerinde, bagirsaklarda, overlerde, kan damarlari, lenfositlerde, plateletlerde ve

karacigerde de melatonin reseptorlerinin varligi tespit edilmistir.

Retina ve pineal bezdeki melatonin reseptor diizeylerinin up-regiilasyonu veya down-
regiilasyonu araciligi ile biyolojik ritim degisikliklerine uyumun saglanmasinin yani sira
daha pek cok diizenleyici role sahip olabilecegi diisiiniilmektedir. Bunlarin da basinda
melatoninin antioksidan etkileri gelmektedir. Antioksidan 6zelligi 1993 yilinda ilk kez
gosterilen melatonin, lipofilik 6zelliginden dolay1 organizmada ¢ok genis alanda etki
gosterebilmektedir. Organizmalar, serbest radikallerin yol a¢tig1 oksidatif hasara karsi
kendilerini koruyabilmek i¢in, bir¢ok savunma mekanizmasina sahiptirler. Bu
mekanizmalarin basinda da siiper oksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) enzimleri gelmektedir. Ozellikle de mitokondrilerdeki elektron
transport zinciri reaksiyonlart sonucunda olusan serbest radikallerin miktarinin artmasi
nedeniyle oksidatif stres olusmasi, bu antioksidan savunma sistemi ile
engellenmektedir. Melatonin, kan-beyin bariyerini rahatlikla gecebilir, hiicrelerin
cekirdekleri dahil tiim organellere ulasabilir. Bu 6zellik, dejeneratif veya proliferatif
degisikliklere neden olan hastaliklara karst makromolekiillerin ve 6zellikle mitokondri
ve DNA’nin oksidatif hasardan korunmasinda melatonine bir  Ustiinliik

kazandirmaktadir.

Bu nedenle, fizyolojik melatonin diizeylerindeki degisikliklerin, retina ve beyin
dokusunda bir antioksidan olarak etkinliginin arastirilmasinin dejeneratif ve proliferatif
birgok hastaligin tedavisine 151k tutacag: diisliniilmektedir. Sirkadiyen ritme sahip olan
melatoninin farkli dozlardaki uygulamalarinin bazi fizyopatolojik olaylarda antioksidan
etkileri gosterilmistir. Ancak farkli aydinlik/karanlik dongiileri uygulandiginda
melatoninin goz ve beyine ait mitokondrilerde fizyolojik etkileri ve bunlarin antioksidan

mekanizmalarla agiklanmasi heniiz netlik kazanmamustir.

Bu ¢alismanin amaci, farkli aydinlik/karanlik dongiisii uygulamalarinda viicutta
fizyolojik olarak sentezlenen melatonin diizeyleri ve bu fizyolojik diizeylerin pineal
bezdeki melatonin reseptorlerinin ekspresyonu iizerine etkilerinin ve regiilasyon
mekanizmalariin aydinlatilmasi, ve bu diizeylerin gerek goz gerekse beyin dokusunda

antioksidan etkinliginin mitokondrilerde incelenmesidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. SIRKADIYEN RIiTIiM VE BIiYOLOJIK SAAT

Canlilarin  birgok biyolojik faaliyetlerinde belli bir ritmin gozlendigi ¢ok eski
zamanlarda fark edilmistir. Ne var ki, biyolojik ritimlerin bagh basina bir bilim dali
olmas1 ancak 19. yilizyilin sonlarina rastlar. Bugiin bildigimiz anlamda, biyolojik
ritimleri ve onlar1 yoOneten etkenleri arastiran bilim dali “kronobiyoloji” olarak

adlandirilir (1,2).

Kronobiyoloji, biyolojik ritimlerle ilgilenir. Ritim genel olarak; periyot (devir), siklik,
biiylikliik ve faz gibi oOzellikler gosteren, tekrarlayici karakterdeki olaylar olarak

tanimlanabilir. Ritimlerin bu 6zelliklerinin kisa tanimlar1 ise su sekilde yapilabilir:
Periyot (Period; Devir): Ritmin bir dongiisii i¢in gecen zaman.

Siklik (Frequency; Frekans): Birim zamanda tekrarlayan dongii sayisi.

Genlik (Amplitude; Amplitiid): Ortalama degerden sapma miktari.

Evre (Phase; Faz): Ritmin kendine has Ozellikler gosteren kismi (baslama ve bitis

evreleri gibi) (Sekil 2.1) (3-6).
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Sekil 2.1. iki biyolojik fonksiyonun ritimleri arasinda gozlenen faz iliskileri ve ritm 6zellikleri

Canlilarin ytiriittiigii biyolojik fonksiyonlar ritimleri, genellikle ¢evre sartlarindan
dongiisel ozellikler gosterenlerle eszamanli olarak yiiriir. Eger bir canli engelsiz bir
sekilde dig ortamla iliskili ise ve ritimlerini dig diinyadan gelen uyarilara gore
diizenleyebiliyorsa, boyle ritimlere bagl (entrained) ritimler denir. Bunun yaninda, eger
canli, laboratuar ortaminda, ¢evresel isaretlerden yalitilmig bir bigimde yetistirilirse, bu
durumda tam olarak cevresel isaretlerle tutarli olmasa da, bir i¢ ritmi siirdiirdigi

goriiliir. Bu tip ritimlere de serbest (free-running) ritimler denir (3).

Canlinin ¢evreden aldigi sinyallerin bir kismi, ritimlerini diizenlemesi i¢in bir isaret
gorevi yapar. Ornegin, 151k ve karanlik, canlinin gece ve giindiiz gdsterecegi faaliyetleri
ayarlamasi i¢in ¢evresel bir isaret olarak kullanilir. Bunun gibi ¢evresel isaretlere,
zeitgeber (almanca, zeit=zaman, geber=vermek) veya "ritim verici" denir. Bu ritim
verici faktorler, aymn devri, yilin mevsimleri, giinesin durumu vb. olabilecegi gibi,

bunlarin arasinda en 6nemlisi 1s1ktir (6,7).
2.1.1. Biyolojik Saat Cesitleri
Genel adlandirmaya gore, temel biyolojik saat gesitleri asagidaki gibidir (6,7):

Sirkadiyen (Sirkadian: Diinyanin doniisii): 24 saat 22-26 saat
Ultradian: <20 saat

Infradian: >28 saat

Sirkaseptan: 7+3 giin

Sirkadiseptan: 1443 giin

Sirkavijintan: 2143 giin

Sirkatrivijintan: 30+5 giin

Sirkatidal: 11-14 saat

Sirkalunar: 26-30 giin

Sirannual: 330-400 giin
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Tablo 2.1. Insanlarda gozlenen ritim rnekleri

RIiTiM SIKLIGI FiZYOLOJIK VE DAVRANISSAL
OSILASYON

ULTRADIAN RIiTIM

Saniyede 1’den fazla dongii Gorme ve isitme sistemleri, EEG dalgalari

Dakikada 1°den fazla dongii Kalp hizi, solunum sayisi, mide hareketleri

Saatte 1’den fazla dongii Kan dolasimu, ¢esitli enzim aktiviteleri

Giinde 1’den fazla dongii Yeme, i¢me, idrar ¢ikarma, digkilama,
REM/nonREM uyku basamaklari

SIRKADIAN RIiTiM

Giinde yaklasik 1 dongii Uyku-Uyaniklik, viicut 1s1 dalgalanmalari, kan
basinci, yorgunluk-dinglik, ruh durumu, stres,

fiziksel ve zihinsel performans

INFRADIAN RITIM
Menstruel dongii, insan ve primatlarda ayin
leler oy @BmeRds 1 (B evrelerine menstruel dongiiniin kilitlenmesi,
memeli gebelik siiresinde 30 giinliik ortak

carpanlar, erkeklerde yaklagik 21-28 giinliik

testosteron salinim dongiisii

Insan ve memeli hayvan dogumlari, SADS
ik et | @B (Mevsimsel afektif bozukluk sendromu),
serebrovaskiiler kazalar ve solunum kaynakli
Olumler, ani bebek 6luimleri, kazalar, hastaliklar,

cinayet, intihar.

2.1.2. Ritmlerin I¢ ve Dis Kontrolii

Biyolojik ritimlerin, canlinin i¢inden bir mekanizma tarafindan mi1 yoksa disaridaki
isaretlere gore mi ayarlandigir konusundaki tartismalar spekiilatif diizeyde uzun yillar
boyu devam etmistir. Canlilardaki ritim mekanizmasinin i¢ bir kaynaktan yonetildigine
dair ilk deneysel kanitlar, Jan-Jaques d’Ortous de Marian adli arastiricidan 1700’lerde
gelmistir (8). Bu arastiric1 heliotropik (gilineste yaprak veya ¢iceklerini acip, karanlikta

kapatan) bitkilerde yaptig1 ¢aligmalar sonucu, bu bitkilerdeki ritimlerin, 151k olmasa da
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faaliyet gosterebildiklerini kanitlamistir. De Marian {inlii deneyinde, heliotropik bir
bitki tiirtiniin iki 6rneginden birini tamamen karanlikta, bir digerini de normal giines
gbren bir yerde muhafaza etmistir. Bir siire sonra, karanlikta yetisen bitkinin de ayni
giinesteki tiirdesi gibi, gilindiiz vakti yapraklarini agip, gece kapattigin1 gdzlemlemistir.
Gliniimiizde bir¢ok canlinin i¢ ve dis kaynakli ritimlere sahip oldugu bilinmektedir.

Insanlarda sirkadiyen ritim gdsteren olaylar asagidaki tabloda verilmistir:

Tablo 2.2. insanin 24 saati igerisinde, sirkadiyen ritim gosteren olaylara bagli olarak 6nemli hadiseler

INSANIN 24 SAATI

1:00
Hamile kadinlarda dogumun basglamasi
T yarame: hiicrelerinin sayis1 en fazla
2:00
Biiyiime hormonunun diizeyi en yiiksek
4:00

Astim ataklarinin baglamasina en uygun zaman
6:00

Menstruasyon baglangici

Kandaki insiilin seviyesi en diisiik

Kan basinci ve kalp hiz1 artmaya baglar
Kortizol seviyesi azami

7:00

Saman nezlesi semptomlari igin en uygun saatler
8:00

Kalp krizi riski en yiiksek

Yardimer T hiicreleri en diisiik diizeyde
OGLEN

Hemoglobin diizeyinin en yiiksek oldugu saatler
15:00

Tutma kuvveti, solunum hizi, refleks duyarliligi en fazla
16:00

Viicut 1s1s1, nabiz ve kan basinci en yiiksek
18:00

Idrar olusum hiz1 en fazla

21:00

Agr esigi en diisiik diizeyde

23:00

Allerjik cevaplar igin en uygun saatler




2.1.3. Sirkadiyen Saatlerin Konumu

Sirkadiyen saatlerin ¢aligmasi, viicutta belli bazi bolgelerin kontroliinde ise de, aslinda
tek hiicreli canlilarda bile ritimlerin varli1 s6z konusu oldugundan, biyolojik saatlerin
hiicre diizeyindeki osilasyonlarla (salinimlarla) diizenlendigi sdylenebilir. Biyolojik
ritimlerin temelini olusturan mekanizmalar hiicresel diizeyde is gordiigiinden, hiicre
fonksiyonu tiizerine etkili birgok faktdr, dogrudan ritimlere de etkir. Bunlardan en
onemlileri, basta K* ve Ca™ olmak iizere, hiicredeki temel fonksiyonlar1 yiiriiten
iyonlarin dengeleri ve hiicrenin fonksiyonunu kontrol eden énemli birimlerinden biri

olan hiicre zarmin yapisindaki degismelerdir.

Organ diizeyinde sirkadiyen ritimlerin diizenlenmesinden, beyinde bulunan ve
suprakiazmatik ¢ekirdek (SCN) adi verilen yap1 sorumludur. Bu yapi, hipotalamusun
on kisminda, optik ¢aprazin (chiasma opticum) hemen iist kisminda yer alan bir hiicre
grubudur. Bu bdlge, retinadan 6zel girigler aldig1 gibi, basta epifiz (pineal) bezi olmak
lizere, birgok bolgeyle de dogrudan veya dolayli iliski icerisindedir (Sekil 2.2)(9).

SCN'min sirkadiyen ritimleri yonetmesi, Ozellikle yakin zamanlarda yapilan
caligsmalarla kanitlanmigtir. Bagka ritim {ireten bolgeler olsa da, SCN bir "iist saat" gibi
1g goriir ve diger ritmik fonksiyon gdsteren hiicrelerin faaliyetlerini diizenler. SCN'nin

ritimleri diizenledigine dair kanitlar ise sdyle siralanabilir:

e In vitro (viicut dist) SCN hiicre Kkiiltiirleri, sirkadiyen bir elektriksel ritme

sahiptirler.
e SCN nakli (transplantasyonu) sonrasi, alicinin ritmi, vericinin ritmine uyar.

e SCN'nin metabolik aktivitesi {izerine yapilan c¢alismalarda, 2-deoksiglukoz
enjeksiyonu ile, bu bdlgenin glikoz kullanma miktart 6l¢iilmiistiir. Glikoz kullanma,
metabolik olarak aktif olmayla esdeger oldugundan, bu veriler, SCN'nin hangi
durumlarda daha fazla aktif oldugunu gostermek bakimindan 6nemlidir. Bu ¢alismalar
sonucunda SCN'nin, aydinlikta (151k varliginda) metabolik olarak aktif, karanlikta ise

nispeten inaktif oldugu anlagilmstir (3,11).
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Pineal bez

Serebrum /,9 Postganglionik

sempatik néron
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Sekil 2.2. Retina-SCN Yolu

2.1.4. Retina-SCN Yolu

SCN'nin 1s1kla aktive olmasi, retinadan bu bolgeye bir baglant1 olmasini gerekli kilar.
Zira yapilan ¢alismalar, retinadaki baz1 6zel 151k algilayici hiicrelerden ¢ikan ve optik
yol disinda bir yolla SCN'ye ulagan bir sinir demetinin varhigin1 gostermektedir. Bu

yola "retinohipotalamik yol" ad1 verilmektedir.

Bunun yaninda, retinadan SCN'ye bir de dolayli yol bulunmaktadir. Bu yol, optik
sinirle giden gérme uyarilarinin genikulat ¢ekirdekler denen bolgelerdeki néron aglar
tarafindan SCN'ye yonlendirilmesi sayesinde olusur. Bu yolda kullanilan sinir ileti
maddesinin Noropeptid Y oldugu ortaya konmustur. Bu yollarla retinadaki 11k
durumundan haberdar edilen SCN, Sekil 2'de gosterildigi gibi, diger beyin bolgelerini

uyararak, canlinin viicut ritimlerini diizenlemesini saglar (3-6).

SCN iizerinde yapilan diger ¢alismalar, bu bolgenin ¢ok sayida sinir ileti maddesi
icerdigini belirlemistir. Bu bolgede yer alan sinir ileti maddelerinden Onemlileri:
Noropeptid Y, Vazopressin, Vazoaktif Intestinal Polipeptid (VIP), gonadotropin

salgilatict hormonu (GnRH) ve somatostatindir (7,9).
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2.1.5. Biyolojik Saatlerin Molekiiler Mekanizmasi

Biyolojik saatler iizerine yapilan c¢aligsmalar, hiicre diizeyindeki ritimlerin varligini
ortaya koymaya basladigindan bu yana, hiicre i¢inde bdyle bir ritim olusturabilecek bir
molekiiler saat mekanizmasinin bulunabilmesi i¢in ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir
(10,11). Heniiz tam olarak aydinlatilamamis ve iizerinde halen yogun olarak c¢aligiyor
olsa da, hiicresel diizeyde ritimlerin nasil ayarlandigina dair molekiiler ve genetik bir

takim mekanizmalar ortaya ¢ikarilmaya baslanmistir.

Meyve sinekleri (Drosphila melanogaster) lizerinde yapilan ¢aligsmalar, ritmin hiicresel
diizeyde diizenlenmesi konusundaki temel genetik mekanizmanin ortaya g¢ikmasini
saglamistir (13). Buna goére meyve sineklerinde ilk Once, mutasyonu sonucu
hayvanlarda giinliik ritimlere uyma davraniginin ortadan kalktig1 bir gen tespit edilmis
ve bu gene per (period) adi verilmistir. Per geninin iiriinleri, hem ritmi olusturmakta,
hem de ritmin hizim1 belirlemektedir. Daha sonra kesfedilen bir baska gen ise tim
(timeless) olarak adlandirilmistir. Bu genin {riinleri de yine sirkadiyen ritmin
olusabilmesi i¢in gereklidir. Bu iki genin {iriinii olan PER ve TIM proteinleri, zaman
olusturucu bir kimyasal geri-besleme devresi gibi davranarak, hiicresel ritmin
diizenlenmesi i¢in gereken metabolik uyarlamalarin gergeklestirilmesi i¢in bir anahtar

gibi is gérmektedirler (3).

Hiicresel saatin mekanizmasi; PER ve TIM proteinleri: Meyve sinegi 1s1ga maruz
kaldiginda, sineklerin beyin hiicrelerinde bulunan PER-TIM protein bileskeleri
birbirlerinden ayrilarak, PER ve TIM proteinleri seklinde dagilmaya baslarlar. PER-
TIM kompleksi, PER ve TIM proteinlerini kodlayan per ve tim genlerinin aktivitesini
baskilamak gibi bir role sahiptir. Isikla karsilasilan bu saati sabah olarak kabul edersek,
0gle saatleri civarinda PER ve TIM proteinleri tamamen dagilmaya basladiginda,
CYCLE ve CLOCK adindaki diger iki proteininin hiicre i¢inde artma donemi baglar.
Bu iki protein birlesip bir kompleks yaparlar ve bu kompleks, per ve tim genlerini
aktifleyerek PER ve TIM proteinlerinin yapilmasini baglatir. Bu yapim islemi, aksam
saatlerinde gereken derisimde PER-TIM kompleksinin olusumu ile devam eder. Gece
saatlerinde, PER-TIM kompleksleri hiicre ¢ekirdeginde, CLOCK ve CYCLE
proteinlerini iireten genlerin aktivitelerini baskilarlar. Bu baskilama, CYCLE-CLOCK
kompleksi PER ve TIM proteinlerinin yapimini baslattigindan, PER ve TIM

proteinlerinin kendi iiretimlerini baskilamasi anlamina gelir. Sabah saatlerinde 15181n
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etkisiyle PER-TIM komplekslerinin yine parcalanmaya baglamasi, dongiliyii yeniden
baglatir. Bu temel mekanizma, memeliler ve insan da dahil olmak iizere, bir ¢cok canlida
ortak bir temel mekanizmadir. Insanda bir kag farkli protein ve gen ilave olarak bu
sisteme katilmaktadir. Fakat kesin mekanizma heniiz tam anlamiyla agikliga

kavusturulamamustir (9).
2.2. MELATONIN

Melatonin ilk kez 1958 yilinda kurbaga ve baliklarin melanositlerinde bulunan bir renk
pigmenti olarak tanimlanmis (14) ancak daha sonra 1993 yilinda melatoninin biitiin
memeli hayvanlarda bulunan ve pineal bezden salinan ve canlilarin biyolojik ritmini
diizenleyen bir hormon oldugu gosterilmistir. Hatta 1996 yilindan sonra da omurgasizlar

ve protozoalar da dahil olmak iizere birgok canlinin yapisinda varligr ispatlanmistir

(Sekil 2.3)(2).

Sekil 2.3. N-asetil-5metoksitriptamin (Melatonin)

Pineal Bez

Pineal bez (epifiz bezi), insanlarda ii¢lincii ventrikiiliin arkasinda yer alir. Total viicut
agirhigia gore oldukea kiiclik 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, vazotosin v.b) iireten pinealositler ve noroglia hiicreleri olmak tizere iki hiicre
tiiriinden olusur. Pineal bez, memelilerde fotik informasyonlar1 ndroendokrin sinyallere
dontstiiriir. Retinadan algilanan gorsel bilgiler, hipotalamusun suprakiazmatik ¢ekirdegi
ve sempatik sinir sistemi yoluyla, pineal beze yansitilir (15). Fotik impulslar tasiyan
sempatik efferent lifler pineal beze ulastiginda, ozellikle karanlikta, norepinefrinin

pinealosit membraninda beta-adrenerjik reseptdre baglanmasi ile bir seri reaksiyon
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baslar. Membranda adenil siklaz aktivitesi ve dolayisiyla cAMP yapimi stimiile olur;
cAMP de melatonin ve diger indolaminlerin biyosentezini katalizleyen enzimleri aktive

eder (16).
Melatonin Sentezi

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

edilerek tanimlanmistir (14).

Melatonin biyosentezi, kandan beze difiize olan triptofanin, pineal bezde triptofan
hidroksilaz enzimi ile hidroksillenmesiyle baslar. Boylece 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 ac¢isindan viicutta en zengin organdir.

Serotonin asetilasyonu, N-asetil transferaz araciligi ile gerceklesir. Burada Asetil CoA,
asetil donorii olarak rol oynar. Meydana gelen N-asetil serotonin, metil donorii olarak S-
adenozilmetionin’in kullandig1 ve hidroksi indol-O-metil transferaz’in katalizledigi son
basamakta N-asetil 5-metoksitriptamin; melatonin’e doniisiir ve bdylece melatonin

biyosentezi tamamlanir (15,17).

Postganglionik sempatik sinir
Kapiller

Kapiller NE
G/ O “ Ekstraseliiler bosluk

Pinealosit zar1

Tryptophan
YTH
S-Hydroxytryptophan “'
AAAD 4
NAT _Acet HIOMT
Serotonin ————————3» N-Acetyl 3 Melatonin
Serotonin
MAO
HIOMT Diger metabolitler

5-Methoxytryptamine
Sekil 2.4. Melatonin sentezi

Bu mekanizmada hiz kisitlayici enzim aril-alkilamin-N-asetil transferaz (AANAT)
olarak adlandirilan enzimdir. Bu enzim, B ve a-1 adrenerjik reseptorler iizerinden etki

gosteren epinefrinin nokturnal sempatik salimina yol acar. Bu enzimin negatif feedback
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mekanizmalari ile diizenlenmesinde ise cAMP, ICER, MAP kinaz fosfataz 1 gibi bir¢cok
enzim ve proteinin rol aldig1 bilinmektedir (Sekil 2.4) (18).

Melatonin Sentezinin Kontrolii

Melatonin salgisi, canli tiirlerine gore farklilik gdsteren sirkadiyen bir ritme sahiptir. Bu
farklilik, hormonun gece pikinin meydana geldigi saatler ve siireleri ile ilgilidir. Serum
melatonin konsantrasyonu, geceleri glindiize gore 3-10 kat daha yiiksektir. Melatonin
salgisinin  sirkadiyen ritmi endojen kokenlidir, bu da uyarilarin suprakiazmatik
cekirdekten c¢iktigini yansitir (17). Melatonin sentezi ve salgilanmasi karanlikta
uyarilirken, 151k ile baskilanir. Giin 15181m1n bulundugu saatlerde, retinadaki fotoreseptor
hiicreleri hiperpolarizedir; bu da norepinefrin salinmasini1 baskilar. Karanlikla birlikte
polarize olan fotoreseptdr hiicreler norepinefrin salgilarlar. Norepinefrin hem triptofanin
dolasimdan beze girisini artirmakta, hem de pinealosit membranindaki -1 reseptorleri
araciligiyla membrandaki adenil siklazi aktive ederek, hiicre i¢i siklik adenozin
monofosfat (¢CAMP) seviyelerini yiikseltmektedir. cAMP etkisiyle, melatonin sentezinde
hiz kisitlayici enzim olan N-asetil transferaz aktivitesi ylikselmekte, boylece melatonin
sentez ve salgilanmasi basglamaktadir. Melatonin sentez ve salimi arttikga hormon, pasif

difiizyonla dolasima gecer (Sekil 2.5)(19).
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Melatoninin Etki Mekanizmasi ve Inaktivasyonu

Pineal bezden dolasima verilen melatonin lipofilik 6zelliginden dolay1 direkt olarak
veya spesifik reseptorler araciligiyla hedef hiicrelere ulasir (19). Insan beynin cesitli
bolgelerinde, bagirsaklarda, overlerde, kan damarlarinda ve karacigerde, melatonin
reseptorlerinin varlig1 gosterilmistir. Farmakolojik ve kinetik gruplara ait zara bagl iki
melatonin baglanma yeri tanimlanmistir: MT1 (yiiksek afinite (pikomolar)) yerleri ve
MT2 (disiik afinite (nanomolar)) yerleri (20,21). MT1 reseptorlerinin aktivasyonu
hedef hiicrelerde adenilat siklaz aktivitesinin baskilanmasina neden olur. MT1 reseptorii
araciligr ile, termoregiilasyonda, arterial vazokonstriksiyonda, kanser hiicrelerinin
proliferasyonunda, iireme ve metabolik fonksiyonlarda rol alir. MT2 reseptorii
aracilifiyla ise, SCN’deki noronal termoregiilasyonda, retinada dopamin salgisinin
inhibisyonunda, vazodilatasyonun indiiklenmesinde, arterial yatakta lokosit rulo
formasyonunun olusumunun engellenmesinde ve immun cevabin artirilmasinda rol

oynadigi bilinmektedir (22)

Lipofilik 6zelligi nedeniyle hiicrenin tiim fraksiyonlarmma kolaylikla girebilen
melatoninin (23), 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 (24).

Melatoninin inaktivasyonu, baslica karacigerde gergeklesir. Indol halkasinin 6.
konumundan hidroksile olan melatonin, daha sonra siilfat ve glukronik asitle konjuge
edilerek idrarla atilir. Melatoninin idrardaki baslica metaboliti 6-siilfatoksi melatonin
olup, plazma melatonin diizeyinin iyi bir gostergesidir. Diger 6nemli metaboliti ise; N1-

acetyl-N2-formyl-5-methoxykynuramine (AFMK) molekiiliidiir (25).
2.2.1. Melatoninin Biyolojik Etkileri

Melatoninin uyku, sirkadiyen ritim, duygu durumu, cinsel olgunlasma ve iireme, kanser,
termoregiilasyon ve yaslanma gibi bircok biyolojik olayla iligkili oldugu bildirilmistir
(25).

Melatoninin Uyku ve Sirkadiyen Ritim Uzerine Etkileri

Ekzojen melatoninin beyin elektriksel aktivitelerini dengeleyici etkisiyle (alfa beyin

dalgasinin olusumunu artirmak suretiyle) uykuya dalma siiresini kisalttigi, total uyku
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periyodu esnasinda uykudan uyanis sayisini azalttigi, uyku kalitesini artirdigi ve
hipnotik etkiler gosterdigi bildirilmistir. Bunu yaninda melatonin, beyinde monoamin
norotransmitter diizeylerini etkileyerek uyku mekanizmalarin1 aktive etmektedir.
Uykuya dalma giicliigli ¢ceken yaslilarda serum melatonin konsantrasyonlar1 yetersiz
bulunmustur. Elektrofizyolojik kayitlarda da gece uyku halinde en keskin artis ile,
idrarda 6-siilfoksimelatonin atilimi arasinda 6nemli bir korelasyon saptanmistir (26).
Melatoninin uyku kalitesi, REM ve non-REM uyku iizerine etkilerinin bircok
parametrenin rol aldig1 olduk¢a karmagik bir mekanizma oldugu bilinmektedir (22). Bu
mekanizma iginde basta SCN olmak iizere biyolojik osilatorler olarak adlandirilan
yapilarin 6nemli rolii vardir. Bu nedenle son donemlerde yapilan c¢alismalar, bu
osilatorlerin resetlendigi gece vardiyasi ¢aligmalar1 ya da jet lag etkisi ile giin gegtikce

netlik kazanmaktadir (7,27).
Melatoninin Cinsel Olgunluk ve Ureme Uzerine Etkileri

Melatonin eksikliginin erkek cocuklarda hipofiz-gonad islevini aktive edebilecegini
destekleyen ¢aligmalar ortaya koymustur. Cocukluk ve addlesan doneminde melatonin
serum diizeylerindeki gece piki degerlerindeki azalmanin, salgilanan hormon
miktarindaki azalmadan mi, yoksa artan viicut kitlesinden mi kaynaklandig1 kesinlik

kazanmamustir (28).

Normal saglikli kadinlarda melatonin salgisi, menstruasyon dongiisiinde degisiklik
gostermez. Benzer sekilde normal dongiileri olan infertil kadinlarda serum estradiol
diizeylerindeki belirgin artiglar, melatonin salgisini etkilememektedir. Ancak melatonin,
overler tarafindan salgilanan ve prolaktin yapimim1 idame ettiren estradiol salgisini
baskilamaktadir. Bunun yaninda, serum melatonin konsantrasyonlari, hipotalamik
amenoresi olan kadinlarda artmaktadir. Hipogonadotropik hipogonadizmli erkeklerde
de serum melatonin diizeyleri artmigtir ve testesteron tedavisine yanit olarak diiser. Bu
bulgular melatonin salgisinin, seks steroidlerin iiretimini etkileyebilecegini ortaya

koymaktadir (29).

Ayrica son yillarda protein kinaz A aktivitesini ve cAMP diizeylerini diisiirmesi
nedeniyle ve gonadotropin saliverici hormon ile indiiklenmis gonadotropin yapimini
azaltmasi nedeniyle iireme sistemi {izerine etkileri oldukca netlik kazanmistir. GnRH’1n

etkisini ise Ca™ akisim azaltmak suretiyle inhibe ettigi gosterilmistir (30).
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Melatoninin Yaslanma Uzerine Etkileri

Pineal bezden melatonin {iretimi, insan ve hayvanlarda yaslanmayla birlikte belirgin
olarak azalmaktadir. Yaslilikta, noronlar iizerine serbest radikal saldirisi, bir¢ok
norodejeneratif durumlarin  olusumunu kolaylagtirmaktadir. Eksitatér aminoasit
ndrotransmitterlerin serbest radikal olusumuna yol actiklar1 gdsterilmistir. Sinir
sonlanmalar1 bulunan beyin alanlari, eksitatdor aminoasitleri salgiladigindan, bu alanlar
diger beyin alanlarina gore daha ¢abuk hasara ugramaktadirlar. Melatoninin yaslanma
ile birlikte azalmasi1 da, zararli oksijen radikalleri ile olusturulan hasar1 arttirir.
Melatonin diizeyinin azalmasi, bir¢cok dokuda guanilat siklaz aktivitesinin azalmasina
neden olur. Bunun neticesinde hiicre zar kalinlig1 ve rijiditesi artarak dejeneratif hasar
olusumu hizlanir. Capraz bag atmasi sonucu hiicrelere besin girisi ve metabolik
artiklarin atilim1 zorlasir. Biitiin bunlar aterosklerotik degisiklikleri de igeren yaglilikla
ilgili bircok siirecin olugmasina yola agar. Antioksidanlarin kapasitelerinin azalmasi ile
serbest radikal iiretimin 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
kars1 koruyucu etkisi, serbest radikallerin olusturdugu hiicre hasarin1 azaltmak ya da

immiiniteyi diizenlemek suretiyle kendini gosterir (31).

Melatonin ayrica ndrodejeneratif hastaliklarin birgogunda 6nemli etkileri olan nitrik
oksit molekiilii ile de yakindan iligkili olmas1 nedeniyle yaslanma siirecinde dogrudan
ve dolayli olarak bircok etkiye sahiptir. Bu nedenle de bu tip hastaliklarda ve
yaslanmaya kars1 koruyucu 6zelligi nedeniyle terapotik ajan olarak kullanimi {izerine de

oldukga 6nemli ¢alismalar vardir (32).
Melatoninin Immiinite Uzerine Etkileri

Melatonin, immiin cevabi1 artirarak bazi biyolojik etkilere yol agmaktadir (tiimor
biliylimesinin baskilanmasi ve stresin neden oldugu immiin baskilanmanin ortadan
kaldirilmas: gibi). Fareler iizerinde yapilan arastirmalar melatoninin kemik iligi T-
lenfosit hiicrelerinde interlokin-4 (IL-4) yapimin1 ve stroma hiicrelerinde graniilosit-
makrofaj koloni stimiilan faktér yapimini uyardigini, ayrica kemik iligi hiicrelerini,

sitotoksik bilesimlerin neden oldugu apoptozisten korudugunu gostermistir (33).
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Melatoninin immiin sistem molekiilleri iizerine olan etkileri asagidaki semada kisaca

Ozetlenmistir (33).
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Sekil 2.6. Melatoninin immiin sistem tizerine etkileri

Melatonin ve Kanser

Melatonin mitojenik aktiviteyi azaltmakta, kanserli dokuda hiicre proliferasyonunu
durdurmakta, meme bezinde kemoterapik ajanlar gibi antidstrojen etki gostermek
suretiyle anti-tiimoral etki yapmaktadir. Ayrica tiimor biiytimesini hizlandiran prolaktin,
biiyiime hormonu, gonadotropinler gibi hormonlarin salimmi baskiladigi (30) ve
bayanlarda meme kanserinde oldukga etkili oldugu (29) bilinmektedir. Lipid
peroksidasyonu iiriinleri ile karsinojenez olusumu arasinda bir iliski s6z konusudur.
Melatoninin oldukea gii¢lii antioksidan etkisi, serbest radikal aracili kanser olusumunu

onlemektedir (5).
Melatonin ve Ateroskleroz

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

kolesterol metabolizmasini diizenleyici etki gosterdigi, diisiik dansiteli lipoprotein
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(LDL) reseptor sayisini azaltarak LDL metabolizmasinda rol oynadigi bildirilmistir
(34).

2.2.2. Melatoninin Antioksidan Etkileri

Bagta kalp hastaliklar1 ve kanser olmak {izere birgok dejeneratif hastaliklarin
etiyolojisinden serbest radikal hasar1 sorumlu tutulmaktadir. Antioksidan molekiiller bu
hasar1 6nlemektedirler. Melatoninin de antioksidan etkisi in vivo (35) ve in vitro (36)
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 yikic1 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 goriilmiistiir (37). Askorbik asit (C vitamini), alfa-
tokoferol (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 (36) ve in vivo (35) ¢aligmalarda gosterilmistir.

Melatonin direkt antioksidan etkilerinin yani sira, dolayl1 olarak da antioksidan sisteme
katkida bulunur. Sicanlarda karaciger, bobrek ve beyin dokusu glutatyon peroksidaz
aktivitesinin, melatonin uygulandiktan sonra arttig1 gézlenmistir. Pinealektomi yapilan
sicanlarin karaciger, akciger ve beyin dokusu glutatyon peroksidaz aktivitesinde anlamli
diistisler saptanmustir (37).

Antioksidan enzim Prooksidatif enzi m

aktivasyonu Yaygn inraseliiler inhibisyonu
vayilma -
Serbest oksijen radikallerinin \ T /'
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/ l e \
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Sekil 2.7. Melatoninin antioksidan fonksiyonu
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1993 yilinda antioksidan 6zelligi ortaya ¢ikarilan melatonin (38), lipofilik 6zelliginden
dolay1 organizmada ¢ok genis alanda antioksidan etki gosterebilmektedir. Melatonin,
kan-beyin bariyerini rahatlikla gegebilir, hiicrelerin ¢ekirdekleri dahil tiim organellerine
ulagabilir. Bu 6zellik, dejeneratif ya da proliferatif degisikliklere neden olan hastaliklara
karst makromolekiillerin ve 06zelikle DNA’nin oksidatif hasardan korunmasinda
melatonine bir Ustiinliik kazandirmaktadir. Ancak bu antioksidan etkiler, melatoninin
gece ulastigi doruk degerlerin ¢ok {istiindeki degerlerde goriiliir. Melatoninin bu
baglamda baska bir iistiinliigli, diger baz1 antioksidanlarin aksine, ¢ok yliksek dozlarda

(300mg/gtin) ve uzun siire (5 yil) kullanimda bile toksik etkisinin goriilmemesidir (39).

Son yillarda melatoninin dogrudan serbest radikalleri temizleme 6zelliginin yani sira,
ekzojen melatonin verilmesinin, dnemli bir antioksidan enzim olan glutatyon peroksidaz

aktivitesini de artirdig1 gosterilmistir (37).

Ayrica melatoninin; bir¢ok fizyolojik ve patofizyolojik olayda rol alan onemli bir
molekiil olan nitrik oksit (NO)’in, sentezi ve dolasimdaki miktar1 {izerine etkilerini
inceleyen bir¢ok calisma yapilmistir. NO’nun fizyolojik etkisi; ¢oziinebilir guanilat
siklazin ¢cGMP olusturmak iizere aktive olmasiyla gerceklesmektedir. Melatonin
diizeyinin azalmas1 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 6zelligi melatoninin, nitrik oksit sentaz enziminin
aktivitesi lizerine etkilerinin incelenmesine neden olmus ve bu ¢alismalar sonucunda
melatoninin ayn1 zamanda oldukga etkili bir nitrik oksit sentaz (NOS) inhibitorii oldugu
bulunmustur (40). NO ile melatonin arasindaki iligski incelendiginde, melatoninin NO ile
nitrosomelatonin olusturmak iizere reaksiyona girdigi (41) ve O, varliginda NO ile
O,’nin reaksiyona girmesi sonucu olusan peroksinitrit anyonunun da melatonin

tarafindan tutuldugu ileri stirtilmiistiir (42).

Melatoninin gerek dogrudan gerekse dolayli yollarla oksidatif hasara karst koruyucu
etkilerinin bulunmas1 kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, ateroskleroz, sepsis gibi
oksidatif hasarin rol oynadigi patolojik olaylardaki dneminin giin gegtikce artmasina

neden olmaktadir.
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2.3. MIiTOKONDRI VE GOREVLERI
2.3.1 Mitokondri

Mitokondri kelimesi Yunanca mitos (iplik) ve khondrion (tane) kelimelerinden
tiretilmistir. Mitokondriler oksijenli solunum yapan Okaryotik hiicrelerde bulunan ve
esas olarak hiicrede enerjinin adenozin trifosfat (ATP) molekiilleri seklinde yapildig:
kimyasal olaylarla ilgili olan hiicre organelleridir. Prokaryotik hiicrelerde ve
memelilerin alyuvarlarinda bulunmaz. Mitokondriler sitoplazmanin her yerinde bulunur.
Bazi hiicreler sadece bir biiyiik mitokondri icerebilse de ¢ogunlukla biiylik sayilarda
bulunurlar. Bir karaciger hiicresinde sayilar1 2500 civarina ulagabilir. Boylar1 0,2-5
mikron arasinda degisir. Sekilleri ise ovalden ¢ubuga kadar degiskenlik gostermektedir.
Hiicreler tarafindan kullanilan ATP’nin c¢ogu oksijen kullanan ve karbondioksit

olusturan olaylar zinciri ile mitokondrilerde olusur (43).

Mitokondriler bir i¢ ve bir dis zarla ¢evrili kiiresel veya oval ¢ubuk sekilli yapilardir.
Zarlar cift katli fosfolipid tabaka ve bunun i¢ine gémiilii proteinlerden olusur; yapisal
olarak hiicre zarina benzer. D1s zar diiz, i¢ zar ise krista olarak bilinen i¢ zar ylizeyini
artirmaya yonelik yapilarla matriks adi verilen i¢ komponente uzanir. Zarlar arasi

bosluk yaklasik 40-80 A° genisligindedir. Sitozole esdeger bir icerige sahiptir (44).

Mitokondri i¢ zar1 yogun fonksiyonel 6zelliginden dolay1 diger zarlara gore daha fazla
protein igerir. I¢ zarin yapisiin %70’ini proteinler, %30’unu lipidler ve ¢ok az bir
kisminmi ise kolesterol olusturur. Zarin lipid iceriginde bulunan kardiolipin maddesi
zardan gecisi kisitlayict bir 6zellik gosterir. I¢ zarda 3 tip protein bulunur: i) Elektron
transport zincirinin oksidasyon reaksiyonlarini gergeklestiren proteinler (enzimler,
sitokromlar vb.) ii) Matrikste ATP yapimimi gerceklestiren ATP sentetaz iii)
Metabolitlerin matrikse giris c¢ikisin1 diizenleyen permeaz adi verilen transport

proteinleri (44).

Mitokondri dis zar1 ise i¢ zara gore daha kalin olup plazma membranina benzer. Porin
adi verilen kanal proteinleri, biiyiikligii 5000 dalton ve daha kii¢iik olan molekiillerin
gecisini saglar. Ayrica dis zarda mitokondriye ait lipid sentezi ile iliskili enzimler ve
lipid substratlar1 matrikste metabolize olabilecek formlara doniistiiren enzimler bulunur
(43). Mitokondrial (mitokondriye ait) matriks ¢esitli enzimlerin yani sira ribozomlar,

tRNA, proteinler ve kiigiik bir miktar da DNA molekiilii baridirir. Bu da mitokondriyi
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bazi diger organellerden ayirir. Matrikste az sayida graniil de bulunur. Hiicre i¢cindeki
kalsiyum, magnezyum gibi katyonlarin fazlasi mitokondriye gegerek graniillere
baglanir. Depolanan bu katyonlar gerektiginde sitozole verilir. Mitokondri matriksi
piruvat, aminoasitler ve yag asitlerinin oksidasyonundan sorumlu enzimleri ve
trikarboksilik asit (TCA) siklusu enzimlerini igerir. Ure ve hem sentezinin bir kismi
mitokondrilerde gergeklestirilir. Ayrica nikotinamid adenin diniikleotid (NAD) ve flavin
adenin diniikleotid (FAD") ile ATP sentezi igin gerekli olan adenozin difosfat (ADP) ve
fosfat (Pi) igerir (44).

2.3.2. Oksidatif Fosforilasyon

Cok karmasik reaksiyonlardan olusmalarima ragmen glikoliz, sitrik asit dongiisii,
dehidrojenasyon ve dekarboksilasyon siirecleri esnasinda az miktarda ATP olusur. Tek
bir glikoz molekiiliiniin metabolizmasi sirasinda glikolizde ve sitrik asit dongiisiinde
2’ser ATP molekiilii olusur. Glikoz metabolizmasi sirasinda olusan toplam ATP’nin
%901 glikoz yikiminin bu ilk asamalarinda aciga ¢ikan hidrojen atomlarinin daha sonra
oksidasyonu sirasinda olusur. Bu ilk asamalarin temel fonksiyonu glikoz molekiiliindeki

hidrojenleri oksidasyon i¢in kullanilacak hale getirmektir.

Hidrojenin oksidasyonu mitokondrilerde enzimatik olarak katalize edilen bir seri
reaksiyon sonucu gerceklesir: 1) Her bir hidrojen atomu bir hidrojen iyonuyla bir
elektrona ayrilir. ii) Elektronlar daha sonra erimis haldeki oksijenle hidroksil iyonlarini
olusturmak iizere kullanilir. iii) Hidrojen ve hidroksil iyonlari su olusturmak tiizere
birlesir. Oksidatif reaksiyonlar zinciri sirasinda agiga ¢ikan ¢ok biiyiik miktardaki enerji
ATP olusumunda tiiketilir. Bu yoldan ATP olusumuna oksidatif fosforilasyon denir.
Oksidatif fosforilasyon kemiozmotik mekanizma adi verilen ileri derecede 6zgiinlesmis

bir mekanizma ile tamamen mitokondrilerde gergeklesir (Sekil 2.8) (44,45).

Mitokondrilerdeki oksidatif fosforilasyonun ilk basamagi besinlerden ayrilan hidrojen
atomlarinin iyonizasyonudur. Bu hidrojen atomlan ¢ifter cifter ayrilir: Bunlardan biri
derhal H'" iyonuna doniisiir, digeri de NADH olusturmak iizere NAD “ya baglanir. {1k
olarak NADH’dan hidrojen atomunun da ayrilmastyla bir H" iyonu daha olusur, ayrilan
NAD" ise bu siirecte tekrar tekrar kullanilir. Hidrojen atomlarindan ayilarak
iyonizasyona neden olan elektronlar derhal mitokondrinin i¢ zariin bir integral pargasi

olan elektron transport zincirine (ETZ) girerler (45).
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Sekil 2.8. Oksidatif fosforilasyon
2.3.3. Elektron Transport Zinciri

Glukoz, yag asidi gibi enerjiden zengin molekiiller sonunda karbondioksit (CO,) ve su
olusan bir dizi oksidasyon reaksiyonu ile metabolize olurlar. Bu reaksiyonlarin
metabolik ara iiriinleri elektronlarmi 6zellesmis koenzimler olan NAD" ve FAD’a
vererek enerjiden zengin indirgenmis koenzimler (NADH ve FADH,) olustururlar. Bu
indirgenmis koenzimler elektron transport zinciri adi verilen bir grup Ozellesmis
elektron tasiyicisina bir ¢ift elektron verirler. Elektronlar, elektron transport zincirinde
ilerledikge, serbest enerjilerinin biiyiik bir kismini1 kaybederler. Bu enerjinin bir boliimii
ADP ve Pi’tan ATP sentezlenerek tutulabilir. Bu igslem ise oksidatif fosforilasyon ile
tanimlanir. ATP olarak yakalanamayan serbest enerjinin kalan boliimii ise 1s1 olarak

salinir (44).

Mitokondri i¢ zarinda elektron transport zinciri baglica bes ayr1 enzim kompleksinden
olusur. Bunlara Kompleks I, II, III, IV ve V ad1 verilir. Kompleks I-IV’lin her birisi
elektron transport zincirinin bir bdliimiinii igerir (Sekil 2.9). Kompleks V ise ATP

sentezini katalize eder. Her kompleks elektronlarini koenzim Q ve sitokrom c gibi
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goreceli olarak hareketli elektron tasiyicilarina verir. Elektron transport zincirinin her
tastyicist bir elektron vericisinden elektronlarini alir ve daha sonra en sonunda su
olusturmak i¢in oksijen ve protonlarla birlesmek iizere zincirdeki bir sonraki tasiyiciya
verir. Elektron transport iglemini solunum zinciri yapan, bu oksijen gereksinimidir ve

viicudun oksijen tiiketiminin en biiyiik bolimii burada gergeklesir (42-44).

3 40P + 38,
Suksinat il
dehidrojenaz e
NADH Sitokrombc1 Sitokram oksidaz  ATP
dehidrojenaz komplcks komplcks sentaz.

Sekil 2.9. Elektron Transport zinciri

Elektron transport zinciri reaksiyonlari:

Kompleks I (NADH Dehidrogenaz) : NADH’m NAD"ya oksidasyonunu
gerceklestiren enzimdir. Bu doniisiim esnasinda aciga c¢ikan hidrojen iyonlari, flavin
mono niikleotid (FMN)’e aktarilir ve FMNH, olusur. Kompleks I ayrica demir-kiikiirt
merkezleri olusturmak iizere kiikiirt atomlari ile ¢iftler olusturmus birka¢ demir atomu
da icerir. Bunlar hidrojen atomlarinin zincirin bir sonraki {iyesi olan ubikinona

aktarilmasi i¢in gereklidir (44).



H 2H 2H"
NADH ﬂ FMN ﬂ 2Fe* ﬁ CoQ
NAD' FMNH, 2Fe* CoQH,

Kompleks II (Siiksinat Dehidrogenaz): Siiksinatin Fumarata okside olmasi esnasinda
aciga cikan hidrojen iyonlarinin FAD da FADH;’ye indirgemesi esnasinda kullanilan

enzimdir (44).

FADH, CoQ

XK

FAD CoQH,

Koenzim Q (ubikinon), uzun bir izoprenoid kuyrugu olan bir kinon tiirevidir. Biyolojik
sistemlerde ¢ok yaygin olarak bulundugundan ubikinon olarak da adlandirilir. Koenzim
Q, hidrojenlerini hem NADH dehidrogenaz tarafindan olusturulmus FMNH, den hem

de siiksinat dehidrogenaz tarafindan olusturulmus FADH, den alabilir.

Kompleks III (sitokrom bcl kompleks, ubikinol-sitokrom c¢ oksidorediiktaz):
Sitokrom b, sitokrom c1 bir demir-siilfiir kompleksinden olusur. Her biri bir atom demir
tagtyan porfirin halkasindan olusmus bir hem grubu igerirler. Hemoglobinin hem
grubundan farkli olarak sitokromlarin demir atomu, reversibl elektron tasiyici goérevinin
geregi olarak, reversibl olarak ferri (Fe™) seklinden ferro (Fe™) sekline déniisiir. Bu

doniisiim sirasinda sitokrom c¢ indirgenir (44).

Kompleks IV (Sitokrom a+a; kompleksi, sitokrom c¢ oksidaz): Kompleks IV,
sitokrom a, sitokrom as ve 2 adet bakir iyonundan olusur. Bu reaksiyonda sitokrom c
okside olusurken agiga ¢ikan hidrojen iyonu ile O,’den H,O olusmasi s6z konusudur.

Bu reaksiyon sirasinda Fe™ de tekrar Fe™ haline doniisiir (44).

Elektronlar, elektron transport zincirinden gegerken biiylik miktarda enerji serbestlenir.
Bu enerji hidrojen iyonlarini, mitokondrinin i¢ matriksinden i¢ ve dig zarlar arasindaki
dis bosluga pompalanmak i¢in kullanilir. Béylece bu boslukta pozitif yiiklii hidrojen
iyon konsantrasyonu artarken i¢ matrikste kuvvetli bir negatif elektriksel yiik yaratilmis

olur.
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CoQH, 2Fe’*(cytb) 2Fe**(cytes) 2Fe**(cyte)
CoQ ﬂ 2Fe*(cyth) 2FeM(eyt ¢) 2Fe* (cyte)
H+
2Fe**(cyte) 2Fe**(cyta) H,O
2Fe* (cyte) 2Fe?' (cyta) ﬂ % 0,
2H"

Kompleks V (ATP sentetaz): Oksidatif fosforilasyondaki bundan sonraki asama
ADP’nin ATP’ye ¢evrilmesidir. Bu olay da mitokondrinin i¢ zar1 boyunca yerlesik, bast
bir diigme gibi i¢ matrikse dogru uzanan biiylik bir protein olan ATP sentetaz enzimi ile
gerceklestirilir. D1s bosluktaki pozitif yiiklii yiiksek hidrojen iyon konsantrasyonu ile i¢
zarin iki tarafi arasindaki biiyiik elektriksel potansiyel farki, hidrojen iyonlarinin bu
ATP sentetaz molekiilii i¢inden mitokondri matriksine akisina neden olur. Bu olay
sirasinda hidrojen iyon akimindan kaynaklanan enerji ATP sentetaz tarafindan ADP’nin
serbest iyonik fosfat kokii ile ADP’ye baglanarak ATP’ye doniisiimiinde kullanilir.
Boylece molekiil bir yiiksek enerjili fosfat bagi daha kazanir. (Sekil 2.11).

Siirecin son agamasi mitokondri i¢indeki ATP’nin sitoplazmaya transferidir. Bu gegis,
i¢ zardan kolaylastirilmis difiizyonla ve gecirgen olan mitokondri dis zarindan da basit
difiizyonla olur. ADP de, ATP’ye cevrilmek iizere siirekli olarak mitokondri matriksine

transfer edilir (42-44).

Elektron transport zincirinden gegen her iki elektrona karsilik iic molekiil ATP sentez

edilir.

Sekil 2.10. ATPaz (Kompleks V’in yapisi)
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2.3.4. Mitokondrilerde Oksidatif Stres ve Antioksidan Mekanizmalar

Oksijenle yasayan tiim canlilarda, normal metabolizma sirasinda serbest oksijen
radikallerinin olusumu, kacinilmaz bir olaydir. Bu nedenle, mitokondrial elektron
transport zinciri, mikrozomal sistem, fagositozda aktive olan peroksizomal enzimler ve
diger baz1 sitozolik enzimler, serbest oksijen radikallerinin endojen olusumuna aracilik
ederler. Canli organizmalar bu endojen ve ekzojen kaynakli radikallere karsi biyolojik
biitiinliiklerini koruyabilmek i¢in birgok savunma mekanizmasi gelistirmislerdir.
Bununla beraber, antioksidan savunma sistemleri ile serbest oksijen radikalleri
arasindaki dengenin bozulmasiyla, agir1 miktarda tiretilen serbest radikaller; enzimler ve
diger cesitli proteinler, niikleik asitler, polisakkaritler ve zarlar {izerinde toksik etkiler
olusturarak, cesitli hiicre ve dokularda hasara neden olmaktadir. Serbest oksijen
radikalleri proteinleri, lipidleri, karbonhidratlar1 ve niikleik asitleri hasara ugratirlar.
Serbest radikaller, doymamis yag asitlerinde peroksidasyonu baglatarak, zar reseptorleri
ile enzimlerin inaktivasyonuna yol agarak, polisakkarit depolimerizasyonu ve protein

caprazlagsmalari olusturarak hiicre zarlarinda hasar meydana getirirler (46).

Ateroskleroz, hipertansiyon, iskemi-reperfliizyon hasari, inflamasyon, kanser, tip II
diabet ile Parkinson ve Alzheimer Hastaligi gibi norodejeneratif hastaliklarin
patojenezindeki ortak sorun oksidatif hasardir. Ayrica yaslanma siirecinde de oksidatif

hasarin 6nemli bir rol oynadig1 bilinmektedir (47).

Reaktif oksijen ve nitrojen radikalleri tarafindan gergeklesen oksidatif hasarin en biiyiik
kaynaklarindan birisi de mitokondrilerdir. Elektron transport zinciri reaksiyonlari
sirasinda siirekli serbest radikaller olusur ancak bunlar, antioksidan savunma sistemine
ait enzimler tarafindan elimine edilirler. Bu enzimlerin basinda ise siliperoksit dismutaz
(SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gelir. Onemli olan, hiicre ve/veya biitiin
viicudun serbest radikallere verdigi cevaptir. Mitokondri elektron transport zincirinde
ozellikle de stiper oksit (O,"") anyonunun olusumu kaginilmazdir ve bu reaktifin baslica
kaynaklar1 kompleks I ve kompleks III’tiir. Kompleks I matrikse, kompleks III ise i¢
zarin her iki tarafina da O," salar. 2-oksoglutaraldehit dehidrogenaz ve diger enzimler
matrikse O," salimina eslik eder. Agik olan IMAC kanalindan matriks siiper oksiti
zarlar arasi bosluga gegebilir. O, ’nin %1°lik bir fraksiyonu H,O*’ya hidrate olur veya

matriksteki MnSOD veya zarlar arasi bosluktaki CuZnSOD ile H,O;’ye doniistiirtiliir.
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H,0, ve OH" Her ikisi de oldukga reaktiftir. Proteinler ve DNA hasarinin yani sira lipid
peroksidasyonunu baslatirlar. H,O, nin ¢ogu GSH-Px tarafindan yakalanir(47,48).

Serbest Oksijen Radikali Kaynagi Olarak Kompleks II1

Kompleks III aktivitesi sirasinda serbest radikallerin olusumu Q siklusu esnasinda
gergeklesir. Q siklusunda Qo ve Q; olmak iizere iki baglanma bolgesi vardir. Bunlardan
Qo zarin sitozolik yiizeyinde, Q; ise membranin matriks ylizeyinde yerlesmistir.
Komplex III aktivitesi esnasinda, ubikinoliin (UQH;) sitokrom c’ye aktarilmasi
esnasinda UQO®™ olusur. Oncelikle, UQH, membran havuzundan i¢ membranin
sitozolik yiizeyine yakin olan Q, baglanma bélgesine difiize olur. Ilk elektron,
UQH;’den demir-siilfiir kompleksi olan Rieske proteinine transfer edilir (ki bu elektron
daha sonra sitokrom c1’e oradan da sitokrom c’ye aktarilir) ve bu islem 2H" iyonunun
sitozolik tarafa salimina neden olurken Qo bolgesinde UQ*™ olusumuna neden olur. Eger
bu UQ® membran i¢inde ¢6ziinmiis halde ulunan O, ile birlesirse UQO® olusur ve
normal sartlar altinda UQO"", sitokrom bL ile hemen UQ’ya okside edilir. Bu durum
ozellikle de elektron transportunun yavasladigi yliksek membran potansiyeli farki
durumunda goriilir. Bu reaksiyon sonucunda O,"" olusur (49). Muller ve ark. (50),
kompleks IIT araciligi ile olusan bu O," ’nin yaklagik yarisinin negatif membran
potansiyeli nedeniyle matrikse gectigini gostermistir.

Q siklusunun diger fazinda ise; ikinci elektron, sitokrom bp’nin hem grubundan
sitokrom by’nin hem grubuna aktarilir. Bu iki b hem grubu arasindaki zar boyunca
gecis, yiksek membran potansiyeli farkinda Qo fazindaki UQ®" goriilme siiresinin
uzamasindaki temel nedenlerden biridir. Bu nedenle de yiiksek potansiyel farkinda O,"”
olusumunun artmasi ka¢inilmazdir. Sitokrom by hem grubu matriks yiizeyine yakin
olarak yerlesmis Q; baglanma bolgesinin yanindadir. Sitokrom by UQ’ya bir elektron
vererek UQ®" olusmasina neden olur. Ikinci UQH, molekiilii Qo bolgesinde okside
olurken, ikinci elektron Q; bolgesinde UQ®™ molekiiliinii UQH,’ye indirger ve UQH;
havuza geri doner. Q; bolgesi UQ®™ molekiiliinii sikica baglar ve kararl hale getirir. Bu
durumda UQ*™ molekiilii Q; bolesinde O, ile etkilesemez. Bu nedenle Qo bolgesi UQ*™
olusumuna neden olurken, Qi bolgesi UQ®™ molekiiliinii kararli hale getirerek yagda

¢oziinmiis oksijenle birleserek UQO®™ olusturmasina engel olur (Sekil 2.11) (47,49).
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Sekil 2.11. Mitokondri i¢ zarinda oksidan ve antioksidan mekanizmalar

Serbest Oksijen Radikali Kaynagi Olarak Kompleks I

Kompleks I tarafindan olusan O,* ’nin hepsi matrikse salinir ve bu O," matrikse derhal
MnSOD tarafindan yakalanir. Kompleks I ¢ok biiyiik bir molekiil oldugu i¢in kompleks
[’teki gibi O, kaynagi olan bolgeler ve mekanizmalari tam olarak
aydmlatilamamistir. Kompleks I’in demir-siilfiir bagli bolgelerinde zar potansiyel farki
yiikseldiginde, diger bir deyisle elektron transportu yavasladiginda O, {iretiminin
artacagl disiiniilebilir. Bunun aksine, zar potansiyel farkinin distiriilmesi UQ
havuzunun okside olma egilimini artiracak ve kompleks I’e elektron destegi artacak ve

boylece O, liretimi azalacaktir (47).
Mitokondrilerdeki Diger Serbest Oksijen Radikali Kaynaklar:

Stiksinat Dehidrogenaz (Kompleks II) gibi mitokondrial dehidrojenazlarin da serbest
oksijen radikali kaynagi oldugu diisiiniilmektedir. Kompleks II elektron transfer partneri
bulamadiginda flavin semikuinon radikalinin rediikte flavin ile reaksiyona girmesi
durumunda ancak siiperoksit radikali olusumuna neden olur. Bu da ancak oksidatif

hasar veya hipoksi durumlarinda goriilen bir olaydir. Diger flavoprotein enzimlerin
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aktivitesi sirasinda da rediikte flavinler serbest oksijen radikali olusumuna neden

olabilir.

Ayrica zara gomiilii olan 3-fosfogliserol dehidrogenaz da O," liretimine neden
olmaktadir. Monoaminoksidaz izoenzimleri de biyolojik aminleri okside ederek H,O,
olusumuna neden olur. Bunun yani sira apoptoz baslatici faktor de NADH oksidaz

enzim aktivitesini artirmak suretiyle O,"" tiretimini artirmaktadir (48).

Reaktif Oksijen Partikiillerinin Mitokondrial ve Ekstramitokondrial Yollarla

Detoksifikasyonu

Matrikste olusan O, MnSOD ile, zarlar arasi bolgeye gecen O," ise buradaki
CuZnSOD ile H,O,’ye doniistiiriiliir. Sitozole gegcen O," ise sitozolik CuZnSOD ile,
hiicre digina ¢ikan O," ise ekstraseliiler CuZnSOD ile H,O,’ye doniistiiriiliir (47-50).

Bu nedenle Kompleks III araciligi ile olugan oksidatif hasarda Q siklusunda iki 6nemli
antioksidan savunma sistemi rol oynar. Bunlardan Q, zarlar arasi1 bosluga yakin olmasi
nedeniyle, bu molekiiliin aktivasyonu esnasinda olugsan O," zarlar aras1 bosluga geger
ve burada CuZnSOD ile detoksifiye edilir (51). Ancak bu bolgede yeterli antioksidan
savunma saglanamazsa bu O," radikalleri voltaj kapili kanallar aracilig ile sitozole
gegebilirler. Bu durumda ise sitozolde bulunan CuZnSOD enzimi detoksifikasyondan
sorumludur (52). Q déngiistiniin Qi komponenti araciligi ile olusan O,"" ise matrikste
MnSOD ile H,O,’ye doniistiiriiliir. H,O, ise 6zellikle de Fe™ gibi ge¢is elementlerinin
Fenton reaksiyonu sonucu °‘OH radikaline doniigiir. *OH biyolojik molekiillerle
etkilesebilen oldukga reaktif bir molekiildiir. Glutatyon S transferaz, peroksiredoksinler
gibi tioredoksin gruplar1 gibi glutatyon temelli sistemler sitozoldeki temel redoks
tamponlaridir. "OH ve diger reaktif oksijen partikiilleri selenyum igeren bu redoks
sistemleri tarafindan detoksifiye edilir. H,O,’nin ortamdan uzaklastirilmasinda en

onemli mekanizmalardan birisi de GSH-Px enzimidir (Sekil 2.11).

Mitokondrilerdeki Oonemli antioksidanlardan birisi de koenzim Q’dur. Koenzim Q
kismen indirgenmis formunda bulunursa serbest oksijen radikali kaynagi olarak, tam

indirgenmis formda bulunursa antioksidan olarak etki gosterir (53).

Mitokondrilerde reaktif oksijen molekiillerini engellemenin diger bir yolu ise, membran
potansiyelidir. Membran potansiyeli farki yliksek olursa, reaktif oksijen partikiillerinin

sentezi artar. Ancak bu potansiyel farkini diisiirme mekanizmalar1 heniliz tam olarak
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aydinlatilamamis olmakla birlikte bazi iyon akis1 hareketlerinin ve proton pompast

aktivitesinin bu potansiyel farki lizerine etkili olabilecegi diistiniilmektedir (54).
2.3.5. Melatonin ve Mitokondri

Melatonin ile mitokondriler arasindaki iligki ilk kez Yuan ve Pang (55) ve Poon ve Pang
(56) tarafindan gosterilmistir. Daha sonra yapilan arastirmalarla melatoninin karaciger
ve beyin mitokondrisinde oksidatif fosforilasyon komplekslerinden Kompleks I ve
Kompleks IV’iin aktivitelerini zaman bagli olarak (57) ve doza baglh olarak (58)
artirdigl gosterilmistir. Ayrica bu komplekslerin aktivitelerinin de sirkadiyen bir ritim
icinde gergeklestigi ve bunun da muhtemelen melatonin hormonu ile diizenlendigi
diisiiniilmektedir. Bunun yani sira melatoninin bu roliinii bilinen antioksidan indolamin
ozelligi ile degil, yiiksek redoks potansiyeli nedeniyle ETZ’nin kompleksleri ile
etkileserek elektron alis verisine katkida bulunmak suretiyle ve elektron akisini
hizlandirmak suretiyle gergeklestirdigi diisiiniilmektedir. Melatonin’in kompleks I ve
kompleks IV aktivitesini artirmasinin fizyolojik sonucu olarak ATP iiretimi artmaktadir
(59). Ayrica melatoninin mtDNA hasarini (60) ve mitokondri zarlarinda oksidatif hasara

bagli lipid peroksidasyonunu (61) dnledigi de gdsterilmistir (Sekil 2.12).
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Sekil 2.12. Melatoninin mitokondri i¢ zarindaki antioksidan roli
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Mitokondri zarinin permeabilitesinin bozulmasina bagli hiicre o6liimiinde matrikse
normalden fazla bir Ca™ akisi s6z konusudur. Bunu takiben, mitokondrial permeabilite
gecisi (mitochondrial permebility transition; MPT) ad1 verilen teoriye gore, mitokondri
i¢ zarinda bulunan mega kanallar agilarak <1500 Dalton olan molekiilleri gecirmeye
baslar. Bu durumda ATP sentezlenmesi yerine hidrolizi ve yikimi s6z konusu olur.
Ayrica mitokondri matriksindeki iyonlar da bu kanaldan sitozole gegebilir ve hiicre
nekroze olabilir. ikinci mekanizmaya gore ise; sitokrom c zarlar arasi bosluktan sitozole
gecer ve burada Apaf-1 adi verilen diger bir faktdre baglanir. ATP varliginda bu
kompleks apoptozom adi verilen diger bir kompleksi polimerize eder. Bu kompleks de
apoptozun 6nemli proteazlarindan olan caspase-9 ve caspase-3’1i aktive eder. Proteolitik
reaksiyonlar kaskadi DNAaz’lar1 aktive eder ve sonucta hiicre 6liimii gergeklesir. Bu
nedenle hiicre permeabilitesinin korunmasi hiicre 6liimii agisindan oldukca onemlidir.
Bu nedenle melatoninin zarin stabilitesini artirmasi nedeniyle de mitokondri zarinin
permeabilitesinin bozulmasina bagli apoptozisi onledigi diisiiniilmektedir (Sekil 2.13)

(62,63).
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Sekil 2.13. Melatoninin mitokondriler aracili apoptozisin 6nlenmesindeki énemi.
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Melatoninin mitokondrilerde iki Onemli etkisi vardir. Bunlardan biri indolamin
yapisinin antioksidan 6zelliginden kaynaklanan koruyucu etkisidir. Bu etki hem serbest
radikalleri yakalamast hem de antioksidan enzim aktivitelerini artirmasindan
kaynaklanir. Ikinci etkisi ise; ETZ komplekslerinin aktivitelerini artirarak, patolojik
durumlarda mitokondrilerin fonksiyonunu idame ettirebilmesine yardimci olmasi ve

ATP sentezini artirmasidir (64).



3. GEREC VE YONTEM

Calisma, Erciyes Universitesi, Tip Fakiiltesi, Fizyoloji Anabilim Dali’'nda ve Balearic
Islands Universitesi, Biyoloji Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Biyokimya Anabilim
Dali’'nda gergeklestirildi. Deneylerde Real-time PCR (Roche Light Cycler), kinetik
Olciim yapabilen ¢ok amacli ELISA cihazi (BioTek Ins., UT, USA), ELISA okuyucusu,
elektroforez, spektrofotometre (Helios beta), sogutmali santrifiij (Hettich), hassas terazi
(Bosch S2000), pHmetre (Sartorious), su banyosu (Memmert), etiiv (Dedeoglu),
manyetik karistirict (Niive), vortex (Elektromag), homojenizatér ve diger laboratuar

malzemeleri kullanlda.

Kullanilan cam malzemelerin tiimii deiyonize su ile yikanip bir giin %20 HNO;
cozeltisinde bekletildikten sonra, {i¢ kez deiyonize sudan gegirilerek demineralize

edildi. Deneylerde kullanilan ¢ozelti ve tamponlar deiyonize su ile hazirlandi.
Calismada kullanilan kimyasal maddeler gerekli ortam sicakliklarinda saklanda.
3.1. DENEY GRUPLARI

Deneyler; Erciyes Universitesi Deneysel Klinik Arastrma Merkezi'nden saglanan
Swiss Albino 90-120 giinliik, ortalama 200-250 gr agirliginda, 50 erkek si¢an iizerinde

gerceklestirildi. Deney siiresince, normal oda sicakligi ve neminde tutulan siganlar,
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standart pellet yem ve musluk suyu ile beslendi. Sicanlar 10’arli 5 gruba ayrilarak
havalandirmasi ve 1siklandirmasi ayarlanabilen sirkadiyen ritim ¢alismalar1 i¢in 6zel
olarak tasarlanmis olan kafeslerde bir hafta siireyle farkli aydinlik-karanlik (A-K)

dongiilerine tabi tutuldu. Gruplara uygulanan aydinlik/karanlik dongiileri:

1. Kontrol  : 12/12 saat A/K dongiisli uygulanan grup

2. Grup : 0/24 saat A/K dongiisii uygulanan grup
3. Grup : 8/16 saat A/K dongiisii uygulanan grup
4. Grup : 16/8 saat A/K dongilisii uygulanan grup
5. Grup : 24/0 saat A/K dongilisii uygulanan grup

Gruplardaki biitiin sicanlar bir haftalik siirenin sonunda i¢inde bulunduklar sirkadiyen
ritmin gerektirdigi 151k ortaminda her sabah saat 10:00°da 40mg/kg ketamin ile anestezi
edildikten sonra abdominal aortadan biitiin kanlarinin heparinli enjektore cekilmesi
suretiyle oldiirtildii. Siganlardan kan alimi islemini takiben kafatasi insizyonla agildi ve
pineal bezleri, beyinleri ve gozleri ¢ikartildi. Pineal bez 6rnekleri hizli bir sekilde doku
RNAaz enzim inhibitorii igeren serum fizyolojik cozeltisine konularak —80°C’de
saklandi. Cikarilan beyin ve goz Ornekleri mitokondri izolasyonu i¢in hazirlanmig
homojenizasyon ¢ozeltisine alinarak homojenize edilerek, izolasyon islemine geg¢ildi.

Elde edilen mitokondri ¢ozeltileri de dlgiimlere kadar —80°C’de saklandi.

Sicanlardan alinan heparinli tam kan Ornekleri; 3 kez fosfat tamponu ile (PBS)
yikanmak ve santrifiij edilmek suretiyle, eritrosit paketi ve plazma olmak tizere ayrilip
plazma melatonin diizeyleri ve antioksidan enzim aktivitesi dl¢iimleri i¢in —20°C’de

derin dondurucuda saklandi.

3.2. PLAZMA MELATONIN DUZEYININ OLCULMESI

Plazma Melatonin diizeyi Melatonin ELISA kiti (IBL, Turkey) ile 6l¢iildi. Testin
prensibi, biotinlenmis ve biotinlenmemis antijenlerin belli miktarda antibadi baglanma
bolgesine kompetatif baglanma derecelerinin Ol¢ililmesi esasina dayanir. Biotinlenmis
antijen baglanmasi 6rnekteki analit konsantrasyonu ile ters orantilidir.

Plazma oOrneklerinden melatoninin ekstraksiyonu 6zel olarak hazirlanmis ekstraksiyon
kolonlar1 (Waters) ile gerceklestirildi. Sistem dengeye geldiginde, serbest biotinlenmis

antijenler ortamdan uzaklastirilarak p-nitrofenil fosfat substrati varliginda antibadilere
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bagli olan biotinlenmis antijenlerin miktar1 anti-biotin alkalin fosfataz belirteci ile
belirlenirken, miktar tayini ise konsantrasyonu bilinen ayni sekilde c¢alisilmis standart

egriden hesaplandi ve pg/ml cinsinden ifade edildi (65,66).
3.3. MELATONIN RESEPTOR EKSPRESYONUNUN OLCULMESI

Melatonin reseptorlerinden MT1 ve MT2 reseptdrlerinin ekspresyonlari, SYBR Green I
floresan boyasinin DNA ¢ift sarmalina baglanarak floresan 1s1ma vermesi esasina
dayanan yontemle, gercek zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (Real-Time

PCR; Gergek zamanli PZR) cihazi (Roche; Light Cycler) ile tayin edildi.
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR; PCR) Teknigi

PZR teknigi ilk kez Kary Mullis tarafindan 1985’ te bulunmus ve 1993 yilinda bu ¢alisma
ile Nobel odiilii kazanmigstir (67). Bu yontemde DNA (deoksiribo niikleik asit) zincirinin
onceden belirlenen bir bolgesini ¢ogaltmak i¢in kullanilan, molekiiler genetik alaninda
devrim niteligi tasiyan bir tekniktir. PZR uygulamalart i¢in ilgili gen bolgesine ait baz
dizisinin bilinmesi gereklidir. Metot basit¢e tiipte niikleik asitlerin uygun kosullarda
cogaltilmasi esasina dayanir. Bu yontemle RNA (ribo niikleik asit) cogaltilmak istenirse
bunun Once revers transkriptaz kullanilarak DNA kopyasi ¢ikarilir ve PZR ile bu DNA
molekiili ¢ogaltilir. Bu ¢alismada, MT1 ve MT2 reseptorlerine ait genlerin mRNA

diizeyleri ger¢ek zamanli polimer zincir reaksiyonu ile kantitatif olarak o6l¢iildii.
Islem 4 asamada gergeklestirildi:

1. RNA Ekstraksiyonu: RNAaz inhibitorii igeren serum fizyolojik i¢inde Ol¢limlere
kadar —80°C’de bekletilen pineal bez dokusu, 500ul Tripure ¢ozeltisi igine alinarak
homojenize edildi. 12000g’de 4°C’de10 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonunda elde edilen
tic fazli ¢ozeltide RNA igeren orta faz alindi. 5dk buz banyosunda bekletildikten sonra
tizerine 200 pl kloroform eklendi ve 15 sn vortekslendi. 12000g’de 4°C’de 15 dk santrifij
edildi. Olusan ii¢ fazli sistemde RNA igeren en iist faz alindi. Uzerine 500ul izopropanol
eklendi. Elde calkalandi ve bu formu gece boyunca —20°C’de bekletildi. 12000g’de
4°C’de 15 dk santrifiij edildi. Stipernatan atild1 ve pellet iizerine 1 ml etanol eklenerek,
7500g’de 4°C’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatan atildi ve pellet kuruluga kadar savantta
kurutuldu. RNAaz icermeyen su ile daha dnce hesaplanmis miktarlarda restispande edildi.
65°C’de 15 dk bekletildi. 260 ve 280nm’de spektrofotometrede miktar ve saflik tayini
yapild1 (68).
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2. RNA’dan ¢cDNA elde edilmesi: PZR ii¢ degisik sicaklikta ¢alisan basamaklarin bir
dongili halinde tekrarlanmasi ile gerceklesir. Bu islem icin amaca yonelik olarak

hazirlanmis otomatize sistemlerden ( Thermal Cycler ) yararlanildi.

Ik basamakta, 90 °C’de 1dk siireyle denatiire edilerek DNA’nmn iki zincirinin
birbirinden ayrilmasi saglandi. Daha sonra iizerine 1:1 oraninda revers transkriptaz
eklendi ve Thermal Cycler cihazinda 42 °C’de 60 dk ve 95 °C’de 5 dk bekletilmek
suretiyle cDNA’s1 elde edildi. Elde edilen bu cDNA 1/10 oraninda diliie edilerek MT1
ve MT2 reseptorleri icin gercek zamanli PZR cihazi ile mRNA ekspresyonlarina bakildi
(68).

3. Agaroz jel: Cogaltilan ve gercek zamanli PZR cihazinda kantitatif tayini yapilacak
olan cDNA’nin MT1 ve MT2 reseptorlerine ait olup olmadiginin tespit edilmesi i¢in
proteinleri agirliklarina gore ayirma yapan agaroz jel elektroforezi yapildi. Elektroforez
ile boylaria gore ayristirtlan DNA zincirleri etidyum bromiir ile boyanarak ultraviyole
15181 altinda floresans vererek goriiniir hale getirildi. Elektroforez’de PZR iiriinlerinin
biiylikliigii daha onceden bilinen DNA molekiilleri ile karsilastirilarak belirlendi.
Reaksiyonun 6zgiilligli ¢ok iyi tanimlanmig primer oligoniikleotidlerin secilmesiyle

saglandi (Sekil 3.1, Sekil 3.2).

L e — o —
- - ——
-

Sekil 3.1. MT1 reseptorii i¢in agaroz jel elektroforezi sonuglart
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BT U

Sekil 3.2. MT2 reseptoril igin agaroz jel elektroforezi sonuglari

4. Ger¢cek Zamanh Polimer Zincir Reaksiyonu (Real-Time PCR) ile Kantitatif
Tayin:

Gergek Zamanli PZR sistemi, floresan boyalar ya da problar kullanilarak PCR {irlinliniin
reaksiyon sirasinda goriintiilenmesine olanak verir. Uriiniin ¢ogalimi floresan sinyalin
artisina neden oldugundan, her dongiide artan DNA miktar1 reaksiyon siiresince hassas
olarak Olgiiliir. Bu calismada gercek zamanli PZR reaksiyonlarinda interkalatér boya
yontemi kullanild1 ve 4 asamada gergeklestirildi. Bunlardan ilki inkiibasyon adi verilen
denatiirasyon siiresi, ikincisi dongii (siklus) adi verilen ii¢ basamakli amplifikasyon
stiresi, ticlinciisii ise Tm ad1 verilen erime noktasinin tayini ve son olarak da sogutma

siiresidir (Sekil 3.3).

SYBR Green

Polymerase

Sekil 3.3. Ger¢ek zamanli PZR sisteminde SYBR Green I boyasi ile interkalator boya yontemi esasinin
sematik gosterimi.

Gergek zamanli PZR ile cDNA’nin ¢ogaltilabilmesi igin tepkime karisimina; ¢ogaltilacak
olan kalip cDNA, bu cDNA’da ¢ogaltilmasi1 planlanan bolgedeki cDNA dizisini 6zgi
olarak tamiylp baglanacak olan primerler, enzim olarak Taq polimeraz, sentezde

kullanilacak  deoksiniikleotid trifosfatlar (dNTP), magnezyum klorir (MgCl,),
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polimerazin caligmasi i¢in tampon gorevi yapacak maddeler ve 6zgiil olmayan floresan
isaretli problardan olan Syber Green I floresan boyasi, laminar flow altinda daha 6nceden
ultraviyole 1s1k altinda sterilize edilmis malzemeler kullanilarak 4°C’de eklendi. Karisim,
gercek zamanli PZR icin 6zel olarak tasarlanmis genis yiizey alanina sahip 1.5mm dis
capa sahip, 3 cm uzunlugundaki kapillerlerde hazirland1 ve ger¢ek zamanli PZR’de her bir

reseptor icin agsagidaki protokoller uygulandi (Sekil 3.4) (69,70).

Sealed 20 ul sample
capillary with superior
surface-to-volume ratio

i

Air heating and cooling
for rapid temperature
ramping

Heating coil =

Carousel with
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J 32 samples
J\‘J to position
fluorimeter

i Thermal Chamber%
Stepper motor > > > >
to position samples Fan [ - . . : I
over optics
A S8 L0 &
I__. T =] LI

(Irrrgs
Piiiii"d

>

i

Stepper motor

0

Filters
Photohybrids

Maintenance-free

LED light source Microvolume fluorimeter with
Rodenstock quality optics

Sekil 3.4. Ger¢ek zamanli polimer zincir reaksiyonu sistemi sematik gosterimi
4.a. MT1 Reseptorii mRNA ekspresyonu tayini icin kullanilan gercek zamanh PZR

protokolii:

MT1 reseptorii i¢in amplikon uzunlugu 122pb baz c¢ifti olup, kodlayici primerin baz
dizilimi: 5'- ACTGGAAGGCCAATACAGTTGA, kalip primerin baz dizilimi: 5'-
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ATGTTCGCAGTGTTTGTGGTTT seklindedir. MT1 reseptoriine ait mRNA’dan elde
edilen cDNA’ya ait gercek zamanli PZR’de asagidaki protokol uygulandi.

Inkiibasyon : 95°C’de 600 sn (denatiirasyon; DNA ¢ift sarmalinin ayrilmasi)
Dongii : 95°C’de 10 sn (denatiirasyon, DNA ¢ift sarmalinin ayrilmasi)

58°C’de 10 sn (birlesme, annealing, primerlerin DNA’ daki hedef

bolgelerle 6zgiil hibridizasyonuna olanak verecek sicaklikta birlesmesi)

72°C’de 7 sn (polimerizasyon, sentez; primerlere baglanmis olan enzim
molekiillerinin 3' ucuna kalip DNA' ya uygun niikleotidleri ekleyerek DNA sentezi

yapmast).

Bu ii¢ basamak bir dongiiyli olustururken, her tekrarlaniginda iki primer arasinda kalan
ozgiil DNA pargasinin her iki zincirinin birer kopyasi ¢ikarilmig olup ve n dongiide 2 "

sayida amplifikasyon iiriinii elde edildi.

Erime noktas1 tayini: 95°C’de 5 sn, 65°C’de 180 sn, 99°C’de 1 sn (Primerlerin
ayrilmis DNA zincirleri tizerinde (tamamlayici) komplementer olduklari bolgelere
eslesip kalip DNA zinciri ile primer arasinda hidrojen baglarinin olusmasinin
saglanacagi bir sicaklik derecesi vardir. Tm ( erime noktasi ) adini alan bu sicaklik

derecesi primer dizisinin baz igerigine gore degisir. Primerdeki G ve C sayisi artik¢a

Tm derecesi de artar. Tm=4(G+C)+2(A+T))
Sogutma siiresi :95°C’de 1 sn, 40°C’de 20 sn

4.b. MT2 Reseptorii mRNA ekspresyonu tayini icin kullanilan ger¢ek zamanh PZR

protokolii:

MT?2 reseptorii i¢in amplikon uzunlugu 64pb baz ¢ifti olup, forward primerin baz dizilimi:
5'-GGCGGGGAGGAAATAAGA, revers primerin baz  dizilimi ise: 5'-
GTTGCGATACACAGACAGGA seklindedir. MT2 reseptoriine ait mRNA’dan elde
edilen cDNA’ya ait gercek zamanli PZR’de asagidaki protokol uygulandi.

Inkiibasyon : 95°C’de 600 sn (denatiirasyon)
Dongii : 95°C’de 10 sn (denatiirasyon)
68°C’de 10 sn (birlesme, annealing)

72°C’de 7 sn (polimerizasyon, sentez).
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Erime noktasi tayini: 95°C’de 5 sn, 65°C’de 180 sn, 99°C’de 1 sn
Sogutma siiresi :95°C’de 1 sn, 40°C’de 20 sn

SYBR Green I Boyasi ile DNA Tayini

Floresan boya SYBR Green I DNA c¢ift sarmalina baglanma 06zelligine sahiptir.
Amplifiksayon isleminin baslangicinda reaksiyon karisimi olarak denature DNA,

primerler ve SYBR Green I boyasi1 kullanildi. Yontemin esasi:

Polimeaz zincir reaksiyonu esnasinda ilk asama, DNA ¢ift sarmalinin ayrilmasidir.
Daha sonra Syber Green I boyast bu DNA sarmalina baglanir. Ekspresyonu tayin
edilmek istenilen reseptoriin genetik sifresini iceren DNA koduna karsilik gelen primer
ortama eklendiginde primerler “annealing; baglanma” adi verilen islemle DNA cift
sarmali olusturmaya baglar ve primerlerin baglanma asamasindan sonra, DNA’ya

baglanmis olan SYBR Green I molekiilleri eksitasyonla floresan 151n yaymaya baslar.

Zincirin uzamasi esnasinda, yeni sentezlenen DNA sarmalina daha ¢cok SYBR Green |
molekiilii baglanir ve artan floresan zamana bagli olarak kantitatif sekilde kaydedilir.
Her bir PCR siklusunun uzama basamaginin sonundaki floresan dl¢timii artan amplifiye

DNA ’nin miktarini1 monitorize eder.

Calismada housekeeping gen olarak ise; 18 S ve [B-Actin ekspresyon seviyesi internal
kontrolii olarak kullanildi. Kullanilan 18 S kodlayici primer 5’-GAG GTG AAA TTC
TTG GAC CGG-3’; kalip primeri ise 5’-CGA ACC TCC GAC TTT CGT TCT-3’
dizilimlidir. B-Actin i¢in kodlayici primer 5’- GTG GTG TGT GAA GCT GTA GCC-
3’, kalip primer ise 5’- ACG GGC AAT GTG ATG GAC TC-3’ seklindedir.

“Light Cycler” Sisteminde ayrica erime noktasi tayini ve cDNA sentezi kantitatif
analizleri software aracilig1 ile gergeklestirildi. Sentezin gerceklesebilmesi i¢in bu deger

On denemelerle belirlendi.

“Light Cycler” Sistemi software’i araciligi ile kantitatif analizde, analizin log-lineer fazi
tizerinden hesaplamalar yapildi. Farkli diliisyonlarda hazirlanmis konsantrasyonu
bilinen DNA iirlinleri ile hazirlanan standart egrilerin verdigi kuantifikasyon egrileri
iizerinden “Ikinci Tiirevin Maksimumu” metodu ile miktar tayini yapildi. Bu metot,
floresansin en fazla oldugu siklus numarasini (Crossing Point) otomatik olarak
hesaplayan bir metottur. Bu nokta ayni1 zamanda floresansin en hizli oldugu noktadir

(Sekil 3.5, 3.6) (69,70).
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3.4. MITOKONDRI iZOLASYONU

6ml/g beyin dokusu ve goz dokusu izolasyon mediumu olarak hazirlanan STE (Sukroz,
Tris ve EGTA soliisyonu; pH:7.4; 4°C; 250 mM Siikroz, 5 mM Tris, 2 mM EGTA)
sollisyonu i¢inde ayr1 ayr1 homojenize edildi. Homojenizator yaklagik 10 kez sabit
zaman araliklar1 ile hareket ettirilerek hazirlanan homojenat, 2000 g’de 8 dk santrifiij
edildi. Siipernatanlar alindi ve 12000g’de 10 dk tekrar santrifiij edildikten sonra pellet
daha sonra yapilacak deneyin amacina gore resiispansiyon soliisyonu (pH:7.4; 4°C;
140 mM KCl, 20 mM Tris HCI) i¢inde resiispande edilerek ol¢limlere kadar —80°C’de
saklandi1 (59, 71, 72).

3.5. MITOKONDRILERDE GLUTATYON PEROKSIDAZ AKTIiVITESI
TAYINI

Mitokondrilerde glutatyon peroksidaz (GSH-Px ) aktivitesi birlesik enzimatik yontem
kullanilarak tayin edildi (73).

Metodun prensibi, GSH’1n H,O, ile oksitlenmesini katalizleyen GSH-Px reaksiyon
hizinin, GSSG-Rd reaksiyonu sirasinda tiiketilen NADPH konsantrasyonu iizerinden
Ol¢iilmesi esasina dayanmaktadir. Reaksiyon ortamina ekzojen olarak eklenen NADPH
ve GSSG-Rd ile okside glutatyon derhal GSH sekline doniistiiriilerek ortamda GSH
konsantrasyonu sabit tutulmaktadir. Reaksiyon karisimimdaki NADPH’in NADPye
dontismesi esnasinda 340 nm’de, optik dansite (OD)’deki diisiis izlenerek GSSG

olusum hiz1 6l¢iilmek suretiyle enzim aktivitesi dl¢iildii.

GPx
ROOH +2 GSH » ROH + H,O + GSSG

GSSG + NADPH + H' » 2 GSH + NADP'

ROOH: Tert-butil hidroperoksit (R= C (CHj3)s)
GSH: Rediikte Glutatyon

GPx: Glutatyon Peroksidaz

GSSG: Okside Glutatyon
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GRd: Glutatyon rediiktaz
Reaktifler:
Reaksiyon tamponu:
- 50mM Tris HCl ~ (T-3253) pH= 7,6 (IN KOH ile ayarlandi)
- 5mM EDTA (E-0270)
- 1 mM GSH (G-6529)
- 0.22 mM B-NADPH(N-1630)
- 0.4 U/ml GRd (G-3664)

Tert-Butyl Hidroperoksid’in hazirlanis1 (B-2633)
- Her bir kiivette son konsantrasyon, 0,22 mM ROOH olacak sekilde ayarlandi.

Enzimatik tayin:
950 ul Reaksiyon tamponu + 10 pl drnek kiivete kondu. Uzerine 40 ul ROOH eklendi
ve 340 nm’de 37 °C’de 3 dk boyunca aktivite izlendi.

Aktivite Tayini:

Aktivite= nmol NADPH okside / dk= 1mU GPx

NADPH &= 6.22 ¢cm” / pmol

Aktivite (nmol/dk .ml) = mA/dk . 1000/6.22 formiilleri ile hesaplandi.

3.6. MITOKONDRILERDE Mn-SOD AKTiVITESI TAYINi
Mn-SOD mitokondri matriksinde bulunan SOD enzimi izoformudur ve ROS’lara kars1
enzimatik antioksidan savunma sisteminde ilk sirada yer alir. Mitokondrial solunum
zincirinde olusan siliper oksit anyonlarini yakalamak suretiyle antioksidan etkisini
gereklestirir. Mn-SOD tarafindan katalizlenen reaksiyon su seklidedir:
SOD
0," +2H" > H,0,

Siiperoksit anyonu oldukga aktif bir reaktiftir ve sitokrom c’yi indiikleyebilir. Bu tayin
yontemi, bu reaksiyonlar zincirinde indirgenen sitokrom ¢ miktari tayini esasina dayanir

(74). Tayin sirasinda gerceklesen reaksiyonlar zinciri su sekildedir:
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SOD
(7 x>
XOD (Ksantin Oksidaz) H,0,  Katalaz H,O + O,
Ksantin + O, » Urik Asit + O,° g
Okside Rediikte
Sitokrom ¢ Sitokrom ¢

Ksantin oksidaz enzimi araciligi ile olusan siiperoksit anyonu, mitokondride sitokrom
c’yi indirgeyebilir. Ancak SOD varliginda olusan superoksit radikali SOD tarafindan
yakalanacagindan, olusan rediikte sitokrom ¢ miktar1 kompetatif bir sekilde azalacaktir.
Stok Reaktifler:

1. PBS,pH=7.4
Sitokrom ¢ 1.95 mM
Superoksid Dismutaz 10200 U/ml
Katalaz 6000 U /ml
Ksantin Oksidaz 335 mU/ml (Ol¢iim aninda hazirland1)
Ksantin 10mM: 30 mM NaOH iginde hazirlandi.

A

Sitokrom ¢, SOD, katalaz ve ksantin oksidaz pH=7,5 olan PBS tamponu iginde
hazirlandi. Ksantin oksidaz enziminin iinitesini hesaplamak i¢in asagidaki formiil
kullanildz:
200 pl. 335mU. 1 mg protein. 1ml ~ =3,74 pul

1000ul 1400 mU 12,8mg

Son rekatifler:

Reaktif A Reaktif B Reaktif C

(son hacim 16 ml) (son hacim 800 pul) (son hacim 800 pl)

320 pl katalaz 57 ul ksantin oksidaz 57 ul ksantin oksidaz
320 pl ksantin 743 ul PBS 90 pl siiperoksit dismutaz
755 ul Sitokrom ¢ 653 ul PBS

14,6 ml PBS
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Mn-SOD aktivitesi i¢in mitokondrial fraksiyonu belirlenen diliisyon faktorii oraninda
dilie edildikten sonra sonike edildi. Sonikasyondan sonra, 10000g’de 10 dk santrifiij
edilerek ¢oken mitokondri atiklari atildi. Siipernatanda Mn-SOD tayini yapildi.
96’11k plate’de son hacim 250 pl olacak sekilde hazirlandt:

A) Kor olarak distile su (250 pl)

B) Kontrol 1: 125 pl Reaktif B

C) Ornek: 5 ul 6rnek + 125 pul Reaktif B

D) Kontrol 2: 125 pl Reaktif C

Tam Ol¢lim Oncesinde kor harig biitiin kiivetlere 125 ul Reaktif A eklendi, 50 sn siireyle
plate calkalayicida calkalandi. Sitokrom c’nin indirgenmesi reaksiyonu 550 nm’de

izlendi.
Hesaplamalar:

Ug farkli reaktif iginde sitokrom c’nin indirgenmesi reaksiyonlarindan elde edilen
egrilerden ilkinde sitokrom c’nin XOD ile olusan reaksiyonunda maksimum
rediiksiyonu bu kontrol ile gozlendi. Sitokrom c’nin XOD ile indirgenmesinin drnekteki
SOD ile inhibisyonu ikinci egri ile ifade edildi. SOD varliginda sitokrom ¢, XOD
tarafindan degil daha ¢ok SOD tarafindan yiiriitiilen reaksiyon iizerinden yiiriitiiliir. Bu
nedenle bu reaktifte sitokrom ¢ rediiksiyonu hemen hemen yok denecek kadar az olan
lciincii bir egri ile ifade edildi. 1.ve 2.egri kalan alan ornekteki SOD aktivitesini
verirken, 2. ve 3. egri arasinda kalan alan XOD tarafindan ytiriitiilen reaksiyona aittir. 3.

egri ile “x” ekseni arasinda kalan alan ise XOD aktivitesi olmayan reaksiyona aittir.

3.7. MITOKONDRILERDE PROTEIN TAYINI (BRADFORD YONTEMI)
Standartlarin ve Kiivetlerin Hazirlanmasi:
e 15 pg/ml dozunda hazirlanmis olan BSA sirasiyla 0, 3,6,9,12,15 pl Iml’lik
kiivetlere kondu.
e Diger taraftan 10 pl 6rnek alinarak tizerine 40 ul tampon eklenerek 1/5 diliisyon
elde edildi.
e Sonra bu diliisyondan 5ul alinarak kiivetlere kondu.
e Kiivetlere 1,5 ml Bradford reaktifi eklendi ve ¢ok amagli ELISA okuyucusunda
(BioTek) 595 nm’de 6l¢iildii (75).
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Bradford Reaktifinin Hazirlanis:
e 100mg Commasie Brilliant Blue G250 (C.I. 42655; Merck 1.15444.0025),
%96’11ik 50 ml etanol i¢inde ¢ozildii.
e Uzerine 100 ml %85°lik ortofosforik asit eklendi.

e 1000ml’ye bidistile suyla tamamlandi.
3.8. ERITROSITLERDE GSH-Px AKTIVITESI TAYINi

Eritrositlerde GSH-Px aktivitesi tayini mitokondriler i¢in de kullanilan, yukarida detayl
aciklamasi bulunan yontem ile gergeklestirildi (73).

Aktivite= nmol NADPH okside / dk= 1mU GPx

NADPH e= 6.22 cm”/ pmol

Aktivite (nmol/dk .ml) = mA/dk . 1000/6.22 formiilleri ile hesaplandi.

3.9. ERITROSITLERDE KATALAZ (CAT) AKTIVITESI TAYINi

Kullanilan Cozeltiler:

* 0,05 M fosfat tamponu, pH:7.0

0.05 M Na,HPO,.12H,0, NaH,POy ile hazirlandi pH=7"ye ayarlandi.

* 37.5mM tamponlanmis H,O, substrati

Eritrosit siispansiyonlar1 6nce 1/5 oraninda distile su ile diliie edildi. 3000 rpm’de 20dk
santrifiij edildi. Elde edilen eritrosit lizat1 1/10 oraninda diliie edildikten sonra, 5dk
icinde katalaz aktivitesi tayininde kullanildi. 37.5mM H,0, igeren tampondan 2990ul
alind1 tizerine 10 pl diliie 6rnek eklendi. Numune tiiplerinin optik dansiteleri kendi

fosfat tamponu kortine karsi UV spektroda 240nm’de 4 dk stireyle izlendi (76,77).
3.10. ERITROSITLERDE MALONDIALDEHIT (MDA) TAYINi

Eritrosit MDA tayininde, Stocks ve Dormandy tarafindan gelistirilen (78) metod
kullanildi. Metoda gore, malondialdehit (MDA) olusumu, lipid peroksidasyonunun bir
indeksi olarak kabul edildi.

Metodun temel prensibi; lipid peroksidasyonunun bir iiriini olan MDA’nin
tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyona girerek, 532 nm’de absorbans veren bir

kompleks olusturmasi esasina dayanmaktadir.

Cozeltiler

1. 0,015M PBS, pH: 7.4
2. %30 TCA (trikloro asetik asit)
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3. %I TBA (tiyobarbitiirik asit,0.5 N NaOH i¢inde hazirlanir)
4. 0.1 M EDTA (etilen diamin tetra asetik asit)
5. 5.848 M MDA (malondialdehit bis (dimetil asetal), stok standart)

Calisma giinti 37°C su banyosunda bekletilmek suretiyle buzlar1 ¢ozdiiriilen eritrosit
siispansiyonlari, esit hacimde PBS (pH:7.4) ile karistirildiktan sonra, MDA 6l¢iimiinde
kullanildi. Deney tiiplerine sirasiyla; 0.4 ml erirosit siispansiyonu, 1.6ml PBS ve 1ml
%30’luk TCA pipetlenerek iyice karistirildt ve 200 rpm’de 15 dk santriflyj edildi.
Siipernatanlarin 2ml’si agz1 kapakli cam tiiplere aktarildi ve tizerlerine sirasiyla 0.15ml
0.IM EDTA ve 0.5ml %1’lik TBA pipetlenerek 15 dk su banyosunda kaynatildi. Kendi
halinde sogumaya birakilan tiiplerin optik dansitesi (OD), 0.4ml distile su ile ayni
sekilde ¢alisilan kor tiipiline karsi, spektrofotometrede 532 nm dalga boyunda okunarak
MDA degerlendirilmesi standart egri iizerinden yapildi.

Standart Serinin Hazirlanmasi

Stok MDA (5.848 M) ¢ozeltisinden, 100 nmol/ml konsantrasyonda hazirlanan ara stok
standarttan 0.025: 0.05: 0.1: 0.2: 0.4: 0.5 nmol MDA/ml konsantrasyonlarinda standart
seri hazirland1 ve numune gibi ¢alisildi. MDA konsantrasyonlarina karsilik gelen OD
degerleriyle standart egri ¢izildi.

y=14,755x-0,5484

MDA Standart Egri R%=0,9993

80

70 -

60

50 -

40 |

MDA (U/gHb)

30 -

20 /
10

Sekil 3.7. Malondialdehit standart egrisi
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Standart egriden bulunan eritrosit MDA seviyeleri (nmol/ml), ayni eritrosit

siispansiyonlarinda tayin edilen, Hb (g/ml) basina verildi (nmol MDA/g Hb).

3.11. ISTATISTIKSEL ANALIZ

PZR datalarinin analizi Relatif Ekspresyon Software’i araciligi ile iki grup arasi fixed
reallokasyon randomizasyon testi araciligi degerlendirildi. Reseptor ekspresyonundaki
up-regiilasyon ve down-regiilasyon degerlendirmeleri program tarafindan hesaplanan

katsay1 olarak artig yada azalma cinsinden ifade edildi.

Calisma gruplarindan elde edilen 6rneklerden Slgiilen diger parametreler ise, SPSS for
Windows 13.0 paket bilgisayar programi kullanilarak, ortalamalar arasi istatistiksel
karsilastirmalar One-way ANOVA, gruplar arasi istatistiksel karsilastirmalar ise Mann-
Whitney-U testleri yardimiyla gerceklestirildi. Anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul
edildi.



4. BULGULAR

Sirkadiyen ritim degisikliklerine bagli olarak, plazma melatonin diizeyleri, pineal bezde
MT1 ve MT2 reseptor ekspresyonu dagilimlari, beyin dokusundan izole edilen
mitokondrilerde GSH-Px ve MnSOD aktiviteleri, goz dokusundan izole edilen
mitokondrilerde GSH-Px ve MnSOD aktiviteleri, eritrositlerdeki GSH-Px, CAT

aktiviteleri ile MDA diizeyleri ve istatistiksel degerlendirmeleri asagida verilmistir:

4.1.PLAZMA MELATONIN DUZEYLERI

Plazma melatonin diizeyleri, 0/24 s A/K dongiisii uygulanan, diger bir deyisle sirf
karanliga maruz birakilan grupta anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0.001).
Diger gruplarda ise 1s18a maruziyet arttikca buna paralel olarak plazma melatonin
diizeyleri de anlamli olarak azalmis, ve sirf aydinlifa maruz kalan grupta plazma

melatonin diizeyi kontrol grubuna yakin degerde bulunmustur (Sekil 4.1).
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Plazma Melatonin Diuzeyleri

35,000 -
k ok
T %
30,000
25,000 -
= *H#
S
S 20,000
R
[
E
= 15,000 | 4 4
~
10,000 -
5,000 4
0,000 :
Kontrol 0/24 8/16 16/8 24/0

Sekil 4.1. Plazma melatonin diizeyleri.

Kontrol: 12/12s A/K uygulanan grup. *: Kontrol grubuna goére p<0.001, **: Kontrol grubuna gore
p<0.05. #: 0/24 s A/K grubuna gore p<0.05, # # : 0/24 s A/K grubuna gore p<0.001.

4.2. MELATONIN RESEPTOR EKSPRESYONU

“Light Cycler” Sistemi software’i araciligi ile gerceklestirilen kantitatif analizde,
analizin log-lineer fazi {izerinden hesaplamalar yapilmistir. Farkli diltisyonlarda
hazirlanmis konsantrasyonu bilinen DNA {irlinleri ile hazirlanan standart egrilerin
verdigi kuantifikasyon egrileri iizerinden “Ikinci Tiirevin Maksimumu” metodu ile
miktar tayini yapilmistir. Standart egriden elde edilen “crossing point” degerleri
tizerinden numunelere ait “crossing point” degerleri bulunmus ve bu degerler iizerinde
reseptorlerin up-regiile veya down-regiile olmalari bu sistem igin gelistirilmis 6zel “pair

wise fixed reallocation randomisation test” ile hesaplanmuistir.

Bu verilerden elde edilen ve numunelere ait “Crossing Point” ve erime noktas1 egrileri
MTI1 reseptorii icin Sekli 4.2 ve 4.3’te, MT2 reseptorii i¢in Sekil 4.4 ve 4.5’te

verilmistir.
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4.2.1. MT1 Reseptorii Ekspresyonu

BB eie setup Color Compensation  Report Window  Help

Select a Program Select CCData Quantification | _Melting Curve

CICLOS; seqment3 Mo CC data selected
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Sekil 4.2. MT1 reseptorii mRNA ekspresyonu kuantifikasyon egrisi
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Sekil 4.3. MT1 reseptorii mRNA ekspresyonu erime noktasi tayini egrisi

Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda; MTI1 reseptorii 24/0s A/K

grubunda kontrole gore down-regiile olsa da bu azalma istatistiksel olarak anlamli
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bulunmamistir. 0/24s A/K grubunda ise MT1 reseptorlerinde kontrol grubuna gore

anlamli derece up-regiilasyon oldugu gorilmiistiir (p<0.001). 16/8s A/K grubunda da

kontrole gore anlamli derecede down-regiilasyon olurken (p<0.05), 8/16 s A/K dongiisii

uygulanan grupta MT1 reseptdrleri up- regiile olmustur ve bu artis istatistiksel olarak da

anlamlidir (p<0.001). Sirf karanlik uygulanan grup olan 0/24s A/K grubundaki MT]1

reseptorlerinin ise sirf aydinlik uygulanan grup olan 24/0s A/K uygulanan gruba gore

istatistiksel olarak dnemli derecede up-regiile oldugu bulunmustur(p<0.001)(Tablo 4.1).

Tablo 4.1. MT1 reseptoriine ait mRNA ekspresyonu degerlendirme tablosu

Gruplar Up-regiilasyon Down-regiilasyon Faktor p degerleri
Kontrol ve 24/0s A/K g. X 1.33 p>0.05
Kontrol ve 0/24s A/K g. X 27.509 p<0.001
Kontrol ve 16/8s A/K g. X 4.108 p<0.05
Kontrol ve 8/16s A/K g. X 18.454 p<0.001
24/0s A/K ve 0/24s A/K X 30.141 p<0.001

4.2.2. MT2 Reseptorii Ekspresyonu

BB Eie setup Color Compensation  Report  Window  Help

Select 2 Program Select CC Data Quantification | Melting Curve
IZII;LEIS: seqment3 Mo CC dats selected.
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20~ . | " | ! ! ' I ' |
00:00:00 o071z 00:14:24 00:21:36 00:28:48 00:36:00
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Bip-
16—
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s
2]
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o]
2]
D’\ I I 1 I 1 I I 1 1 1 I I I 1 I 1 I 1 1 1
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Sekil 4.4. MT2 reseptorii mRNA ekspresyonu kuantifikasyon egrisi
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Sekil 4.5. MT1 reseptorii mRNA ekspresyonu erime noktasi tayini egrisi

Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda; MT2 reseptorii 24/0s A/K grubunda

kontrole gore down-regiile olsa da bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

0/24s A/K grubunda ise MT2 reseptorlerinde kontrol grubuna gore anlamli derece up-

regiilasyon oldugu goriilmiistiir (p<<0.05). 16/8s A/K grubunda da kontrole gére anlamli

derecede down-regiilasyon olurken (p<0.05), 8/16 s A/K dongiisii uygulanan grupta

MT2 reseptorleri up-regiile olmustur ve bu artis istatistiksel olarak da Onemlidir

(p<0.05). Sirf karanlik uygulanan grup olan 0/24s A/K grubundaki MT2 reseptorlerinin

ise sirf aydinlik uygulanan grup olan 24/0s A/K uygulanan gruba gore istatistiksel

olarak 6nemli derecede up-regiile oldugu bulunmustur (p<0.05) (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. MT2 reseptoriine ait mRNA ekspresyonu degerlendirme tablosu

Gruplar Up-regiilasyon Down-regiilasyon Faktor p degerleri
Kontrol ve 24/0s A/K g. X 1.17 p>0.05
Kontrol ve 0/24s A/K g. X 2.88 p<0.05
Kontrol ve 16/8s A/K g. X 3.87 p<0.05
Kontrol ve 8/16s A/K g. X 541 p<0.05
24/0s A/K ve 0/24s A/K X 3.66 p<0.05




53

Housekeeping genlerine ait gercek zamanli PZR sonuglar1 ise Sekil 4.6, 4.7, 4.8 ve

4.9’da verilmistir.

4.2.3. 18S Housekeeping geni
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Sekil 4.6. 18S geni mRNA ekspresyonu kuantifikasyon egrisi
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Sekil 4.7. 18S geni mRNA ekspresyonu erime noktasi tayini egrisi
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4.2.4. B-Actin Housekeeping geni
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Sekil 4.8. B-Actin mRNA ekspresyonu kuantifikasyon egrisi
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Sekil 4.9. B-Actin mRNA ekspresyonu erime noktasi tayini egrisi
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4.3. BEYIN DOKUSU MiTOKONDRILERINDEKi BULGULAR
4.3.1. Beyin Mitokondrilerinde Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Aktivitesi

Beyin dokusu homojenatindan izole edilen mitokondrilerde GSH-Px aktivitesi, A/K
dongiisii degistirilen biitiin gruplarda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak onemli
derecede yiiksek bulunmustur (p<0.05). Bu gruplardan 6zellikle de 8/16 s A/K dongiisii
uygulanan grupta bu artig cok daha énemlidir (p<0.001). Bu sonuglar da farkli aydinlik /
karanlik dongiisiine maruz kalindiginda beyin hiicreleri mitokondrilerindeki H,O,
molekiillerinden kaynaklanan hasarin 6nlenmesinde antioksidan savunma sistemini
olusturan GSH-Px 6nemli bir rol oynadigin1 gostermektedir.0/24s, 8/16 s, 16/8 s ve
24/0s A/K uygulanan gruplar arasinda ise istatistiksel bir fark bulunamamistir (Sekil

4.10).

Beyinde Mitokondrial GSH-Px

k sk

25

20 +

15

10 -

GSH-Px Aktivitesi (nmol/dk.ml)

Kontrol 0/24 8/16 16/8 24/0

Sekil 4.10. Beyinde mitokondrial GSH-Px aktivitesi
Kontrol: 12/12s A/K uygulanan grup. *: Kontrol grubuna gére p<0.05.

** Kontrol grubuna gore p<0.001.



56

4.3.2. Beyin Mitokondrilerinde Mn-SOD Aktivitesi

Beyin dokusu homojenatindan izole edilen mitokondrilerde Mn-SOD aktivitesi
degerlendirildiginde, 0/24 ve 24/0 s A/K siklusu uygulanan gruplarda anlamli derecede
azalma oldugu bulunmustur (p<0.05). 8/16 ve 16/8 s A/K siklusu uygulanan gruplarda
ise kontrol grubuna gore énemli bir degisiklik bulunmamistir. Bu sonuglar da Mn-SOD
enziminin GSH-Px enzimi ile antioksidan savunma sisteminde dncelikleri farkli olan ve
dengeleyici bir rol oynayabileceginin gdstergesidir. Kontrol grubu, 8/16 s ve 16/8 s A/K

uygulanan gruplarda ise istatistiksel olarak 6nemli bir fark bulunamamistir (Sekil 4.11).

Beyinde Mitokondrial Mn-SOD AKtivitesi

2500

2000 “V

1500 -

1000 -

Mn-SOD Aktivitesi (U/g protein)

500 +

Kontrol 0/24 8/16 16/8 24/0

Sekil 4.11. Beyinde mitokondrial Mn-SOD aktivitesi

Kontrol: 12/12s A/K uygulanan grup. *: Kontrol grubuna gore p<0.05.
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4.4. GOZ DOKUSU MITOKONDRILERINDEKI BULGULAR
4.4.1. Goz Mitokondrilerinde Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Aktivitesi

G0z dokusu homojenatindan izole edilen mitokondrilerde GSH-Px aktivitesi, 0/24 s ve
8/16 s A/K dongilisii uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore istatistiksel agidan

onemli bir artig gostermistir (p<0.05) (Sekil 4.12).

GoOzde Mitokondrial GSH-Px Aktivitesi
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Kontrol 0/24 8/16 16/8 24/0

Sekil 4.12. G6zde mitokondrial GSH-Px aktivitesi

Kontrol: 12/12s A/K uygulanan grup. *: Kontrol grubuna gore p<0.05.
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4.4.2. Goz Mitokondrilerinde Mn-SOD Aktivitesi

Go6z dokusu homojenatindan izole edilen mitokondrilerde Mn-SOD aktivitesi 0/24s ve
8/16 s A/K dongilisii uygulanan, gruplarda istatistiksel olarak anlamli derecede
azalmistir (p<0.05). Gozde mitokondrial antioksidan enzimlerinden elde edilen
sonuglar, beyindeki mitokondrial antioksidan enzimlerle benzer 6zellikler gostermistir

(Sekil 4.13).

GoOzde Mitokondrial Mn-SOD Aktivitesi
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Mn-SOD Aktivitesi (U/g protein)

Sekil 4.13. Gozde mitokondrial Mn-SOD aktivitesi

Kontrol: 12/12s A/K uygulanan grup. *: Kontrol grubuna gére p<0.05.
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4.5. ERITROSITLERDEKI BULGULAR
4.5.1. Eritrositlerde GSH-Px Aktivitesi

Eritrositlerde GSH-Px aktivitesi, oksidatif hasarin bir gostergesi olarak biitiin gruplarda
kontrol grubuna gore istatistiksel agidan anlamli derecede yiiksek bulunmustur

(p<0.001) (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Eritrositlerde GSH-Px aktivitesi

Kontrol: 12/12s A/K uygulanan grup. **: Kontrol grubuna gore p<0.001.
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4.5.2. Eritrositlerde Katalaz Aktivitesi

Eritrositlerde katalaz (CAT) aktivitesi, 0/24 s A/K dongiisii uygulanan grupta kontrol
grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulunurken (p<0.05), 24/0 s A/K uygulanan
grupta herhangi 6nemli bir degisiklik goriilmemistir. 8/16 s ve 16/8 s A/K dongiisii
uygulanan gruplarda ise katalaz aktivitesinde kontrol grubuna gore istatistiksel agidan
onemli bir azalma olmustur (p<0.05). Ayrica bu gruplarda katalaz aktivitesindeki
azalma 0/24 s A/K grubuna gore azalma da istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur
(p<0.05 ve p<0.001). Son olarak, 16/8 s A/K dongiisiine tabi tutulan gruptaki azalma
24/ 0 s A/K uygulanan gruba gore de onemlidir (p<0.05) (Sekil 4.15).

Eritrosit Katalaz Aktivitesi
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Kontrol 0/24 8/16 16/8 24/0

Sekil 4.15. Eritrositlerde CAT aktivitesi

Kontrol: 12/12s A/K uygulanan grup. *: Kontrol grubuna gore p<0.05. # 0/24 s A/K grubuna
gore p<0.05, # # : 0/24 s A/K grubuna gére p<0.001, $: 24/0 grubuna gore p<0.05.
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4.5.3. Eritrositlerde MDA Diizeyleri

Eritrositlerde zardaki lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olan MDA diizeyleri
degerlendirildiginde, en fazla MDA diizeyinin 8/16 s A/K dongiisii uygulanan grupta
oldugu goriilmiistiir. Bu gruptaki MDA diizeyindeki degisiklikler kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bulunmamig ancak 0/24 (p<0.05) ve 24/0 (p<0.01) gruplarina
gore 6nemli derecede yliksek bulunmustur (Sekil 4.16).

Eritrosit MDA Duzeyleri
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Sekil 4.16. Eritrositlerde MDA diizeyleri
Kontrol: 12/12s A/K uygulanan grup. *: 0/24 grubuna gore p<0.05,

#: 24/0 grubuna gore p<0.001. # # : 24/0 grubuna gore p<0.05.



5. TARTISMA VE SONUC

Canlilarda biyolojik saatler, hiicresel ve sistemsel fonksiyonlarin yiiriitiilmesinde
oldukca 6nemli roller iistlenmislerdir. Bu biyolojik saatlerin en 6nemlilerinden biri de
diinyanin giines etrafindaki doniisii ile ilgili olan ritimlerdir. Sirkadiyen ritim olarak
adlandirilan bu gece-gilindiiz ritimleri birgok hormonal iletinin temelini olusturur ve bu
hormonlardan en dnemlisi geceleri sentezi artan ve giindiizleri inhibe olan, diger bir
deyisle sentezi nokturnal salim gdsteren melatonin hormonunudur. Melatoninin
biyolojik sistemler iizerindeki etkileri gece-glindiiz dongiisiiniin diizenlenmesinin
Otesinde, kan basmnci ve viicut 1sisimin diizenlenmesindeki, mevsimsel Ureme
fonksiyonlarinin diizenlenmesindeki, kanser, Alzheimer gibi hastaliklardaki rolii ve

antioksidan etkileridir (3,6).

Bu nedenle plazma melatonin diizeyleri ve bu diizeylerin melatonin reseptorleri olan
MTI1 ve MT2 reseptorleri aracili etkilerinin aydinlatilmasi birgok fizyolojik 6zelliginin
aydinlatilmasi agisindan 6nem tasimaktadir. Daha 6nce melatonin reseptorleri iizerinde
yapilan ¢aligmalar, daha ¢ok biyolojik saatin diizenlenmesinde baslica rolii iistlendigi
diisiiniilen SCN ve hipofizin pars tuberalis bolgesinde gergeklestirilmistir (79).
Calismamiz, sirkadiyen ritimleri degistirilen sicanlarda plazma melatonin diizeyleri ve
bu diizeyleri etkileyen pineal bezdeki melatonin reseptoér ekspresyonu arasindaki

iliskinin Real-Time PCR teknolojisi ile ilk kez gosterildigi ve plazma melatonin
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diizeyleri ile pineal bez melatonin reseptorii iligkisinin olast mekanizmalar1 ile

aydinlatilmaya calisildigi ilk ¢alisma olma 6zelligindedir.

Melatoninin biyolojik saatler ilizerine etkilerinin yami sira antioksidan etkilerinin de
oldugu ilk kez 1990’11 yillarda bulunmus olmasina ragmen (80) bu konu iizerindeki
calismalar oldukc¢a hizli gelisim gostermis ve fizyolojik birgok olayda ve bir¢ok
hastaligin patojenezinde melatoninin antioksidan etkileri ile 6nemli gorevler {istlendigi
gosterilmistir (5). Melatoninin lipofilik 6zellikte olmasi nedeniyle sadece hiicresel degil,
hiicre i¢i birgok organelde de antioksidan etkilerini gosterdigi bilinmektedir (81).
Mitokondriler de hiicresel fonksiyonlardan olduk¢a Onemlilerinden biri olan enerji
tiretimini iistlenmis organeldir. Hiicrelerin hayati fonksiyonlarinin idame ettirilmesinde
mitokondrilerde {tiretilen ATP’nin defosforilasyonu esnasinda yiiksek enerjili fosfat
baglarindan agiga ¢ikan enerji kullanilmaktadir (44). O nedenle mitokondrilerin ATP
tiretiminde meydana gelen herhangi bir aksaklik diger bir¢ok hiicresel mekanizmanin
bozulmasi sonucunda hiicreyi apoptozise gotiirecektir (46). Hiicrelerin apoptozisinde
mitokondrilerde bir¢ok zincirleme olay gergeklesir. Son yillarda gosterilen en dnemli
mekanizmalardan biri de; hiicre i¢i Ca™ akisimin artmasina bagli olarak mitokondrial
membran permeabilitesinin (MMP) degismesi ve buna bagl olarak agilan mitokondrial
gecis porlarindan (MTP) <1500kDa olan molekiillerin bile gegisine izin verilmesidir.
Bu Ca™ akisi aym zamanda apoptotik proteinlerden olan Caspase 3 ve Caspase 9’un
sentezlerinin tetiklenmesi sonucunda da mitokondrial DNA hasarina yol agmakta ve
ardindan da apoptozis gergeklesmektedir (47,48). Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda,
melatoninin antioksidan etkileri ile mitokondrilerdeki bu mekanizmalarin 6nlenmesinde
oldukea etkili oldugu gosterilmistir (58-61). Ancak bu ¢aligmalar genellikle melatoninin
farmakolojik dozlarinda gosterilmis, fizyolojik dozlardaki degisikliklerin mitokondriler
tizerindeki antioksidan etkileri aydinlatilmamistir. Bu nedenle ¢alismamiz, sirkadiyen
ritimleri degistirilmek suretiyle fizyolojik melatonin diizeyleri degistirilen sicanlarin
beyin ve g6z dokularindan elde edilen mitokondrilerde antioksidan enzimlerin

aktivitelerinin nasil etkilendigini de gosteren ilk calisma olma 6zelligindedir.

Calismada sicanlar bir hafta siireyle 12/12, 0/24, 8/16, 16/8 ve 24/0 s A/K dongiilerine
tabi tutulmus ve farkli sirkadiyen ritimlere bagli olarak plazma melatonin
diizeylerindeki degisiklikler degerlendirilmistir. Plazma melatonin diizeyleri, 0/24 s
A/K donglisii uygulanan, diger bir deyisle siirekli karanliga maruz birakilan grupta

anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0.001). Plazma melatonin diizeyleri
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insanlarda giin boyunca 4pg/ml ile 75pg/ml arasinda degisim gosterebilmekte ve
insanlarda gece maksimum ortalama 60pg/ml’lik bir degere ulasmaktadir (9). Bu
calismada sicanlarin bir hafta siire ile karanliga maruz birakilmalari durumunda plazma
melatonin diizeyleri kontrol grubuna ve siirekli aydinlik uygulanan gruba gore anlamli
diizeyde yiiksek bulunmustur. Diger gruplarda ise 1s18a maruziyet arttikca buna paralel
olarak plazma melatonin diizeyleri de anlamli olarak azalmis, ve siirekli aydinliga
maruz kalan grupta plazma melatonin diizeyi kontrol grubuna yakin degerde

bulunmustur.

Pineal bezde Syber Green 1 floresans boyama esasina dayali ger¢cek zamanli PZR (Real-
Time PCR) yontemi ile reseptor ekspresyonunun degerlendirildigi ilk ¢alisma olan
calismamizda, uzun siireli olarak sigcanlarin aligtiklart A/K dongiisiinden farkli A/K
dongiisii uygulamasi, pineal bezde melatonin reseptor diizeylerinin de up-regiile veya
down regiile olmasi ile sonuclanmistir. Oldukg¢a yeni bir teknik olmasi nedeniyle, bu
yontemde kullanilan melatonin reseptorlerinin ekspresyonu ile ilgili deney prosediirii ilk
kez bu caligma ile gelistirilmistir. Calisma esnasinda TagMan floresan boyasi
kullanilarak yapilan gercek zamanli PZR ile melatonin reseptorlerinin farkli dokulardaki

ekspresyonlarinin degerlendirildigi ¢alismalar (82) baz alinmistir.

Melatonin reseptorleri lizerine yapilan ¢alismalar genellikle farmakolojik ve fizyolojik
diizeylerin gece ve giindiiz reseptor afinitesi, reseptor dansitesi ve spesifik reseptor
sensitizasyonu iizerine gerceklestirilmistir. MT1 ve MT2 reseptorlerinin varligi ilk kez
1988 yilinda Reppert ve ark. tarafindan gosterilmistir (83). Bu reseptorler ilk
tanimlandiklarinda Mella ve Mellb olarak adlandirilmis, daha sonra nomenklatiire
uygun olarak isimleri Dubochovic ve ark. tarafindan MT1 ve MT2 olarak
degistirilmistir (84). Melatonin reseptorlerinin insan pineal bezinden klonlanmasi ise ilk
kez 1996 yilinda Reppert ve ark tarafindan gergeklestirilmistir (21). Bu gelisme iizerine
MTI1 ve MT2 reseptorleri lizerine ¢alismalar, sirkadiyen dongiiniin farkli saatlerinde,
farkli dokularda ve farkli deney hayvanlarinda yapilmis ve reseptorlerin o6zellikleri
tizerinde ¢ok farkli ve karmasik mekanizmalarin rol oynadig1 one siiriilmiistiir. Hipofiz
bezinin pars tuberalis hiicrelerinde varligir gosterilen melatonin reseptorlerinin uzun
siireli melatonine maruz kalmasi durumunda adenilat siklaz sensitivitesini artirdigi ve
hiicre kiiltiirlinde reseptorlerin down-regiilasyonuna yol actigi gdosterilmistir (85).
1998°’de Witt-Enderby ve ark. tarafindan gerceklestirilen calismada (86), fizyolojik

melatoninin Cin Hamster overlerinde hazirlanan rekombinant insan MT1 reseptorii
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tizerinde cCAMP ve proteinkinaz A aktivitesi iizerine etkileri incelenmistir. Melatonin
reseptorlerinin G; adi verilen inhibitér tipte G protein aracili reseptorler oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle calismada, melatoninin Gj proteinleri araciligi ile cAMP
sentezini inhibe ettigi ve proteinkinaz A aktivitesini artirdii gosterilmistir. Hiicre
kiiltiirleri sirasiyla 1 saat ve 16 saat siire ile 200pM melatonine maruz birakilmis ve
proteinkinaz A aktivitesinin anlamli olarak arttigi bulunmustur. Ayni hiicrelerde kisa
stireli melatonin uygulamasi cAMP bagimli sinyal iletimini de inhibe etmistir. Ayrica
cAMP ikincil haberci sisteminin siipersensitizasyonuna yol agmistir. cAMP kaskadina
bagh siipersensitizasyon gelisimi diger G;j reseptor aracilt iletimlerde de gosterilmistir
(87,88). Daha sonra ise melatonin reseptorleri icin agonist ve antagonistlerin

belirlendigi ¢aligmalar yapilmistir.

MT1 ve MT2 reseptorlerinin agonist ve antagonistlerini aydinlatan ve melatonin
reseptor iligkisini gosteren calismada, melatoninin radyoaktif ligandi1 kullanilarak,
reseptore baglanma derecesi incelenmistir. Bu ¢alismada MT1 reseptoriine radyoaktif
ligandin daha kisa siirede baglanarak dengeye ulastig1 (30dk), MT2 reseptorii i¢in ise bu
stirenin daha uzun oldugu (60dk) gosterilmistir. Bu da farkli agonist ve antagonistlere

karst MT1 ve MT2 reseptorlerinin afinitelerinin de farkli oldugunu gostermektedir (89).

Ayrica, pinealektomize yapilan hamsterlerde SCN ve pars tuberaliste MT1 reseptorii
mRNA ekspresyonu ve reseptor dansitesi 0l¢lilmiistiir (90). Gece icinde 1 saat ani 151k
uyarist MT1 mRNA ekspresyonunu artirmistir ancak bu hamsterler pinealektomize
edildikleri i¢in olusan bu etkinin melatoninin plazma konsantrasyonundan bagimsiz
olarak, farkli bir mekanizma ile yiiriitiildiigii 6ne siiriilmiistiir. Ayrica pars tuberaliste
MTI1 reseptor dansitesinin de arttifi gosterilmis ancak bu artis 151k uygulamasinin
ardindan 3 saat icinde eski degerlerine ulasmistir. Ancak hamster ve sicanlarda
melatonin  reseptdrlerinin  diizenlenmesi  farkliliklar  gostermektedir (91, 92).
Hamsterlarda goriilen bu etki, melatoninden bagimsiz iken, siganlarda melatonin
reseptorlerinin regiilasyonu plazma melatonin diizeyi ile kontrol edilmektedir (93).
Ayrica bu calismada plazma melatonin diizeyinden bagimsiz olan bu etkinin
mekanizmas1 arastirilmig ve intergenikulat yolak kesildiginde bu etkinin de ortadan
kalkmast nedeniyle hamsterlarda plazma melatonin diizeylerinden bagimsiz

intergenikulat yolakla diizenlenen bir mekanizmanin rol aldig1 6ne siiriilmiistiir.

Sicanlarda yapilan ¢alismada ise (93), pars tuberalisteki MT1 reseptorii iizerine in vivo

melatoninin etkilerini incelemislerdir. Bu calismada pars tuberaliste gece gilindiiz
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dongiisii esnasinda Onemli degisiklikler oldugunu ancak pinealektomize edilen
siganlarda bu etkilerin ortadan kalktigin1 gézlemlemis ve sigcanlarda MT1 reseptorlerinin
ekspresyonunun plazma melatonin diizeyleri ile yakindan iligkili oldugunu one
siirmiislerdir. Ancak si¢anlar ve hamster hiicrelerindeki melatonin reseptdrleri {izerine
melatoninin etkileri desensitizasyon ag¢isindan ayni Ozelliktedir. Bu nedenle
calismamizda, plazma melatonin diizeylerinin in vivo olarak degistirilebildigi
sirkadiyen ritim degisikliklerinde pineal bezde MT1 ve MT2 reseptorlerine ait mRNA

ekspresyonlari1 degerlendirilmistir.

Melatonin gece salgilandigi i¢in melatonin reseptorleri her giin 8-16 saat siireyle
melatoninin fizyolojik diizeylerine maruz kalmaktadir. Cin hamster overlerinden elde
edilen hiicre kiiltiiriinde 1pM melatonine 5 saat siireyle hiicrelerin maruz birakilmasi
melatoninle indiiklenen fosfoinositoliin hidrolizinin tamamen kaybolmasi ile
sonuclanmistir. Bu nedenle melatonine maruziyette gelisen desensitizasyonun
mekanizmalarindan birinin de inositol trifosfaton fosforilasyonu olabilecegi One
stiriilmiistiir. Ayni1 hiicrelerde kisa siireli (10dk) melatonin uygulamasi, hiicre kiiltiiriinde
hazirlanan rekombinant insan MT2 reseptorlerinin desensitize olmasina ve internalize
olmasima neden olmustur ancak insan MTI1 reseptorlerinde onemli bir degisiklik

gozlenmemistir (94).

Poirel ve ark. ise (95), sicanlarda SCN’deki MT1 ve MT2 reseptorlerinin mRNA
diizeylerindeki degisikliklerinin giin icinde gosterdigi degisiklikleri incelemislerdir.
Daha oOnce yapilan ¢alismalarda, melatonin reseptorlerinin dansitelerinin giin igindeki
degisimleri gosterilmistir (91,96,97). Ancak melatonin reseptor mRNA ekspresyonu ile
ilgili caligsmalar, celiskili sonuclar vermistir. Caligmalardan birinde SCN MT1 mRNA
ekspresyonunun giin ic¢inde arttigi digerinde ise gilin i¢inde herhangi bir degisiklik
olmadigi one siriilmistiir (98,99). Poirel ve ark.’nin ¢aligmasinda ise; MT1 mRNA
ekspresyonunun gece saatlerinde en yiiksek degerlerde oldugu bulunmustur. Bunun
nedeninin ise melatonin  reseptorlerin  ekspresyonunun = sirkadiyen ritimle
diizenlenmesinde karmasik bir feed-back mekanizmasina sahip oldugu 6ne stirtilmiistiir
(95). Calismamizda da bu calismalara paralel sonuclar elde edilmistir. MT1 reseptorii
icin yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda; MT1 reseptorii 24/0s A/K grubunda
kontrole gore 1.33f (f= ekspresyon faktorii) down-regiile olsa da bu azalma istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir. Ancak 0/24s A/K grubunda; MT1 reseptdrlerinde kontrol

grubuna gore anlamli derecede up-regiilasyon oldugu goriilmiistiir (p<0.001). Bu up-



67

regiilasyon da oldukca yiiksek bir katsayiya sahiptir (27.509). Bu da plazma melatonin
diizeylerinin yiiksek oldugu bu grupta pineal bezdeki MT1 reseptorlerinin mRNA

ekspresyonunun 6nemli derecede arttigin1 gdstermektedir.

Ayrica sirkadiyen ritimde 16 saat 1s1tk uygulamast MT1 reseptori mRNA down-
regiilasyona (4.108f) neden olurken, 8 saat 151k uygulamasi up-regiilasyona (18.450f)
neden olmustur. Bu da siirekli aydinlik veya karanlik uygulanan gruplarda bulunan
sonugclarla paraleldir. Diger bir ifade ile, 16/8s A/K grubunda da kontrole gére anlamli
derecede down-regiilasyon olurken (p<0.05), 8/16 s A/K dongiisii uygulanan grupta
MT1 reseptorleri up- regiile olmustur ve bu artig istatistiksel olarak da anlamlidir
(p<0.001). Sadece karanlik uygulanan grup olan 0/24s A/K grubundaki MT1
reseptorlerinin ise sirf aydinlik uygulanan grup olan 24/0s A/K uygulanan gruba gore

istatistiksel olarak dnemli derecede up-regiile (30f) oldugu bulunmustur (p<0.001).

Bu sonucglar da MT1 reseptoriiniin bir hafta slireyle karanliga maruz kalan siganlarin
pineal bezlerinde melatonin diizeylerinin yiiksek olmasina bagli olarak up-regiile
oldugunu, ancak stirekli aydinliga maruz birakildiginda ise down-regiile olmak suretiyle
melatonin hormonunun muhtemelen fizyolojik konsantrasyonunu ve pineal bezden
salimin1 kontrol altina almak i¢in gelistirdigi bir feed back mekanizmasi olabilecegini
gostermektedir. Bunun muhtemel mekanizmasini ise su sekilde agiklayabiliriz:
Karanlikta noradrenalinin pinealosit hiicre zarinda 3; adrenerjik reseptorlere baglanmasi
sonucunda hiicre icinde G aracili cAMP sentezi tetiklenmekte ve bu cAMP
seratoninden melatonin sentezini saglayan AANAT aktivitesini tetiklemek suretiyle
melatonin sentezini artirmaktadir. Ancak pinealosit hiicre zarindaki melatonin
reseptOrlerinin aktive olmasi, G; aracili mekanizmalarla cAMP yapimini inhibe etmekte
ve bdylece AANAT enzimi araciligiyla pinealosit hiicrelerinde melatonin sentezi
tizerine muhtemel bir kontrol mekanizmasi olusturmaktadir. Melatonin sentezinin
pinealosit hiicre membranindaki bu muhtemel otoregiilasyon mekanizmasi da ilk kez bu

calisma ile One stiriilmektedir.

Plazma melatonin diizeyleri agisindan bu iligski incelendiginde ise bu muhtemel
otoinhibisyon mekanizmasinin sonuglar1 goriilebilmektedir. Soyle ki, giin ici ritimde
plazma melatonin diizeyleri gece pik yaptiginda 60-70pg/ml’ye ulagsmaktadir. Bu
nedenle siirekli karanliga maruz birakilan grupta plazma melatonin diizeylerinin bu pik
degerlerine yakin degerlerde olmasi beklenirken, ortalama 26,459 + 6,21 pg/ml

degerinde oldugu bulunmustur. Bu da pinealosit hiicre zarinda bulunan melatonin
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reseptorlerinin Gi reseptor aracili cAMP inhibisyonu mekanizmasi ile plazma melatonin

diizeylerinin bu diisiik degerlerde dengelenmis olabilecegini gostermektedir.

Aym sekilde sirf aydinliga maruz birakilan grupta da, normal giin i¢i ritmindeki en
diisiik degerler olan 4-5 pg/ml’lik bir deger beklenirken, 9,789 + 1,41 pg/ml
diizeylerinde oldugu goriilmiistiir. Bu grupta ise uzun siireli olarak melatonin sentezinin
az olmasi nedeniyle pinealosit hiicre zarinda melatoninin hiicre i¢ine girmesinin
engellenmesi ve melatonin sentezini muhtemel otoinhibisyon mekanizmasi ile daha da
azalmasimi engellemek amaciyla reseptor ekspresyonunun azalmis olabilecegi
distiniilmektedir. Pinealosit hiicresi i¢ine melatonin aliminin azaltilmasi, Gi aracili
melatonin inhibisyonunun oniine ge¢gmede ve plazma melatonin diizeylerini belirli
diizeylerde tutulmasinda muhtemel bir otoregiilasyon mekanizmasit gelistirmis

olabileceginin gostermektedir.

Yapilan diger calismalarda, MT1 ve MT2 rekombinant melatonin reseptorlerinin uzun
stireli yliksek dozda melatonine maruz kalmasi durumunda desensitize oldugunun (100)
gosterilmesinin ardindan kisa siireli (10dk) 1uM melatonine maruz kalan rekombinant
melatonin reseptorlerinden MT2 reseptorlerinin fonksiyonel olarak desensitize oldugu
ancak MT1 reseptorlerinde onemli bir degisiklik olmadigi goriilmiistir (94). Bu
calismadan sonra, 8 saat siireyle fizyolojik dozun iizerinde melatonin uygulanmasi
durumunda, Cin Hamster over hiicre kiiltiiriinde hazirlanan rekombinant insan MT1
reseptoriine radyoaktif melatonin ligandinin baglanmasi ve melatonin reseptorlerinin
afinitesi degerlendirilmistir (101). Calismamizdaki sonuglara paralel olarak, fizyolojik
dozlarin iizerinde melatonin uygulamast MT1 reseptorlerinin sayisim1 artirmis ve
stabilize etmistir. Ancak afinite ve fonksiyonel sensitivitesini azaltmistir. MTI
reseptorlerinin de melatonine olan afinitesindeki azalma melatonin reseptoriiniin
desensitizasyonuna baglidir. Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda, melatonin reseptoriiniin
desensitizasyon mekanizmasi cAMP akisinin artmasi ile agiklanmistir (100). Ancak bu
calismada, MTI1 reseptoriiniin desensitizasyonunda reseptdr/G protein uncoupling
mekanizmasinin rol aldig1 disiiniilmektedir. Ayni1 zamanda fizyolojik melatonin
diizeylerinin rekombinant MTI1 reseptorleri iizerindeki etkilerinin gosterildigi ilk
calisma olan bu calismada, MT1 reseptorleri 8 saat siire ile fizyolojik melatonin
diizeylerine maruz birakildiginda, MT1 reseptdr sayisinin, afinitesinin ve fonksiyonel

sensitivitesinin etkilenmedigi goriilmiistiir (101).
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Rekombinant MT2 reseptdr sensitizasyonu iizerine yapilan ilk calisma ise sigan
SCN’sinde fizyolojik melatonin diizeylerine baglit MT2 internalizayonunun zaman ve

konsantrasyon bagimli oldugu gostermistir (102).

Bu calismada ise; yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda, MT1 reseptor
ekspresyonuna paralel sonuglar elde edilmistir. MT2 reseptorii 24/0s A/K grubunda
kontrole gore down-regiile olsa da (1.17f) bu azalma istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir. Sadece karanlik uygulanan grup olan 0/24s A/K grubunda ise MT2
reseptorlerinde kontrol grubuna gdre anlamli derece up-regiilasyon oldugu goriilmiistiir
(2.88f, p<0.05). 16/8s A/K grubunda da kontrole gore anlamli derecede down-
regiilasyon olurken (3.87f, p<0.05), 8/16 s A/K dongiisii uygulanan grupta MT2
reseptorleri up- regiile olmustur ve bu artis istatistiksel olarak da onemlidir (5.41f,
p<0.05). Sadece karanlik uygulanan grup olan 0/24s A/K grubundaki MT2
reseptorlerinin ise sirf aydinlik uygulanan grup olan 24/0s A/K uygulanan gruba gore

istatistiksel olarak 6nemli derecede up-regiile oldugu bulunmustur (3.66f, p<0.05).

MT2 reseptor ekspresyonu MT1 reseptor ekspresyonu ile paralel sonuglar verse de,
pineal bezde karanligin etkisi ile fizyolojik melatonin diizeylerinin yiliksek oldugu
gruplarda (0/24 A/K ve 8/16) MT1 reseptoriindeki mRNA ekspresyonu sirasiyla 27.509
f ve 18.454f artis gosterirken, MT2 reseptorii bu gruplarda sirasiyla 2.88 ve 5.41 f artis
gostermistir. Bu sonuglarin da, diger calismalara paralel olarak (82) sicanlarda pineal
bez melatonin reseptorlerinin ekspresyonunun farkli hiz ve derecede gergeklestiginin

gostergesi oldugu diistiniilmektedir.

MTI1 ve MT2 reseptorleri ilizerine yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalarin ¢ogu,
fizyolojik melatonin konsantrasyonunun o6zellikle de MT1 reseptoriinii negatif olarak
regiile etmedigini gostermektedir (101). Ayrica, Salinen ve ark. (82) ilk kez sicanlarin
farkli dokularinda MT1 ve MT2 reseptor mRNA ekspresyonlari iizerine gercek zamanl
PZR teknolojisi ile yaptig1 ¢alismada giindiiz ve gece saatlerinde, kalpte apekste ve
sinoatrial (SA) diiglimde, retinada, harderian bezde, hipotalamusta, karacigerde ve ince
bagirsaklarda reseptdr ekspresyonunun farkli davraniglar izledigini gostermistir. MT1
reseptorleri, kalbin apeksinde ve SA diiglimiinde, retinada ve hipotalamusta melatonin
diizeylerinin fazla oldugu gece saatlerinde down-regiile olurken, bunlardan sadece
hipotalamustaki down-regiilasyonun 6nemli derecede oldugunu gostermislerdir. Ancak
harderian bezde, karacigerde ve ince bagirsakta MT1 reseptorleri istatistiksel agidan

Oonemli olmasa da up-regiile olmustur. MT2 reseptorler ile de gilindiiz ve gece
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saatlerinde ayn1 dokularda benzer sonuglar elde etmisler ve melatonin reseptorlerinin
regiilasyonunun farkli dokularda fonksiyonlarina gore farkli davramiglar gosterdigini
one sirmislerdir. Calismamiz da sican pineal bezinde melatonin reseptdrlerinin
regiilasyonunun uzun siireli fizyolojik melatonin diizeylerinin degistirilmesi ile negatif

olarak regiile olmadigini gosteren ilk calisma olma 6zelligindedir.

Bu calismada ayrica, uzun siireli degistirilen plazma melatonin diizeylerinin beyin ve
g6z dokusunda mitokondrilerdeki elektron transport zincirindeki oksidatif
mekanizmalar {izerine etkileri incelenmistir. Daha 6nceden bilindigi gibi, ateroskleroz,
hipertansiyon, iskemi-reperfiizyon hasari, enflamasyon, sistik fibrozis, kanser, tip 2
diyabet, Parkinson ve Alzheimer hastaliklar1 gibi bir¢ok hastaligin patojenezinde
oksidatif hasarin 6zellikle de mitokondrilerde meydana gelen oksidatif hasarin énemli
rol oynadig1 yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (44, 103). Oksidatif hasar ise fazla
miktarda olusan reaktif oksijen ve nitrojen partikiillerinin DNA, proteinler, lipidler ve
enzimler basta olmak {izere bir¢ok biomolekiille etkileserek fonksiyonlarini
bozmalarindan kaynaklanmaktadir. Biyolojik sistemler bu partikiillerin verdigi
toksisiteye karst GSH-Px, SOD, CAT gibi bir takim antioksidan enzimler ve E vitamini,

C vitamini, melatonin gibi antioksidan molekiillere sahiptirler (47).

Mitokondrilerde ise reaktif oksijen partikiilleri genellikle Kompleks I ve Kompleks II1
aktivitesi sirasinda olusabilir. Mitokondrilerdeki en 6nemli reaktif oksijen partikiilleri

arasinda O," ve H,O, gelir.

Mitokondrilerde temelde iki 6nemli O," kaynagi bulunmaktadir. Bunlar Kompleks I
(104) ve Kompleks III (105)’tiir. Ancak bu reaktif oksijen partikiili kaynaklari
bulunduklar1 dokuya goére farklilik gosterir. Ornegin kalp ve akciger mitokondrisinde
0, ’nin ¢ogunun Kompleks III kaynakli oldugu (105), beyinde ise Kompleks I
kaynakli oldugu (104) gosterilmistir.

Kompleks I’den kaynaklanan O, zarlar arasi bosluga degil, martikse gonderilir (51,52)
ve burada matrikse ait antioksidan enzimlerle inaktive edilirler (106). Kompleks III
aktivitesi sirasinda Q dongiisii esnasinda ubikinonun otooksidasyonu sonucunda O,*”
olusabilir (107). Bu kompleks iki merkeze sahiptir. Bunlardan Q, zarlara arasi bosluga
yakin, Q; ise matrikse yakin bolgede yerlesmistir (51). Qo merkezinden tiretilen O,*

zarlar arasi bosluga, Q; merkezinden tiretilen O," ise matrikse gonderilir.
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Bunlardan O," matrikste MnSOD tarafindan, zarlar arasi boslukta ise CuZnSOD
tarafindan detoksifiye edilir. Olusan H,O, ise GSH-Px enzimi araciligi ile suya
dontstiirilmektedir (108-110). Zarlar arasi1 antioksidan mekanizmalarla yakalanamayan
0,"" molekiilleri ise sitozole gegerlerse sitozolik CuZnSOD tarafindan detoksifiye

edilmektedir.

Glutatyona bagl sistemler ise Ozellikle sitozoldeki en onemli redoks tamponlaridir
(108,110). Mitokondriler gibi bazi organeller de iistlendikleri gérev nedeniyle kendi

GSH havuzlarina sahiptir ve burada SOD enzimi ile koopere sekilde islev goriirler.

Matrikste MnSOD aktivitesinin H,O, uzaklastiran enzimlerle bir denge i¢cinde olmasi
gerekmektedir. Matriks GSH redoks dongiisii ve MnSOD koordinasyonu H,O, akisinin
fazla olmasmin engellenmesi acisindan olduk¢a Onemlidir. Ciinkii eger bu olusum
engellenemezse oksidan potansiyeli ¢ok daha yiiksek olan *OH radikallerinin olusumu
kacinilmazdir (47). Bu nedenle ¢alismamizda, beyin ve goz dokusuna ait
mitokondrilerinde serbest oksijen radikallerinin ilk olusum yerlerinden birisi olan

matrikste gorev alan MnSOD ve GSH-Px aktiviteleri degerlendirilmistir.

E Vitamini, B-karoten, flavanoidler (111), C Vitamini (112), {irik asit (108) hiicrelerdeki
ve mitokondrilerdeki antioksidan savunma sistemine ait diger molekiillerdir. Ubiquinol
(UQH;) de mitokondrial zarlar1 lipid peroksidasyonundan koruyan oOnemli bir
antioksidandir (113). Melatonin de son zamanlarda antioksidan oOzellikleri tizerine
oldukca fazla calisma yapilmis, sentezi sirkadiyen ritim gosteren dogal bir antioksidan
hormondur. Melatoninin farmakolojik dozlarinin mitokondriler {izerindeki antioksidan

etkileri ise ilk kez Martin ve ark. tarafindan gosterilmistir (58).

Melatoninin mitokondrial homeostazisi etkileyip etkilemedigi ilk kez 2000 senesinde
Martin ve ark. tarafindan yapilan in vivo ¢alisma ile gosterilmistir. Bu g¢alismada
sicanlara 10mg/kg dozunda melatonin enjekte edilmis ve uygulamadan sonra belli
zaman araliklar ile dekapite edilerek, beyin ve karaciger dokularindan elde edilen
mitokondrilerde elektron transport zinciri enzimlerinin aktiviteleri ol¢iilmiistiir. Bu
sartlarda melatonin Kompleks I ve Kompleks IV aktivitelerini zamana bagli olarak
artirirken, Kompleks II ve Kompleks III iizerine etkili olmamigtir. Melatoninin etkileri
enjeksiyonu takiben ilk 30 dk.’nin sonunda goriilmeye baslamis ve 120-180 dk i¢inde
komplekslerin aktiviteleri normal degerlerine ulasmistir. Bu veriler ise melatoninin

yarilanma 0mrii ile uyumlu sonuglardir (57).
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Bu calisma ile melatoninin mitokondrial elektron transport zincirinde gorev alan
kompleksler iizerine etkilerinin goriilmesinin ardindan ayni ¢alismada mitokondriler
icine Ca™ girisini engelleyen ve bu mekanizma ile bazi mitokondrial enzimleri inaktive
eden rutenyum kirmizisinin etkilerini ve bu etkilerin farmakolojik dozda uygulanan
melatonin ile iliskisini incelemislerdir. In vivo rutenyum uygulanmasindan sonra beyin
ve karaciger dokularina ait Kompleks I ve Kompleks IV aktivitelerinin yani sira GSH-
Px aktivitesi de inhibe olmustur. Rutenyum kirmizisi ile goriilen biitiin bu etkiler
10mg/kg melatonin ile 6nemli derecede diizelmistir (57). Bu calisma melatonin ile
mitokondrial antioksidan savunma sistemi arasindaki iliskiyi gosteren ilk calisma
olmustur. Calismamizda ise, beyin ve goz dokusunda oksidatif strese bagli olarak enzim
aktiviteleri iizerinde meydana gelen degisikliklerde fizyolojik melatonin diizeylerindeki
degisikliklerin etkileri incelenmistir. Bu c¢alisma fizyolojik melatonin diizeylerinin
mitokondrilerdeki antioksidan savunma mekanizmasi {izerine etkilerini gosteren ilk

calisma 6zelligindedir.

Melatoninin ~ mitokondrilerdeki  antioksidan  etkileri, diger antioksidanlarla
karsilagtirtlmigtir.  Bu  konuda ilk yapilan ¢aligmada, beyin ve karaciger
mitokondrilerinde oksidatif stres ter-butil hidroperoksit (t-BHP) ile inkiibe edilmek
suretiyle tetiklenmistir. Daha Once yapilan ¢alismalar t-BHP’nin GSH-Px ve GRD
enzimlerinin aktivitelerini inhibe ettigini gostermistir (114). Mitokondrilere, t-BHP
uygulanmaksizin 100nM melatonin uygulandiginda GSH igerigi 6nemli derecede
artmig, GSSG igerigi azalmistir. t-BHP uygulamasi ise GSH-Px ve GRd aktivitelerini
inhibe etmistir. 100nM melatonin bu enzimlerin diizeylerini normal kontrol degerlerine
ulagtirmistir. Bunun da oOtesinde melatoninin antioksidan etkileri E vitamini ve C

vitamini gibi diger antioksidanlara kiyasla oldukca yiliksek bulunmustur (58).

Bu calismada da melatoninin fizyolojik diizeylerinin mitokondrial GSH-Px aktivitesi
tizerindeki etkileri incelendiginde; beyin dokusu homojenatindan izole edilen
mitokondrilerde GSH-Px aktivitesi, A/K dongiisii degistirilen biitiin gruplarda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak onemli derecede yiiksek bulunmustur (p<0.05). Bu
gruplardan oOzellikle de 8/16 s A/K dongiisii uygulanan grupta bu artis ¢ok daha
onemlidir (p<0.001). Bu sonuglar da farkli aydinlik / karanhik dongiisiine maruz
kalindiginda beyin hiicreleri mitokondrilerindeki H,O, molekiillerinden kaynaklanan
hasarin 6nlenmesinde antioksidan savunma sistemini olusturan GSH-Px 6nemli bir rol

oynadigmi gostermektedir. 0/24s, 8/16 s, 16/8 s ve 24/0s A/K uygulanan gruplar
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arasinda ise istatistiksel bir fark bulunamamistir. G6z dokusu homojenatindan izole
edilen mitokondrilerde ise GSH-Px aktivitesi, 0/24 s ve 8/16 s A/K dongiisli uygulanan

gruplarda kontrol grubuna gore istatistiksel acidan 6nemli bir artis olmustur (p<0.05).

Melatoninin mitokondrilerde homeostazisi sagladigr {izerine yapilan diger bir
calismada, siyanid ile olusturulan oksidatif hasarda sub-mitokondrial partikiillere
melatoninin etkileri incelenmis, melatoninin ETZ’ ne ait komplekslerinin aktivitelerini
artirdig1 ve ATP sentezini kolaylastirdig1 gosterilmistir (57). Ayrica melatoninin yiiksek
redoks potansiyeline (-94V) sahip olmasi nedeniyle kompleks I igin elektron donorii
olarak gorev yapabilecegi ve mitokondrial antioksidan sisteme bu sekilde katkida
bulunabilecegi diisiiniilmektedir. Martin ve ark. yaptiklar1 ¢alismada (59), melatoninin
Kompleks I ve Kompleks IV aktivitesini sadece antioksidan olarak degil, bu
molekiillerle birlikte etkileserek de sagladigini 6ne siirmiiglerdir. Bu etkilesimi, BN-
PAGE adi1 verilen histokimyasal yontemle gdstermisler ve mekanizmasinin melatoninin
redoks potansiyelinin yliksek olmasina bagl olarak gergeklestirdigini 6ne siirmiislerdir.
Ayni1 ¢aligmada, Kompleks IV aktivitesini inhibe eden siyanid kullanmiglar ve kismen
inhibe olmus Kompleks IV aktivitesini melatoninin %50 gibi yiiksek bir oranda
artirdigimi  gostermislerdir. Ancak, Kompleks IV’iin tamamen inhibe edilmesi
durumunda melatoninin SmM gibi yiiksek dozlarinin bile aktiviteyi etkileyemedigini
gorerek, melatoninin aktif formda olan Kompleks IV iizerine aktivitesini gelistirici
yonde yardimci oldugunu ancak, tamamen inaktif hale gelmis Kompleks IV aktivitesini
diizeltemedigini goézlemlemislerdir. Melatoninin ETZ’ndeki komplekslerle arasindaki
bu iligkilerin ise, bu komplekslerin aktivitelerinde herhangi bir aksaklik durumunda
oksidatif hasara yol acgabilecegini ve bu durumda da hiicreyi apoptozise gotiiren
olaylarin tetiklenebilecegi gz Oniine alinirsa, olduk¢ca Onemli bir roli iistlenmis

olabilecegi diisliniilmektedir.

Bu nedenle g¢alismamizda melatoninin beyin ve goéz dokusundaki oksidatif hasarin
engellenmesinde melatoninin fizyolojik diizeylerinin rolii arastirilmistir. Caligmada
GSH-Px aktivitesinin yan1 sira mitokondrial MnSOD enzim aktiviteleri de
degerlendirilmistir. Bu degerlendirmeler sonucunda ise; beyin dokusu homojenatindan
izole edilen mitokondrilerde Mn-SOD aktivitesi degerlendirildiginde, 0/24 ve 24/0 s
A/K siklusu uygulanan gruplarda anlamli derecede azalma oldugu bulunmustur
(p<0.05). 8/16 ve 16/8 s A/K siklusu uygulanan gruplarda ise kontrol grubuna gore

onemli bir degisiklik bulunmamistir. Bu sonuglar da Mn-SOD enziminin GSH-Px
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enzimi ile antioksidan savunma sisteminde oncelikleri farkli olan ve dengeleyici bir rol
oynayabileceginin gostergesidir. Kontrol grubu, 8/16 s ve 16/8 s A/K uygulanan
gruplarda ise istatistiksel olarak ©nemli bir fark bulunamamistir. G6z dokusu
homojenatindan izole edilen mitokondrilerde Mn-SOD aktivitesi 0/24s ve 8/16 s A/K
dongiisii uygulanan, gruplarda istatistiksel olarak anlamli derecede azalmigtir (p<0.05).
GoOzde mitokondrial antioksidan enzimlerinden elde edilen sonuglar, beyindeki

mitokondrial antioksidan enzimlerle benzer 6zellikler gdstermistir.

Melatoninin oksidatif hasara bagli apoptozisi engelleme yollarindan bir digeri de
mitokondrial ge¢is poru (MTP) iizerine olan etkileridir. Apoptozisteki en Onemli
yolaklardan biri mitokondrial membran permeabilizasyonu (MMP) ad1 verilen membran
gecirgenliginin  artmasina bagli gelisen reaksiyonlar dizisidir. Bu membran
gecirgenliginin artmasinin baglica nedeni i¢ mitokondri zarinda bulunan MTP’nin
matriksteki Ca™ akisinin artmasina bagl olarak acilmasidir. MTP nin Ca™’ye olan
ilgisinin artmasinda rol oynayan en onemli faktorlerden biri oksidatif stres ve buna bagl
olarak gelisen ATP yetmezligidir. Melatoninin dejeneratif hastaliklarda hiicreleri
apoptozisten koruyucu etkilerinin antioksidan 6zelligi ve serbest radikalleri yakalayici
etkileri ile gosterdigi disiiniiliirken, son ¢alismalar bu etkinin MTP ile dogrudan
etkilesmesi sonucu gelistigini gostermistir (115). Buna ilaveten Jou ve ark’nin yaptigi
calismalar da melatoninin sican beyin astrositlerindeki koruyucu etkilerini yine benzer
bir mekanizma ile gerceklestirdigini ve Ozellikle de maternal olarak anneden gecen
melatoninin fetusta bu diizenlemeyi saglayarak fetus beyin astrositlerinin apoptozise

ugramasini engelledigini gostermislerdir (116,117).

Melatoninin daha 6nce gosterilmis bir diger etkisi ise zarlar1 stabilize edici 6zelligidir.
Bu konuda daha once yaptigimiz ¢aligmalarda, melatoninin sepsiste artan oksidatif
hasarda eritrosit zarinda koruyucu etkileri gosterilmis ve in vivo ortamda melatoninin
farmakolojik dozlariin eritrosit zarini lipid peroksidasyonundan ve oksidatif hasardan
korudugu ve antioksidan savunma sistemindeki enzimlerin aktivitelerini artirdigi
bulunmustur (118,119). Ayrica in vitro ortamda da melatoninin eritrositlerin zarinda
sodyum nitroprussid uygulamasina bagl olarak artan NO diizeylerinin oksidan etkisini
Onleyici yonde etkilerinin oldugu bulunmustur. Ayn1 zamanda bu in vivo ve in vitro
deneylerde, bir¢cok hastaligin patojenezinde ve fizyolojik doku perfiizyonunda oldukca
onemli olan eritrositlerin deformabilite Ozelliklerinin de melatonin uygulamasi ile

antioksidan 6zelliklerinin araci oldugu mekanizmalarla diizelttigi 6ne stirilmustiir.
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Melatoninin hiicre zarlarimi stabilize edici 6zelliginin yan1 sira mitokondrial zarlar1 da
stabilize edici 6zelliklerinin oldugu gosterilmistir. Lipofilik 6zellikte olmasi nedeniyle
ozellikle de mitokondrial i¢ zar stabilize ederek ETZ’nin fonksiyonunu gerektigi gibi

yapabilmesine yardimci olmaktadir (120).

Melatoninin zarlar iizerindeki etkileri dikkate alinarak, bu ¢aligmada da farkl sirkadiyen
ritimlere tabi tutulmus sicanlarin eritrositlerinde fizyolojik melatonin diizeyindeki
degisikliklerin  antioksidan savunma  sistemini nasil etkiledigi ve lipid

peroksidasyonunun bu degisikliklerden nasil etkilendigi de degerlendirilmistir.

Melatoninin farmakolojik dozlarinin eritrositlerde oksidatif hasar ile artan GSH-Px
aktivitesini daha da fazla tetikledigi bilinmektedir (121). Bu ¢alismada da, oksidatif
hasarin bir gdstergesi olarak sirkadiyen ritmi degistirilmis biitiin gruplarda eritrositlerde
GSH-Px aktivitesi, kontrol grubuna gore istatistiksel agcidan anlamli derecede yiiksek

bulunmustur (p<0.001).

GSH-Px aktivitesinin 06zellikle de H;O;’i ortamdan uzaklagtirmak suretiyle etki
gosterdigi diisliniilerek, ayni oksidan molekiilii ortamdan uzaklastirmakla gorevli bir
diger enzim olan CAT aktivitesi de degerlendirilmistir. Eritrositlerde katalaz (CAT)
aktivitesi, 0/24 s A/K dongiisii uygulanan grupta kontrol grubuna gore anlamli derecede
ylksek bulunurken (p<0.05), 24/0 s A/K uygulanan grupta herhangi 6nemli bir
degisiklik goriilmemistir. 8/16 s ve 16/8 s A/K dongiisii uygulanan gruplarda ise katalaz
aktivitesinde kontrol grubuna gore istatistiksel agidan Onemli bir azalma olmustur
(p<0.05). Ayrica bu gruplarda katalaz aktivitesindeki azalma 0/24 s A/K grubuna gore
azalma da istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur (p<0.05 ve p<0.001). Son olarak,
16/8 s A/K dongiisiine tabi tutulan gruptaki azalma 24/ 0 s A/K uygulanan gruba gore
de 6nemlidir p<0.05). Bu sonuglar plazma melatonin diizeylerinin yiiksek oldugu 0/24 s
A/K dongiisii uygulanan grupta katalaz aktivitesinin melatonin ile tetiklenmis
olabilecegini gostermektedir. Ancak 24/0 grubunda yine katalaz aktivitesinin 8/16 ve
16/8 s A/K dongiisli uygulanan gruplara gore fazla olmasi bu grupta olasi bir oksidatif
hasarin gostergesidir. Melatoninin antioksidan enzimlerin aktivitelerini artirdigi,
ozellikle de GSH-Px enzim aktivitesini enzimin sentezini genetik olarak artirmak
suretiyle artirdigt daha once yapilan calismalarla gosterilmistir (121). Ancak CAT
aktivitesi iizerine olan etkileri tartismalidir. Ciinkli yapilan ¢alismalardan bir kismi
(122,123) farmakolojik melatonin diizeylerinin CAT aktivitesini de tetikledigini
gostermis, bir kismi ise (124-126) H,O,’1 yakalayabilme 6zelligi olan melatoninin (116)
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in vivo ortamda katalaz ile yarisa girerek kompetatif bir inhibisyona CAT aktivitesini
azaltabilecegini gostermistir. Bu nedenle melatoninin CAT enziminin genetik
ekspresyonu iizerine etkili olup olmadig lizerine ¢alismalarin yapilmasi ve CAT enzimi

ile melatonin arasindaki iliskilerin aydinlatilmas1 gerekmektedir.

Diger taraftan, H,O,’in ortamdan uzaklastirilmasinda GSH-Px aktivitesi ve CAT
aktivitesi arasindaki iliski goz oniine alindiginda, GSH-Px aktivitesinin 8/16 saat A/K
dongiisii uygulanan grupta 16/8 saat A/K dongiisli uygulanan gruba gore diisiik olmasi,
ve bu gruplarda CAT aktivitesi agisindan tam tersi bir davranig goriilmesi; eritrositlerde
oksidatif hasara yol ac¢an Onemli oksidanlardan olan H,0,’in ortamdan
uzaklastirilmasinda bu iki enzimin muhtemelen birbirinin aktivitesini dengeleyici
ozellikte oldugunu goéstermektedir. Bu sonuglar melatoninin farmakolojik dozlarinda

elde edilen sonuclarla da paralellik gostermektedir (124-126).

Eritrosit zarindaki lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olan malondelaldehit
diizeyleri degerlendirildiginde, en fazla MDA diizeyinin 8/16 s A/K dongiisii uygulanan
grupta oldugu goriilmiistiir. Bu gruptaki MDA diizeyindeki degisiklikler kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulunmamis ancak 0/24 (p<0.05) ve 24/0

(p<0.01) gruplarina gore 6nemli derecede yiiksek bulunmustur.

Eritrosit zarindaki degisikliklerin degerlendirmeleri; sirkadiyen ritim degisikliklerinin
eritrositlerde onemli oksidatif hasara yol agtigini, ozellikle de 8/16 ve 16/ 8 saat
aydinlik / karanlik dongiisii uygulanan gruplarda bu degisikliklerin daha Onemli
oldugunu gostermistir. MDA diizeyinin yine en fazla 8/16 saat A/K dongiisii uygulanan
grupta fazla olmas1 bu 151k dongiisiiniin eritrositlerdeki oksidatif hasar agisindan kritik

bir diizenleme olabileceginin gostergesidir.

Fizyolojik melatonin diizeylerinin pineal bez reseptdr ekspresyonu iizerine ve
mitokondrial antioksidan enzimler {izerine etkilerinin ilk kez gosterildigi bu calisma
sonucunda, pineal bezde melatonin reseptorlerinin regililasyonunun bir¢cok farkl
mekanizmanin bir arada gorev aldigi bir sistemle yiiriitiildiigii, uzun siireli yiiksek
melatonine maruz kaldiginda up-regiile oldugu ve melatonin sentezinin baskilandigi
stirekli aydilik uygulanmasi durumunda ise down-regiile oldugu gosterilmistir. Beyin
ve goz dokusundan izole edilen mitokondrilerde ise plazma melatonin diizeylerindeki
degisikliklere bagl olarak antioksidan enzimlerden GSH-Px ve MnSOD aktivitelerinin

de degistigi gosterilmistir. Ayrica eritrositlerde oksidatif stresin gdstergesi olan lipid
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peroksidasyonu ve bu hasarin 6nlenmesinde gorevli olan enzimlerden GSH-Px ve CAT

aktiviteleri de degerlendirilmistir.

Sonug olarak;

Sirkadiyen ritim dongiisiiniin bir hafta siire ile degistirilmesi, plazma melatonin
diizeylerini etkilemistir. Plazma melatonin diizeyleri karanliga maruz kaldik¢a
kontrol grubuna ve siirekli aydinlik uygulanan gruba gore onemli derecede

artmugtir.

Pineal bezde MTI1 ve MT2 reseptorlerinin ekspresyonlarinin fizyolojik
melatonin diizeylerindeki degisikliklerle nasil etkilendigini ilk kez gosteren bu
calismada, plazma melatonin diizeylerinin artmasi, MT1 ve MT2 reseptorlerine
ait mRNA ekspresyonunu up-regiile etmis, azalmasi1 ise down-regiilasyonuna
neden olmustur. Bu nedenle plazma melatonin diizeylerinin pineal bezde
melatonin reseptorlerinin regiilasyonu araciligi ile muhtemel bir otoregiilasyon

mekanizmasi ile dengede tutulmaya ¢alisildigini géstermektedir.

Beyin dokularindan izole edilen mitokondrilerde antioksidan savunma sistemi
lizerine fizyolojik melatonin diizeylerinin etkileri incelendiginde; oksidatif
hasara karst antioksidan savunma mekanizmalarinin tetiklendiginin gostergesi
olarak, sirkadiyen ritim degisikliklerinin GSH-Px aktivitesini biitiin gruplarda
normal 12/12 saat gilin 15181 alan kontrollere gore onemli derecede artirdigi

gbzlenmistir.

GOz dokularindan izole edilen mitokondrilerde de GSH-Px aktivitesi biitiin

gruplarda kontrol grubuna gore beyindeki sonuglarina paralel olarak artmstir.

Beyin dokusu mitokondrilerinde MnSOD aktivitesi, sirkadiyen ritim
degisiklikleri ile azalmistir. Bu azalma 6zellikle de siirekli aydinlik ve siirekli

karanlik uygulanan gruplarda daha 6nemlidir.

Go6z dokusu mitokondrilerinde de MnSOD aktivitesi, sirkadiyen ritim
degisiklikleri ile onemli derecede azalmistir. Bu azalma o6zellikle 8/16 s A/K

dongiisii uygulanan grupta daha belirgindir.

Eritrositlerde de sirkadiyen ritim degisiklikleri GSH-Px aktivitesinin artmasi ile

sonuclanmistir.
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e Eritrositlerde H,O;’nin neden oldugu oksidatif hasarda GSH-Px’1n birlikte rol
aldig1 CAT aktivitesi ise, siirekli karanlik uygulanan grupta artmis, ancak diger

gruplarda diistik bulunmustur.

Biitiin bu sonuclar, plazma melatonin diizeylerinin diizenlenmesinde reseptor
diizeyinde farkli regiilasyon mekanizmalarinin rol aldigmi ve bu diizenlemeler
sonucunda plazma melatonin diizeylerindeki degisikliklerin beyin ve géz dokusunda
mitokondrial oksidan-antioksidan mekanizmalarin dengesinde 6nemli roller

istlendigini gostermektedir.
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