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Vil

ONSOZ

Bu arastirmada, eksojen olarak uygulanan melatoninin, fare karaciger
dokusunda glutatyon peroksidaz enziminin immunohistokimyasal lokalizasyonu ile
glutatyon peroksidaz enziminin gen ekspresyonuna etkisinin incelenmesi

amaclanmigtir.
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1. GIRIS

Son yillarda yapilan bircok arastirma serbest oksijen radikalleri ve
antioksidan savunma sistemleri arasindaki iligkinin énemini ortaya
koymaktadir. Organizmada, bazi reaksiyonlar sonucu kendiliginden ya da
cevresel bazi faktérlerin etkisiyle olusan serbest radikaller 6nemli
bozukluklara ve bunun sonucunda da birtakim hastaliklara neden olmaktadir.

Serbest oksijen radikallerinin  olusumunu ve bunlarin meydana
getirebilecedi hasari 6nlemek icin organizmada ‘antioksidan savunma
sistemleri’ diye adlandirilan birtakim mekanizmalarin varligi belirtiimektedir.
Antioksidan maddeler, endojen ve eksojen kaynakli antioksidan maddeler
olarak iki ana gruba ayrildigi gibi, slperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GPx), katalaz gibi enzimler ile vitaminler ve tiyoller gibi enzim
olmayan antioksidanlar seklinde yapilarina gére de siniflandirilabilirler. Son
zamanlarda endojen savunma sistemlerini guglendirmek igin normal olarak
organizmada bulunan bazi antioksidan maddelerin eksojen olarak
kullanildigi, bdylece antioksidan sistemin guglendirildigi ve bu maddeler
arasinda melatoninin de bulundugu belirtiimektedir (2,17,72).

Melatoninin normal olarak organizmada epifiz bezi tarafindan
salgilandigi ve cok guclu antioksidan maddeler arasinda oldudu, ayrica
melatoninin farkli yollarla antioksidan sistemi destekledidi belirtiimektedir.
Melatoninin bazi nemli antioksidan enzimlerin (SOD, GPx, katalaz gibi) gen
ekspresyonlari ve enzim aktiviteleri Gzerine énemli etkilerinin oldugundan
bahsedilmektedir (39,72).

Bu caligsmada, eksojen olarak melatonin uygulanan farelerin karaciger
dokusunda glutatyon peroksidaz enziminin gen ekspresyonunun RT-PCR
yontemi ile belirlenerek, disaridan uygulanan bu maddenin enzimin gen
ekspresyonuna etkisinin belirlenmesi ve bu enzimin karaciger dokusunda
lokalizasyonunun immunohistokimyasal yontemlerle incelenmesi

amaclanmistir.



Yaglanma, kanser, alzeimer, ateroskleroz, myokardiyal enfarktls gibi
ciddi hastaliklarin patogenezinde rol oynayan serbest oksijen radikalleri ile
mucadelede antioksidan maddelerin 6neminin olduk¢ca buyuk oldugu
belirtiimektedir (2,54,70). Bizim calismamizdan elde edilecek bulgularin,
bahsedilen bu 6nemli hastaliklarin koruma ve tedavisinde molekiler diizeyde
destek saglayip, bilime ve vyeni tedavi yoéntemlerine sk tutacagi

dusunulmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Serbest Radikaller

Oksijen, yasam igin cok gerekli olan bir molekil olmakla birlikte, oksijen
metabolizmasi sonucu serbest radikaller diye adlandirilan superoksid (Oz )
ve hidroksil (OH ) gibi cok zararli reaktif molekiller meydana gelebilir. Bu
molekullerin serbest elektron tasiyan kararsiz bilegikler oldugu ve bir zincir
reaksiyonuna neden olmak suretiyle diger molekullerle reaksiyona
girebildikleri bildiriimektedir (47).

Serbest radikal ifadesi, atomik ya da molekuler yapilarinda ciftlenmemis
bir ya da daha fazla tek elektron tasiyan molekulllere verilen isimdir. Baska
molekuller ile cok kolay bir sekilde elekiron alis verigine giren bu molekdllere
oksidan molekuller veya reaktif oksijen partikulleri gibi isimlerin de verildigi
belirtilmektedir (20).

Icinde yasadiyimiz cevrede bircok fiziksel ve kimyasal olay nedeniyle
surekli bir radikal yapiminin s6z konusu oldugu ve hucresel kosullarda da
oldukca cok miktar ve cesitlilikte serbest radikal Gretildigi bildiriimektedir (37).

Radikaller G¢ temel mekanizma ile olugsmaktadirlar;
1-Kovalent baglarin homolitik kirllmasi sonucu
2- Normal bir molekUllin elektron kaybetmesi sonucu
3- Normal bir molektle elektron transferi sonucu

Biyolojik sistemlerde bulunan en énemli serbest radikallerin oksijenden
meydana gelen radikaller oldugu, bunlar arasinda en &nemli roll
oynayanlarin oksijenin kendisi, stperoksid, hidrojen peroksid ve hidroksil
radikalinin oldugu belirtimektedir. Elekiron transport zincirinden elekiron
sizintisi hucrelerdeki en buyuk serbest radikal kaynagidir. Mitokondri ic
zarinda yerlesmis olarak bulunan oksidatif fosforilasyon zinciri bilesenleri
biylk oranda indirgendigi zaman mitokondrial stperoksid radikal Gretimi
artmaktadir. Serbest radikal Uretimi, endoplazma retikulumu ve nukleer

membranlarda ise membrana baglh sitokromlarin oksidasyonundan



kaynaklanmakta ve bunlarin diginda hava kirliligi, radyasyon, sigara ve alkol
tuketimi ile stres durumlari da serbest radikal olusumuna neden olan etkenler
arasinda sayllmaktadir (2).

Serbest radikallerin etkileri Tablo 2.1 de belirtilmigtir (3).

Tablo 2.1: Hiicresel serbest radikallerin etkiledigi molekiller ve sonuglari (3)

Etkilenen bilesik Sonuclar
1. Doymamis aminoasitler ve - Protein denattrasyonu
kukUrt iceren aminoasitler - Capraz baglanma

- Enzim inhibitasyonu

- Hlcre gecirgenliginde degisimler

2. Nukleik asit bazlar - Mutasyon

- Hlcre gelisiminde degisimler

3. Karbonhidratlar - Hucre ylUzey reseptérlerinde
degisim
4. Doymamis lipitler - Kolesterol ve yag asitlerinin

oksidasyonu

5. Kofaktorler - Askorbat ve porfirin oksidasyonu
- Nikotinamit ve flavin iceren

kofaktorlerin aktifliginde azalma

6. Antioksidanlar - a-tokoferol ve B-karoten gibi

antioksidanlarin aktifliginin azalmasi

7. Proteinler - Peptit zincirinde kirilmalar
- Denaturasyon
8. DNA - Zincirde kiriimalar

- Baz modifikasyonlari

9. Hyaluronik asit - Sinoviyal sivinin vizkozitesinde

degisim




2.2. Antioksidan Savunma Sistemleri

Hucresel yasamin devamliligi bircok karmasik biyokimyasal tepkimenin
denge icerisinde yurimesine baglidir ve bu dengeyi bozacak endojen ve
eksojen kaynakl cesitli faktorler hicre hasarina yol agmaktadirlar. Bunlar
icerisinde oksidatif stres, cesitli patolojik durumlarin ortaya ¢cikmasina sebep
olmasi nedeniyle giderek 6nem kazanmakta ve arastirmacilari bu yénde
arastirmalar yapmaya yoénlendirmektedir. Radikal reaksiyonlari hucre
homeostazinin bir parcasi olmakla birlikte, saglkl hlcreler homeostatik
olarak antioksidanlari kullanarak serbest radikaller tarafindan meydana
gelebilecek hasarlari ortadan kaldirirlar. Hucreler bdylece, reaktif oksijen
tarlerinin zararl etkilerine karsi antioksidan savunma sistemleri ile korunmus
olurlar (4).

Antioksidanlarin dort ayri etki sekli vardir:

1- Toplayici etki (scavenging etki)

2- Bastirici etki (quencher etki)

3- Onarici etki (repair etki)

4- Zincir kirici etki (chain breaking etki)

Serbest radikalleri etkileyip onlari tutma ya da cok daha zayif yeni bir
molekule ¢evirmeye toplayici etki denir. Antioksidan enzimler bu sekilde etki
gosterirler. Serbest oksijen radikalleriyle etkileserek onlara birer hidrojen
aktarip aktivitelerini azaltan ya da inaktive eden olaya bastirici etki denir. Bu
tip etkiye érnek olarak vitaminler gdsterilebilir. Serbest oksijen radikallerini
kendilerine baglayip zincirlerini kirarak fonksiyonlarinin engellenmesine zincir
kirici etki denilmektedir. Hemoglobin ve mineraller bu tarz etki gosterirler.
Onarici etkili antioksidanlar ise, serbest radikallerin olusturduklar hasarlari
onararak etki gosterirler. Antioksidan maddeler ve bunlarin genel

siniflandinimasi Tablo 2.2 ‘de gésterilmistir (2).



Tablo 2:2. Antioksidanlarin genel siniflandiriimasi (2)

__ EKSOJEN GIDA
ENDOJEN ANTIOKSIDANLAR ANTIOKSIDANLAR ANTIOKSIDANLARI

Enzimler Enzim Olmayanlar

-Ksantin Oksidaz inhibitérleri | -Butylated
-Mitokondrial a) Lipit fazda bulunanlar Tungsten hydroxytoluene (BHT)
sitokrom oksidaz -a-tokoferol (E vit.) Folik asit -Butylated
sistemi - B-karoten Oksiparinol hydroxyanisole (BHA)
-Siiperoksid dismutaz | b) Sivi fazda (sitosol ya Alloparinol -Sodium benzoate

-Katalaz
-Glutatyon
Peroksidaz
-Glutatyon -S-
transferaz

-Hidroperoksidaz

da kan plazmasinda)
bulunanlar
-Askorbik asit
-Melatonin
-Orat

-Sistein
-Laktoferrin
-Transferrin
-Miyoglobin
-Hemoglobin
-Ferritin
-Metionin
-Albumin
-Glutatyon
-Bilirubin

-Soya fasulyesi inhibitdrleri
-NADPH Oksidaz inhibitorleri
Adenozin
Lokal anestezikler
Non-steroid
antiinflamatuar ilaglar
Diphenyline iodonium
-Rekombinant Stperoksid
dismutaz
-Ebselen
-Asetilsistein
-Mannitol,albumin,
Barbitlratlar, Demir
selatdrleri, Sitokinler, Nétrofil

adezyon inhibitérleri. ...

-Ethoxyquin
-Propylgalate

-Fe-superoksid dismutaz




2.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Dogal sire¢ icerisinde biyolojik sistemlerde metabolizma ve cevresel
faktorler neticesinde molekuler oksijenden superoksit, hidroksil ve hidrojen
peroksit gibi serbest oksijen radikalleri ve reaktif oksijen turleri meydana
gelebilmektedir. Olusan bu reaktif tirler, cesitli yollarla etkisizlestiriimedigi
sUrece organizmada, zar yapisina, genetik materyale ve vicutta 6nemli
fonksiyonlara sahip bircok moleklle zarar vererek hucresel yapiyr tehdit
etmektedirler. Bu zararli maddelerin meydana getirecegdi hasari énlemek igin
organizmada antioksidan savunma sistemi gbérev yapmaktadir. Bu sistemin
bircok elemanindan bir grubunu olusturan antioksidan enzimlerden
peroksidazlar hidrojen peroksiti su ve oksijene indirgeyerek hucrenin
karsilagsabilece@i hasarlari bir nebze engellerler (30).

Glutatyon peroksidazlar adiyla anilan bir grup enzim, peroksit
rediksiyonunu katalize etmektedirler. Bu enzimler, selenyum icerikleri,
fiziksel 6zellikleri ve substrat 6zgulligld bakimindan, hem molekulu igeren
peroksidazlardan farkliliklar géstermektedirler (24).

Hidroperoksitlerin ~ indirgenmesinden  sorumlu  olan  glutatyon
peroksidaz’'in molekdl agirhginin  yaklasik olarak 85.000 D. oldugu
bildirilmigtir. Dért selenyum atomu iceren (tetramerik) sitosolik bir enzimdir
(2).

Glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz ve sUperoksit dismutaz gibi
antioksidan enzimler reaktif oksijen tarlerinin yakalanmasi ve hucrelerin
oksidatif strese kargi korunmasinda c¢ok buylk 6nem tasimaktadirlar.
Glutatyon peroksidaz'in selenyum iceren ya da icermeyen cesitli formlari
gorulmektedir (52).

Selenyum iceren Glutatyon peroksidaz ailesinin doért Oyesi
bulunmaktadir: cGPx (GPx1, sitosolik ya da selluler GPx), GPx-Gl (GPx2,
gastrointestinal GPx), pGPx (GPx3, plazma ya da ekstraselliler GPx) ve
PHGPx (GPx4, fosfolipid hidroperoksit GPx) (34).



Glutatyon peroksidaz 1 (GPx1), ilk olarak 1957 yilinda Mills tarafindan
ortaya koyulmus, bu enzimin oksidasyondan kaynaklanan hemolize karsi
kirmizi kan hicrelerini korudugu éne surulmustar (48).

Selluler, sitosolik ya da bagka bir ifadeyle klasik GPx (GPx1, cGPx), her
zaman yaygin olarak bulunmaktadir. Hayvanlarda yapilan hicre kdltura ve
genetik calismalar GPx1'in oksidatif hasari énlemedeki fonksiyonunu ortaya
koymustur. Gastrointestinal GPx (GI-GPx), gastrointestinal sistemden
eksprese edilmektedir ve bu sistemde hidroperoksitlere kargi bir bariyer
gorevi yapmaktadir. Plazma GPx (pGPx), ekstraselliler kompartmanlarda yer
alir ve bobrek gibi vicut sivilar ile iligkili cesitli dokularda eksprese edilir.
Fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz (PHGPx) ise membran lipidlerini
koruyan bir enzimdir (16).

Glutatyon peroksidaz, fagositik hiicrelerde diger antioksidanlarla birlikte,
solunum patlamasi esnasinda fagositik hicrelerin zarar gérmelerini
engellemektedir. Solunum patlamasi, fagositik hlcrelerin oksijen tuketimi
sonucunda superoksit, hidrojen peroksit, hidroksil radikali gibi oksidan drtnler
aciga cikararak bu uGrunlerin fagositoz esnasinda mikroorganizmalarin ve
diger yabanci hlcrelerin yikiminda kullaniimasidir. Fakat bu oksidan UGrin
miktar1 antioksidan savunma gucunu astiginda normal konak hlcrelerine de
zararl olurlar. Glutatyon peroksidaz bu gibi durumlarda hicreyi korumaktadir.
Eritrositlerde de oksidan strese karsi en etkili antioksidan glutatyon
peroksidaz'dir. Hucrelerde bu enzimin aktivitesindeki azalma, hidrojen
peroksitin artmasina ve siddetli hicre hasarina yol agmaktadir. Eritrosit
glutatyon peroksidaz aktivitesi yasllarda ve Down sendromunda yuksek,
prematirelerde dusuk bulunmustur. Lékosit glutatyon peroksidaz aktivitesinin
ise yine yaslilarda ve hipertansiyonlu hastalarda ylUksek oldugu belirtilmistir
(2).

Yapilan bir ¢alismada (65), glutatyon peroksidazin karacigerdeki en

6nemli antioksidan enzim oldugu bildirilmisgtir.



2.4. Melatonin
2.4.1. Melatoninin Sentez ve Metabolizmasi

Melatonin, epifiz bezi ya da pineal bez olarak adlandirilan bez
tarafindan endojen olarak salgilanmaktadir (35,50).

Epifiz olarak da adlandirilan pineal bezin varligi eski zamanlardan beri
bilinmekle beraber bez ile ilgili gelismeler ¢ baylk déneme ayrilabilir. Birinci
dénem; 1.0. 3. yiizyilda Herophilus tarafindan pineal bezin bulunmasiyla
baslamaktadir. Pineal sézcudu Latince’de ¢am kozalagi anlamina gelen
"pinea” kelimesinden kdéken alir. Anatomik yapisi Vesalius (1514-1564)
tarafindan tanimlanmistir. Orta cagin Unla filozof, hekim ve matematikgisi
Rene Descartes (1596-1650) pineal bezi "ruhun yerlestigi yer" olarak
tanimlayarak énemini ortaya koymustur. Ikinci dénemde; Kolliker, memelilerin
pineal bezinde sinir liflerinin varhgini gézlemlemis (1850), Cajal da fare pineal
bezinde demet yapan sinir liflerini bulmus ve bu sinir liflerinin sempatik
kdkenli oldugunu iddia etmistir (1904). Ugilincli dénem ise son 50 yili
kapsamaktadir (19). Lerner ve arkadaslari (42) 1958 yilinda pineal bez ile
ilgili caligmalarda 6nemli bir adim atmiglar ve pineal bezin temel hormonu
olan melatonini tanimlamiglardir.

Korpus pineale olarak da adlandinlan epifiz, sinirsel kdékenlidir.
Habenula denilen epifiz sap! ile ara beyine (diensefalon’a) bagldir. Organ
digstan Pia mater ile sanimistir ve bagdoku, iceriye bélmeler halinde girer.
Organin parensiminde, pinealosit olarak da adlandirilan pineal hicreler ve
modifiye gliya htcreleri olmak Gzere iki tip hticre bulunur (11,35, 68).

Pineal hdcreler melatonin adi verilen bir hormon salgilarlar. Bu hormon
seratoninle yakinhdi bilinen bir aminoasit olan indol tarevidir. Melatoninin, ara
hipofizden (pars intermedya) salgilanan ve pigment yapimini uyaran
melanosit uyarici hormonun (MSH) tersine, pigmentasyonu &nledigi ve deri
renginin acilmasina sebep oldugu belirtilmistir. (68).

Melatonin sentezi, dolagimda bulunan triptofanin pinealosit igerisine

alinmasiyla baglayan ve doért ardisik enzimatik reaksiyon sonucunda
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tamamlanan bir sireci kapsar. Ik agsamada hidroksilasyon reaksiyonuyla 5-
OH triptofan olusur, ikinci asamada triptofan dekarboksilasyonla seratonine
dénusur ve sonra sirayla N-asetilasyon ve O-metilasyon reaksiyonlaryla,
seratoninden melatonin (5-metoksi-N-asetil triptamin) olusur (19,66).

Isiga baglli olarak gelen uyarimlar gézun retina katmani ile alinarak
fotoreseptoriere ulastirilir ve buradan hipotalamustaki suprakiyazmatik
cekirdeg@e iletilir. Bu uyarimlar sonra paraventrikiler ¢cekirdege ulasir, oradan
da omuiriligin lateral ¢ekirdegine gider. Daha sonra bu gekirdekien sempatik
sinir sistemine ait adrenejik sinirlerle uyarimlar Gst beyin gangliyonuna gelir
ve buradan pineal beze ulasir (70,73).

Pineal bez icerisinde bulunan sempatik sinir uclarindaki en 6énemli
nérotransmiter madde noradrenalindir. Noradrenalin, postsinaptik reseptérler
olan ve pinealosit membraninda bulunan b (B) ve a (a) reseptdrlerine
baglanir. Adrenerjik b (B) ve a (a) reseptoérlerinin uyarilmasi sonucunda hucre
icerisinde cAMP ve N-asetiltransferaz (NAT) artisi meydana gelmektedir.
Melatoninin 6n maddesi bir aminoasit olan triptofandir. Triptofan pinealositler
icerisinde 6nce seratonine ve daha sonra da melatonine dénusmektedir.
Melatonin salinimi geceleri buytk bir artig gostermekle birlikte, melatonin
duzeyinin yiksek kalma suresi karanligin suresine baglidir. Karanhgin daha
uzun surdugu kis aylarinda bu sure daha uzundur. Pinealektomi melatoninin
gece yukselmesini 6nlemektedir (6,55).

Aydinlikta pineal hucrelere dolagimdan gelen ftriptofana, triptofan-5-
hidroksilaz enzimi araciligi ile -OH grubu eklenir ve 5-OH-triptofan olusur. 5-
OH-triptofandan asit L-aminoaromatik dekarboksilaz enziminin etkisi
sonucunda karboksil grubundan CO, ayrilir ve seratonin meydana gelir.
Karanlikta seratonine, norepinefrin ve seratonin-N-asetil transferaz (NAT)
etkisiyle asetil grubu eklenir ve N-asetil seratonin olugur. Daha sonra da
seratonine hidroksiindol-O-metil transferaz (HIOMT) enzimi etkisiyle metil
grubu eklenir ve sonucta melatonin meydana gelir. Bu olaylarin seratonine
kadar olan kismi aydinlikta olur. Dolayisi ile gunduzleri triptofan ve seratonin
dizeyleri yluksektir. Seratoninden sonra meydana gelen olaylar karanlikta

meydana gelir ve gece boyunca melatonin dlzeyi yuksek kalir (54,73).
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Melatoninin  inaktivasyonu karacierde gergeklesmektedir. Indol
halkasinin 6. konumundan hidroksile olan melatonin, daha sonra sulfat ya da

glukuronik asitle konjuge edilerek idrarla atilmaktadir (14).

| —
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f { p-adrenamik
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S-Hidroksitriptamin ; ; liflar
AT protein C-kinaz
l sontezl I - LA
Me-Asefllzeratonin a-adrenarik
I HIOMT reseplar
Me?atunln

Sekil 2.1: Epifiz bezinde melatonin sentezinin kontrolli. SCN; Suprakiazmatik nikleus, RH;
retinohipotalamik, PVN; Paraventrikiler nikleus, SCG; Superior servikal ganglion, NA; Norepinefrin,
NAT; 5-Hidroksitriptamin-Nasetiltransferaz, HIOMT; Hidroksiindol-O-metiltransferaz (19).

2.4.2. Melatoninin Antioksidan Ozelligi

Aerobik canlilarda, serbest oksijen radikallerinin olusumu sonucunda
meydana gelebilecek zararli etkilerin 6nlenmesi amaciyla antioksidan
savunma sistemleri diye adlandirilan c¢esitli mekanizmalar geligmistir.
Antioksidan maddeler, Superoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz
(GPx), glutatyon reduktaz (GSSG-Rd), katalaz gibi enzimler, vitaminler ve
tiyoller gibi enzim olmayan antioksidanlar seklinde yapisal 6zelliklerine gére
siniflandinlabilirler  (2,72). Son yillarda, endojen savunma sistemini

guclendirmek amaciyla, dogal olarak organizmada bulunan antioksidan
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6zellikte birtakim farmakolojik ajanlarin kullanilmakta oldugu ve bunlarin
ekzojen savunma sistemleri olarak adlandirildigi, bunlar arasinda melatoninin
de bulundugu bildirilmektedir (17,72).

Melatonin hormonunun endokrin sistemin dudzenlenmesi, immun
fonksiyonlarin artirilmasi, duz kas tonusunun ayarlanmasi ve gonadal
fonksiyonlarin baskilanmasi gibi bircok fizyolojik iglevlerde rol oynadigi, ayni
zamanda guglu bir antioksidan oldugu bildirilmistir (17). Melatoninin bir
antioksidan oldugu literatlrlerde ilk defa lanas ve arkadaglan (33) tarafindan
1991 yilinda belirtiimigtir. Bu &6zelligi sayesinde dokularda lipid
peroksidasyonu sonucu olusan oksidatif hasari énledigi belirtilmistir (43).

Esansiyel aromatik aminoasit olan triptofandan tureyen indoller ve
bunlar arasinda en o©onemlisi olan melatonin, elektron transferinin
diuzenlenmesinde, reaktif ara Udrun radikallerinin detoksifiye edilmesinde,
peroksidatif reaksiyon zincirlerinin kuvvetli bir bicimde kontrol edilmesinde
buyldk bir 6neme sahip, antioksidan bir maddedir. Bu antioksidan 6zelligin
organizmadaki karsihdi ise hlcre ve doku butunlugunun korunmasidir.
Organizmanin biyokimyasal isleyisinde, oksidasyon ara Grlnleri ve dolayisi
ile oksidatif stresin meydana gelmesi kacinilmazdir. Fakat organizma
oksidatif strese kargl antioksidan savunma sistemleri ile oksidatif stres
sonucu olugacak hasarlardan kendisini korumaktadir (55,57,59).

Melatonin, serbest radikaller arasinda en zararlisi olan OH radikalini
ortadan kaldiran ¢cok guclt bir antioksidan &zellige sahiptir. Antioksidanlarin
OH radikaline kargi olan etkinliklerinin arastiriimasi ve karsilastirilmasi
amaciyla yapilan deneysel ¢alismalarda, OH'in 5,5-dimethylpyroline N-oxide
(DMPQO) ile olan reaksiyonu sonucu olusan druna (DMPO- OH)
Olculmektedir. Bunun nedeni, OH'In c¢cok kisa 6murli olmasi nedeniyle
dogrudan ol¢uimesinin olduk¢a zor olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu tar
calismalarda, DMPO bulunan bir ortamda ilk énce ultraviyole i1sik (254 nm)
etkisi ile H,O," den OH saglanmis ve daha sonra da melatonin, glutatyon ve
mannitolun DMPO- OH olusumunu engellemelerindeki  etkinlikleri
karsgilastiriimistir. Sonug olarak, DMPO- OH sentezini %50 inhibe etmek icin

gerekli olan melatonin, glutatyon ve mannitol miktarlari sirasiyla 21, 123, 283
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UM olarak belirlenmistir. Bu sonug¢, melatoninin diger iki dnemli antioksidan
madde olan glutatyon ve mannitol’e gére ¢ok daha gugcli bir antioksidan
oldugunu ortaya koymustur. Melatoninin, OH radikali ile reaksiyona girdikten
sonra bir indolil katyon radikaline dénustigu ve bunun sonucunda da
ortamda bulunan O~ radikalini tutarak antioksidan aktivite gosterdigi

belirtilmistir (2).

Melatoninin antioksidan etkisi U¢ temel baglikta toplanmistir:
a. Direkt Antioksidan Etki: Melatonin antioksidan 6zelligi yapisinda
bulunan pirol halkasindan ileri gelmektedir. Fizyolojik kosullarda bircok indol
melatonine benzer sekilde yikilir, fakat O, varliginda melatoninin pirol
halkasinin indolamin 2,3-dioksijenaz (IDO) ile enzimatik veya hemin ile
nonenzimatik olarak yikimi, yiksek reaktivasyon gucune sahip, N'-asetil-N2-
formil-5-metoksikintiramin (AFMK) olusumuyla sonuglanir. Melatoninin H2O;
varhginda da AFMK olusturdugu ve bunun da radikal tutucu aktivite
gosterdigi ortaya koyulmustur. AFMK olugsumuna yol agan baska bir
mekanizma ise, yuksek bir affinite ile OH radikalini baglayabilen melatoninin,
indolil katyon radikalini olusturup bu radikalin de O.'i yakalayarak AFMK ’e
dénustirmesidir (29,62,72).
b. Antioksidan Enzim Aracili Etki: Farmakolojik ve fizyolojik
dizeylerdeki melatoninin SOD, GPx, Glukoz -6-fosfat dehidrogenaz (G6PD)
ve g-glutamilsistein sentetaz gibi bazi antioksidan enzimlerin gen
ekspresyonlarini veya aktivitelerini arttirdig1 ve bu sekilde de oksidatif stres
sonucu meydana gelebilecek hasari 6nledigi belirtiimektedir (1,39,60,61).

Ratlara akut/kronik uygulanan melatoninin beyin dokusunda Mn-SOD ve
CuZn-SOD sentezini arttirdigi ve bu sekilde beyin dokusunu oksidatif hasara
karsi korudugu gdsterilmistir (39). Pinealektomi yapilan ratlarda karaciger,
akciger ve beyin GPx aktivitelerinde belirgin dugusler kaydedilmistir (56).

Benzer sekilde Baydas ve arkadaslar (12), yaptiklari caligmalarinda
pinealektomize ratlarin cesitli dokularindaki GPx seviyesinin azaldigini,
dolayisi ile GPx aktivitesini uyaran en énemli faktériin melatonin olabilecegini

dustnmusglerdir.
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c. Prooksidan Enzim Aracili Etki: Melatoninin prooksidan enzimlerden
bazilarini inhibe ederek, serbest radikal olusumunu azalttig1 ve bu sekilde de
antioksidan sistemi destekledidi belirtiimektedir. In vivo ve in vitro
calismalarda, NO ve ONOO™ olusumuna neden olan nitrik oksit sentetaz
(NOS) aktivitesinin, fizyolojik dozlarda melatonin tarafindan inhibe edildigi
bildiriimektedir (13, 72).

Melatoninin diger bir 6zelligi de, hem suda hem de yagda c¢cozlnebilir
olmasidir. Dolayisi ile hdcrenin hemen batin organellerine ve hucre
cekirdegine ulasarak ¢ok genis bir alanda antioksidan etki gésterebilmektedir.
Kan-beyin bariyerini ve plasentayi kolaylikla gecebilen melatonin igin bilinen
hicbir morfofizyolojik bariyerin olmamasi, melatoninin diger antioksidan
maddelere kargi olan Ustunligunun gostergesidir. Melatoninin hucre
cekirdegine girebilmesi, DNA’'nin oksidatif hasara karsi korunmasi
bakimindan da diger antioksidanlardan daha ustin oldugunu géstermektedir.
Serbest oksijen radikalleri olusturarak kansere sebep olan safrol'in DNA
uzerinde olusturabilecegi hasarin melatonin tarafindan etkili bir bigcimde
inhibe edildigi bildirilmistir (2).

Oksidatif fosforilasyon Cksijenden tiireyen

etkinligini artrr radilkalleri detolksifiye eder igf:f{?iﬁe o Jtar

Antioksidan enzrimleri T

0 nest ¢ e . Pro-inflamatuyar
k\ L1120 a _— sitokinleri azaltir

Genis ve yayom hiicre 0
ici daghm gisterir +—H.C” NH".‘GH

/ l H \
. f . Nitrojenden tiireyen
T : mnrf!] olojik  Hijcre membranm rad.ilcl:]lleri detuk:;iﬁye eder
hariyerleri gecer stahilize eder

Sekil 2.2. Melatoninin antioksidan &zellikleri (58).
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2.5. Karaciger

Safra yapimi, metabolik artiklarin atilmasi, yag, glikojen ve bazi
vitaminlerin (vitamin A ve B) depolanmasi, detoksifikasyon, sentez (fibrinojen,
protrombin, globulin v.s.), fagositoz ve embriyonal dénemde kan yapimi gibi
hayati fonksiyonlari olan karaciger, embriyolojik olarak duodenum epitelinde
(endoderm) meydana gelen tomurcuklanmayla gelismeye baglamaktadir
(25,28). Duodenumun ventral duvarindaki barsak epitelinin ventral
mezenteryum icerisine dogru yaptigi bu tomurcuk ilk basta tek iken, daha
sonra divertikll halini alarak iki kola ayrilmaktadir (31). Bu iki kol, karaciger
parangimini olusturacak olan pars hepatika ve safra kesesini olusturacak olan
pars sistika'dir. Pars hepatika asir sekilde gelisip dallanarak karacigerin
borucuklar sistemini meydana getirirken, borucuklarin uc kisimlarindaki
endodermal epitel hucreleri yogun bir sekilde c¢ogalarak karacigerin
fonksiyonel hicreleri olan hepatositlere farklilagsmaktadirlar (75).

Pars sistika ise ductus cysticus ve safra kesesini (vesica fella) meydana
getirmektedir. Cevrede bulunan mezensim dokudan da Glisson kapsull ve
ara doku (interstitium) olusmaktadir (31).

Glisson kapsull, kollagen ve elastik iplikler iceren, karacigeri saran bag
dokudan bir kapsuldir. Bag doku organin icerisine girerek karacigeri lop ve
lopcuklara ayirmaktadir (25,28).

Karaciger lopcuklari, yapisal ve fonksiyonel ozellikleri ile kan ve
safranin akig yonu dikkate alinarak tg¢ ayri sekilde incelenmektedir:

¢ Klasik hepatik lopguk: Merkezi bir vena (vena sentralis) cevresinde
karaciger epitelyum hucreleri olan hepatositlerin kordonlar olusturarak isinsal
tarzda yerlesmesi sonucu meydana gelen lopgukiur. Deve ve domuzda
belirgindir. Kan akigi periferden vena sentralise dogrudur.

ePortal lopguk: Bu tip lopcukta karaciger uclusunidn bulundugu alan
merkez kabul edilir. Portal lopguk Gcgen seklindedir ve kdseleri komsu Ug
klasik lopcugun vena sentralisleridir. Safranin akis yénu portal lopgugun

merkezine dogrudur.
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eKaraciger asinuslari: Asinuslarin sinirlarini arteriya hepatikanin
terminal kollari meydana getirmektedir (28,68).

Karacigerin asil yapisini karaciger epitel hlcreleri ya da diger bir adiyla
hepatositler meydana getirmektedir. Karacigerin esas huicreleri olan
hepatositlerin, toksik maddelerin biyotransformasyonu, lipit, protein ve
karbonhidrat metabolizmasindaki gérevleri yaninda bir diger 6nemli gérevi de
safra yapimidir. Hepatositler, safra asiti ve tuzlarinin yani sira safra
pigmentlerini de salgilayarak safra yapimini saglarlar. Safra lopguk disina
Hering kanali ile tasinir ve lopcuklar arasindaki safra kanalina (duktus
biliferus) ve oradan da karacigerden ayrilan duktus hepatikusa gecer. Duktus
hepatikus, duktus sistikus ile birleserek duktus koledokus adini alir ve
duodenumun basglangic kismina acilir. Hepatositlerde dretilen safranin
kolesterol, safra asitleri, bilirubin ve elektrolit salgisi, barsak lumeninden
yaglarin emilimi, enterohepatik dolagim yoluyla barsaklara IgA taginmasi gibi
6nemli fonksiyonlari vardir (11,28,68).

Hepatositler, karaciger lobullu icinde anastomozlar yaparak, Remark
kordonlari olarak adlandirilan kordonlari meydana getirmek Gzere, lobulin
periferinden merkezine dogru isinsal bir sekilde dizilmislerdir. Bu hucre
plaklar arasinda kapillerler bulunur. Pencereli endotelyal hucre tabakasindan
olusan, duUzensiz olarak geniglemis bu damarlara karaciger sintzoidleri
denilmektedir. Sinuzoidler ile hepatositler arasinda bir bosluk bulunur ki buna
da Disse araligi adi verilir, burada kan ile hepatositler arasinda madde alig
verigi saglanmaktadir ( 28,35,68).

SinUzoid duvarindaki endotel hicreleri arasinda Kupffer hicreleri olarak
adlandirilan fagositoz yapan hucreler bulunur. Perisintizoidal alanda Ito
hicreleri denilen, yag ve A vitamini depolayan hucreler de bulunmaktadir.
Patolojik hallerde Ito hcreleri kollagen dudreten hucrelere doénuserek
karacigerde fibrozise neden olmaktadir (28,68).

Karacigerin lopcuklari arasinda karaciger Uglisu ya da portal triad
denen yapilar bulunmaktadir. Karaciger tclusunu; safra kanali, hepatik arter

ve hepatik portal ven (v.interlobularis) olusturmaktadir. Bunlarin etrafini
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interlobuler bag doku sarmaktadir. Bu yapilarin diginda, burada sinirler ve
kUcUk lenfatik damarlar da bulunmaktadir (11).

Karacigere pankreas, dalak ve sindirim sisteminden gelen vena porta ve
oksijen tagiyan arteriya hepatika ile olmak UGzere iki sekilde gelen kan,
karaciger sintzoidlerine agilirarak vena sentralise gecer. Buraya gelen kan
vena sentralislerin birlesmesiyle olugsan sublobuler venlere, buradan da
sublobuler venlerin birlesmesiyle olusan vena hepatikalara gider ve sonra

vena kava kaudalise ulasir (28).
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3. MATERYAL ve METOT

Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan alinan
onay (14.05.2009 tarih ve 03 sayili oturum) sonrasi yapilan bu ¢aligmanin
batin deneysel uygulamalar Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi (KAU)
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali ile KAU Hayvancilik Arastirma ve

Uygulama Merkezi Laboratuarlarinda gerceklestirilmistir.
3.1. MATERYAL
3.1.1. Deney Hayvani Materyali

Yapilan calismadaki deney hayvanlari, Celal Bayar Universitesi Tip
Fakuiltesinden elde edilmis olan farelerin ¢gogaltiimasi sonucu meydana gelen
yeni nesil farelerden olugmaktadir. Calismada ergin donemdeki 24 adet
erkek Swiss albino fare kullaniimigtir. Fareler calisma suresince standart fare
yemi (Erzurum Bayramoglu Yem Fabrikasi A.S.de Uretilmigtir) ile
beslenirken, su alimi da serbest birakilmigtir. Deney fareleri, standart fare
kafeslerinde, 22 + 2 "C oda sicakligindaki standart ortamda tutulmuslardir.

Deney gruplari ve yapilan uygulamalar Tablo 3.1 'de gdsterilmistir.

3.1.2. Melatonin
Deneme grubuna uygulanan melatonin (Sigma-M5250) soguk zincir

altinda getirtildikten sonra ¢aligma suresince - 20°C’'de sakland.



3.2. METOT

3.2.1. Melatonin Uygulamasi
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Tablo 3.1. Deney gruplari ve yapilan uygulamalar

Deney Gruplari Denek Sayisi Deneysel Uygulamalar

Deneme Grubu 8 Etanolde  c¢ézdlralip  serum  fizyolojikle
sulandiriimig 10 mg/kg dozdaki melatonin 28
gun sdreyle gunlik olarak i.p. yolla enjekte
edildi

Kontrol Grubu 8 Higcbir Uygulama yapiimadi

Sham Grubu 8 28 gun sureyle her gun deneme grubuna
uygulanan miktarda etanol ve serum fizyolojik
i.p. yolla uygulandi

3.2.2. Doku Orneklerinin Alinmasi

Dért haftalik (28 gun)

deney slresi sonunda farelere servikal

dislokasyonla étenazi yapildiktan sonra karaciger doku 6rnekleri alindi.

Alinan karaciger doku érnekleri iki kisma ayrildi. Molekller analizler igin

alinan ornekler Tri-reagent icerisinde homojenize edildikien sonra +4 C'de

muhafaza edildi. Histolojik incelemeler icin kullanilacak érnekler ise Bouin

tespit sollsyonuna alindi. Dokular tespit edildikten sonra dereceli alkollerden,

metil benzoat ve benzollerden gecirilip parafinde bloklandi.

3.2.3. Histolojik incelemeler

Histolojik degerlendirmeler amaciyla parafin bloklardan alinan 4 pm

kalinligindaki kesitlere, Hematoksilen-Eosin, Crossmann’in U¢li boyamasi

(Triple boyama) ve periodik asit Shiff (PAS) boyamalari uygulandi (44).




20

Karaciger dokusunda GPx 1'in immunoreaktivitesini incelemek icin
Avidin-Biotin-Peroksidaz Kompleks (ABC) teknigi (32) kullanildi. Parafin
bloklardan alinmig olan 4 pm kalinhgindaki kesitler deparafinizasyon ve
rehidrasyon iglemlerinden gegcirildi. Fosfat buffer salin (PBS) ile galkalanip
endojen peroksidaz aktivitesini engellemek amaciyla % 3’0k H>O.'de 10
dakika inkibasyona birakildi ve sonra tekrar PBS ile yikandi. Antijenleri
aciga cikarmak icin mikrodalga firinda sitrat tamponu igerisinde 10 dk isi
uygulamasi yapildi. Ardindan tekrar PBS ile yikamadan sonra spesifik
olmayan baglanmalari engellemek amaciyla sekunder antikorun Uretildigi
ture uygun (Ultra V Blok) serumda inktbe edildi. Tekrar PBS ile yikandiktan
sonra anti-GPx 1'de (abcam —ab22604) (1:1000 dilisyon oraninda) oda
sicakliginda 1 saat inkGbasyona birakildi. Bu inkGbasyonun ardindan doku
kesitleri yine PBS ile yikandiktan sonra primer antikorun udretildigi tare karsi
olan biotinlenmis sekunder antikor (Ultravision Detection System, Goat Anti-
Rabbit, Lab Vision-510.991.2800) uygulanarak 30 dakika oda Isisinda
birakildi. Bunun ardindan tekrar PBS ile yikama yapildi ve Streptavidin horse
radish peroksidaz uygulanip oda isisinda 30 dakika daha bekletildi. Bu sure
sonunda yine PBS ile yikandiktan sonra kromojen olarak AEC (3-Amino-9-
ethyl carbazole) kullanildi. Dokulara kromojen solisyonu eklendikten sonra
mikroskopta kontrolli olarak immunoreaktivitenin olugsumuna goére reaksiyon
durduruldu. Distile su ile ylkandiktan sonra zit boyama amaciyla
hematoksilen kullanildi. Ardindan AEC kromojenine uygun yapistirict (Lab
Vision TA-125-UG) kullanilarak kapatildi. Preparatlar BX-051 Olympus

(JAPAN) marka arastirma mikroskobunda incelendi.

Dokulardaki GPx 1 immunoreaktivitesi, boyanmanin koyuluk derecesine
gore derecelendirilerek belirlendi. Derecelendirmede kullanilan semboller

Tablo 3.2 ’de gosterilmistir.
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Tablo 3.2. Dokulardaki GPx 1 immunoreaktivitesinin derecelendirilmesi

Dokudaki Reaksiyon Yogunlugu Semboller
Cok yogun 3
Orta derecede yogun 2
Az yodun 1
Reaksiyon yok 0

Dokulardaki immunoreaktivitenin GPx 1'e spesifik olup olmadigini
belirlemek amaciyla alinan doku kesitlerine, primer antikor ilave ediimeden

(negatif kontrol) immunohistokimyasal teknik aynen uygulandi.
3.2.4. Molekiler Analiz (RT PCR)

Molekuler analiz icin, Chomczynski ve Sacchi (18) tarafindan
tanimlanan, guanidin isothiocyanate/phenol-kloroform metodunun
modifikasyonu sonucu elde edilen Tri-Reagent (SIGMA-T9424) kullanild.
Gen ekspresyonu igin alinan karaciger doku 6rnekleri (50-100 mg), 1 ml Tri-
Reagent igerisinde homojenizatér yardimiyla iyice homojenize edildikien

sonra +4°C’de saklandi.
3.2.4.1.Total RNA izolasyonu

Tri-Reagent igerisindeki &rnekler +4°C’de 12000 devirde 10 dakika
santriflj edildi. DNA, RNA ve protein iceren stpernatant kisim 1,5 ml’ lik yeni
steril ependorf tiiplerine alindi. Uzerine 0,2 ml kloroform ilave edip
calkalandiktan sonra oda isisinda 10-15 dakika bekletildi ve ardindan
+4°C’de 12000 devirde 15 dakika santriflij edildi. Santriflij igleminin sonunda
tupte Gstte RNA, ortada DNA ve en altta protein iceren kisimlar olmak tzere
u¢ tabaka gorutldu. RNA iceren ustteki seffaf kisim alttaki DNA iceren kisma
dokunulmadan yeni steril ependorf tiiplerine aktarildi. Uzerlerine 0,5 ml
izopropanol ilave edilip 5-10 dakika oda isisinda bekletildi. Ardindan +4°C’de
12000 devirde 10 dakika santrifuj edildi. Bu igslem sonunda RNA pelet
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seklinde tupun dip kismina ¢ékmus oldu. TuUp igerisinde bulunan pelet
disindaki sivi kisim atildiktan sonra peleti yikamak amaciyla tzerine 1 ml %
75'lik etanol ilave edildi. Daha sonra peletin yapistigi yerden ayrilmasi igin
kisa slre vortekslendi ve hemen arkasindan +4°C’de 7500 devirde 5 dakika
santriflj edilerek peletin yeniden ¢ékmesi saglandi. Bu islem sonrasinda tup
icerisinde bulunan etanol doékuldi ve kalan alkolun iyice uzaklagmasi
amaciyla tupler agzi agik bir sekilde 5-10 dakika bekletildi. Elde edilen pelet
uzerine ortalama 30-40 pl steril, nukleaz icermeyen bidistile su ilave edildi.
TUpler 55-60°C sicakligindaki su banyosunda 10-15 dakika bekletilerek
tupteki RNA peletinin ¢cézdUrilmesi saglandi.

Bir mikrolitredeki RNA miktari spektrofotometre (UVWIN 5,0- T60U) ile
260 nm dalga boyunda dlctldu ve 3 pg RNA iceren sollsyon miktari

hesaplandi.

3.2.4.2. Mesajci RNA( mRNA)’ nin Elde Edilmesi

mRNA’lari elde etmek icin, mRNA’larin ¢cekirdekten ¢cikmadan 6nce son
uclarina ¢ok sayida adenin bazi (polyA kuyrugu) baglanmasi 6zelliginden
yararlanilarak, bunlarla baz cifti kurabilen Oligo dT primerleri kullanildi. Oligo
dT primerlerinin en iyi galistigi 1s1 70°C’ dir (53). Her érnek igin 3 pg RNA
iceren solusyon miktari tzerine 2 pl Oligo dT (Promega-C1101) ve son hacim
15 pl olacak miktarda nikleaz icermeyen (NF) su ilave edildi. Bu érnekler
PCR cihazinda (BioRad MJ Mini), 70°C’de 5 dakika ve 4°C’'de en az 2 dakika
tutularak mRNA’lar elde edildi.

3.2.4.3. Tamamlayici (komplementer) DNA (cDNA ) Elde Edilmesi

Elde edilen mRBRNA’lardan tamamlayici DNA (cDNA ) elde etmek igin
oncelikle dNTP set ve MMLV karigimi hazirlandi. dNTP set (SIGMA-
DNTP100) igerisinde dort adet baz iceren 4 adet tlp vardir. Bazlardan 10mM
konsantrasyonda caligma sollsyonu hazirlamak Gzere her bir bazdan 40’ar

gl alinarak yeni tuplere koyuldu. Bu dért tipun her birinin tzerine 60 pl NF su
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koyuldu ve vortekslendi. Bundan sonra sulandiriimig olan her bir bazdan
25’er pl alinarak tek bir tlpte karistirilip dNTP set hazirlandi.

MMLV karigimi ise her bir 6rnek igin; 1,6 pl MMLV-RT enzimi (M1701-
PROMEGA) ve 8 pl MMLV-RT enzim bufferr, 8 pl dANTP, 1 pl rBNA’sin
(N2511-PROMEGA), 6,4 pl NF su olmak uzere toplam 25 pl hacimde
hazirlandi. Hazirlanan master mix, mRNA iceren tlplerin Uzerine ilave
edildikten sonra PCR cihazinda; 37°C'de 1 saat, 95°C’de 5 dakika ve 4°C ‘de
en az 2 dakika olacak sekilde tutuldu. Bu program sonunda cDNA elde

edilmis oldu. Programdan gikan érnekler -20°C’de muhafaza edildi.

3.2.4.4. DNA’'nin cogaltilmasi

Daha 6nce elde etmis oldugumuz cDNA’lari ¢cogaltip, aradigimiz geni
bulmak Uzere, gene 6zgu primerler ve bu primerleri iceren bir karigim
hazirlandi. GPx 1 geni igin baz dizilimleri forward; 5-CCT CAA GTA CGT
CCG ACC TG-3', reverse; 5-CAA TGT CGT TGC GGC ACA CC-3’ (26), B-
aktin geni icin ise forward; 5-TCA TGA AGT GTG ACG TTG ACA TCC GT-
3’, reverse; 5-CCT AGA AGC ATT TGC GGT GCA CGA TG-3' (38,71),
primerleri kullanildi. Liyofilize primerler 500 pl NF su ile sulandiridi. Her

ornek igin;

1 pl Tag DNA polimeraz enzimi (SIGMA- D1806)

5 pl Taq buffer

1 pl ANTP

1 pl Forward (ileri) primer

1 pl Reverse (geri) primer karistirildi ve NF su ile 50 pl'ye tamamlandi.
Hazirlanan bu karigim, steril PCR tlplerine 50’ser pl hacimde koyuldu.

Uzerlerine 2 pl cDNA ve buharlagsmayi 6nlemek igin 2 pl mineral yag ilave

edildikten sonra PCR cihazina koyuldu.



24

PCR cihazinda;
1. 94 °C’ de 5 dakika
50 °C’ de 1 dakika
72 °C de 1,5 dakika
94 °C’ de 1 dakika
50 °C’ de 1 dakika
3. adima dénulup 5. adima kadar GPx 1 icin 28 kez, B-aktin icin 30 kez

U

tekrarlandi
72°C’ de 10 dakika

N

8. 4°C'de en az 2 dakika olmak lzere sliresiz bekletildi.

Siklus sayisl, yapilan denemeler sonucunda GPx 1 geni icin 28 siklus,
B-aktin geni igin ise 30 siklus olarak belirlendi. Elde edilen Grlinler -20 °C’ de

saklandi.

3.2.4.5. Orneklerin Jelde Yiiriitilmesi

Elde ettigimiz PCR urlnleri % 1,5’ lik agaroz jelde yaratalda. Bunun icin;
3,75 g agaroz (SIGMA-A5093), 245 ml TBE (Tris-Borate-EDTA) icerisinde
mikrodalga firinda ortalama 5 dakika sture ile icerisinde hic tortu kalmayacak
sekilde eritildi. Eritilen agar biraz soguduktan sonra igerisine 5 pl ethidium
bromide ilave edildi ve daha sonra taraklarin bulundugu kalba doékuldu.
Katilagmasi icin oda isisinda 10-15 dakika bekletildi. Daha sonra taraklar
cikarildi ve ici TBE ile dolu olan elektroforez tankina yerlestirildi. Sonra, PCR
cihazindan aldigimiz son drtnlerden yeni tuplere 10’ar pl koyuldu. Ayrica
baska bir tipe de 6 pl DNA cetveli (PROMEGA-G2101, 100 bp DNA ladder)
koyuldu. Batan tapler Uzerine 2 pl yukleme boyasi koyularak sirayla
taraklarin  ¢ikarildi§gi  kuyucuklara yuklendi. Bundan sonra &rnekler
elektroforez cihazinda (E-C Apparatus Corp.-Ec 3000p) 100 voltta 1 saat
sureyle yarataldu. Sonuglar UV 19131 altinda fotograflandi (Sanyo-Xacti 6 Mp
E60).
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B-aktin ve GPx 1 Grunlerine ait bantlarin dansitometrik 6lgimleri Kodak
M| Ready programinda yapildi. GPx 1’e ait dansitometrik bulgular B-aktin’e

gore normalize edilerek istatistiksel analizleri yapildi.

3.2.5. istatistiksel Analiz

Istatistik analiz i¢in Minitab programinin (49,69) 12.1 versiyonu
kullanildi. Gruplar arasi farkliliklar icin one-way ANOVA testi, coklu gruplar
arasindaki farkin kaynagini bulmak icin coklu kargilastirma testlerinden
Tukey testi uygulandi (36,69). Istatistiksel analizde gliven arali§i 0,05 olarak

belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Histolojik Bulgular

Kontrol grubu farelerin karacigerlerini distan bagdokudan bir kapsultn
cevreledigi, kapsulden igceriye dogru bagdokunun yayildigi fakat lopguklarin
belirgin olmadigi, doku icerisinde vena sentralisler ile vena sentralislerin
etrafinda 1ginsal tarzda dizilim gostererek Remark kordonlarini olusturan
hepatositler belirgin olarak gézlendi.

Hepatositler, cift ¢ekirdekliler ovalimsi olmakla birlikte genellikle iri ve
yuvarlak sekilli, merkezi konumda genellikle bir bazen de ¢ift cekirdege sahip,
pembe sitoplazmali olarak goéruldi. Hepatosit kordonlari arasindaki
geniglemis kan damarlari olan sinuzoidlerin duvarinda ise endotel
hicrelerinin bulundugu, ayrica yine bu alanlarda fagositozdan sorumlu olan
Kupffer hlcrelerinin yer aldigi gézlendi (Resim 4.1).

Portal alanlarda ise karacijer UcluslU olarak adlandirilan arteriya
hepatica, vena interlobularis ile safra kanali duktus biliferus géraldi (Resim
4.2).

Yapilan PAS boyamasi sonucunda, hepatositlerin sitoplazmalarinda

pembe-kirmizi renkte boyanan glikojen birikimleri belirlendi (Resim 4.3).
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Resim 4.1. Kontrol grubu farelerde karacigerin genel gériinimil. V: Vena sentralis, Ince ok: Sintizoid,

Kalin ok: Hepatosit, Ok basi: Kupffer hiicreleri. H.E. Bar: 50 um.

Resim 4.2. Kontrol grubu fare karacigerinin Kiernan araligi bélgesi histolojik gérandma. V: Vena
interlobularis, Ince ok: Sintizoid, Kalin ok: Duktus biliferus. Ok basi: Arteriya hepatika. Triple boyama.
Bar: 100 pm.
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Resim 4.3. Kontrol grubu karaciger dokusunda glikojen birikimi. PAS. Bar: 50 um.

Rutin histolojik boyamalarla sham grubu farelerin karacigerlerinde
yapisal olarak kontrol grubundan farkli hicbir bulguya rastlanmadi (Resim
4.4,4.5).

Resim 4.4. Sham grubu karaciger dokusu. V: Vena interlobularis, Ince ok: Siniizoid, Kalin ok: Duktus

biliferus, Ok basi: Kupffer hiicresi. HE. Bar: 50 pm.
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Resim 4.5. Sham grubu karaciger dokusunda glikojen birikimi. V: Vena interlobularis, Kalin ok: Dukius

biliferus, ince ok: Glikojen birikimi gériilen hepatosit. PAS. Bar: 50 um.

Deneme grubuna ait fare karacigerlerinde de kontrol ve sham grubu
karaciger dokulariyla benzer bulgular goézlendi farkli higcbir bulguya

rastlanmadi (Resim 4.6, 4.7).
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Resim 4.6. Deneme grubu karaciger dokusunun histolojik gérindmd. V: Vena sentralis. HE.
Bar: 100 pm.

Resim 4.7. Deneme grubu karaciger dokusunda glikojen birikimi. PAS. Bar: 50 um.
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4.2. immunohistokimyasal Bulgular

Deneme, kontrol ve sham gruplarina ait farelerin karaciger kesitleri GPx
1 enziminin karacigerdeki immunohistokimyasal lokalizasyonu yénunden 1sik
mikroskobik olarak incelendi. Tum gruplarda GPx 1 immunoreaktivitesinin
spesifik oldugu goéruldu.

Kontrol grubuna ait karaciger doku 6rneklerinin immunohistokimyasal
incelemesinde, Glisson kapsulinde, diger bagdoku alanlarinda, endotel
hicrelerinde, Kupffer hlcrelerinde ve duktus biliferusta immunoreaktivitenin
olmadig! gézlendi. Dokularda, O'dan 3’e kadar degisen degerlerde reaksiyon
yogunlugu goérulen hepatositlere rastlandi. GPx 1 immunoreaktivitesinin bazi
hepatositlerde sadece sitoplazmik, ¢cogunlukla da hem sitoplazmik hem de
nukleer tarzda oldugu, cok az sayida rastlanan bazi hepatositlerde ise hig
reaksiyon olmadigi gézlendi. Doku 6rneklerinde cift cekirdekli hepatositlerin
bazilarinda c¢ekirdegin birinin reaksiyon verdigi digerinin ise reaksiyon
vermedigi géruldu. Yapilan incelemelerde immunoreaktivitenin 6zellikle
Kiernan araligi ile vena sentralisler etrafindaki hepatositlerde kuvvetli oldugu,
bu alanlarin digindaki kisimlarda daha zayif reaksiyon verdigi saptand..
(Resim 4.8, 4.9).

Karacigerdeki yapilarda bulunan reaksiyon yogunluklari Tablo 4.1'de

gosterilmigtir.

Tablo 4.1. Karacigerdeki yapilar ve reaksiyon yogunlugu.

Karacigerdeki yapilar Reaksiyon yogunlugu
Glisson kapsulu (bag doku) 0
Endotel hicreleri 0
Kupffer hucreleri 0
Duktus biliferus 0
Kiernan araliyi cevresindeki hepatositler +3
Vena sentralis cevresindeki hepatositler +3

Diger alanlardaki hepatositler 0, +1, +2
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Resim 4.8. Kontrol grubu karaciger dokusunda vena sentralisler etrafinda GPx 1 immunoreaktivitesi.
V: Vena sentralis, Kalin ok: Yogun immunoreaktivite, Ince ok: Zayif inmunoreaktivite. Bar: 50 pm.

Resim 4.9. Kontrol grubuna ait dokuda GPx 1 immUnofeakﬁ_vitesi. (Oklar: Endotel hticreleri).

Bar: 50 pm.
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Sham grubuna ait farelerin karaciger doku kesitlerinde de,
hepatositlerde GPx 1 immunoreaktivitesinin hem sitoplazmik hem de ntkleer
tarzda oldugu, az sayida da olsa sadece sitoplazmik boyanan hepatositlerin
de oldugu géruldu. Nadiren de olsa hi¢ reaksiyon vermeyen hepatositlere
rastlanirken, c¢ift cekirdekli hepatositlerin bazilarinda, c¢ekirdeklerin birinin
reaksiyon verdigi, digerinin ise reaksiyon vermedigi géruldi. Yine, Kiernan
araligi ile vena sentralisler etrafindaki birka¢c sira hepatositte GPx 1
immunoreaktivitesinin diger alanlara gére daha yogun oldugu dikkati
cekmesine karsin bag doku alanlari, duktus biliferus, Kupffer hucreleri ile
endotel hicrelerinde GPx 1 immunoreaktivitesinin olmadigi goérildu (Resim

4.10).
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Resim 4.10. Sham grubu karaciger dokusunda GPx 1 immunoreaktivitesi. Bar: 100 pm.

Deneme grubu karaciger doku 6rneklerinde yapilan incelemelerde, GPx
1 enziminin immunohistokimyasal dagiliminin kontrol ve sham gruplarina ait
doku o6rnekleriyle benzer sekilde oldugu goérildd. Deneme grubuna ait
karaciger kesitlerinde de GPx 1 enziminin hlcresel dagilimi hem sitoplazmik

hem de nUkleer olarak, GPx 1'in doku icerisindeki lokalizasyonunun ise
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kontrol ve sham gruplarinda oldugu gibi, portal alanlar cevresinde daha
yogun oldugu goéruldia. Diger gruplarda oldugu gibi, bu gruba ait doku
orneklerinde de cift ¢ekirdekli hepatositlerin bazilarinda g¢ekirdedin birinin
reaksiyon verdigi, digerinin ise reaksiyon vermedigi goruldi. Yine bag doku
alanlari, endotel hacreleri, Kupffer huacreleri ile duktus biliferusta
immunohistokimyasal reaksiyonun goérGlmemesi de diger gruplarla ortak
bulgular arasindaydi. Ayrica, karacigeri saran hepatik kapsulde de GPx 1
immunoreaktivitesinin olmadigi dikkati cekti. Bu gruba ait érneklerde de ayni
doku icerisinde 0'dan 3'e kadar degisen degerlerde reaksiyon yogunlugu
gorulen hepatositlere rastlandi (Resim 4.11, 4.12, 4.13, 4.14).

Resim 4.11. Deneme grubu hepatositlerde sitoplazmik ve ntikleer GPx 1 immunorektivitesi.
Kalin ok: Sitoplazmik ve Nikleer GPx 1 immunorektivitesi, Ince ok: Sitoplazmik GPx 1

Immunorektivitesi. Bar: 50 pm.
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Resim 4.12. Deneme grubu karaciger dokusunda GPx 1 immunoreaktivitesi. Oklar: Yogun
immunoreaktivite odaklari. Bar: 200 um.

Resim 4.13.Deneme grubunda GPx 1 immunoreaktivitesinin durumu. Kalin ok: Hepatositlerde pozitif
immunoreaktivite, Ince ok: Karacider kapstliinde negatif immunoreaktivite. Bar: 50 pm.
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Resim 4.14. Deneme grubuna ait dokuda Kiernan araliinda GPx 1 immunoreaktivitesi. Ok basi: Bag
doku, ince ok: Damar endoteli, Kalin ok: Duktus biliferus. Bar: 50 um.

Resim 4.15. Deneme grubu karaciger dokusunda (Primer antikor koyulmayan) negatif GPx 1

immunoreaktivitesi (Negatif kontrol). V: Vena sentralis. Oklar: Hepatositler. Bar: 50 pm.
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Tam  gruplardan  alinan  karaciger  kesitlerinde  GPx 1
immunoreaktivitesinin spesifik olup olmadigini belilemek amaciyla yapilan
negatif kontrollerde GPx 1 immunoreaktivitesinin olmadigi gézlendi (Resim
4.15).

4.3. Molekiiler Analiz Bulgulan

Melatonin uygulamasinin karaciger dokusunda Glutatyon peroksidaz'in
gen ekspresyonuna etkisinin belirlenmesi amaciyla deneme, kontrol ve sham
gruplarina ait olan karaciger 6rneklerinin molekiler analizleri yapildi. Yapilan
molekuler analiz sonuglari dansitometrik olarak 6lcllerek bant yogunluklarina
gore sayisal veriler elde edildi ve degerlendirildi. Deneme, kontrol ve sham
gruplarina ait olan karaciger érneklerinde GPx 1 enzim geninin ekspresyon
dizeyi, RT PCR yo6ntemi ile kontrol geni olan B-aktin genine gére normalize
edilerek belirlendi. Bunun sonucunda elde edilen verilerle (Resim 4.16,4.17)

gruplar arasinda karsilastirmalar yapildi.
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Resim 4.16. RT PCR sonuclarinin dansitometrik 8lgim sonuclari.
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Resim 4.17. RT PCR sonuclarinin dansitometrik &lgiim sonuglari (Devami).

Yapilan molekdler analizler sonucunda deneme grubuna ait GPx 1 geni
ekspresyon dizeyi 2,528 (+ 0,291), kontrol grubuna ait GPx 1 geni
ekspresyon duzeyi 1,496 (+0,284), sham grubuna ait GPx 1 geni ekspresyon

dizeyi ise 1,478 (+ 0,198) olarak bulundu.



39

Karaciger dokusunda GPx 1 geni ekspresyon dizeyinin deneme,
kontrol ve sham gruplari arasindaki karsilastirilmasi Tablo 4.2 'de

gosterilmigtir.

Tablo 4.2. Karacigerde GPx 1 geni ekspresyon dazeyinin gruplar arasi karsilastirimasi.

GPx 1 Geni
Gruplar n Ekspresyon Dlzeyi ( 7+Sf) F
Deneme 5 2,528 + 0,291°
Kontrol 5 1,496 + 0,284° 531
Sham 5 1,478 +0,198°

P=0,022, P<0,05
F: Ort.deger, S¥: Standart hata

GPx 1 geninin karacigerdeki ekspresyon duzeyinin gruplar arasi

ortalamalarinin karsilastiriimasi Grafik 4.1 ‘de de gdsterilmigtir.

Grafik 4.1. GPx 1 geni ekspresyon dizeyinin ortalamalarinin gruplar arasi karsilagtiriimasi
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Yaptigimiz bu calismada, karaciger dokusunda GPx 1 geni ekspresyon
dizeyi acisindan gruplar arasi yapilan incelemede, kontrol ve sham gruplari
arasinda istatistiksel duzeyde anlaml bir fark bulunmazken, deneme
grubunda kontrol ve sham grubuna gére istatistiksel duzeyde anlamli
(P<0,05) bir artis oldugu belirlendi.

Tuam gruplara ait RT PCR sonuclari Resim 4.18 ‘de gosterilmistir.

L DE1 DEZ DE3 DE4 DES KE1 KE2 KE3 KE4 KE3 A SE4 SES

RFNERF

GPx 1 Geni

L DE1 DEZ DE3 DE4 DES KE1 KE2 KE3 KE4 KES SE1 BEZ SE3 SE4 SES N.K. PK

DENEME SR SHAM

B-aktin Geni (Kontrol Geni)

Resim 4.18. GPx 1 geni RT PCR sonuglan ( L: 100 b¢ DNA ladder, N.K.: Negatif
kontrol, P.K.: Pozitif kontrol, Urtin buytklaga: 197 baz cifti).
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5. TARTISMA ve SONUC

Yapmis oldugumuz bu calismada, son yillarda énemi oldukga artan
antioksidan maddelerden biri olan melatoninin ekzojen uygulamasinin
organizmadaki antioksidan savunma sisteminin énemli bir elemani olan
Glutatyon peroksidaz 1 (GPx 1) enzimine etkisini gbzlemlemek
amaclanmistir. Bu amacla, erigkin erkek farelere 4 hafta boyunca her gun
melatonin uygulanmis ve sonra karaciger dokusu histolojik olarak incelenmis,
Glutatyon peroksidaz 1 (GPx 1) enziminin karacigerde immunohistokimyasal
lokalizasyonu ve bu enzimin karacigerdeki gen ekspresyonu arastiriimigtir.

Melatoninin cesitli etkilerini incelemek igin yapilan calismalarda farkl
doz ve sUrelerde melatonin uygulamasi yapildigi gérulmustar. Mauriz ve
arkadaslari (45) genc¢ ve yash rat karacigerlerinde melatoninin antioksidan
enzimlerin gen ekspresyonu ve aktivitesine etkisini belirlemek amaciyla 4
hafta boyunca 20 mg/L dozunda igme sularina melatonin katmislardir.
Colakoglu ve arkadaslari (21) sigaranin karacigerde olusturdugu yapisal
degisiklikler Uzerine melatonin ve C vitamininin etkilerini incelemek amaciyla
yaptiklari calismada ratlara 3 ay boyunca 4 mg/kg (i.p.) dozda melatonin
uygulamiglardir. Schaffazick ve arkadaslari (64) calismalarinda erkek
farelere 1 ve 10 mg/kg (i.p.) melatonin uygulamiglardir. Farkh bir caligmada
Kus ve arkadaslari (40) 2 hafta suresince erkek ratlara 25 mg/kg (i.p.)
melatonin uygulamasi yapmiglardir. Yine bagka bir caligmada (67) farelere
20 mg/kg dozda 5-10 gun sOreyle melatonin uygulamasi yapilmistir.
Literaturlerde hayvan tarleri agisindan 6zellikle rat ve fare arasinda melatonin
dozu acisindan belirgin bir fark dikkati cekmemistir (15,22,64). Lankoff ve
arkadaslari (41) fare karacigerinde nodularinin sebep oldugu oksidatif strese
kargl melatoninin koruyucu etkisini ve antioksidan enzim aktivitesine etkisini
incelemek igin cesitli dozlarda melatonini (5, 10, 15 mg/kg) intraperitonal yolla

uygulamiglardir.
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Bizim yaptigimiz bu calismada melatonin dozu c¢aligmalarda en ¢ok
karsilagilan (7,15,22,27,64) doz olan 10 mg/kg olarak belirlenmis ve
intraperitonal yolla 4 hafta boyunca her giin uygulanmistir.

Yaptigimiz caligmada, karacigerin histolojik yapisi incelenmis, genel
histolojik bulgular klasik literatur (11,25,28,35,68) bilgileriyle paralel olarak
belirlenmistir. Gruplarda herhangi bir farkhlik gézlenmemistir.

Deprem (23), fare karacigerinde GPx 1 immunoreaktivitesinin
hepatositlerde hem sitoplazmik hem de nukleer olarak goéraldugunt
bildirmigtir. Ayrica, immunoreaktivitenin 6zellikle vena sentralisler ile Kiernan
araligi cevresindeki hepatositlerde daha yogun oldugunu ve endotel hicre ile
bag doku alanlarinda immunoreaktivitenin olmadigini belirtmigtir. Asayama
ve arkadaslarinin (9) immunogold teknigi ile rat hepatositlerinde selltler
glutatyon peroksidazin hucre ici dagilimini inceledikleri calismalarinda, 11k
mikroskobik incelemeler sonucunda lokalizasyonun cekirdek ve sitoplazmada
oldugunu gérmislerdir. immunoelektron mikroskobik yéntemle de GPx'in
cekirdekte, peroksizomlarda, lizozomlarda, sitoplazmik matrixte ve en cok
miktarda mitokondride bulundugunu bildirmiglerdir. Bu sonug, selliler GPX'in
rat hepatositlerinin iginde birgcok kisimda bulundugunu ortaya koymustur.
Yapilan bagka bir caligsmada Asayama ve arkadaslari (10) da rat akcigerinde
GPx'in  immunohistokimyasal lokalizasyonunu incelemis ve karacigerle
benzer sekilde hicrelerde c¢ekirdekie ve sitoplazmada  cesitli
kompartmanlarda GPx’in bulundugunu ancak en fazla miktarda mitokondride
bulundugunu gbézlemlemiglerdir. Yoshimura ve arkadaslar (74) rat
karacigerinde glutatyon peroksidazin immunohistokimyasal lokalizasyonunu
incelemek amaciyla indirek metotla yaptiklari immunohistokimyasal
calismada, glutatyon peroksidazin ézellikle hepatositlerin sitoplazmalarinda
lokalize oldugunu ve reaksiyonun portal alanlarda hepatik lobullerin
periferinde daha gucli oldugunu gérmuslerdir. Ayrica yine bu calismada
GPx'in karaciger paransim hucrelerinde yogun olarak lokalize oldugu
gorularken, sintzoidler etrafindaki endotel hicreleri ile Kupffer hicrelerinde

boyanma goérilmemistir.
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Calismamizda, GPx 1 immunoreaktivitesinin bazi hepatositlerde
sitoplazmik, daha az sayidaki bazi hepatositlerde nukleer, yaygin olarak da
hem sitoplazmik hem nukleer oldugu géraldid. Bu bulgular, Deprem (23),
Asayama ve arkadaglar (9,10) ile Yoshimura ve arkadaglarinin (74)
bulgularini  destekler niteliktedir. Ayrica, c¢ift cekirdekli hepatositlerin
bazilarinda GPx 1 immunoreaktivitesinin ¢ekirdeklerden birinde pozitif
digerinde ise negatif oldugu géruldid. Bu durumun cekirdeklerden birinin
fonksiyonel digerinin ise bu surecte fonksiyonel olmamasindan
kaynaklanabilecedini dislinmekteyiz.

Fotal ve neonatal rat dokularinda glutatyon peroksidazin
immunohistokimyasal lokalizasyonunun incelendigi bir c¢alismada (8)
gebeligin 15. gininden itibaren karacigerde sentral venin etrafindaki alanda
glutatyon peroksidaz immunohistokimyasal olarak belirlenmistir.

Murakoshi ve arkadaslari (51) da karacierde yaptiklar
immunohistokimyasal bir caligmada glutatyon peroksidazin hepatik lobullerin
portal zonlarindaki hepatositlerde daha yogun oldugunu gérmuslerdir. Bu
durumu, bu alanlarda lipid peroksidasyonlarinin ¢ok oldugu ve glutatyon
peroksidazin da lipid peroksitlerinin azaltiimasinda etkili oldugu seklinde
yorumlamiglardir.

Bizim yaptigimiz calismamizin sonugclari, Deprem (23), Yoshimura ve
arkadaglari (74), Asayama ve arkadaglari (8) ile Murakoshi ve arkadaglarinin
(51) bulgulariyla uyumlu olarak enzimin 6zellikle Kiernan araligi ile vena
sentralisler ¢evresindeki hepatositlerde c¢ok daha yogun oldudunu
gostermistir. Bu lokalizasyonun, burada metabolik aktivitenin yogun olmasi,
dolayisi ile serbest radikal olusumunun fazla olmasi ve GPx 1’in burada bir
bariyer gorevi gérmesi sebebiyle oldugunu disunmekteyiz. Endotel hlcreleri
ile Kupffer hucrelerinde immunohistokimyasal reaksiyonun olmadigi
gorulmastdr. Ayrica karacigeri saran kapslUlde de immunoreaktivite
gorulmemistir.

Antioksidan enzimler, hicrede kendiliginden ya da toksinler tarafindan
olusturulan serbest radikallere kargi hucresel savunmanin o6nemli  bir

parcasini olustururlar (46). Antioksidan enzimlerin regulasyonu ve aktivitesi



temelde hlcrenin oksidan durumuna baglidir, ancak antioksidan enzim
aktivitesini ve gen ekspresyonunu arttiran baska faktérler de rapor edilmistir
(63). Lankoff ve arkadasglari (41) melatoninin superoksit dismutaz, katalaz ve
glutatyon peroksidaz aktivitesini arttirdigini ve bu sekilde oksidatif strese
kargi koruyucu olabilecegini belirtmiglerdir.

Melatoninin gugclu bir serbest radikal tutucu ve genel bir antioksidan
madde oldugu bildirilmigtir (39). Son on yilda, bir antioksidan madde olan
melatoninin bir takim genomik hareketlere sahip oldugu ve cesitli genlerin
ekspresyonunu duzenledigi g6sterilmigtir.  Ayrica, melatoninin  hem
antioksidan enzim aktivitesini hem de bu enzimlerin hicresel mRNA
seviyelerini etkiledigi belirtiimektedir (63).

Anisimov'un (5) bildirdigine goére, melatoninin antioksidan sistem
uzerinde etkili oldugu ve farkli dokularda SOD, CAT, GPx gibi bircok
antioksidan enzimi uyararak bunlarin hem aktivitelerini hem de gen
ekspresyonlarini arttirici yonde etki ettigini gésteren ¢alismalar mevcuttur.

Mayo ve arkadaslari (46) yaptiklar calismalarda melatoninin fizyolojik
serum konsantrasyonlarinda (= 1nM) ndéronal hlcre hatlarinda hem
stperoksit dismutaz (SOD) hem de glutatyon peroksidaz (GPx) icin mRNA
seviyelerini artirdigini bildirmiglerdir

Kotler ve arkadaslarinin (39) erkek ratlarin beyin korteksinde
antioksidan enzimlerin gen ekspresyonunda melatoninin  etkisinin
arastinimasi amaciyla yaptiklari calismanin sonuclari hem akut hem de
kronik sekilde ekzojen olarak uygulanan melatoninin bu dokuda GPx, ZnSOD
ve MnSOD icin mRBNA duzeylerini arttirdigini agikgca ortaya koymustur.
Ayrica, melatoninin antioksidan enzimler icin gen ekspresyonunu stimule
ederek serbest radikal hasarlarina kargi indirekt koruma saglayarak énemli
bir rol oynadiini belirterek bunun sonucunda da melatoninin, asiri serbest
radikal dretiminin ortaya ciktigi bazi nérodejenaratif hastaliklarda potansiyel
bir terap6tik ajan gibi iglev gérdGginu dugunmusglerdir.

Baska bir ¢alismada (67) melatoninin glutatyon, glutatyon transferaz ve
glutatyon peroksidaz aktivitesini karaciger ve bobrekte arttirdigi bildirilmistir.

Benzer sekilde Bharti ve arkadaslari (15) serebral epifizeal proteinlerin ve
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melatoninin hepatik ve renal antioksidan mekanizmayl aktive ederek
duzenledigini ve Kkaracierde GPx ve SOD aktivitesini arttirdigini
bildirmiglerdir.

Mauriz ve arkadaslari (45), melatoninin gen¢ ve yash ratlarin
karacigerinde oksidatif strese, antioksidan enzimlerin gen ekspresyonuna ve
aktivitesine etkisini belirlemek icin yaptiklari caligsmalarinda, 4 hafta sureyle
icme suyuna katilan (20mg/L) melatoninin yash ratlarin karacigerinde
oksidatif stresi ortadan kaldirdigini, katalaz ve CuZn-SOD ve GPx gen
ekspresyonlarinin dizenlenmesine katkida bulundugunu bildirmiglerdir.

Gémez ve arkadasglari (27) rat hipokamplsunde aliminyumun
prooksidan aktivitesi ve melatonin uygulamasinin antioksidan enzimlerin gen
ekspresyonuna etkisini belirlemek amaciyla yaptiklari calismada, melatoninin
SOD ve CAT mRNA duzeylerini arttirdigini, GPx aktivitesinde ise bir
degisikligin bulunmadigini belirtmiglerdir.

Bizim bulgularimiz Gémez ve arkadaslarindan (27) farkli, Mayo ve
arkadaglari (46), Kotler ve arkadaglar (39), Anisimov (5), Bharti ve
arkadaglari (15), Swiderska-Kolacz ve arkadaslan (67) ile benzer olarak
melatonin uygulanan deneme grubuna ait farelerin karaciger dokusunda GPx
1 gen ekspresyonunun kontrol ve sham gruplarina kiyasla istatistiksel acidan
anlamli (P<0,05) olarak arttigini ortaya cikarmistir.

Sonug¢ olarak, calismamizda melatoninin antioksidan enzimlerden biri
olan GPx 1'in gen ekspresyonuna etkisi ve enzimin karacigerde
immunohistokimyasal lokalizasyonunu incelemek amaciyla swiss albino
farelere 4 hafta sireyle 10 mg/kg (i.p.) melatonin uygulamasi yapilimig ve
deney suresi sonunda deneme, kontrol ve sham gruplarina ait karaciger doku
ornekleri alinarak incelenmistir. Histolojik incelemelerde karacigerin histolojik
yapisinin klasik bilgilerle (11,25,28,35,68) paralellik gésterdigi, herhangi bir
farkhlligin ~ bulunmadidi  belilenmigtir. GPx 1'in  immunohistokimyasal
lokalizasyonu acgisindan deneme, kontrol ve sham gruplari arasinda bir fark
olmadigi, tim gruplarda reaksiyonun hem sitoplazmik hem de nukleer oldugu
ve Ozellikle Kiernan araligi ile vena sentralisler etrafindaki hepatositlerde

daha belirgin olarak bulundugu gértlmaustir. Yapilan molekiler incelemeler
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sonucunda da, deneme grubuna ait orneklerde glutatyon peroksidaz
enziminin ekspresyon duzeyinin kontrol ve sham gruplarina goére istatistiksel
dizeyde anlamli bir artig gbsterdigi gérulmustir. Kontrol ve sham gruplari
arasinda ise istatistiksel duzeyde bir farkin bulunmadigi belirlenmistir.
Calismamizdan elde edilen bulgular, serbest radikallerin artmasina
sebep olan durumlarda melatoninin koruyucu ve tedaviye destek olucu bir

ajan olarak kullaniimasini destekler niteliktedir.



47

6. OZET

Bu calisma, guglu bir antioksidan madde olan melatoninin eksojen
uygulamasinin fare karacigerinde antioksidan enzimlerden biri olan glutatyon
peroksidaz'in gen ekspresyonuna etkisinin ve enzimin immunohistokimyasal
lokalizasyonunun incelenmesi amaciyla yapimistir.

Calismada kullanilan 24 adet erkek swiss albino fare, deneme (n=8),
sham (n=8), kontrol (n=8) olmak Uzere u¢ gruba ayrildi. Deneme grubuna 4
hafta boyunca etanolde ¢ézdurtlup serum fizyolojikle sulandiriimis 10 mg/kg
dozda melatonin (i.p.) uygulandi. Sham grubuna da sadece ethanol ve serum
fizyolojik sollsyonu uygulandi. Kontrol grubuna ise higbir uygulama
yapiimadi. Deney suresi sonunda doku &rneklerinde RT-PCR yoéntemi ile
GPx 1 enziminin gen ekspresyonu, enzimin Kkaraciger dokusunda
immunohistokimyasal lokalizasyonu ve rutin histolojik boyamalarla (PAS,
H.E., Triple boyama) da dokunun normal histolojik yapisi incelendi.

Yapilan incelemeler sonucunda deneme grubunda GPx 1 enziminin
ekspresyon duzeyinin sham ve kontrol grubuna gore istatistiksel acgidan
anlamli (P<0,05) bir artis gésterdigi géruldu. Yapilan immunohistokimyasal
incelemelerde de, immunoreaktivitenin o6zellikle Kiernan aralii ile vena
sentralisler etrafindaki hepatositlerde  yodunlastigi  ve reaksiyonun
hepatositlerde gogunlukla hem sitoplazmik hem de nukleer olarak bulundugu
gorulda. Ayrica, rutin histolojik incelemelerde gruplar arasinda hicbir farklihga

rastlanmadi.

Anahtar soézcukler: Melatonin, Karaciger, GPx 1, RT-PCR,

Immunohistokimya.
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7. SUMMARY

This study was carried out to determine effect of exogenous
administration of melatonin, which is a potent antioxidant substance, on gene
expression of antioxidant enzyme glutathione peroxidase in mice and to
detect localization of this enzyme with immunohistochemistry in liver.

Twenty-four male swiss albino mice were divided into three groups as
follows: sham (n=8), control (n=8) and treatment (n=8). Melatonin (10 mg/kg)
dissolved in ethanol and diluted with isotonic NaCl solution was administered
for 4 weeks to treatment group through intra peritoneal injection. Ethanol and
isotonic NaCl solution was administered to sham group. No application was
made to the control group. At the end of experimental period, gene
expression of GPx 1 enzyme with RT-PCR method, immunohistochemical
localization of the enzyme, and normal histological structure of tissues by
routine histological staining methods (H.E., PAS, Triple staining) were
examined in liver tissue samples.

In conclusion, the level of GPx 1 enzyme expression was shown
significantly (P<0,05) higher in treatment group compared to sham and
control groups. Immunohistochemical investigations reveal increase in
immunoreactivity especially in hepatocytes surrounding Kiernan area and
vena centralis. Immunoreactivity was seen both nucleus and cytoplasm in
hepatocytes. Moreover, there was no difference between groups in routine

histological investigations.

Key words: Melatonin, Liver, GPx 1, RT-PCR, Immunohistochemistry.
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