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Yaslanma siirecinde melatoninin pankreas dokusundaki oksidan ve antioksidanlara

etkisi

The effects of melatonin on the oxidants and antioxidants in the pancreatic tissue during the

aging process
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OZET

Amag: Melatoninin; geng (4 aylik) ve orta yash (14 aylik) si-
¢anlarda pankreas dokusunda malondialdehid (MDA), nitrik
oksit (NO) ve glutatyon (GSH) dizeyleri tzerindeki etkisini
arastirmak amaglandi.

Yontemler: Bu deneysel galismada geng ve orta yash erkek
Wistar albino siganlar kullanildi. Siganlar; melatonin verilen
geng sicanlar ve orta yasl siganlar, melatonin verilmeyen
geng siganlar ve orta yash siganlar seklinde gruplandirildi.
Melatonin; 10 mg/kg/giin (% 1’lik etanol-phosphate buffered
saline (PBS) ¢ozeltisinde, 0,2 cc) olmak lzere, cerrahiye ka-
dar 7 gun boyunca her giin saat 18:00'de subkutan olarak
uygulandi. Kontrol grubundaki siganlara ise 7 gun sureyle
0,2 cc %1’lik Etanol-PBS, her giin saat 18:00'de subkutan
olarak uygulandi. 7. guinin sonunda siganlarin kalbinden
kan alinip takiben dekapite edilerek pankreas 6rnekleri alin-
di. Alinan 6rneklerde oksidan stresin gostergesi olarak MDA
ve NO dizeyleri ve antioksidan etkinligi olan GSH dizeyi
olguldi.

Bulgular: Geng siganlarin kontrol ve deney gruplari arasin-
da NO ve MDA duzeyleri agisindan istatistiksel olarak an-
lamli fark bulunmadi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
geng siganlarin melatonin grubunda pankreas GSH diizeyi
anlamli olarak yiiksekti. Orta yasli siganlarin kontrol ve me-
latonin grubu karsilastirildiginda; pankreas NO dizeyinde
anlamli azalma, pankreas GSH diizeyinde anlaml artma
varken; pankreas MDA duzeyindeki azalma anlamli degildi.
Geng ve orta yasl siganlarin kontrol gruplari karsilastirildi-
ginda, pankreas MDA duzeyleri arasinda anlamli bir artis
bulundu. Pankreas NO ve GSH diizeyleri, hem geng ve hem
de orta yasl siganlarin kontrol grubunda istatistiksel olarak
anlamli degisiklik gozlenmedi.

Sonug: Yaglanma ile pankreas dokusunda serbest radikal-
ler artarken; antioksidan savunma kapasitesi azalmaktadir.
Ekzojen melatonin, serbest radikal dlzeylerini azaltmasi ve
antioksidanlarin etkisini arttirmasi sayesinde, oksidatif stre-
se kars! pankreasi koruyabilir.

Anahtar kelimeler: Melatonin, pankreas, malondialdehid,
nitrik oksid, glutatyon, yaslanma

ABSTRACT

Objective: To investigate the effect of melatonin on the lev-
els of malondialdehyde (MDA), nitric oxide (NO) and gluta-
thione (GSH) of pancreas tissues at young (4 months) and
middle-aged (14 months) rats.

Methods: Young and middle-age male Wistar albino rats
were used in this experimental study. Rats were divided into
two groups: melatonin applied; young rats , middle-aged rats
and melatonin was not applied; young rats and middle-aged
rats . Melatonin was administered at a dose of 10 mg/kg/
day in 0.2 cc-% 1 ethanol-phosphate buffered saline (PBS)
solution via subcutan way for 7 days at 18:00 until surgery.
In control group, 0.2 cc-%1 Ethanol-PBS was applied for 7
days at 18:00. At the end of seven days, MDA, NO levels
which are indicators of oxidant stress and GSH were de-
tected.

Results: Although there were no significant difference be-
tween control and experiment group for the NO and MDA
level of melatonin group of young rats, there were signifi-
cantly difference in the GSH levels of pancreas tissues for
melatonin levels. NO levels of the pancreas tissues were
significantly reduced and GSH levels were significantly in-
creased in the melatonin group of middle aged rats com-
pared to the control group. The MDA levels of pancreas tis-
sues were significantly increased in the middle aged control
group compared to young control group. The MDA levels of
pancreas tissues were not significantly different in melatonin
group of middle-aged compared to control group. The NO
and the GSH levels of the pancreas tissues were not sig-
nificantly different between the control groups of young and
middle aged rats.

Conclusion: Aging may be related with an increase in free
radicals and a reduction in the antioxidant capacity of the
tissues and exogenous melatonin may play a protective role
in aging by means of its action on free radicals. J Clin Exp
Invest 2014; 5 (4): 583-588
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GIRIS

Yaklasik 50 yil 6nce Harman tarafindan ortaya atilan
serbest radikal teorisi; yaslanmaya eslik eden deje-
neratif hastaliklari, radikallerin lipid, nukleik asit ve
protein gibi yapilar Gzerindeki zararli etkileri ile agik-
lar [1]. Biyolojik sistemler aerobik sartlarda oksidan-
lara maruz kalir. Oksidanlar genellikle reaktif oksijen
artnleri (ROS) ya da reaktif nitrojen Urunleri (RNS)
olarak olusur [2]. ROS ve RNS iligkisi ve inflamas-
yonun yaslanma sureci ile ilgili oldugu gdsterilmistir
[3]. Oksidatif stres; Alzheimer, Parkinson, Diabetes
mellitus gibi pek ¢ok hastaligin patogenezinde rol
oynar [4]. Ayrica oksidatif stres ve yaslanma arasin-
da da dogrudan bir iliski vardir. Yapilan ¢alismalar-
da genellikle yaslanma ile birlikte dokulardaki ser-
best radikal duzeylerinin arttigi bildirilmektedir [5-7].
Hem ekzokrin, hem de endokrin salgi yapan bir bez
olan pankreasla ilgili yapilan ¢alismalarda, yas iler-
ledikce serbest radikal diizeyinin arttigi, antioksidan
kapasitenin ise dustigu bildirilmistir [8].

Melatonin, karanlikta pineal bezden salgilanan,
uyku, Ureme, sirkadiyen ritim ve immdanite gibi pek
¢ok biyolojik fonksiyonun diizenlenmesinde rol oy-
nayan bir hormondur [9].Bircok biyolojik etkisinin
yanisira, guglu bir radikal supuricu 6zellige sahiptir
[10]. Yaglanma ile birlikte melatonin dizeyinin azal-
digi belirtilmigtir [11]. Melatonin duzeyinde gérulen
bu fizyolojik azalisa karsi ekzojen melatonin uygu-
lanmasinin yaslanma ile birlikte artmis radikal ha-
sarini 6nleyebilecegdi belirtiimistir [12]. Bu amacla,
ekzojen melatonin uygulanmasi sonucu yasa bagli
olarak pankreas dokusunda; oksidan hasarin gds-
tergesi olarak malondialdehid (MDA) ve nitrik oksit
(NO), antioksidan kapasitenin gostergesi olarak ise
glutatyon (GSH) dizeyleri Gizerinde meydana gelen
degisimleri belirledik.

YONTEMLER

Arastirma igin Gazi Universitesi Deney Hayvanlari
Etik Kurulu’ndan onay alindi (GU.ET-08.001). Ca-
hisma, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hay-
vanlari laboratuvarinda gercgeklestirildi. Arastirmada
kullanilan Melatonin; MDA, GSH ve NO tayinlerinde
kullanilan kimyasal maddeler Sigma (Sigma-Aldri-
ch Co. LLC. St Louis, Missouri, USA) firmasindan,
deney hayvanlari Refik Saydam Hifzissihha Ensti-
tust’'nden temin edildi.

Calismamizda 4 aylik geng erkek ve 14 aylk
orta yash erkek Wistar albino sicanlar kullanildi.
Tdm hayvanlar, standart 1s1k (12 saat gun 1s1§1 / 12
saat karanlik) ve 1sida (22 +/-2°C) normal musluk

suyu ve standart sigan yemi ile beslenmenin saglan-
digi laboratuvar ortaminda kaldilar. Siganlar 4 gru-
ba ayrildi: 1- Melatonin verilen geng sicanlar (deney
grubu, n=8), 2- Melatonin verilmeyen geng¢ si¢anlar
(kontrol grubu, n=8), 3- Melatonin verilen orta yasl
sicanlar (deney grubu, n=10), 4- Melatonin verilme-
yen orta yasl siganlar (kontrol grubu, n=10). Deney
grubundaki sicanlara 10 mg/kg/guin melatonin; 0,2
cc %71lik etanol + PBS (Fosfat ile tamponlanmis
tuz ¢ozeltisi) icinde subkutan olarak 7 gun sireyle
uygulandi. Kontrol grubundaki siganlara ise 7 gin
sureyle 0,2 cc %1’lik Etanol + PBS subkutan uygu-
landi. Bir haftanin sonunda 50 mg/kg ketamin HCL
ve 10 mg/kg dozunda ksilazin intraperitoneal yolla
verilerek sicanlarda anestezi olusturuldu. Cerrahi
anestezi sonrasi si¢anlarin kalbinden kan alinip ta-
kiben dekapite edilerek pankreas ornekleri alindi.
Alinan pankreas dokusu azot tankinda derhal don-
durularak calisiimak lGizere —86 0C’de derin dondu-
rucuda saklandi. Alinan drneklerde oksidan stresin
gOstergesi olarak MDA ve NO duzeyleri ile antiok-
sidan olarak fonksiyon géren GSH diizeyi ol¢ulda.

TAYiN YONTEMLERI

Doku Lipid Peroksidasyon Diizeyinin Tespiti

Doku o6rneklerinde lipid peroksidasyon, tiyobarbi-
turik asit (TBARS) reaksiyonu esasina dayanan
spektrofotometrik yontemle belirlendi. Ornekler trik-
loroasetik asit (10 ml %10’luk trikloroasetik asit ice-
risine 1 g doku) icerisinde homojenize (Heideloph
Diax 900, Germany) edildi. Homojenatlarin 3.000
rom 10 dakikalk santriftj (Hermle Z 323 K, Ger-
many) edildikten sonra, 750 uL sipernatan alinarak
ayni hacimdeki tiyobarbiturik asit ile karigtirildi ve
tipler 100 °C’ da kaynar su banyosu igerisinde 15
dakika bekletildi. Orneklerin absorbanslari spektro-
fotometre (UV 1208, Shimadsu, Japan) ile 532 nm
dalga boyunda élg¢uldid. 1,56 x 105 M-1 cm-1 katsa-
yisi kullanilarak MDA esdegeri olarak ifade edildi.
Sonugclar nmol/g doku olarak verildi.

GSH Diizeylerinin Tayini

Doku GSH duzeyleri modifiye Ellman metodu ile
belirlendi. Homojenatlarin 4 °C’ da sogutmali sant-
rifjde 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten
sonra, 0,5 ml slpernatan alinarak tzerine 2 ml 0,3
M Na2HPO4 2H20 solusyonu eklendi. Bu islemin
ardindan elde edilen karisima 0,2 ml'lik dithiobisnit-
robenzoate (0,4 mg/ml % 1 sodyum sitrat) sollsyo-
nu eklendi. Karigsim ¢alkalandiktan sonra oda sicak-
liginda 5 dakika bekletildi ve 412 nm dalga boyunda
spektrofotometrede (UV 1208, Shimadsu, Japan)
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kore karg! (distile su) 6lcim yapildi. GSH duzeyleri
13.600 mol-1cm-1 degeri kullanilarak hesaplandi.
Sonuglar umol GSH/g doku olarak ifade edildi.

Doku NO Diizeyi Tayini

NO dlzeyleri vanadium choloride (VCI3) Griess
yontemi ile belirlendi. NO tayininden 6nce dokular
phosfate buffer salin’de (PBS, ph: 7) 5 dakika bo-
yunca santrifiij (2000 rpm) edildi. Santrifujun ardin-
dan, 0,25 ml'lik 0,3 M NaOH elde edilen siipernatan-
lara eklendi. Orneklerin oda sicakhiginda 5 dakikalik
inkiibasyonunun ardindan 0,25 ml %5 (w/v) ZnSO4
deprotenizasyon icin elde edilen karisima eklendi.
Karisim 20 dakika boyunca 3.000 rpm’de santrifijj
edildi, elde edilen stipernatanlar (100 uL) calismada
kullanildi. Nitrat standart sollisyonu seri olarak dillie
edildi. Ardindan Vanadium lll choloride (VCI3) (100
ML) ve Griess sollisyonu sulphanilamide (SULP) (50
ML) ve N-(1-naphtyl) ethylenediamide dihydrochlo-
ride (NEDD) (50 pL) kuyucuklara eklendi. 45 daki-
kalik (37 °C) inkibasyonun ardindan oérnekler Elisa
okuyucusu kullanilarak 540 nm’de olguldi. Sonug-
lar ymol/g doku olarak ifade edildi.

istatistiksel Degerlendirme

Verilerin istatistiksel olarak degerlendiriimesi; SPSS
programi (SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA) kul-
lanilarak Mann-Whitney U testi ile yapildi. Veriler
medyan (minimum — maksimum) olarak ifade edildi.
Sonuglar p < 0.05 olmasi durumunda istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Dokuda MDA diizeyleri

Yaslanma pankreas doku MDA duizeyini anlam-
I olarak arttirdi (Tablo 1, Sekil 1). Gen¢ ve orta
yasl siganlarin kontrol gruplari arasinda pankreas
MDA duizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
dizeyde fark bulundu (sirasiyla, 2,69 (1,79-3,33)
nmol/g ve 5,82 (1,41-9,47) nmol/g; p=0,029). Geng
sicanlarda; kontrol grubu ve deney grubu karsilas-
tirldiginda, pankreas MDA dlzeyleri arasinda is-
tatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (sirasiyla;
2,69 (1,79-3,33) nmol/g ve 2,05 (1,66-2,69) nmol/g;
p=0,058). Orta yasli sicanlarda ise; kontrol grubu ve
melatonin uygulanan grup karsilastirildiginda pank-
reas MDA duzeyleri arasinda, melatonin uygulanan
grupta azalis gézlenmesine ragmen istatistiksel ola-
rak anlamh fark bulunamadi (sirasiyla; 5,82 (1,41-
9,47) nmol/g ve 3,01 (2,18-4,35) nmol/g; p=0,082).

i nmol/g doku

‘- g é
& é

T T T
Geng Deney Yasl Kontrol Yasgl Deney

T
Geng Kontrol

Sekil 1. Melatonin uygulanmayan ve uygulanan, geng ve
orta yasli siganlarda pankreas dokusundaki malondialde-
hid (MDA) duzeyleri (nmol/g doku)

Dokuda NO diizeyleri

Yaslanma pankreas NO duzeyi Gizerinde etkili bulun-
madi (Tablo 1, Sekil 2). Geng ve orta yasli siganlarin
kontrol gruplari pankreas NO duzeyleri bakimindan
karsilastinldiginda, yaslanma ile birlikte bir artig
oldugu gdzlendi ancak bu artis istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi (sirasiyla; 36,93 (25,21-45,12)
pmol/g ve 44,23 (26,54-85,81) umol/g; p= 0,110).
Ekzojen melatonin uygulamasi sonucu geng sican-
larda; pankreas NO dizeyleri arasinda anlamli fark
bulunamadi (sirasiyla; 36,93 (25,21-45,12) umol/g
ve 30,57 (21,67-46,44) umol/g; p=0,636). Orta yasli
sicanlarda ise; melatonin uygulamasi sonucu pank-
reas NO duzeyi anlamli olarak azaldi (sirasiyla;
44,23 (26,54-85,81) uymol/g ve 27,65 (13,27-55,29)
pmol/g; p=0,019).

064 pmol/g doku

80
60

IR

207

T T T T
Geng Kontrol Geng Deney Yaglh Kontrol Yash Deney

Sekil 2. Melatonin uygulanmayan ve uygulanan, geng ve
orta yash sicanlarda pankreas dokusundaki nitrik oksit
(NOx) diizeyleri (umol/g doku)
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Dokuda GSH diizeyleri

Yaslanma pankreas dokusunda GSH dizeyi Uze-
rinde etkili olmadi (Tablo 1, Sekil 3). Geng ve orta
yasli siganlarin kontrol gruplari arasinda pankreas
GSH duzeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark bulunamadi (sirasiyla 1,02 (0,83-1,47) pmol/
gram ve 1.07 (0,74-1,34) uymol/g; p=0.859). Geng
sicanlarda; ekzojen melatonin uygulamasi pank-

reas GSH duzeyini kontrol grubuna gére anlamli
olarak arttirdi (sirasiyla; 1,02 (0,83-1,47) ymol/g ve
1,34 (0,85-1,61) ymol/g; p=0,036). Orta yash sigcan-
larda da ekzojen melatonin uygulamasi pankreas
GSH duzeylerinde istatistiksel olarak anlamh artig
olusturdu (sirasiyla; 1.07 (0,74-1,34) umol/g ve 1,92
(1,72-2,44) ymol/g; p=0,001).

Tablo 1. Melatonin uygulanmayan ve uygulanan, geng ve orta yasl siganlarda pankreas dokusundaki Malondialdehid,

Nitrik Oksit ve Glutatyon diizeyleri ve p degerleri

Kontrol grubu Melatonin grubu

Kontrol grubu Melatonin grubu

Parametreler (geng ratlar) (geng ratlar) (orta yash ratlar) (orta yasl ratlar) P
Malondialdehid 2,69 2,05 5.82 3,01

(nmol/g doku) (1,79-3,33) (166-260) 208 (141-947) (2,18-4,35) 0,082
Nitrik oksit 36,93 30,57 0,636 44,23 27,65 0016
(umol/g doku) (2521-4512)  (21,67-46,44) O (26,54-85,81) (13,27-55,29) ;
Glutatyon 1,02 134 1.07 1.92

(mol/g doku) (0,83-1,47) ©085-1,61) 0036 (5741 34) (1,722.44) 0,001

pmol/g doku
2,5 5

0

0,54

T T T T
Geng Kontrol Geng Deney Yasli Kontrol Yash Deney

Sekil 3. Melatonin uygulanmayan ve uygulanan, genc
ve orta yasl sicanlarda pankreas dokusundaki glutatyon
(GSH) duzeyleri (umol/g doku)

TARTISMA

Yaslanma ile artan serbest radikal diizeyleri ve aza-
lan antioksidan kapasitesi, serbest radikal teorisinin
Onemli dayanaklarindandir. Organizmadaki oksidan
stres ile antioksidan kapasite dengesinin oksidan
stres lehine bozulmasi sonucu yaslanma sureci
hizlanmaktadir [5]. 5 haftalik ve 20 aylik hamster-
larda yapmis oldugu calismada, yaslanma ile orta
beyinde, serebellumda, akcigerde, kalpte, dalak ve
bobrekte oksidatif stresi artmis bulurken; serebrum-

da, medulla oblangatada, karaciger ve pankreasta
anlamli artis bulmamiglardir [13].

Yaslanma ile MDA duzeyinde artig oldugunu
bildiren ¢calismalarin [14] yani sira; MDA dizeyinin
degismedigini goOsteren calismalar da mevcuttur
[15]. Calismamizda; orta yasli sicanlarin pankreas
dokusunda anlamli MDA artigi bulunmustur.

Yaslanma ile birlikte insan ve siganda cesitli
dokularda NO duzeylerinin arttigi bildirilmigtir [15].
NO’nun fizyolojik konsantrasyondaki yapimi hiicre-
sel fonksiyonlarin var olan dengesinin sirdirtlmesi
icin gerekli iken; ylksek dizeydeki yapimi oksidatif
stresi tetiklemektedir. Cuesta ve ark.; pankreas NO
dizeyinin genclerle karsilastirildiginda yash fare-
lerde arttigini géstermislerdir. Melatoninin 10 mg’hk
uygulamasi yaslanmasi kolaylastirilan farelerde
(SPAM 8) NO dlzeyini azaltmaktadir [16]. Calisma-
mizda melatonin uygulamasi yaslilarda pankreas
NO duzeyini kontrol grubuna goére anlamh azaltmis-
tir.

Glutatyon hicreyi oksidatif strese karsi koru-
yan en 6nemli antioksidanlardandir [17]. Fizyolojik
dizeylerdeki melatoninin, antioksidan enzimlerin
gen ekspresyonlarini ya da aktivitelerini artirarak,
oksidatif strese yol agabilen serbest radikalleri de-
toksifiye ettigi, oksidatif stresi baskiladigi ve bdyle-
ce onlarin biyomolekdller Gizerindeki zararh etkilerini
Onleyebildigi bildiriimektedir [10,12]. Calismamizda
hem gen¢ hem de orta yasl sicanlara melatonin
uygulandiginda; literatirdeki diger calismalar ile
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uyumlu olarak pankreas GSH duizeyi anlamli olarak
artmigtir.

Melatoninin dizeyi memelilerde yaslanma ile
azalir. Rasmussen ve ark. geng ve orta yagl si-
¢anlarda yasa bagll melatonin dizeyinde azalma
bulmuslardir. Bu ¢alismaya gdére, melatonin uygu-
lanmasi; hem gen¢ hem de yash bireylerde MDA
dizeyini azaltmistir [18].

Yaslanma ile artis gosteren hastaliklarda; me-
latonin uygulanmasinin c¢esitli organlarda (beyin,
karaciger, akciger) oksidatif hasari duzeltici etki
gosterdigi degisik yayinlarda bildirilmistir [19,20].
Pankreas Uzerinde yapilmis calismalarda da, me-
latoninin pankreasta koruyucu etkisi oldugu goste-
rilmistir [21]. Pankreasta oksidatif stresi artirmaya
yonelik diger deneysel modellemelerde de antioksi-
danlarin koruyucu etkileri arastiriimistir. Casares ve
ark.’nin galismasinda; iskemi-reperfiizyonun neden
oldugu oksidatif stres, pankreasta azalmis enzima-
tik (sliperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksi-
daz) ve nonenzimatik (GSH) antioksidanlar ile birlik-
te olup, melatonin tedavisi ile antioksidan enzimler
artis gostermistir [22]. Caerulein ile olusturulan de-
neysel pankreatitte; melatonin uygulanmasinin ytk-
selmis MDA diizeyini azaltarak; pankreasi oksidatif
hasara karsi korudugu bildirilmistir [23]. Streptozo-
tosin ve alloksan ile olusturulan deneysel diabette
melatonin uygulamasinin pankreasta koruyucu et-
kisi oldugu gosterilmistir [24]. Streptozotosine bag-
I diabet modelinde melatonin uygulamasi serbest
radikal dizeyini azaltmis ve NO diizeyindeki artigi
radikal temizleyici 6zelligi ile dnlemistir [25], benzer
bir calismada farelerin retinalarinda ki MDA degisi-
mi incelenmis ve melatoninin MDA diizeyini azaltici
etkisi gosterilmistir [26]. Yaslanma slrecinde artan
oksidatif stres ve NO dulizeyi inflamasyona zemin
hazirlayarak pankreas dokusunda yasa baglh olarak
glukoz toleransinin azalmasi ve diyabete yatkinliga
neden olabilir.

Melatonin; antioksidan ve radikal stpuricu et-
kisini, geng sicanlar ile karsilastinldiginda, yash si-
¢anlarda daha belirgin olarak goéstermektedir [27].
Kornatowska ve ark. ¢alismalarinda geng ve orta
yasli siganlar intra abdominal yag, plazma insulin
ve leptin duzeyleri bakimindan arastiriimistir. Yasa
bagh olarak bu parametreler artarken; melatonin
dizeyi azalmigtir [27]. Geng¢ gruba melatonin uy-
gulanmasi yukaridaki parametreler Uzerinde etkili
olmaz iken; orta yasli sicanlara melatonin uygulan-
masl, azalmig melatonin diizeyini artirmis ve bu pa-
rametreleri azaltarak etkili olmustur. Bulgularimiz,
melatonin uygulanmasinin; pankreas dokusunda
total GSH miktarini arttirarak bu organin serbest

radikallere karsi savunmasini arttirdigini distindir-
mektedir.
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