ARASTIRMA (Research Report)

SIRKADIYEN RiTME BAGLI OLARAK MELATONIN SEViYESINDEKi
DEGISIKLIKLERIN ERITROSITLERDE LiPiD PEROKSIDASYONU
UZERINE ETKISI*

Effects of Circadian Rhythm—Related Physiological Melatonin Level
Alterations on Lipid Peroxidation in Erythrocytes

M.Betiil YERER', Sami AYDOGAN?

Ozet: Melatonin pineal bez tarafindan salgilanan ve gece-
giindiiz ritmini diizenlemekle gorevli olan bir hormon olup,
1993 yilinda antioksidan etkilerinin varligi gosterilmigtir.
Eritrositlerde oksidatif  hasarin  belirtilerinden biri de
membran yapisindaki lipidlerin peroksidasyona
ugramasidir. Bu ¢aliymamin  amaci, sirkadiyen ritim
degisikliklerinde  eritrosit ~ membramindaki  lipidlerin
oksidatif hasara ugrayip ugramadiginin arastirilmasidur.
Calisma, Erciyes Universitesi Deneysel Klinik Arastirma
Merkezi’'nden saglanan Swiss Albino, 90-120 giinliik,
ortalama 200-250 gr agirliginda, 50 erkek si¢an iizerinde
gergeklestirildi. Sicanlar ozel olarak hazirlanmig kafeslerde,
swraswyla, kontrol grubu olarak 12/12  saat(s) ve
karsilastirma gruplar: olarak 0/24s, 24/0s, 8/16s ve 16/8s
aydimlik/karanlik (A/K) dongiisiine maruz birakildi. Alinan
kan drneklerinin plazmalart ayrildiktan sonra 3 kez fosfat
tamponu ile yikanarak hazirlanan eritrosit paketinde
spektrofotometrik  yontemle lipid  peroksidasyonunun
gostergesi olan malondialdehit (MDA) diizeyleri olgiildii.
Ayrica plazma melatonin diizeyleri de ELISA kiti ile
degerlendirildi.

Plazma melatonin diizeyleri, 0/24s A/K dongiisii uygulanan
grupta anlaml derecede yiiksek bulundu (p<0.05). Diger
gruplarda ise 151ga maruziyet arttikca buna paralel olarak
plazma melatonin diizeylerinin anlaml olarak azaldigi
belirlendi  (p<0.05).  Eritrositlerde  zardaki  lipid
peroksidasyonunun  gostergesi olarak MDA degerleri
belirlendiginde gruplar arasi farkin istatistiksel agidan
onemli olmadigi bulunmustur.

Sonug olarak, sirkadiyen ritimlerdeki, dolayisiyla da plazma
melatonin diizeyindeki degisikliklerin eritrosit membran
lipid peroksidasyonuna neden oldugu, bu etkilerin
istatistiksel agidan onemli olmamasimin denek sayisinin
azligindan kaynaklaniyor olabilmesi nedeniyle 151k dongiisii
degisikliginin eritrosit membraminda MDA diizeylerini ve
oksidatif hasar gelisimini etkileyebilecegi diisiiniilmiistiir.

Anahtar kelimeler: Sirkadiyen ritim, melatonin, eritrosit,
lipid peroksidasyonu, sican

Summary: Melatonin is an endojen hormone, which
regulates the light-dark cycle and is first shown to have
antioxidant effects on 1993, is secreted from the pineal
gland. One of the markers of oxidative stress in
eythrocytes is the peroxidation of lipids in the
membrane. The aim of this study is to investigate
whether the erythrocyte membrane lipids are exposed to
oxidative damage via circadian rhythm alterations.
90-120 days old, 200-250 gr, 50 male Swiss Albino rats,
supplied from the University of Ercives Experimental
Clinical Research Centre, were used. The rats were
exposed to 12/12 hours(h), 0/24h, 24/0h, 8/16h ve 16/8h
Light/Dark (L/D) cycle respectively, in special cages.
After seperating the plasma, the erythrocytes were
washed 3 times by phosphate buffer and malondialdehit
(MDA) level which is an index of lipid peroxidation is
measured  spectrophotometrically  in  erythrocyte
suspension. Furthermore, the plasma melatonin levels
were evaluated by ELISA.

Plasma melatonin levels were significantly higher in
0/24 h L/D (p<0.05) group whereas the levels decreased
dramatically with the increase in exposure to light
(p<0.05). MDA levels in group of 24/0 h L/D reduced,
but the difference was not statistically significant.

As a result, plasma melatonin levels due to circadian
rhythm  alterations caused lipid peroxidation in
erythrocyte membrane. However, these changes were not
statistically different probably due to the number of the
subject. For this reason, we suggested that circadian
rhythm changes could affect MDA levels and oxidative
damage in erythrocyte membrane.

Key words: Circadian rhythm, melatonin, erythrocyte,
lipid peroxidation, rat
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Sirkadiyen ritme bagh olarak melatonin seviyesindeki degisikliklerin eritrositlerde lipid peroksidasyonu iizerine etkisi

Kronobiyoloji alanindaki son gelismeler, biyolojik
saatlerin viicuttaki fizyolojik mekanizmalar {izerin-
de zannedilenden ¢ok daha fazla ve ¢ok yonlii etki-
lerinin oldugunu gostermistir. Memelilerde biyolo-
jik saatlerin en Onemlilerinden biri gece-giindiiz
ritmini saglayan sirkadiyen ritimdir. Bu canlilarda
sirkadiyen ritmin diizenlenmesinde baglica pineal
bez ve suprakiazmatik niikleus (SCN) gorev alir
(1). Melatonin ise pineal bez tarafindan salgilanan
ve ritmi diizenlemekle gorevli olan bir hormon
olup, 1950’li yillarin sonuna dogru varligi tanim-
lanmistir. Pineal bez memelilerde fotik
informasyonlart néroendokrin sinyallere doniistiir-
mektedir. Antioksidan 6zelligi 1991 yilinda ilk kez
gosterilen melatonin, lipofilik 6zelliginden dolay1
organizmada ¢ok genis alanda etki gdsterebilmek-
tedir (2). Organizmalar, serbest radikallerin yol
act1g1 oksidatif hasara kars1 kendilerini koruyabil-
mek i¢in, birgok savunma mekanizmasina sahiptir-
ler. Bu mekanizmalarin basinda da siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) enzimleri gelmektedir. Erit-
rositlerde oksidatif stres olusumu membranin yapi-
sinda bulunan lipidlerin peroksidasyona ugramasi,
membran biitiinliigiiniin bozularak eritrositlerin
parg¢alanma riskinin artmasina neden olur (3,4).
Eritrositlerde membran lipidlerinin peroksidasyona
ugramast sonucunda ikincil iriin olarak olusan
onemli oksidasyon {iriinlerinden birisi de MDA’dir
(5). Bu nedenle ¢aligmada eritrositlerde oksidatif
hasarin gostergesi olarak MDA diizeyleri degerlen-
dirilmistir.

Bu ¢aligmanin amaci, farkli aydinlik/karanlik don-
giisi uygulamalarinda viicutta fizyolojik olarak
sentezlenen melatonin diizeylerindeki degisiklikler,
eritrosit membrani lipid peroksidasyonunda olusan
degisikliklerin arasinda bir iligkinin olup olmadigi-
nin arastirtlmasidir. Boylelikle farkl 151k dongiisii-
ne maruz kalinmast durumunda eritrositlerde
oksidatif hasar gelisip gelismeyecegi konusuna
aciklik getirilmek istenmistir.

GEREC VE YONTEM

Calisma, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyo-
loji Anabilim Dali’nda; Erciyes Universitesi Deney-
sel Klinik Aragtirma Merkezi’nden saglanan Swiss
Albino 90-120 giinliik, ortalama 200-250 gr agirh-
ginda, 50 adet erkek sican iizerinde gerceklestirildi.
Deney siiresince, normal oda sicakligi ve neminde
tutulan siganlar, standart pellet yem ve musluk suyu
ile beslendi. Siganlar 10’arl1 5 gruba ayrilarak hava-
landirmas1  ve 1siklandirmasit ayarlanabilen
sirkadiyen ritim ¢aligmalar1 igin 6zel olarak tasar-
lanmis olan kafeslerde bir hafta siireyle farkli aydin-
lik-karanlik (A-K) dongiilerine tabi tutuldu. Grupla-
ra uygulanan aydmlik/karanlik dongiileri:

1. Kontrol:12/12 saat A/K dongiisii uygulanan grup
2. Grup : 0/24 saat A/K dongiisii uygulanan grup
3. Grup : 8/16 saat A/K dongiisti uygulanan grup
4. Grup : 16/8 saat A/K dongiisii uygulanan grup
5. Grup : 24/0 saat A/K dongiisii uygulanan grup

Gruplardaki biitiin si¢anlar bir haftalik siirenin so-
nunda i¢inde bulunduklar sirkadiyen ritmin gerek-
tirdigi 151k ortaminda her sabah saat 10:00°da
ketamin ile anestezi edildikten sonra abdominal
aortadan biitiin kanlarinin heparinli enjektore cekil-
mesi suretiyle oOldiirildi. Siganlardan alinan
heparinli tam kan ornekleri; 3 kez fosfat tamponu
ile yikanip, santrifiij edilerek, eritrosit paketi ve
plazma olmak iizere ayrilip plazma melatonin diize-
yi Olglimleri i¢in (-) 20°C’de derin dondurucuda
saklandi.

Plazma Melatonin diizeyi Melatonin ELISA kiti
(IBL, Turkey) ile olgiildi. Testin prensibi,
biotinlenmis ve biotinlenmemis antijenlerin belli
miktarda antikor baglanma bolgesine kompetatif
baglanma derecelerinin Sl¢iilmesi esasina dayanir.
Biotinlenmis antijen baglanmasi &rnekteki analit
konsantrasyonu ile ters orantilidir.
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Plazma orneklerinden melatoninin ekstraksiyonu
0zel olarak hazirlanmig ekstraksiyon kolonlar
(Waters) ile gergeklestirildi. Sistem dengeye geldi-
ginde, serbest biotinlenmis antijenler ortamdan
uzaklastirilarak p-nitrofenil fosfat substratt varli-
ginda antikorlara bagli olan biotinlenmis antijenle-
rin miktar1 anti-biotin alkalen fosfataz belirteci ile
belirlenirken, miktar tayini ise konsantrasyonu bili-
nen standartlarla ayni sekilde caligilarak cizilen
standart egriden hesaplandi ve pg/ml cinsinden
ifade edildi (6,7).

Eritrosit MDA tayininde, Stocks ve Dormandy
tarafindan gelistirilen metod kullanild: (8). Metoda
gore, malondialdehit (MDA) olusumu, lipid
peroksidasyonunun bir indeksi olarak kabul edildi.
Metodun temel prensibi; lipid peroksidasyonunun
son iiriinii olan MDA ’nin tiyobarbitiirik asitle reak-
siyona girmesi sonucunda olugan pembe renkli
kompleksin absorbansinin 532 nm’de okunmasidir.
MDA degerlendirmesi ise; konsnatrasyonu bilinen

Yerer MB, Aydogan S

standartlar kullanilarak ¢izilen standart egri {izerin-
den yapildi.

Stok MDA (5.848 M) ¢ozeltisinden, 100 nmol/ml
konsantrasyonda hazirlanan ara stok standarttan
0.025: 0.05: 0.1: 0.2: 0.3: 0.4: 0.5 nmol MDA/ml
konsantrasyonlarinda standart seri hazirland1 ve her
konsantrasyon i¢in iki kez calisilarak MDA kon-
santrasyonlarina karsilik gelen optik dansite (OD)
degerleriyle standart egri ¢izildi (Sekil 1).

Standart egriden bulunan eritrosit MDA seviyeleri
(nmol/ml), ayn1 eritrosit siispansiyonlarinda tayin
edilen, Hb (g/ml) basina verildi (nmol MDA/g Hb).

Calisma gruplarindan elde edilen 6rneklerden 6lgii-
len parametreler, SPSS for Windows 13.0 paket
bilgisayar programi kullanilarak, gruplar arasi ista-
tistiksel karsilastirmalar Krukal-Wallis tek yonlii
varyans analizi ile gergeklestirildi. Coklu karsilas-
tirma prosediirlerinden ise Dunn’s testi kullanildi.
Anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.

y = 1,4755x - 0,0055

R? = 0,9993

O T T

0 01 0,2

0,3

0,4 0,5 0,6
MDA (nmol/ml)

Sekil 1. Malondialdehit standart egrisi
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Sirkadiyen ritme bagh olarak melatonin seviyesindeki degisikliklerin eritrositlerde lipid peroksidasyonu iizerine etkisi

BULGULAR

Plazma melatonin diizeyleri, 0/24 s A/K dongiisii
uygulanan, diger bir deyisle sirf karanliga maruz
birakilan grupta anlamli derecede yiiksek bulun-
mustur (p<0.001). Diger gruplarda ise 1518a
maruziyet arttikca buna paralel olarak plazma me-
latonin diizeyleri de anlamli olarak azalmis ve sirf
aydinliga maruz kalan grupta plazma melatonin
diizeyi kontrol grubuna yakin degerde bulunmustur
(Tablo I, Sekil 2).

Eritrositlerde zardaki lipid peroksidasyonunun bir
gostergesi olan malondelaldehit diizeyleri degerlen-
dirildiginde, en yiiksek MDA diizeyinin 8/16 s A/K
dongiisii uygulanan grupta oldugu goriilmiistiir. Bu
grupta MDA diizeyinin kontrol grubuna gore ve
diger gruplara gore farki istatistiksel olarak anlamli
bulunmamustir (Tablo I, Sekil 3).

Tablo I. Farkli bilesenlerde A/K uygulamasi yapilan siganlarda plazma melatonin diizeyleri ve eritrosit

MDA diizeyleri
Gruplar Plazma Melatonin (pg/ml) Median  Eritrosit MDA (nmol/gHb) Median
(Minimum-Maksimum) (Minimum-Maksimum)
12/12 sa A/K (Kontrol) 8,8 24,92
6,5-20,0 11,49-38,61

0/24 sa A/K 26,805 23,05
16,09-35,52 * 16,17-27,97

8/16 sa A/K 23,98 25,186
9,350-31,15% 19,97-53,12

16/8 sa A/K 11,0 21,117
9,67-21,14 * 14,0-59,42

24/0 sa A/K 10,420 17,66
6,49-11,20 # 10,81-24,64

p degerleri p<0.001 p=10.22
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Sekil 2. Farkli bilesenlerde A/K uygulamasi yapilan siganlarda plazma melatonin diizeyleri.

Grup 1: 12/12 s A/K, Grup 2: 0/24 s A/K, Grup 3: 8/16 s A/K,
Grup 4: 16/8 s A/K, Grup 5: 24/0 s A/K

*: Kontrol grubuna goére p<0.05, # : 0/24 s A/K grubuna gére p<0.05
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Sirkadiyen ritme bagh olarak melatonin seviyesindeki degisikliklerin eritrositlerde lipid peroksidasyonu iizerine etkisi
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Sekil 3. Farkli bilesenlerde A/K uygulamasi yapilan siganlarin eritrositlerde MDA diizeyleri

Grup 1: 12/12 s A/K, Grup 2: 0/24 s A/K, Grup 3: 8/16 s A/K,

Grup 4: 16/8 s A/K, Grup 5: 24/0 s A/K

TARTISMA

Canlilarda biyolojik saatler, hiicresel ve sistemsel
fonksiyonlarin yiiriitiilmesinde olduk¢a Onemli
roller istlenmislerdir. Bu biyolojik saatlerin en
onemlilerinden biri de diinyanin giines etrafindaki
doniisii ile ilgili olan ritimlerdir. Sirkadiyen ritim
olarak adlandirilan bu gece-giindiiz ritimleri birgok
hormonal iletinin temelini olusturur ve bu hormon-
lardan en 6nemlisi nokturnal salim gdsteren mela-
tonin hormonudur. Melatoninin biyolojik sistemler
iizerinde; gece-glindiiz dongiisiiniin diizenlenmesi-
nin Otesinde; kan basinci, viicut 1s1s1 ve mevsimsel
iireme fonksiyonlarinin diizenlenmesi gibi etkileri
vardir. Kanser, Alzheimer gibi hastaliklarda rolii
oldugu ve antioksidan etkilerinin bulundugu bilin-
mektedir (9,10).

Melatoninin daha 6nce gosterilmis bir diger etkisi
ise zarlari stabilize edici o6zelligidir. Bu konuda
daha dnce yaptigimiz ¢alismalarda (11,12), melato-
ninin sepsiste artan oksidatif hasarda eritrosit zarin-
da koruyucu etkileri gdsterilmis ve in vivo ortamda
melatoninin farmakolojik dozlarinin eritrosit zarini
lipid peroksidasyonundan ve oksidatif hasardan
korudugu ve antioksidan savunma sistemindeki
enzimlerin aktivitelerini artirdigt bulunmustur. Ay-
rica in vitro ortamda da melatoninin eritrositlerin
zarinda sodyum nitroprussid uygulamasima bagh
olarak artan nitrik oksit (NO) diizeylerinin oksidan
etkisini Onleyici yonde etkilerinin oldugu bulun-
mustur. Ancak bu ¢alismada melatoninin fizyolojik
diizeylerinde pikogram (pg) diizeyindeki degisiklik-
ler eritrosit membraninda lipidlerin peroksidasyonu
acisindan 6nemli bir degisiklige neden olmamustir.
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Ayni zamanda in vivo ve in vitro deneylerde, birgok
hastaligin  patojenezinde ve fizyolojik doku
perfiizyonunda olduk¢a Onemli olan eritrositlerin
deformabilite 6zelliklerindeki bozukluklarin da me-
latonin uygulamasi ile antioksidan etkisine bagl
olarak diizeltildigi one siiriilmiistiir (11,12). Melato-
ninin hiicre zarlarimi stabilize edici 6zelliginin yani
sira mitokondrial zarlar1 da stabilize edici 6zellikle-
rinin oldugu gosterilmistir. Lipofilik dzellikte olma-
st nedeniyle 6zellikle de mitokondrial i¢ zar1 stabili-
ze ederek elektron transport zincirinin fonksiyonunu
gerektigi gibi yapabilmesine yardimci olmaktadir

(13).

Melatoninin zarlar lizerindeki etkileri dikkate alina-
rak, bu calismada da farkli sirkadiyen ritimlere tabi
tutulmus siganlarin fizyolojik melatonin diizeyinde-
ki degisikliklerin eritrositlerde lipid
peroksidasyonunu nasil etkiledigi degerlendirilmis-
tir. Farkli A/K dongiilerine tabi tutulan siganlarin
plazma melatonin diizeyleri degerlendirildiginde
tamamen karanlk uygulanan grupta en yiiksek bu-
lunurken aydinlikta kalma siiresinin artmasi ile me-
latonin diizeyleri azalmistir. Plazma melatonin dii-
zeyleri ile eritrosit membraninda lipid
peroksidasyonu arasindaki iligki incelendiginde ise,
tam bir korelasyon bulunmamakla birlikte, 8/16 s
A/K uygulanan grupta MDA diizeylerinin en yiik-
sek oldugu goriilmiistiir. Bu grupta MDA diizeyinin
kontrol grubuna gore ve diger gruplara gore farki
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir ancak
ozellikle de 8/16 saat A/K dongiisii uygulanan grup-
ta bu degisikliklerin belirgin olmasi bu 151k dongii-
siiniin eritrositlerdeki oksidatif hasar acisindan kri-
tik bir diizenleme olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Sonug olarak, sirkadiyen ritimlerdeki, dolayisiyla da
plazma melatonin diizeyindeki degisikliklerin erit-
rosit membran lipid peroksidasyonuna neden oldu-
gu, bu etkilerin istatistiksel agidan 6nemli olmama-
siin denek sayisinin azligindan kaynaklaniyor ola-
bilmesi nedeniyle 151k dongiisii degisikliginin eritro-
sit membraninda MDA diizeylerini ve oksidatif
hasar gelisimini etkileyebilecegi diisiiniilmiistiir.

10.

Yerer MB, Aydogan S
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