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Ozet

Bu ¢alismada, intestinal iskemi-reperfiizyon (I/R) siirecinde, intestinal dokuda pentoz fosfat metabolik yolu-
nun anahtar enzimlerinden biri olan 6-fosfoglukonat dehidrogenaz (6-PGD) enziminin aktivitesi ve melaton-
in'in iskemi 6ncesi ve sonrasi uygulanmasmin enzim aktivitesi tizerine etkisi aragtirildi. 32 adet Sprague
Dawley cinsi erkek sican, herbiri 8' er denekten olusan 4 gruba ayrildi (n: 8). Grup 1: plasebo, grup 2: I/R
(Kontrol), grup 3: 10 mg/kg melatonin+l/R ve grup 4: I+10 mg/kg melatonin + R. I/R uygulamasi, superior
mezenterik arter (SMA)' in 45 dakika diseke edilmesi ve ardindan 120 dakika reperfiizyonu ile gerceklestiril-
di. Tum gruplarda enzim spesifik aktiviteleri, voliim aktivite degerleri total protein miktarlarina boliinerek
hesaplandi. Elde edilen veriler, intestinal iskemi-reperfiizyon stirecinde 6-PGD aktivitesinde kontrol I/R
grubunda plasebo grubuna kiyasla bir azalmanin oldugunu gostermekte, buna karsilik iskemi 6ncesi mela-
tonin uygulanan grupta aktivite degerinin ytiikselerek plasebo grubuna yakin bir deger aldig1 goriilmektedir.
Iskemiyi takiben melatonin verilen grupta ise enzim aktivitesi iskemi &ncesi melatonin uygulanan gruptaki
kadar bir artis gostermemistir. Ttim gruplardaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli degildir.

Anahtar Sozctikler: Melatonin, Iskemi-reperfiizyon, 6-fosfoglukonat dehidrogenaz.

Abstract

The effect of melatonin on 6-phosphogluconate dehydrogenase in intestinal ischemia/reperfusion

In this study, enzyme activity of 6-phosphogluconate dehydrogenase (6-PGD) which is one of the key enzyme
in the intestinal tissue for intestinal ischemia/reperfusion (I/R) period in pentose phosphate metabolic path-
way was investigated and the effect of melatonin on enzyme activity before and after I/R was determined. A
total of 32 young male Sprague Dawley rats were divided into 4 groups (n= 8). Group 1 was placebo and
Group 2 was control I/R group. Melatonin (10 mg/kg) and I/R was applied for Group 3 and melatonin
(10g/kg) and R was applied for Group 4. I/R was performed by occlusion of superior mezenteric artery for 45
minutes and following reperfusion for 120 minutes. For all groups enzyme specific activity was calculated by
dividing volume activity value to total protein amount. The results showed that there is a decrease in the activ-
ity of pentose phosphate metabolic pathway key enzyme 6-phosphogluconate dehydrogenase (6-PGD) for
control I/R group during intestinal ischemia- reperfusion period compare to sham group. But the activity val-
ues of the group which melatonin was applied before ischemia was close to the values observed for then sham
group. There was no obvious increase in the enzyme activity of the group which melatonin was applied after
ischemia as compare to group which melatonin was applied before the ischemia. The differences in all groups
were not statistically significant.
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Giris

Intestinal kan akiminin azaldig1 veya belirli bir siire
kesildigi ve sonrasinda yeniden normal akimin sag-
landig1 durumda, iskemi-reperfiizyon (I/R) hasarlar
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meydana gelmektedir (1,2). Intestinal I/R sonucunda
reaktif oksijen tiirlerinin {iretildigi ve bunlarin
iskemik hasarda onemli rol oynadigi bilinmektedir
(3). Iskemi esnasinda hiicresel enerji depolarmin
titkenmesi, iskemik kaskat olarak bilinen olaylar zin-
cirini tetiklemektedir. Iskemik dokunun reperfiizyonu
ise bir taraftan iskemi sirasinda kaybolan bazi
fonksiyonlarin geri gelmesini saglarken diger taraftan
oksijen kaynakli serbest radikallerin olusumunu hiz-
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landirarak, daha ileri hasarlara yol agmaktadir (4).
Iskemi sirasinda oksijen yokluguna bagli olarak
mitokondrial elektron transportu ve oksidatif fosfori-
lasyon kapasitesi giderek azalmaktadir. ATP sentezi
durmasina karsin, ATP kullanimi ve ATP hidrolizi
sonucu olusan ADP diizeyi artmaktadir (3,4). Hiicre
ici ATP diizeyindeki azalig, pentoz fosfat metabolik
yolunu etkileyerek NADPH-+H+ iiretimini diistirmek-
tedir. Pentoz fosfat metabolik yolunda iiretilen
NADPH+H+'lar hiicrede yag asidi, rediikte glutatyon,
kolestrol ve steroid hormon sentezi gibi bir ¢ok
biyosentetik yolda indirgeyici gorevi yapmaktadir (5).
Pentoz fosfat yolu, dolayistyla da NADPH+H+ {ireti-
mindeki azalis oksidatif stresi arttirarak iskemik
kaskat1 genisletmektedir. iskemi sirasinda oksidatif
mekanizmalarin devreye girmesi, bu klinik problemin
¢oziimiinde antioksidanlarin kilit rol oynayabilecegini
diistindiirmiistiir. Calismamizda antioksidan olarak
kullanilan melatonin diger antioksidanlara kiyasla
daha genis spektruma sahiptir. Endojen bir hormon
olan melatonin'in en 6nemli 6zelliklerinden biri lipofi-
lik olmasidir. Dolayisiyla hiicrenin hemen hemen
biitiin organellerine ve hiicre cekirdegine ulasabilir.
Boylece ¢ok genis bir dagilimda antioksidan aktivite
gosterir (6).

Bu calismada, intestinal I/R siirecinde pentoz fosfat
metabolik yolunun anahtar enzimlerinden olan 6-fos-
foglukonat dehidrogenaz (6-PGD; EC 1.1.1.44) enzi-
minin aktivitesi {izerine melatonin'in iskemi dncesi ve
sonrasi koruyucu etkisi arastirildi.

Materyal ve Yontem

Materyal

Bu c¢alismada 32 adet Sprague Dawley cinsi erkek
sigan (200-300 g) kullanildi. Hayvanlar, kontrollii bir
odada ( Sicaklik 20-25 °C, nem % 70-80, 12 saat
gilindiiz / 12 saat gece ) ve ayn kafeslerde tutuldu.
Sigcanlara deneye kadar , standart sigan pellet yem ve
¢esme suyu verildi. Calismaya alinan siganlarda
deneylerin biitiin agamalarinda "Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals" ( NIH Publication
86-23, revised 1985 ) kurallarina uyuldu.

Her biri 8'er denekten olusan 4 gruba ayrildi.
Gruplara uygulanan islemler su sekilde belirlendi:
Grup 1: Plasebo,

Grup 2: Kontrol I/R,

Grup 3: 10 mg/kg melatonin + I/R,

Grup 4: I + 10 mg/kg melatonin / R.

Yontem
Standart beslenmeye alinan denekler operasyondan 12
saat Oonce a¢ birakildi. Tiim operasyonlar ketamin/ksi-

lazin (20/2 mg/kg) anestezisi altinda steril kosullarda
gerceklestirildi. Anestezi sonrasi ratlarin karin
boslugu acilarak bagirsaklar ¢ikarildi. Plasebo grubu
disindakilerde superior mesenterik arter (SMA) dis-
eke edilip bir atravmatik mikroklemp yardimi ile
gecici olarak 45 dk. iskemi, ardindan 120 dk. reper-
flizyon uygulandi. Bu siireler iskemi reperfiizyon
makalelerinden alinmis ortalama degerler olup
genelde reperflizyon siiresi iskemi siiresinin 2-3
katidir. Steril sartlarda hazirlanan melatonin (10
mg/kg; %]10'luk alkolde hazirland1) hayvanlara
intraperitonal olarak verilmistir. Grup 3’de, klemp
takilir takilmaz yani iskeminin hemen 6ncesi mela-
tonin intraperitoneal olarak uygulanmistir, grup 4’de
ise 45 dakikalik iskemi siiresinin bitiminde melatonin
uygulanip klemp ¢ikarilmistir. Reperfiizyonun sonun-
da intestinal dokunun doudenumdan kolona kadar
olan kismi alindi. Cikarilan kisim soguk izotonik
sodyum kloriir (0.9 % NaCl) ile perfiize edilerek tem-
izlendi. Enzim aktivite tayini yapacagimiz doku, fos-
fat tamponu (pH 7.4) ile homojenize ve sonifiye
edildikten sonra 17.000g'de 15 dakika santrifiij isle-
mi yapildi ve siipernatant elde edildi. Bu islemlerin
tiimii +4 °C'de yapildi. Ele gegen siipernatan -70 °C'
de derin dondurucuda sakland1 ve enzim aktivite
caligmasi i¢in kullanildi.

6-PGD tayini : Aktivite tayininde spektrofotometre
kullanildi. Aktivite tayini icin, kuvars tipe 0.25 M
Tris-HCI tamponu ( pH:8 ), 0.01 M 6-fosfoglukonat (
6-PGD ), 0.2 M NADP+ ve enzim kaynagi olarak
stipernatan konularak total hacim 1ml'ye tamamlandi
ve bir kez karistirilarak okundu. Enzim aktivitesi, 6-
fosfoglukonat'in 6PGD'la D- riboluz 5-fosfat'a
¢evrilmesi sirasinda olusan NADPH'in 30 C'de 340
nm'de artan absorbansi kaydedildi ve dakikadaki
absorbans degisiminden hesaplandi (7).

Protein miktar tayini Lowry yontemiyle yapildi (8).
Intestinal siipernatantlardan elde edilen absorbans
degerlerine karsilik gelen protein miktarlar1 standart
bovine serum albumin egrisinden okunarak ml'deki
protein miktar1 hesaplandi.

Enzimlerin spesifik aktiviteleri, voliim aktivite deger-
leri total protein miktarlarina boliinerek hesaplandi.
Istatistiksel Analizler: Istatistikler Windows 98
uyumlu SPSS® ile yapildi. Gruplarin dagilimlar
Non-parametrik testlerden one-sample Kolmogorov-
Smirnov Test ile degerlendirildi. Gruplarin normal
dagilim gostermesinden dolay1 gruplarin karsilastiril-
masinda Parametrik testlerden one-way ANOVA testi
ve Post Hoc testlerden LSD kullanildi. Degerler orta-
lama + standart hata olarak verildi. Istatistiksel
anlamlilik i¢in p<0.05 olan degerler anlamli olarak
kabul edildi.
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Bulgular

Intestinal 6-fosfoglukonat dehidrogenaz aktivite
sonuglart tablo 1'de goriilmektedir. Tablo 1'de
gorildiigii gibi, gruplar birbirleri ile karsilastirildigin-
da 6-PGD enzim aktivitesinde istatistiksel olarak
anlamli bir fark gézlenmemektedir.

Tablo 1 : 6-Fosfoglukonat Dehidrogenaz aktivite sonuglari.

6-Fosfoglukonat

Gruplar N Ortala]?f;1 ldéﬁagxfggft Hata
(mU/mg protein)
Plasebo 8 2.95+0.26
Kontrol I/R 8 1.93 £0.29
Mel+I/R 8 2.80 £0.49
I+Mel/R 8 218 £0.54

1/R: Iskemi-reperfiizyon, Mel: melatonin, N: Sigan say1st

Tartigma ve Sonug

Oksidatif stres sonucu organizmada tiretilen toksik
molekiiller hiicre, doku ve organlarda hasarlara yol
acmaktadir. Oksijen kullanim1 sonucu organizmada
serbest radikaller iretilir. Serbest radikaller yiiksek
enerjili ortaklanmamis elektrona sahip olduklarindan
lipit, protein ve DNA'da hasarlar olustururlar. Iskemi-
reperfiizyon siirecinde reaktif oksijen tiirlerinin fazla
miktarda olustugu ve bunlarin da o&zellikle reper-
flizyonda arttig1, bu nedenle intestinal doku hasarinin
da reperflizyonda gelistigi ileri siiriilmektedir (9).
Iskemi sirasinda oksidatif mekanizmalarin devreye
girmesi bu klinik problemin ¢oziimiinde antioksidan
sistemin kilit rol oynayabilecegini diislindiirmiis ve
konuyla ilgili birgok deneysel caligma yapilmigtir
(10-14).

Vitamin E'nin intestinal iskemi-reperfiizyon sonrasi
noétrofil birikiminin sebep oldugu serbest radikal
olusumunu 6nledigi ve lipid peroksidasyonunu azalt-
t1g1 gosterilmis. Yine bu ¢alismada intestinal iskemi-
reperfiizyon sonrasi 15 kat artan miyeloperoksidaz (
MPO ) aktivitesini Vitamin E'nin normal diizeyine
yaklastirdigr bulunmustur (10). Sodyum diklofenak
(DS)'1n ise iskemik dokuda ATP'nin sentezlenememe-
si ile olusan hasarlar, Ozellikle MPO aktivitesini,
azaltarak bir koruyucu etki gdsterdigi bulunmustur
(11).

Kafeik asid fenetil ester (12) ve pentoksifilin (13)'in
antioksidan karakteri ile ilgili aragtirmalarda bu mad-
delerin intestinal iskemi-reperfiizyon hasarini
onledigi, antioksidan enzim aktivitelerindeki artis ve
lipid peroksidasyonundaki diisiis ile gosterilmistir.
Diger bir ¢alismada ise melatonin intestinal dokuda
iskemi sonrasi olusan lipid peroksidasyonunu azalt-
t1g1 gosterilmistir (14).

Melatonin pineal bezden salgilanan endojen bir hor-
mondur. Melatonin'in en onemli 6zelliklerinden biri
lipofilik olmasidir. Dolayisiyla hiicrenin hemen
hemen biitiin organellerine ve hiicre ¢ekirdegine ulaga-
bilir. Boylece ¢ok genis bir dagilimda antioksidan
aktivite gosterir. Melatonin'in serbest radikal
siipiiriicii 6zelliginin yaninda hiicrenin total antioksi-
datif savuma sistemini giliclendirdigi de ileri
siiriilmektedir (15,16).

Enzim aktivite 6l¢timleri sonucunda elde edilen veril-
er tablo 1'de verilmistir. Elde edilen veriler, intestinal
iskemi-reperfiizyon siirecinde pentoz fosfat metabolik
yolu anahtar enzimlerinden 6-PGD aktivitesinde kon-
trol I/R grubunda (1.93£0.29) plasebo grubuna (2.95
+0.26) kiyasla istatistiksel olarak anlamli olmayan
bir azalma godzlendi. Iskemi 6ncesi melatonin uygu-
lanan grupta ise, aktivite degerinin (2.80£0.49) plase-
bo grubuna yakin bir deger aldig1 goriildii. Ozellikle
iskemi Oncesi melatonin uygulanan gruptaki bu
degisim enerji eksikliginin 6zellikle iskemi siirecinde
gozlenmesinden kaynaklanmaktadir (17).
Melatoninin  lipofilik olmas1 ve hiicrenin hemen
hemen biitlin organellerine ulagabilmesi bu grupta
enzim aktivitesinin yiiksek goriilmesinde esas etken
olabilecegini diisiindiirmektedir (18,19). Iskemiyi
takiben verilen melatonin grubunda enzim
aktivitesinin (2.18+0.54) iskemi Oncesi melatonin
uygulanan gruptaki kadar belirgin bir artis goster-
memesi; iskemi sonrasi dokuya oksijen akisi ile
glikoliz'in normale yaklagsmasi, bu esnada olusabile-
cek serbest oksijen radikallerine karst melatoninin
koruyucu rolii ve enzimin hiicre i¢i aktivite gosterme-
si ile iliskilendirilebilir .
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