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OZET

Amag: Oksidatif stresin diyabetik komplikasyonlarin gelisiminde gok 6nemli rol oynadig1 yaygin olarak kabul edilmektedir. Boylece
koruyucu tedaviler hastaligin olas: yan etkilerini hafifletebilir. Bu ¢aligmanin amaci melatonin tedavisinin diyabetik sicanlarin karaciger,
bobrek, pankreas, mide ve retinal dokularindaki oksidan ve antioksidan durumuna etkisini incelemektir.

Gereg ve Yontemler: Erkek Wistar albino cinsi si¢anlar 4 gruba ayrildilar: Kontrol, kontrol+melatonin, diyabetik ve diyabet+melatonin
uygulanan grup. Sicanlarda intraperitoneal (i.p) olarak tek doz streptozotosin (STZ) (60 mg/kg) uygulamas ile diyabet olusturulmustur.
Melatonin 10 mg/kg dozunda giinde tek doz i.p olarak 30 giin boyunca uygulanmistir. 30 giinlilk tedavinin sonunda indirgenmis
glutatyon (GSH) ve malondialdehid (MDA) diizeyleri karaciger, bobrek, pankreas, mide ve retinada 6l¢tilmustiir.

Bulgular: Sonuglarimiz diyabetik hayvanlarin dokularinda MDA diizeylerinin arttigini ve GSH seviyelerinin azaldigini gostermistir.
Melatonin uygulamasi karaciger disindaki dokularda MDA diizeylerini anlamli olarak diigtirmiistiir. Melatonin tedavisi diyabet grubuna
gore karsilastirildiginda GSH diizeylerinde pankreas ve mide digindaki dokularda artis bulunmugtur.

Sonug: Bu ¢alismada sunulan sonuglar, diyabete, diyabetik komplikasyonlarin baglica nedeni olarak kabul edilen oksidatif stresin eslik
ettigi ortak goriisityle uyumludur. Sonuglarimiz melatoninin diyabette artan oksidatif stres tizerinde iyilestirici etkisi ile kullanilabilecegini
gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: Diabetes mellitiis, Melatonin, Oksidatif stres, Glutatyon.

The Effect of Melatonin Administration in Diabetic Rats on Oxidative Stress in
Liver, Kidney, Stomach, Pancreas and Eye Tissues

ABSTRACT

Aim: It is commonly accepted that oxidative stress plays a crucial role in the development of diabetic complication. Thus, preventive
therapy can alleviate the possible side effects of the disease. The aim of the present study was to investigate the effect of melatonin
administration on the oxidant and antioxidant system in the liver, kidney, pancreas, stomach and retinal tissues of diabetic rats.

Material and Methods: Male Wistar albino rats were randomly divided into 4 groups: control; control+Melatonin treatment; diabetic;
diabetic+melatonin treatment. Rats were injected with a single intraperitoneal (i.p) injection of streptozotocin (STZ) (60 mg/kg) to
induce diabetes mellitus. Melatonin (10 mg/kg) was given daily by i.p injection for 30 days. After 30 days of treatment, the contents of
reduced glutathione (GSH) and malondialdehyde (MDA) in liver, kidney, pancreas, stomach and retina were assayed.

Results: Our results showed that diabetic rats exhibited significant decreases in GSH level and exhibited a high level of MDA in tissues.
Melatonin treatment significantly reduced the elevated MDA level all tissues except liver tissue. GSH levels were found to increase in all
tissues except pancreas and stomach after melatonin treatment compared diabetes group.

Conclusion: The results presented in this study are in agreement with the common view that diabetes is accompanied by oxidative stress,

which is regarded as the main cause of diabetic complications. Our results suggests that melatonin could be used for its ameliorative
effect against oxidative stress in diabetes.
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GIRIS

Diabetes Mellitiis (DM) ile ortaya ¢ikan yiiksek kan sekeri
proteinlerin glikozilasyonu ve glukoz oksidasyonu ile serbest
oksijen radikallerinin (SOR) olusumuna yol agarak oksidatif
stresin gelisimine neden olur. Oksidatif stres diyabetik
komplikasyonlarin temel nedeni olarak kabul edilmekte
ve diyabetle birlikte gozlenen bobrek yetmezligi, korlik,
kardiovaskiiler hastaliklar ve kanseri iceren ciddi saglik
problemlerinin patogenezinden sorumlu tutulmaktadir.
Diyabetik deney hayvanlarinda ortaya c¢ikan oksidatif
stresin glukoz otooksidasyonu, lipid peroksidasyonu,
protein glikasyonu ve antioksidan enzimlerdeki azalmis
aktivite sonucu ortaya c¢ktig bildirilmektedir (1,2,3).
Anormal olarak yiiksek seviyedeki SOR ve antioksidan
savunma mekanizmasindaki azalma hiicresel organellerin
hasart, lipid peroksidasyonunda artis ve instilin direncinin
gelisimi ile sonuglanmaktadir (4,5).

Hiperglisemi ile olusan oksidatif stres ve inflamatuar
cevap hepatoselliiler hasar olusturucu bir faktérdiir. SOR
inflamatuar mediatorlerin salinimina neden olarak adezyon
molekiillerinin yapimina ve lokosit infiltrasyonuna yol agar.
Bundan bagka SOR hepatositlerde apoptoz ile karaciger
dokusunda harabiyete neden olur. Insiilin tedavisi goren
diyabetik hastalarda bile karaciger hiicre sayisi, biiytimesi
ve 6liimiinde degisiklikler gozlenmektedir (3).

DM diinya genelinde kronik bobrek hastaliklariin en yaygin
sebebidir. Diyabetik nefropati Tip 1 ve 2 DM hastalarinin
%30-40'1nda  gozlenmektedir (6). Diyabetik nefropati
son donem bobrek yetmerzligine neden olmaktadir (7).
Diyabetik nefropati glomeruloskleroz, asir1 ekstraselliiler
matriks birikimi, glomerular hipertrofi ve bazal membran
kalinlagmasi ile karakterizedir. Caligmalar yiiksek glukoz
seviyesinin SOR yapimina neden olarak proksimal tiibiiler
fonksiyonu inhibe ettigi ve podositlerde apoptoza yol
actigini gostermistir (8).

Sindirim ile ilgili problemler o6zellikle gastroparezis
diyabetik hastalarda siklikla gozlenmektedir. Gastroparezis
diyabetik hastalarin  %30-50’sinde gézlenmektedir. Bu
durumun gelisiminde hipergliseminin tetikledigi enterik
sinir sistemi disfonksiyonu, otonomik ndropati ve oksidatif
stres rol oynamaktadir (5).

Diyabetik retinopati DM’in en ciddi mikrovaskiiler
komplikasyonlarindan biridir ve gelismekte olan tilkelerde
gorme azlig1 ve korliige neden olmaktadir. DM’in deneysel
caligmalarinda diyabetin retinanin noéronal ve vaskiler
yapilarda harabiyete neden oldugu bildirilmektedir. Retinal
hasarin molekiiler mekanizmalar1 arasinda artmis oksidatif
stres, protein oksidasyonu ve oksidatif DNA hasar1 yer
almaktadir. Diyabet retinada endojen bir antioksidant olan
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glutatyon miktarinda azalmaya neden olmaktadir ve bu da
retinay1 hasara karst daha duyarl: hale getirmektedir (9,10).

Melatonin primer olarak pineal bezden salgilanan bir
hormondur. Melatoninin olduk¢a giiglii antioksidant ve
antiinflamatuar etkileri bulunmaktadir. Daha 6nceki ¢alis-
malarda melatoninin pankreas, bobrek, karaciger, noral ve
korneal dokularda hasari azaltarak diyabetin komplikas-
yonlarina karsi koruyucu oldugu gosterilmistir (11). Diya-
betik hasta ve diyabetik siganlarin serumlarinda melatonin
diizeylerinin ilging olarak diisiik oldugu saptanmstir (7).
Diyabette endojen antioksidan koruma sisteminde bozuk-
luklar nedeniyle diyabetin tedavisinde eksojen antioksidan-
larin uygulanmas tizerine odaklanilmaktadir. Melatoninin
streptozotosin (STZ) ile olusturulan diyabetik sicanlarda
bozulmus antioksidan sistemi normale dondiirebildigi
bulunmustur (6,7, 11,12).

SOR yapiminin artmasi ile oksidatif stresin olugsmasi diya-
betik hastalarda anemi, hepatopati, nefropati, retinopati
ve vaskiiler hastaliklar gibi bazi komplikasyonlar siklikla
gozlenmektedir. Bu nedenle antioksidan bazli tedavile-
rin diyabetin oksidatif stres kaynakli komplikasyonlariin
engellenmesinde etkili olabilecegi vurgulanmaktadir (12).
Bu ¢alisgmanin amaci STZ ile deneysel diyabet olusturulmus
sicanlarda diyabetik komplikasyonlarin goézlendigi karaci-
ger, bobrek, mide, pankreas ve retina dokularinda oksidatif
stres ve antioksidan durumu tizerine melatonin uygulama-
sinn etkilerinin incelenmesidir.

GEREC ve YONTEM

Bu caligma Biilent Ecevit Universitesi Deney Etik Kurul
karari ile Deney Hayvanlari Unitesinden temin edilen
agirhiklart 300-350 g olan 40 adet erkek Wistar albino
cinsi sigan kullanilarak yapilmistir. Sicanlar 12 saat gece
ve giindiiz 12 saat 151k olacak sekilde standart kafeslerde ve
sican yemi ile beslenerek 21°C 1s1da barindirildilar.

Deney hayvanlarinda diyabet olugturmak i¢in 60 mg/kg do-
zunda STZ (Sigma Chemical Co.,St. Louis, MO, ABD) tek
doz olarak intraperitoneal (i.p) olarak uygulanmistir (pH
4,5 Sitrat tamponu i¢inde)(11). STZ uygulamasindan 3 giin
sonra aglik kan sekeri diizeyleri kuyruk veninden alinan kan
ornekleri ile 6l¢iilmustiir. Kan sekeri diizeyinin 250mg/dL
olmas: diyabet olarak kabul edilmistir.

Calismada denekler her grupta 10 hayvan olacak sekilde 4
gruba ayrildr:

1. Normoglisemik kontrol grubu (n:10): Bu gruptaki deney
hayvanlarina deney siiresinde diger deney gruplariyla
aynt miktarda i.p serum fizyolojik (SF) uygulamasi
yapilmustir.

2. Normoglisemik kontrol +melatonin grubu (n:10). Bu
gruptaki deneklere melatonin uygulamasi yapilmistir.
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3. Diyabet+SF (n:10): Deneklerde diyabet olusturulduktan
sonra SF uygulamasi yapilmistir.

4. Diyabet+Melatonin uygulanan grup (n:10): Diyabet
olusturulduktan sonra melatonin uygulamasi yapilan
grup. Melatonin (Sigma Chemical Co.,St. Louis,
MO, ABD) diyabet olusturulduktan sonra 10 mg/
kg dozunda ip olarak giinde tek doz seklinde 30
glin boyunca uygulanmustir (11). 30 giinliik siirenin
sonunda yiiksek doz anestezi ile feda edilen hayvanlarin
karaciger, bobrek, mide, pankreas ve retina dokulari
alarak lipid peroksidasyonun bir gostergesi olarak
malondialdehid(MDA) ve endojen bir antioksidan olan
indirgenmis glutatyon (GSH) diizeyleri biyokimyasal
olarak ol¢ilmiistiir.

Lipid peroksidasyonunun gostergesi olan MDA seviyesi
Casini ve ark)nin metodu esas alinarak calisildi (13). Major
endojen antioksidan olan GSH seviyeleri Aykac ve ark’nin
yontemine gore olgiildii(14).

Istatistiksel analiz: Verilerin degerlendirilmesi SPSS
22 istatistik paket programi kullanilarak yapilmistir.
Sayisal degerler ortalama + standart hata (SE) olarak
verilmistir. Gruplararasi farkliliklar Kruskal Wallis testi ile
degerlendirlmistir. Grup i¢indeki anlamlilik ise Bonferroni
testi ile karsilagtirlmigtir. P’nin <0.05 oldugu degerler
istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir.

BULGULAR

Karaciger dokusu MDA ve GSH diizeyleri Sekil 1’de
gosterilmigtir. Karaciger dokusu MDA diizeyleri STZ
ile diyabet olusturulan siganlarda kontrol grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulunmustur (p<0,05).
Ancak melatonin uygulamasinin karaciger dokusunda
MDA diizeylerini azaltmada etkili olmadif1 gozlenmistir
(p>0,05). GSH diizeylerinde ise diyabet grubunda belirgin
azalma gozlenirken bu azalmanin melatonin uygulamas ile
korundugu saptanmistir (p<0,05).

Bobrek  dokusunda MDA  diizeylerinin  diyabetik
hayvanlarda kontrol ve melatonin+diyabet grubuna
gore belirgin olarak yiikseldigi saptanmustir (p<0,05).
Melatoninin diyabetle ortaya ¢ikan oksidatif stresi
azaltmada etkili oldugu gozlenmektedir. Ayrica melatonin
uygulanan diyabet grubunda GSH diizeylerinde kontrol ve
diyabet gruplarina gore istatistiksel olarak anlaml artisin
oldugu bulunmustur(p<0,05) (Sekil 2).

Retinal dokuda MDA diizeylerinin diyabet grubundakontrol
gruplarina gore arttig1 ve bu artisin melatonin uygulamasi ile
kontrol grubu seviyelerine indirilebildigi saptanmigstir. GSH
seviyesinin melatonin uygulamas: sonrasinda istatistiksel
olarak anlaml sekilde arttig1 goriilmiistiir (p<0,05)(Sekil 3).

Pankreas dokusu MDA  degerleri incelendiginde
diyabet+melatonin grubunda diyabet grubuna gére belirgin
azalma tespit edilmistir (p<0,05). Pankreas dokusu GSH
diizeyinde melatonin uygulamas: sonrasinda istatistiksel
olarak anlaml bir degisim saptanmamistir (p>0,05) (Sekil
4).

Mide dokusu MDA diizeyleri diyabet sonrasinda anlaml
olarak artmustir (p<0,05). Mide dokusu MDA ve GSH
diizeylerinde melatonin uygulanan grup hayvanlarinda
diyabetli gruba goére anlamli azalma belirlenmistir (p<0,05)

(Sekil 5).
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Sekil 1: Karaciger dokusu MDA ve GSH degerleri. Diyabet sonrasinda karaciger dokusu MDA diizeylerinde kontrol gruplarina
gore anlamli artis tespit edilmigtir. Melatonin uygulamasinin karaciger MDA diizeylerini azaltmada etkili olmadig1 saptanmustir.
GSH diizeylerinde ise diyabet gruplarinda kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli diigiis tespit edilmistir.
Melatonin uygulamasinin diyabetli hayvanlarda GSH diizeylerindeki azalmay1 engellemede etkili bulunmustur. "Kontrol, *
Kontrol+Melatonin, * Diyabet+SF grubuna gore anlamli farklilig1 gostermektedir. P<0,05 anlamli kabul edilmistir. Sonuglar

ortalama=SE olarak verilmektedir.
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Sekil 2: Bobrek dokusu MDA ve GSH degerleri. Melatonin bobrek dokusunda diyabet ile artan oksidatif stresi azaltmigtir.
Melatonin uygulamas: sonrasinda diyabetik hayvanlarda bobrek dokusu GSH diizeylerinde diger gruplara gore anlamli artis
gozlenmistir. "Kontrole gore, * Kontrol+Melatonin grubuna gore, & Diyabet+SF grubuna gore anlaml farkliligi gostermektedir.
P<0,05 anlamli kabul edilmistir. Sonuglar ortalama+SE olarak verilmektedir.
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Sekil 3: Retina dokusu MDA ve GSH degerleri. Melatonin retinada oksidatif stresi azaltmada ve GSH diizeylerinin yiikseltilmesinde
etkili olmustur. Kontrole gore, * Kontrol+Melatonin grubuna gore, * Diyabet+SF grubuna gore anlamli farklihig1 gostermektedir.
P<0,05 anlamli kabul edilmistir. Sonuglar ortalama+SE olarak verilmektedir.
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Sekil 4: Pankreas dokusu MDA ve GSH degerleri. MDA diizeyleri melatonin tedavisi sonrasinda anlamli olarak azalmustir.
GSH diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli degisiklik saptanmamuistir. "Kontrole gére, * Kontrol+Melatonin grubuna gore,
& Diyabet+SF grubuna goére anlamli farkliligi gostermektedir. P<0,05 anlamli kabul edilmistir. Sonuglar ortalama+SE olarak

verilmektedir.
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Sekil 5: Mide dokusu MDA ve GSH degerleri. MDA diizeyleri melatonin uygulanan grupta Diyabet+SF grubuna gore anlaml
olarak azalmistir. Diyabetle birlikte mide dokusu GSH diizeyleri kontrol grubuna gore anlaml azalirken, melatonin uygulamasi bu
azalmay1 engellemede etkili goriilmemistir. Diyabet+melatonin grubunda GSH diizeyleri Diyabet+SF grubuna gore istatistiksel
olarak anlaml diizeyde diigitk bulunmustur. "Kontrole gore, * Kontrol+Melatonin grubuna gore, & Diyabet+SF grubuna gore
anlamli farklilig1 gostermektedir. P<0,05 anlamli kabul edilmistir. Sonuglar ortalama+SE olarak verilmektedir.

TARTISMA

Calismada elde edilen sonuglara gore DM’tin karaciger,
bobrek, pankreas, mide retina dokularinda MDA
seviyelerinde artiga neden oldugu, buna kargin endojen
antioksidan olan GSH diizeylerinde azalmaya neden oldugu
gozlenmistir. Melatonin tedavisi sonrasinda dokulardaki
lipid peroksidasyonu seviyesinde azalmalar gozlenirken,
GSH seviyelerinin ise kontrol degerleri seviyesinde
korundugu saptanmustir.

Literatiir bilgileri incelendiginde STZ ile olusturulan
diyabetik sicanlarda ve tip 1 ve tip 2 diyabet hastalarinda
SOR {iiretiminin hizlandig1 belirlenmistir. ~ Oksidatif
stres artis1 ile olusan lipid peroksidasyonu seviyesindeki
artigla  birlikte glutatyon homeostazisinde bozulmalar
da saptanmaktadir (15,16). Redoks durumundaki bu
degisiklikler STZ uygulanan sigan ve her iki tip diyabet
hastalarinin eritrositlerinde de gozlenmistir (17). Melatonin
uygulamasinin ise diyabetle ortaya g¢ikan glutatyon
homeostazisi bozukluklarin1 korumada etkili oldugu
gosterilmigtir. Melatonin uygulamasi sonrasinda diyabetik
hayvanlarda GSH seviyesinde artis bobrek, karaciger, beyin,
kalp dokularinda ve plazmada gosterilmistir(18,19,20).

Melatonin pineal bez, retina ve diger dokulardan ritmik
olarak karanlik doénemde salinan bir indoleamiddir.
Melatonin hidroksil radikali, superoksit radikali ve
peroksinitrit gibi SOR tiirevlerini olarak ortadan kaldirarak
direkt antioksidan etki gosterirken, endojen antioksidan
enzimlerin yapimini artirarak indirekt olarak antioksidan
etki de gostermektedir (21).

Cesitli calismalarda DM’iin karaciger dokusunda hepatosit
dejenerasyonu, inflamasyon, fibrozis gibi histopatolojik
degisikliklere neden oldugu gosterilmistir (22). Ayricakronik

hiperglisemi ile artan SOR ve inflamatuar cevap, diyabetle
olusan karaciger degisikliklerinden sorumlu tutulmaktadir
(3). Elbe ve ark. (2015) diyabetle karaciger dokusunda
MDA diizeylerinin arttigini, GSH diizeylerinin azaldigini
ve bu degisikliklerin melatonin ile kontrol diizeylerine
getirildigini saptamuglardir (22). Bizim ¢alismamizda da
literatiirdeki bilgilere benzer sekilde diyabet sonucunda
MDA diizeylerinin karaciger dokusunda arttigi ve GSH
diizeylerinde azaldig1 gozlendi. Ancak melatonin tedavisi
sonrasinda MDA diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli
bir azalma olmazken, GSH diizeylerinin diyabet+SF grubuna
gore anlamli olarak arttig1 saptandi. GSH diizeylerindeki bu
degisim literatiirle uyumludur (22,25). Bizim ¢aligmamizda
diyabetik sicanlarda melatonin uygulamasinin lipid
peroksidasyonu iizerine etkili olmamasi ¢esitli nedenlerden
dolay1 olabilir. Bunlar arasinda melatonin uygulamalarinin
bazi ¢alismalarda 8 haftalik siire ile uygulanmasi (25) veya
yiiksek dozlarda uygulanmasinin (22) etkili olabilecegini
distinmekteyiz.

Calismamizda bobrek dokusu MDA diizeylerinin diyabetik
sicanlarda artti1 ve bu artisin melatonin uygulamasi ile
azaldigr tespit edilmistir. Ayrica bobrek dokusu GSH
diizeyleri melatonin uygulanan diyabetik siganlarda belirgin
olarak ytiksek olarak bulunmustur. Bu sonuglar literatiirdeki
diger caligmalarla benzerlik gostererek melatoninin diyabet
ile ortaya ¢ikan oksidatif stresi bobrek dokusunda azalttigi
ve GSH homeostazisini diizenledigini ortaya koymaktadir
(26,27).

Retina melatonin sentezinin oldugu diger bir dokudur.
Diyabetik si¢anlarda retinal melatonin sentezinin azaldig
gosterilmistir  (28,29). STZ ile olusturulan diyabet
modelinde melatoninin retinal histopatolojik degisiklikleri
ve apoptotik hiicre dlimiinii azaltabildigi bildirilmektedir
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(30). Calismamizda da melatoninin literatiirle uyumlu
olarak retinal dokuda oksidatif stresi azaltmada etkili
oldugu gorilmiustiir (11,28).

STZ igerigindeki nitroziire nedeniyle pankreas B hiicreleri
tizerine toksik etki gostermektedir. STZ pankreas f
hiicresinde NAD seviyesinde azalma ile hiicre i¢ci SOR
yapimini artirarak apoptozu tetikler (31). Yavuz ve ark.
(2003) melatonin pankreas  hiicresinde oksidatif stresi
azaltmada etkili oldugunu gostermislerdir (32).

Daha o6nceki ¢aligmalara benzer olarak diyabetle birlikte
mide dokusu MDA diizeylerinde artis saptanmigtir (33).
Melatonin tedavisi bu artis1 engellemede etkili olmugtur.
Pradeepkumar ve ark. (2011) melatoninin diyabetik
sicanlarda tlser olusumuna kars1 midede koruyucu etkili
oldugunu gostermislerdir (34). GSH diizeyleri tizerine
melatoninin etkili olmadig1 gozlenmektedir.

Diyabetik hastalarda ve diyabetik hayvanlarda serum ve
pineal bez melatonin diizeyleri azalmaktadir bu da giinliik
ritim desenkronizasyonuna ve dokularin antioksidan
kapasitesinin azalmasina neden olmaktadir. Ayrica diyabetle
olusan GSH azalmas1 oksidatif stresi daha da artirmaktadir.
Boylece diyabetle olusan komplikasyonlara yatkinligin
artabildigi Dbildirilmektedir (35). Bu c¢aligmadan elde
edilen sonuglar melatoninin diyabetik komplikasyonlarin
olustugu karaciger, retina, bobrek gibi dokularda &zellikle
antioksidan ozelligi ile oksidatif stresi azaltmada etkili
oldugunu gostermistir. Bu nedenle melatoninin diyabetin
komplikasyonlarinin engellenmesinde etkili bir tedavi
ajan1 olabilecegini diisiinmekteyiz. Caligmadan elde edilen
sonuglarin desteklenmesi icin daha ileri arastirmalarin
yapimasina gereksinim vardir.
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