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OZET

EGZERSIZ YAPTIRILAN RATLARDA MELATONIN VE NiASIiN DESTEGININ
LiPiT PEROKSIDASYONU VE ANTIOKSIDAN SIiSTEME ETKIiSi

Keskin A. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Biyokimya
(T1p) Programi Doktora Tezi, Aydin, 2020.

Bu ¢alismada, egzersizle oksidatif stres olusturulan ratlarda, melatonin ve niasin takviyesinin
lipit peroksidasyonu ve antioksidan sistem {izerine olan etkisini arastirmak amaglanmigtir.
Rastgele 4 gruba ayrilan 40 rata, kontrol grubu hari¢, 10 giin boyunca melatonin ve niasin
verildikten sonra treadmill egzersiz yaptirildi. Ketamin ve Xylazin’le anestezi sonrasinda
intrakardiyak kan alindi. Stiper Oksit Dismutaz (SOD), Malondialdehit(MDA), Total
Antioksidan Seviye(TAS), Total Oksidan Seviye(TOS), Katalaz, Melatonin, Glutatyon
Peroksidaz(GPX), Glutatyon S-transferaz(GST) diizeylerinin spektrofotometrik olarak tayini
yapildi.

MDA diizeyleri; melatonin verilen grup, diger gruplara gore diisiik, (niasin+melatonin)
verilen grupta ise, kontrol grubuna gore yiliksek bulunmustur.

SOD diizeyleri; melatonin verilen grup, diger gruplara gore yiiksek, (niasin+melatonin)
verilen grup, diger gruplara gore diisiik bulunmustur.

Katalaz diizeyleri; melatonin verilen grup, niasin verilen gruplara gore yiiksek bulunmustur.
Kontrol grubu ise, diger gruplara gore anlamli bir degisiklik bulunmamustir.

GPX diizeyleri; kontrol grubu, diger gruplara gore diisiik bulunmustur.

GST diizeyleri; kontrol grubu, diger gruplara gore yiiksek, (niasin+melatonin) verilen grup,
niasin verilen gruba gore diisiik bulunmustur.

TOS diizeyleri; kontrol grubu, niasin verilen gruplara gore diisiik bulunmustur.

TAS diizeyleri; kontrol grubu, diger gruplara gore diisiik, (niasin+melatonin) verilen grup,
niasin ve melatonin verilen gruplara gore diisiik bulunmustur.

Sonug olarak, egzersiz yaptirilan siganlara melatonin verilmesinin kontrol grubuna gore,
antioksidan aktivitenin (SOD, GPX, TAS, melatonin) artirdigi, niasine oranla daha agirlikli
bir antioksidan etki gdsterdigini sdyleyebiliriz. Sicanlarin egzersiz yapmasi ile artan MDA

diizeyleri, melatonin etkisi ile azalmistir.
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Melatonin ve Niasinin birlikte verilmesi, tiim antioksidan parametrelerde sinerjik bir etki
yapmamistir. Oksidasyonu gosteren parametrelerin (MDA, TOS) arttigi, GST, Katalaz ve
SOD aktivitelerinin azaldigi saptanmistir. Bu durum oksidasyonu 6nlemek amaci ile (daha
once yapilan ¢alismalarla uyumlu olarak) bu enzimlerin kullanildigin1 géstermektedir.

Farkl1 antioksidan molekiiller ve farkli egzersiz tipleri ile planlanacak caligmalar gereklidir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Egzersiz, Lipit Peroksidasyonu, Melatonin, Niasin.
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ABSTRACT

EFFECT OF MELATONIN AND NIACIN ON ANTIOXIDANT SYSTEM AND
LIPIT PEROXIDATION AT EXERCISED RATS

Keskin A. Aydin Adnan Menderes University Health Sciences Institute Department of
Biochemistry (Medicine), PhD Thesis, Aydin, 2020.

In this study, it was aimed to investigate the effect of melatonin and niacin supplementation
on lipit peroxidation and antioxidant system in rats, where oxidative stress was induced by

exercise.

Niacin and melatonin were given to forty rats except the control group, which were randomly
divided into 4 groups, followed by under went treadmill exercise for 10 days. Intracardiac
blood was taken after anesthesia with ketamine and Xylazine. Spectrophotometric
determination of Super Oxide Dismutase(SOD), Malondialdehyde(MDA), Total Antioxidant
Level(TAS), Total Oxidant Level(TOS), Catalase, Melatonin, Glutathione Peroxidase(GPX),
Glutathione S-transferase(GST) levels were performed.

The group given melatonin gave lower MDA concentrations in comparison to other group;

however, group given (niacin + melatonin) gave higher MDA levels in comparison to control

group.

SOD levels were higher for the group given melatonin in comparison to other group while the

group given (niacin + melatonin) gave low SOD levels in comparison to another group.

Catalase levels were higher for the group given melatonin in comparison to group given
niacin. On the other hand, in the control group, there was no significant change in comparison

to the other groups.
GPX levels: The control group was lower in comparison to the other groups.

GST levels: The control group was higher in comparison to the other groups, and the group

given (niacin + melatonin) gave lower levels in comparison to group given niacin.
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TOS levels: The control group was found to be lower than the group given niacin.

TAS levels; The control group gave lower levels in comparison to other group, and the group
given (niacin + melatonin) gave lower levels in comparison to group given niacin and

melatonin.

The results of this study showed that administration of melatonin to exercising rats resulted in
increases of the antioxidant activity (SOD, GPX, TAS, melatonin) in comparison to control
group, and it triggered more antioxidant effect in comparison to administration of niacin.
Increased MDA levels that was increased with exercise of the rats while it decreased thanks to

the effect of melatonin.

Co-administration of melatonin and niacin did not have any synergistic effect on all the
antioxidant parameters. It was determined that parameters showing that oxidation (MDA,
TOS) was increased while GST, Catalase and SOD activities decreased. This shows that these

enzymes are used to prevent oxidation, in accordance with previous studies.

Further studies are needed by using different antioxidant molecules and trying different types

of exercising models.

Keywords: Antioxidant, Exercise, Lipit Peroxidation, Melatonin, Niacin.
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1. GIRIS

Son yillarda egzersiz ile ilgili yapilan ¢aligmalarda sagliga yararli etkisinin yaninda,
egzersizin tipine ve agirlik derecesine bagli olarak oksidan etkilerinin de oldugu
bildirilmektedir (Gornicka ve ark, 2016; Pialoux ve ark, 2006; Sousa ve ark, 2017). Diizenli
olarak yapilan egzersizin saglik {izerine olan faydali etkileri bilinmektedir, ancak periferal
dokulardaki molekiiler mekanizmalar1 heniiz yeterince incelenmemistir (Gornicka ve ark,
2016). Egzersizle birlikte O, tiiketiminin artmasi, egzersizde serbest radikal olusumunun en
onemli nedeni olarak goriilmektedir (Mastorakos ve ark, 2005). Ozellikle, yogun egzersiz ve
hipoksinin oksidan stres {lizerinde kiimiilatif etkisi oldugu bildirilmektedir (Pialoux ve ark,
2006). Kontraksiyon yapan iskelet kasmnin serbest radikaller olusturdugu, uzun siiren agir
egzersizde ise hiicresel yapilarin oksidatif hasara ugradigi bilinmektedir (Trionfante ve ark,
2017; Granger ve ark, 2015; Alonso ve ark, 2006).

Melatoninin OH , H,0; gibi oksidatif strese yol agabilen serbest radikalleri detoksifiye
ettigi ve bdylece onlarin biyomolekiiller tizerindeki zararli etkilerini Onleyebildigi
bildirilmektedir (Brzezinski ve ark, 1997). Ayrica; melatonin, hiicre membranin fosfolipit
tabakasinin dis yiizeyine tutunarak, radikallerle membrandan 6nce temasa gegerek membrani

lipit peroksidasyonuna kars1 korumaktadir (Granger ve ark, 2015).

Zorlu egzersiz oOncesinde yapilan melatonin takviyesinin oksidatif stres ve
inflamasyonun etkilerini azaltarak kas hasarini azalttig1 bildirilmistir (Ochoa ve ark, 2011).
Serbest radikal toplayici (scavenging) etkisi ortaya konulmustur (Cimen ve ark, 2017).
Melatonin egzersizden once uygulanmasi ile ilgili geliskili yayinlar da mevcuttur; akut
egzersiz yaptirilan sicanlara 1 mg/kg verilmesinin oksidatif hasar1 azalttigi gosterilmistir
(Alonso ve ark, 2006). Diger yandan; yogun egzersiz stresi olusturulan ratlarda melatonin ve
askorbik asidin kaslarda olusan DNA hasar1 ve oksidatif stres {izerine etkilerinin arastirildigt
baska bir calismada; melatoninin Total Oksidan Seviye ve Total Antioksidan Seviye iizerinde

etkisi olmadigi belirlenmistir (Agirbasg, 2013).

Melatonin ve niasin sentezinde ilk madde triptofan amino asitidir. Cesitli bitkisel ve
hayvansal kaynaklarda bulunan niasin, Bz vitamini ad1 ile de bilinir; canli hiicrelerde 6nemli
metabolik olaylar listtenen NAD" /NADH ve NADP* /NADPH onciisiidiir. Bu metabolik

kofaktor etkisiyle bir¢ok patolojik siireci dnleyebilmede aktif olarak gorev alir (Burtis ve ark,

1


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=TRIONFANTE%20CP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29170704

2010). Sporculara verilen enerji igeceklerinin icinde (yesil cay ekstrakti, C vitamini, E
vitamini, Kafein, taurine ve B vitaminleri) niasin de bulunmakta, antioksidan etkisinden sz
edilmektedir (MacRae ve Mefferd, 2006). Niasin ile yapilan ¢alismalarda, bir ¢ok antioksidan
enzimi etkiledigi bildirilmektedir, ancak bu konuda c¢eligkili yaymlar mevcuttur (Faranak ve

ark, 2016).

Oksidan durum ve antioksidan kapasite tizerine, gerek melatonin gerek niasin ile ilgili
yapilan ¢aligmalar incelendiginde; kdkenleri ortak, esansiyel bir amino asitten alan, melatonin
ve niasin’in etkilerinin birlikte degerlendirildigi bir makaleye rastlanilmamistir. Ayrica
antioksidan kapasitelerinin yetersizligi gibi bazi geliskili yaymlar da mevcuttur. Bu bilgiler
dogrultusunda ¢alismamizin amaci; egzersiz nedeni ile olusturulan oksidatif strese karsi, ayni
amino asitten koken alan melatonin ve niasin takviyelerinin tek baglarma ve birlikte
uygulanmasinin  antioksidan kapasite ve lipit peroksidasyonuna karsi etkilerinin

arastirilmasidir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Egzersiz

Performans koruma ve/veya artis1 hedefine yonelik olarak lokomotor sistemi
ilgilendiren planlanmis hareket silireglerinin bir program dahilinde ve diizenli sekilde
tekrarlanmas1 egzersiz olarak tanimlanmaktadir. Iskelet kaslarinin kasilmasi ile olusan
enerjinin iiretiminden sonra normal seviyenin iizerinde enerji harcamay1 gerektiren bedensel
hareketler olarak da ifade edilmektedir (Foss ve Keteyian, 1998). Giiniimiizde birgok
hastaligin tedavisinde kullanilan egzersizin, obezitenin azaltilmasi, hipergliseminin
onlenmesi, kan lipitlerinin, sistemik kan basincinin diisiiriilmesi gibi metabolik etkilerinin
yaninda, diyabet hastaliginin, kanser ve kalp damar hastaliklarinin, birgok hastaligin
iyilestirilmesi ve Onlenmesinde, ayrica dengeyi gelistirmesi gibi genel etkileri de

bulunmaktadir (Hargreaves, 2001).

2.1.1. Egzersizde Olcii ve Yogunluk

Hastalar i¢in disiiniilen ilacin, giivenilirlik ve etkinlik agisindan uygun doz ayari
yapilmast gerektigi gibi, egzersizin siiresi ve yogunlugu i¢in de ayni sekilde uygun bir
seviyenin de ayarlanmasi onemlidir (Lee, 2007). Egzersizde 6l¢ii ve buna karsi verilen cevap
iliskisi ile kardiyo-pulmoner iyilik hali (fitnes) ve biligsel (kognitif) iyilesmeler arasindaki
pozitif etkiler, yapilan c¢alismalarla gosterilmistir (Vidoni ve ark, 2015). Belli bir seviyeye
kadar yapilan egzersiz ile sagliga olan faydalar1 arasinda pozitif bir korelasyon
bulunmaktadir. Bu durumun karsisinda, belli bir seviyenin iistiinde yapilan egzersizin ise
zarari, faydasina gore daha fazladir (Lee, 2007). Viicuda verilen ilaglarin aksine, egzersiz i¢in
minimum doz, doz cevabi1 ve maksimum giivenli doz tam olarak anlasilmamistir ve her
bireyde ¢ok 6nemli farkliliklar gosterebilmektedir (Lee, 2007). Egzersizin siiresi, sekli, ne
kadar araliklarla oldugu, yogunlugu, giiniimiizde halen devam eden tartisma konularidir (Blair

ve ark, 2004; Warburton ve ark, 2006; Stacchiotti ve ark, 2020).

Yapilan bazi arastirmalarda, farkli yollarla egzersiz yogunlugu ol¢iilmektedir ve bu

Ol¢iimlere gore, farkli seviyelere gore farkli siniflandirmalar yapilmaktadir. Bu farkliliklardan



dolay1, siklikla, ¢alismalar arasi elde edilen bilgileri karsilastirmak zordur (Lee, 2007).
Yillardir bazi bilim insanlari, bulunabilen en iyi bulgularin temelinde farkl fiziksel aktivite
Onerilerini ve tavsiyelerini 6n plana c¢ikarmaktadirlar. Ortak nokta; egzersizin yogunluk
diizeyleri, oksijen tiiketimi ya da kalp hizina gore ifade edilebilir olmasidir (Warburton ve ark,
2006).

2.1.2. Egzersiz Sirasinda Kullanilan Enerji Sistemleri

2.1.2.1. Hazir enerji (ATP —Fosfokreatin (PCr ) Sistemi = Fosfojen sistem)

ATP-PCr sistemi‘alaktik anaerobik sistem" olarak da bilinir. Anaerobik ortamda enerji
elde edilen bu kimyasal reaksiyonda yan iiriin olarak laktik asit olusmaz. Enerji, kaslarda
hazir olarak bulunan ATP den elde edilir. Kisa siireli yogun egzersizler sirasinda (6rn: halter,
100 m kisa mesafe, sprint kosular, 25 m hizli ylizme, agirlik kaldirma gibi) hizla, hemen
devreye giren enerji transferidir. Kas dokusu i¢inde bulunan depo ATP ve PCr'den saglanir.
Kisa siireli yogun egzersizler sirasinda (halter, 100 m sprint kosular, 25 m hizli yiizme, vb.)
hizla, hemen devreye giren enerji transferidir. Kas dokusu iginde bulunan depo ATP ve
fosfokreatinden saglanir. Kas dokusu iginde yasa bagli olarak kilogram basina kas dokusunda

5-7 mMol ATP ve 17-23 mMol PCr oldugu gosterilmistir (Scott, 2005).

2.1.2.2. Aerobik enerji olusumu

Aerobik enerji, oksijenli ortamda besin maddelerinin su ve karbondioksite kadar
parcalanmasi sonucunda enerji elde edilmesidir (Giinay, 2008). Egzersiz i¢in gerekli enerjiyi
tiretecek diizeyde Oz vardir. Egzersizle birlikte, glukozun aerobik yikiminin artmasi ve bu
duruma eslik eden krebs dongiisiinde yer alan enzimatik cevabmin yeterli olmamasi
sebebiyle, kan laktik asit diizeyinin once bir miktar artmasina ragmen, daha sonra cori

dongiisii ile belli bir diizeyde kaldig: bilinmektedir. (Astrand ve ark, 1988; Yazici, 1997).

Diisiik yogunluklu egzersizde, enerji i¢in genellikle, oksidatif fosforilasyonu igeren

aerobik metabolik yollar kullanilir. Egzersiz yapan kaslar tarafindan piruvatin tam yikilmasi



dolayisiyla, az miktarda laktat olusturulur. Ancak diger dokular tarafindan yapilan cori
dongiisti nedeniyle kan laktat seviyesi ylikselmez. Bundan 6tiirii sabit is yiikiindeki egzersiz,
yorgunluk olmaksizin uzun siire yapilabilir ve egzersize cevabin fizyolojik parametreleri de
bir siire daha degismez (Kayserilioglu ve Cavusoglu, 2003). Siddeti zamanla yiikselen
egzersizde, enerji belli bir yere kadar aerobik mekanizmalar ile temin edilir. Fakat belirli bir
seviyeden sonra aerobik metabolik yol yetersiz kalir ve anaerobik metabolik yol enerji
iiretimine katilir. Anaerobik mekanizmalarin devreye girdigi bu teorik noktaya ‘Anaerobik
Esik’ denir. Bagka bir ifadeyle, aerobik enerji iiretiminin anaerobik mekanizma ile

desteklendigi diizeye verilen addir (Astrand ve ark, 1988) .

2.1.2.3. Anerobik enerji olusumu

Oksijensiz ortamda, glikojenin par¢alanmasi sonucu laktik asit olusmaktadir. Laktat
dongiisii enerji kaynagi olarak kullanilmaktadir (Yildiz, 2012). Anaerobik metabolizmalarin
olaya katilmasi ile kas ve arteryel diizeyde kan laktat artis1 seklinde yansir (Astrand ve ark,
1988; Yazici, 1997). Yiksek yogunluklu egzersizde, yeterli miktarda ATP olusturmak icin
aerobik ve anaerobik metabolizmanin birlikte isledigi varsayilmaktadir. Bu durumda kan
laktat seviyesinde devamli bir artig tespit edilebilmektedir (Kayserilioglu ve Cavusoglu,
2003). Laktik asit, kaslarda ve kanda yiiksek bir yogunluga ulasirsa yorgunluga yol
acmaktadir. Asit ortam, pH’1 diisiirmekte ve mitokondrilerdeki bazi enzimlerin aktivitesini
engellemektedir. Bu durumun sonucunda ise, karbonhidratlarin yikim hizin1 yavaglatmaktadir

(Yildiz, 2012).
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Sekil 1. Egzersizde zamana bagli enerjinin kullanimi

2.1.3. Egzersizde Oksidatif Stres Olusumu

Stres; organizmanin normal fizyolojisine ters olan cevresel, besinsel, toplumsal,
patolojik ve fizyolojik degisikliklere karsi gosterdigi tepkileri kapsamaktadir. Stres altinda
bulunan organizmanin homeostatik dengesi bozulur ve organizma her tiirlii tehlikeye karsi

direngsiz kalir (Seven ve Candan, 1996).

Oksidatif stres ise; oksidan ve antioksidan arasindaki dengesizligin, oksidanlarin lehine
bozulmasi, redox sinyal ve kontroliiniin bir bozulmasi ve/veya molekiiler zarara neden

olabilmesi seklinde tanimlanmistir (Jones, 2006).

Egzersiz, sliresine ve yogunluguna bagli olarak oksidatif stres diizeyinde bir artisa
neden olmaktadir. Yapilan egzersiz devam ettirildigi zaman boyunca artan kas kasilmalari
yiiziinden, hem oksijen ihtiyac1 hem de buna bagl olarak ihtiya¢ duyulan enerji diizeyi de
artmaktadir. Enerji ihtiyacinin artmasi, tiiketim degerlerini ve sonugta metabolik aktiviteyi
yiikseltir. Cok yogun bir egzersiz programi esnasinda tiim viicut, normal istirahat haline gore
yaklagik 20 kat oksijen kullanirken bu oran egzersize katilan kaslarda 200 kata kadar
ulagabilmektedir (Child ve ark, 1998). Bu durum ana enerji yolu olan mitokondrial elektron
taginim zincirinde kagaklara yol acar ve siiper oksit ve hidroksil radikalleri gibi bazi reaktif

oksijen tiirlerinin artmasina yol acar (Aslan ve Sekeroglu, 1996; Cooper, 2002).



Mitokondrideki kagak elektron kayb1 %5 lere ulasir (Agikada ve Ergen, 1990). Sonug olarak
belirli diizeyde artan bir oksidatif stres ortaya cikar.

Egzersiz sirasinda serbest radikalleri artiran nedenler su sekilde siralanabilir;

1-Egzersiz siiresince artmis oksijen tiiketiminin serbest radikal tiretimine neden olmasi

2-Oksijen kismi azalmasina bagli olarak artis gosteren metabolik ara tirlinlerin olusumu,

3-Istirahat halindeyken salinimlar1 inaktif olan epinefrin ve katekolaminlerin, egzersizle
birlikte olusan stresle salinimlarinin artigi

4- Asin laktik asit tiretimi

5-Egzersiz sirasinda bazi bolgelerde hipoksi olugmasi

6-Egzersiz bittikten sonra, kan akiminin yeniden baglamasi ile tekrar oksijenlenen

dokularda reaktif oksijen molekiillerinin artmasi (Powell ve ark. 2011).

2.2. Serbest Radikaller

2.2.1. Serbest Radikallerin Tanim

Atom veya molekiiller, yoriingelerindeki elektronlar eslesmis ve ters pozisyonda yer
aldiklarinda kararl1 bir yap1 gosterirler. Bu kararli yap1 eslesmemis elektron bulundurduklari
zaman bozulur. Serbest radikaller, dis orbitallerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektrona
sahip, kisa omiirli, kararsiz, molekiil agirligi diisiik ve ¢ok etkin (reaktif) molekiiller olarak

tanimlanirlar (Cheeseman ve Slater, 1993).

2.2.2. Serbest Radikallerin Olusumu

Serbest radikaller baslica {i¢ yolla meydana gelirler (Cheeseman ve Slater, 1993).

1. Kovalent bagli normal bir molekiiliin her bir parcasinda ortak elektronlardan birinin
kalarak homolitik boliinmesi: Yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalar ve yiiksek sicaklik
kimyasal baglarin kirilmasina neden olur. Kirilma sirasinda bag yapisindaki iki elektronun her
biri ayr1 ayr1 atomlar lizerinde kalir ise, her iki atom iizerinde paylasilmamis elektron kalir.
Sonug olarak, iki adet reaktivite diizeyi yliksek serbest radikal olusur. (Cheeseman ve Slater,

1993).



X Y=X+Y

2. Normal bir molekiilden bir elektronun kaybi veya bir molekiiliin heterolitik
boliinmesi: Radikal 6zelligi bulunmayan bir molekiilden elektron kaybi sirasinda dis
orbitalinde paylasilmamis elektron kaliyorsa radikal formu olusur. Askorbik asit, glutatyon
(GSH) ve tokoferoller gibi hiicresel antioksidanlar radikal tiirlere tek elektron verip radikalleri

indirgerken, kendilerinin radikal formu olusur (Cheeseman ve Slater, 1993).
X Y- X +Y"

3. Normal bir molekiile bir elektronun eklenmesi yoluyla: Radikal 6zelligi tasimayan bir
molekiile tek elektron transferi ile dis orbitalinde paylasilmamis elektron olusuyorsa bu tiir
indirgenme radikal olusumuna sebep olur. O2'in tek elektron ile indirgenmesi, radikal formu
olan Siiper oksit anyon radikali (Siiperoksit iyonu) (O2 ") olusumuna neden olur (Cheeseman
ve Slater, 1993).

X e— X-

Bu tepkimelerden herhangi biri olustugunda, radikal olmayan tiirler radikal haline gelir.
Serbest radikaller ile radikal olmayanlarin tepkimeleri sonucu, tepkimeye giren molekiiller

sira ile serbest radikallere doniisiir ve hasar zincirini ilerleyerek yayilir.

2.2.3. Serbest Oksijen Radikalleri

2.2.3.1. Siiper oksit anyon radikali (Siiperoksit iyonu) (027)

Hem c¢evresel etkenler, hem de organizmalardaki enzimatik ve enzimatik olmayan
tepkimelerle en ¢ok ve en kolay olusan oksijen radikali, O, ’dir. O2~ , kimyasal olarak

oksijen molekiiliine bir elektronun eklenmesi ile olusur (Halliwell, 1991)
O2+e — 02"

Bu reaksiyon, elektronlarin mitokondride solunum zincirlerindeki tastyicilardan sizmasi

b

ve direkt olarak oksijene ge¢mesi ile meydana gelebilir. O2~ ’ in en Onemli kaynagi
polimorfoniiveli 16kositler (PMNL) dir. PMNL’lerdeki {iiretim, membrana bagl rediikte

NADPH oksidaz sant1 veya heksoz mono fosfat santinin bir sonucudur (Halliwell, 1991).



2.2.3.2. Hidrojen peroksit (H202)

O." ’in dismutasyonundan sonra NADPH oksidaz santindan PMNL’ler tarafindan
iretilir. Biyolojik sistemlerde H2O2’ nin esas tiretimi; O2™ ’in dismutasyonu ile olup, iki O2™
yapilarina iki hidrojen atomu alarak H,O, ve Oz olustururlar. Bu reaksiyon siiper oksit
dismutaz (SOD) ad1 verilen enzim tarafindan katalizlenir (Cheeseman ve Slater, 1993). H203,
birgok fizyolojik fonksiyonu olan zayif bir oksidandir. Hiicre membranlar1 arasinda serbest
olarak diffiize olabilme yetenegi mevcuttur. HoO», fizyolojik pH ve 1sida, metal iyonlari
yoklugunda oldukca stabil olmasi1 yaninda, 6zellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan
demir ile tepkimeye girerek, yiiksek oksidasyon diizeyindeki reaktif demir formlarimni
olusturur (Halliwell, 1991). Bu formdaki demir ¢ok gii¢lii oksitleyici 6zelliklere sahip olup,
hiicre zarlarinda LPO gibi radikalleri baglatabilir. Bu reaksiyona Fenton Reaksiyonu adi
verilir (Halliwell ve Gutteridge, 1992). Oksitleyici 6zelligi nedeniyle biyolojik sistemlerde
olusan H202’nin derhal ortamdan uzaklastirilmasi1 gerekir. Bu gorevi hiicrelerdeki 6nemli

antioksidan enzimler olan katalaz ve peroksidaz yerine getirir (Halliwell, 1991).

2.2.3.3. Hidroksil radikali (OH )

Bilinen en reaktif oksidandir. Yarilanma 6mrii ¢ok kisadir. Haber-Weiss reaksiyonu ile

veya Fenton reaksiyonu ile H2O2’ten meydana gelir (Halliwell ve Gutteridge, 1992).

1.027 + Fe*? =P 0O, + Fe*?

2.H02 + Fe'? oomspp—  OH + OH + Fe* (Fenton Reaksiyonu)

Net: O2" + H0p  ee—(e— O, +OH + 'OH (Haber-Weiss
reaksiyonu)

Sekil 2. Hidroksil radikalinin olusumu



2.2.3.4. Hipokloroz Asit (HOCI)

Enzimatik olarak, nétrofiller tarafindan diretilen, giliglii bir oksidandir. Fagositik
hiicrelerce bakterilerin Oldiiriilmesinde 6nemli rol oynar. Notrofiller, makrofajlar ve
eozinofiller HOCI’i iiretirler. Ozellikle H»O2 iizerine myeloperoksidaz’in etkisi ile
notrofillerde olusur. Hiicre digina salinan antibakteriyel bir ajandir. Ancak cok diisiik
konsantrasyonlarda bile belirli protein fonksiyonlarin1 bozabilme yetenegindedir. Yiiksek
konsantrasyonlarda hiicre lizisi olusturabilir. Alfal-antitripsini okside ve nétrofil kollajenazini
aktive etme yeteneginde olan HOCI, temizleyici antioksidanlar olan alblimin ve askorbik asit

ile uzaklastirilir (Southorn ve Powis, 1988).

2.2.3.5. Singlet oksijen

Gergek bir radikal degildir ve eslesmemis elektron icermez. Diger reaktif oksijen tiirleri
ile karsilagtirildiginda oldukg¢a zararsizdir. Oksijen elektronlarindan birinin disaridan enerji
almas1 sonucu kendi doniis yoniinden ters yonde olan farkli bir yoriingeye yer degistirmesi ile
olusabilecegi gibi, Oz~ ’nin dismutasyonu ve H202’in HOCI ile reaksiyonu sonucunda da

meydana gelebilir (Foote ve ark 1984).

0; + e 10,

2.2.4. Reaktif Nitrojen Radikalleri

Yapilarinda +1 den +5 ’e kadar degisen, farkli oksidasyon durumlarinda nitrojen atomu

bulunduran molekiillere reaktif nitrojen tiirleri denir.

2.2.4.1. Nitrik oksit (NO)

Nitrik oksit hem ndronal hem de endotelial fizyopatolojide 6nemli rol oynamamaktadir.

NO, bagisiklik sisteminin diizenlenmesi, diiz kas gevsemesi, vazodilatasyon ve
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norotransmisyonu gibi birgok fizyolojik siiregde gorev alan gok reaktif bir radikaldir (Archer,
1993, Alderton ve ark, 2001). Yart omrii 10-20 sndir. Nitrik oksit sentaz (NOS) ad1 verilen
enzim tarafindan L-argininin guanido nitrojeninden olusmaktadir. Bu reaksiyonda O2 ve

NADPH gereklidir. NOS enziminin iki ana formu vardir.

NOS
L- Arjinin + NADPH+H* WS> NO + L-Sitrulin + NADP

Sekil 3. Nitrik oksit olusumu

1-Indiiklenebilen ( iNOS)
2-Yapisal (cNOS).
Noronal (nNOS)

Endotelyal (eNOS)

2.2.4.2 Peroksinitrit (ONOO™)

NO’nun Oz ile invivo reaksiyonu sonucunda olusan sitotoksik bir tiirevdir (Yaman ve
ark, 2000). Hiicrede SOD normalde olusan tiim siiperoksiti dismutasyona ugratmaya yetecek
diizeydedir fakat, siiperoksit diizeyi ¢ok artmissa ya da ¢ok fazla NO radikali meydana
gelmisse, peroksinitrit olusur (Kayali ve Cakatay, 2004, Radi 1991). Peroksinitrit giiclii bir
oksidandir. Tiyoller ve askorbatin oksidasyonu disinda alfa-tokoferol harcanmasini artirir.
Sonug olarak oksidan dengesini oksidanlar1 artirarak ve antioksidanlar1 azaltarak bozmaktadir

(Kayal1 ve Cakatay, 2004, Radi 1991 ).

2.2.4.3 Nitrotirozin (3-NT)

Tirozin artiklarinin peroksinitrit ile aromatik yan zincir tizerinden nitratlanabilecegi, ilk

defa Ischiropoulos ve ark (Murphy ve ark, 1998, Kumral ve ark, 2005) tarafindan
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gosterilmistir. 3-NT, peroksinitrit tutulumunun bir indeksi olarak kullanilabilir (Yaman ve
ark, 2000).

2.3. Lipit Peroksidasyonu

Coklu doymamis yag asitleri (PUFA) iki ya da daha fazla karbon- karbon ¢ift baglari
igerirler. Coklu doymamis yag asitleri bu yapilarmin, oksidatif olarak bozulmasina

lipit peroksidasyonu denir (Giilyasar, 2003).

Hiicre membraninda yer alan fosfolipitlerdeki ¢oklu doymamis yag asitlerinin
oksidasyonuna neden olan ve bunun sonucunda hiicre membranin yapisini degisimine neden
olarak, hiicrenin membran fonksiyonlarint bozan kimyasal bir olaydir (Dormandy, 1983;
Halliwell ve Chirico, 1993; Hruskewvyez, 1992). Lipit peroksidasyonu artigi, serbest radikal
aktivasyonunun indirek bir gostergesidir (Nakazawa, 1996; Teixeira, 1996). Hiicre
membranlarin yapisinda bulunan PUFA, reaktif oksijen tiirlerine kars1 olduk¢a hassastirlar
(Azzi ve Stocker, 2000). Lipit peroksidasyonu birbirini takip eden zincirleme reaksiyonlar
seklinde olusur. Oksidatif stresde meydana gelen bir serbest radikalin etkisi ile hiicre
membran yapisinda yer alan doymamis yag asidi zincirlerinden bir hidrojen atomu
ayrilmasiyla baslar. Bu durumun neticesinde yag asidi zinciri bir lipit radikali niteligi kazanir.
Meydana gelen lipit radikali, kararsiz bir yapidadir ve bir an 6nce degisiklige ugrama
egilimindedir. Bunun sonucunda bir dizi degisiklikle, lipit peroksidasyonu ile olusan hiicre
membran hasar1 geri donilistimsiiz hale doniisiir. En Onemli peroksidasyon {iriinii

malondialdehittir(MDA) (Moslen, 1994; Akkus, 1995)
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__)

RH oS R* Karbon merkezli radikal
Doymamis vag asidi O3z
(PUFA)

ROO- Lipid peroksilradikali

ROOH Lipid hidro peroksit

MDA

Sekil 4. MDA Olusumu

2.4. Antioksidan Sistem

Hiicre icinde veya disinda olusan oksidatif hasarin verebilecegi zarar1 engelleyen veya
kismen azaltan bazi mekanizmalar bulunmaktadir. Oksidanlar1 inaktif hale getiren bu
mekanizmalarda aktif rol alan maddelere antioksidanlar adi verilmektedir (Onat ve ark, 2006).

Enzimler, oksidanlar1 tutarak daha zayif bir molekiile doniistiirir. Vitaminler ve
flavanoidler gibi bilesikler, oksidanlara bir hidrojen aktararak onlar1 etkisiz hale getirir.
Seruloplazmin gibi agir metalleri baglayarak oksidanlarin fonksiyonlarini engelleyenlerde

vardir. Oksidanlarin olusturdugu hasari onaran antioksidanlar da vardir (Onat ve ark, 2006).
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2.4.1 Antioksidan Sistemde Bulunan Enzimler

2.4.1.1 Siiper oksit dismutaz (SOD)

Hiicrede oksijenin reaktif ve toksik iiriinlerine karst dogrudan koruyucu fonksiyon
goren en onemli enzim SOD’dur. Bu enzim iki siiper oksit radikali arasindaki dismutasyon

tepkimesini katalizler (Wheeler ve ark, 1990).

SOD

Oy + Oy +2H" ‘ 0,+H>0

Sekil 5. SOD’un etki ettigi kimyasal reaksiyon

2.4.1.2. Katalaz

Oksirediiktaz, simifinda yer alan Katalaz, SOD tarafindan olusturulan hidrojen
peroksitin molekiiler oksijene ve suya ayrigmasini katalize eden ve hidrojen peroksitin
radikal tiplere doniismesini ve hiicresel bilesenlere zarar vermesini Onleyen antioksidan

enzimlerden biridir (Aydemir ve Kuru, 2003).

Katalaz

H20, s> /> 02+ H20

Sekil 6. Katalazin etki ettigi kimyasal reaksiyon
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2.4.1.3 Glutatyon Peroksidaz ve Glutatyon Rediiktaz

Glutatyon peroksidaz (GPx) selenyum igeren tetramerik bir enzim olup bir hidrojen
vericisi olarak glutatyonu kullanarak lipoperoksitleri ve hidroperoksitleri azaltir (Sies ve ark,
1997). GPx’in katalizledigi reaksiyon, rediikte glutatyonu okside glutayona ¢evrilmesidir. Bu
reaksiyon ile SOD tarafindan olusan H,O, kullanilmaktadir. Rediikte glutatyonun okside
glutatyona ¢evrilmesi reaksiyonu ¢ift yonlii bir reaksiyondur (Halliwell, 1986). Okside
glutatyonun rediikte glutatyona ¢evrilmesi ise glutatyon rediiktaz enzimi tarafindan
katalizlenmektedir. Glutayon rediiktaz(GR) enzimi bu katalizleme reaksiyonunda koenzim
olarak NADPH kullanmaktadir (Orlowski ve Karkowsky, 1976). NADPH olusum siireci

niasin’in aktif formu olan nikotin amid ile baglamaktadir (DiMartino ve Pallotta 2011).

NADP 2 GSH *

GR GPx

NADPH GSSG H20

Sekil 7. Glutatyon Peroksidaz ve Glutatyon Rediiktaz katalitik dongiisii

2.4.1.4 Glutatyon S-Transferaz
Glutatyon S-transferazlar (GST), ksenebiyotik bilesiklerin glutatyon ile etkilesimlerini

saglayarak, hiicresel makro molekiilleri reaktif -elektrofillere karsi koruyan Faz-Il

detoksifikasyon enzim ailesi iiyesidir (Hayes, 2005).
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GST

GSH +Ksenebiyotik - Glutatyon S Konjugat

Sekil 8. GST nin etki ettigi kimyasal reaksiyon

2.5. Enzim Olmayan Antiksidanlar
2.5.1. Vitamin A
Bir antioksidan olan beta-karoten, konjuge alkil yapis1 tasiyan serbest organik peroksit

radikallerinin ortadan kaldirilmasinda etkilidir. Diisiik oksijen kismi basincinda beta-karoten,

peroksit radikallerinin dokularda tutulmasindan sorumludur (Malone, 1991).

HiC. CH CHj C|>H3
WWMOH
CHj

Sekil 9. Vitamin A molekiil yapis1 (https://www.nkfu.com/tum-vitaminlerin-kimyasal-

yapisi-ve-formulleri)

2.5.2. Vitamin C

Organizmada birgok hidroksilasyon reaksiyonlarinda indirgeyici ajan olarak gorev
yapar. O>~ ve OH" ile kolayca reaksiyona girerek onlar1 temizler. Tokoferoksil radikalinin

alfa-tokoferol’e rediiklenmesini saglar (Carr ve ark 2000).
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HO

HO

HO OH

Sekil 10. Vitamin C molekiil yapisi (https://www.nkfu.com/tum-vitaminlerin-

kimyasal-yapisi-ve-formulleri)

2.5.3. Vitamin E

Membranlarda ve lipoproteinlerde zincirleme LPO’yu engelleyen esas antioksidandir.
Reaksiyon bir peroksi radikali ile tokoferoliin, organik bir hidroperoksit ve tokoferil radikali

meydana getirmesi ile sonuclanir (Halliwell ve Gutteridge,1990).

CH3
HO

HsC 0

Sekil 11. Vitamin E molekiil yapist (https://www.nkfu.com/tum-vitaminlerin-

kimyasal-yapisi-ve-formulleri)

2.5.4. Eritropoietin (EPO)

Eritropoietin (EPO), eritropoezi regiile eden 30,4 kDA agirliginda bir glikoproteindir
Hiicre canliligini arttirici sinyalleri modiile eden antiapoptotik, anti-oksidan, anti-inflamatuvar
ve kalsiyum ile glutamat metabolizmalar1 {izerine diizenleyici etkilerinin, noroprotektif

etkisine aracilik edebilecegi diisliniilmektedir (Maiese ve ark, 2004).
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Sekil 12. EPO’nun hipoksi durumunda olan etkisi
(https://www.researchgate.net/figure/Erythropoietin-EPO-is-required-for-red-blood-cell-
production-EPO-is-produced-in-the_figl 263015805)

2.6. Melatonin

Melatonin, karanlikta pineal bezden salgilanan, uyku, iireme, sirkadiyen ritim ve
immiinite gibi pek cok biyolojik fonksiyonun diizenlenmesinde rol oynayan bir hormondur

(Yazici ve Kose 2004).

H;CO

Sekil 13. Melatonin molekiil yapist (https://inovatifkimyadergisi.com/karanligin-

hormonu-melatonin)

2.6.1. Melatonin Sentezi

Dolasimdaki triptofanin aktif transportla pinealosit icine alinmasiyla baglayan
Melatonin sentezi, dort ardisik enzimatik reaksiyon sonucunda tamamlanir: Ik asamada

hidroksilasyon reaksiyonuyla olusan 5-OH triptofan, dekarboksilasyonla serotonine
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doniismekte ve daha sonra sirasiyla N-asetilasyon ve O-metilasyon reaksiyonlartyla,
serotoninden Melatonin (5-metoksi-N-asetiltriptamin) olusmaktadir (Reiter, 1991; Sugden,
1989). Melatonin sentezinde hiz kisitlayici enzim olan N-asetiltransferaz (NAT) aktivitesi,
cAMP etkisiyle yiikselmekte ve boylece sentezlenen ve salgilanan Melatonin miktari
artmaktadir (Reiter, 1993).

Triptofan E===—=———— =5 OH Triptofan E====———> 5.0OH Triptamin

‘Seratonin’

Serotonin-N-Asetil Transferaz 1

N-Asetil Serotonin

Hidroksi indol-O-Metil Transferaz 1

Melatonin

Sekil 14. Melatonin sentezi

Melatonin sentezi sirkadyen ritim gosterir. Aydinlikta hiperpolarize olan retinal
hiicreler, karanlikla beraber depolarize olarak, bezde Melatonin sentezini baglatirlar. Giin
batimiyla fotoreseptor hiicrelerden salgilanan norepinefrin, hem triptofanin dolasimdan beze
girisini artirmakta ve hem de Bl reseptorleri araciligiyla membrandaki adenil siklazi aktive

ederek, intraseliiler cAMP seviyelerini yiikseltmektedir (Arendt, 1988).
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Sekil 15. Melotoninin Sirkadyen Salinimi (Reiter ve ark, 2016)

2.6.1. Melatoninin Antioksidan Etkisi

Melatonin, oksidatif stresi azaltmada etkilidir. Bu islemi ¢esitli yollarla gergeklestirir:
reaktif oksijen ve reaktif azot tiirlerinin dogrudan detoksifikasyonu ve dolayli olarak, pro-
oksidan enzimlerin aktivitesini bastirirken, antioksidan enzimleri uyararak. Bu iyi
tanimlanmis eylemlere ek olarak, Melatonin’in ayrica Fenton / Haber — Weiss
reaksiyonlarinda yer alan ge¢is metallerini selatladigi; bu sekilde melatonin, oksidatif stresin
azalmasina neden olan yikici toksik hidroksil radikalinin olusumunu azalttig1 bildirilmistir

(Reiter ve ark, 2016).

Melatoninin antioksidan 6zelligi in vitro (Poeggeler ve ark, 1994) ve in vivo (Marshall

ve ark, 1996) caligmalarla gosterilmistir. Melatonin, yapisinda yer alan pirol halkasi
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nedeniyle, O, ve OH" radikallerini yakalamada yiiksek bir kapasiteye sahiptir. Toksik
hidroksil radikalleri ile reaksiyona girerek, hiicrenin biitliin kompartmanlarindaki
biyomolekiilleri, serbest radikal olusumuna kars1 korur. Melatonin, ¢ok reaktif olan hidroksil
radikallerinin yikict 6zelliklerine karsi birincil nonenzimatik savunma mekanizmasini
olusturur ve organizmay1 oksidatif hasara karsi korumada, bilinen diger antioksidanlardan
(mannitol, glutatyon, E vitamini, askorbik asit gibi) daha etkili oldugu gosterilmistir (Reiter
ve ark, 1997). Askorbik asit (C vitamini), alfa tokoferol (E vitamini) ve glutatyon (GSH) gibi
antioksidanlardan farkli olarak, melatonin peroksid radikalini yakalayarak, yayilmakta olan
lipit peroksidasyonunu sonlandirmaktadir. Melatoninin bu etkilerinin diger antioksidanlardan
daha giiclii oldugu, in vitro (Poeggeler ve ark, 1994) ve in vivo (Marshall ve ark, 1996)
calismalarda gosterilmistir. Melatoninin bir radikal temizleyici olarak hareket ettigi ve
ultraviyole nedenli eritemin neden oldugu hasara kars1 koruyucu potansiyeli, her iki gozii de
kor insanlar tizerinde yapilan bir randomize ¢alismada gosterilmistir. Melatonin, E vitamini ve
C vitamini ile birlikte uygulandiginda, yalniz basina uygulandigindan daha iyi koruma elde
edilmistir (Uwe, 2002). Melatonin direkt antioksidan etkilerinin yani sira, dolayli olarak da
antioksidan sisteme katkida bulunur. Siganlarda karaciger, bobrek ve beyin dokusu glutatyon
peroksidaz aktivitesinin, melatonin uygulandiktan sonra arttigi gézlenmistir. Pinealektomi
yapilan sicanlarin karaciger, akciger ve beyin dokusunda, glutatyon peroksidaz aktivitesinde

anlaml diisiisler saptanmistir (Reiter ve ark, 1997).

1993 yilinda antioksidan 06zelligi ortaya ¢ikarilan melatonin, lipofilik 6zelliginden
dolay1 organizmada ¢ok genis alanda antioksidan etki gosterebilmektedir (Tan ve ark, 1993).
Melatonin, kan-beyin bariyerini rahatlikla gegebilir, hiicrelerin ¢ekirdekleri dahil tim
organellerine ulasabilir. Bu 6zellik, dejeneratif ya da proliferatif degisikliklere neden olan
hastaliklara karst makromolekiillerin ve 6zelikle DNA’nin oksidatif hasardan korunmasinda
melatonine bir ustiinliik kazandirmaktadir. Ancak bu antioksidan etkiler, melatoninin gece
ulastig1 doruk degerlerin ¢ok iistiindeki degerlerde goriiliir. Melatoninin bu baglamda baska
bir iistiinliigii, diger baz1 antioksidanlarin aksine, ¢ok yiiksek dozlarda (300mg/giin) ve uzun
stire (5 y11) kullanimda bile toksik etkisinin gériilmemesidir (Jacob ve ark, 2002). Son yillarda
melatoninin dogrudan serbest radikalleri temizleme 6zelliginin yani sira, eksojen melatonin
verilmesinin, 6nemli bir antioksidan enzim olan glutatyon peroksidaz aktivitesini de artirdig1
gosterilmistir (Reiter ve ark, 1997). Ayrica melatoninin bir¢ok fizyolojik ve fizyopatolojik
olayda rol alan 6nemli bir molekiil olan nitrik oksit (NO)’in, sentezi ve dolasimdaki miktari

tizerine etkilerini inceleyen bir¢ok ¢alisma yapilmistir. NO’nun fizyolojik etkisi; ¢oziinebilir
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guanilat siklazin cGMP olusturmak iizere aktive olmasiyla gergeklesmektedir. Melatonin
diizeyinin azalmas1 bircok dokuda guanilat siklaz aktivitesinin azalmasina neden olur. Bunun
sonucu olarak cGMP diizeyi azalir, cAMP diizeyi artar. Boylece hiicre membran kalinlig1 ve
rijiditesi artarak dejeneratif hasar olusumu hizlanir. Yaglanma siirecinin incelenmesi sirasinda
ortaya ¢ikan bu 0zelligi melatoninin, nitrik oksit sentaz enziminin aktivitesi iizerine etkilerinin
incelenmesine neden olmus ve bu c¢alismalar sonucunda melatoninin ayni zamanda oldukca
etkili bir nitrik oksit sentaz (NOS) inhibitérii oldugu bulunmustur (Pieri ve ark, 1994). NO ile
melatonin arasindaki iliski incelendiginde, melatoninin NO ile nitrosomelatonin olusturmak
tizere reaksiyona girdigi (Pozo ve ark 1994 ) ve O varliginda NO ile O2’nin reaksiyona
girmesi sonucu olusan peroksinitrit anyonunun da melatonin tarafindan tutuldugu ileri
stirilmiistiir (Blanchard ve ark 2000). Melatoninin gerek dogrudan gerekse dolayli yollarla
oksidatif hasara kars1 koruyucu etkilerinin bulunmasi kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser,
ateroskleroz, sepsis gibi oksidatif hasarin rol oynadigi patolojik olaylardaki oneminin giin

gectikce artmasina neden olmaktadir.

2.6.2. Egzersizde Melatoninin Antioksidan Etkisi

Melatoninin egzersiz ile iliskisine dair insanlar iizerinde ve deneysel pek ¢ok calisma
yapilmustir. Yetiskin erkeklerle yapilan bir calismada, egzersiz yapilmadan 6nce, uygulanan
melatonin takviyesinin oksidatif stres ve inflamasyonun etkilerini azaltarak kas hasarini
azalttig1 bildirilmistir (Ochoa ve ark, 2011). Ratlarla yapilan baska bir ¢alismada ise, kosu
bandinda egzersiz yapilmadan 30 dakika once kg basina 1 mg olacak sekilde verilen
melatonin takviyesinin kaslarda akut egzersiz nedeniyle olusan oksidatif strese karsi
melatoninin potansiyel koruyucu etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Alonso ve ark 2006).
Yine benzer bir ¢alismada, melatoninin, siganlardaki ylizme egzersizinin yol agtigi oksidatif
strese kars1 -Ozellikle kas dokusunda-, kismi koruma sagladigi belirtilmistir (Hara ve ark
1996).

Ratlara melatonin ve askorbik asit takviyesi sonrast yogun bir egzersiz uygulanan baska
bir ¢aligmada ise; egzersizin TOS (Total Oksidan Seviye) degerlerini artirdig1 ancak askorbik
asidin bunu disiirdiigii saptanmistir. Egzersiz oncesi uygulanan askorbik asidin TAS (Total
Antioksidan Seviye)’1 artirdig1 belirtilmistir. Ancak melatoninden sonra uygulanan egzersizin
TOS ve TAS seviyelerine etkisinin olmadig1 egzersizin hem tek basina hem de melatonin

takviyesiyle DNA hasarini artirdig1 belirlenmistir (Agirbas, 2013).
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2.7. Niasin

Nikotinik asit veya B3 vitamini olarak adlandirilan niasin suda ¢oziinen bir vitamindir.
Tirevleri olan NADH, NADPH, NAD ve NADP hiicrelerde enerji metabolizmasi, niikleik
asit, protein, yag ve karbonhidrat metabolizmasinda gereksinim duyulan zorunlu bir

vitamindir (Bogan ve Brenner, 2008) .

2.7.1. Niasin Sentezi

Niasin sentezi, viicutta iki sekilde yapilir.

1. Bagirsak florasindaki bakteriler niasin sentez eder ve buradan absorbe edilerek
yararlanilir

2. Karacigerde L-triptofandan sentezlenir. Viicuttaki miktar1 mg olarak nikotinik
asit(mg) + nikotinamid(mg) + 1/60 triptofan(mg) seklinde belirtilir. Triptofan1 diyetle giinliik
en az 600 mg aldigimizda 10 mg civarinda niasin elde ederiz. Bu yiizden, besinsel acgidan
triptofandan niasin sentezi ¢cok dnemlidir. Quanilik asit, triptofan-niasin yolaginin énemli bir

ara triintidir (Fukuwatari ve ark, 2004).
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Sekil 16. Triptofandan Niasin biyosentezi
(http://tip.baskent.edu.tr/kw/upload/464/dosyalar/cg/sempozyum/ogrsmpzsnm14/14.P5.pdf)

2.7.2. Niasin Vitamininin Ozellikleri ve Onemi

Nikotinik asit, yaglar, proteinler ve karbonhidratlarin sentezlenmesi ve pargalanmasinda
gorev alan bazi hidrojen tastyic1 enzimlerin koenzimi olarak dnemli role sahiptir. Bu rol,
enerji metabolizmas: ile iliskilidir. Niasin, dokularda ¢ok sayida hiicresel islemde yer alan
NAD ve NADP'ye dontstiiriilir. NAD, enerji metabolizmasinda (redoks reaksiyonlart),
mono- ve poli- (ADP-riboz) polimerazlarda protein modifikasyonunda sentezi i¢in gereklidir
(Kirkland ve Rawling, 2001). Sinir sistemi veya beyin fonksiyonlari, sindirim sistemi, cilt
sagliginin korunmasi, kan sekerinin dengelenmesi, kolesterol diizeyinin diisiiriilmesi ve enerji

metabolizmasinda gerekli vitaminlerdendir. (Giiler, 2018)
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2.7.3. Niasin Takviyesi ve Eksikligi

Young ve arkadaslarinin yaptiklar bir ¢alismada, Niasin takviyesi verilen grupta, NAD
diizeylerinde bir artis gosterilmistir (Young ve ark, 2007). Kiimes hindileri ile yapilan baska
bir ¢aligmada ise; niasin takviyeli yem alimi ile, serum ALT, ALP, LDL, trigliserit ve
kolesterol igerigini azalttigi, metabolize edilebilir enerjiyi ve HDL konsantrasyonunu
arttirdig1 gézlenmistir. Bu ¢alismada ayrica niasin takviyesinin, viicut agirligi artisindan 6diin
vermeden yag igerigini azaltabilir ve stresi artirabilir sonucuna ulasilmistir (Adebowale ve ark
2019). Yiiksek dozlarda alinan niasin, diizensiz kalp ¢alismasi, karaciger harabiyeti, mevcut
bazi hastaliklarin siddetlenmesi ve kisa siirede diizelebilen yiizde ve ciltte kizarma, yanma ve
kasint1 olusturabilir. Diyette niasin ve triptofan eksikliginde pellegra hastalig1 olusabilir. Sinir
sistemi ve sindirim sistemi rahatsizliklari, 6zellikle giines goren kisimlarda cilt lezyonlari,
depresyon gibi belirtilerle kendini gosteren bir hastaliktir. Bunun yaninda nikotinik asit
eksikliginde genglerde biiyiimenin durmasi, kansizlik, sinir sistemi (dalginlik, halisiilasyonlar

gérme, depresyon), sindirim sistemi ve ¢esitli cilt rahatsizliklar1 goriilebilir (Giiler, 2018).

2.7.4. Niasinin Oksidan-Antioksidan Sistemde Olan Rolii

Niasin hiicrenin redox reaksiyonlarinda kritik bir rol oynayan ve nihayetinde bir
enzimatik kofaktor olarak, antioksidatif etkiler gosteren molekiiller igin oncii Onemli bir
vitamindir. Niasin tiirevleri NADH ve NADPH hiicredeki bir¢ok antioksidan enzim ile
birlikte etkili olurlar. Bu siiregte sirasiyla NAD® ve NADP*’yi olustururlar (Sauve, 2008).
NAD(P)H’1in antioksidan sisteme dolayli etkisinin yaninda direkt etkisinin olup olmadig:
yoniinde yapilan bir ¢alismada ise; NAD(P)H'nin mitokondriyal kompartimandaki biiyiik
onemi g6z Onilinde bulundurularak dogrudan belirleyici bir antioksidani temsil ettigi
onerilmektedir. NAD(P)H 1n, hem toksik serbest radikalleri temizleyerek hem de biyomolekiil
tirevli radikalleri onararak bu gorevi yerine getirdigini belirtilmistir (Kirsch ve
Groot,2001). Bununla birlikte NADH’1n, hidrofilik olmasina ragmen, lipit peroksidasyonunu
engelledigi belirtilmistir (Olek ve ark, 2004). Diger bir taraftan ise; Makrofajlar ve
monositleri iceren fagosit hiicrelerde Oz aliminin artmas ile aktivitesi artan NADPH oksidaz,
bu oksijeni siiper oksit anyon radikaline (O2") doniistlirerek ekstraseliiler sivilardaki O2~

miktarini artirmaktadir (Duthie, 1989).
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2/(9‘\ NADPH Oksidaz

NADPH + O, W= H' + O;" + NADP

Sekil 17. NADPH tarafindan Siiper oksit anyon radikali (Siiperoksit iyonu) (O2™) olusmast
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Cihazlar

Tablo 1. Calismada kullanilan cihazlar

Cihaz Adr Markasi

Tredmill Kosu Bandi Dynamic 503

Hassas Tart1 Adam Equipment Nimbus Nbl 214e
SCALTEC SBC 31

Tart1 Kern Pfb

Buzdolab1 Arcelik

Buzdolabi Ariston

Santrifiij Cihazi Hettich Universal 32 R D78532

-80 Derin Dondurucu Nunre Nu 661w35

Spektrofotometre Shimadzu Uv-1700

Spektrofotometre Biotek Epoch

Ependorf Santrifiij Cihazi Eppendorf 5415r Refrigerated Centrifuge

Vorteks Mikser Isolab

Su banyosu cihazi nuve nb20

pH metre Mettler toledo



https://www.marshallscientific.com/Eppendorf-5415R-Refrigerated-Centrifuge-p/ep-5415r.htm

3.1.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Tablo 2. Calismada kullanilan kimyasallar

Uriin Ada Marka
Melatonin, Powder, >98% (Tlc) 1gr Sigma-Aldrich
Niacin (Nicotinic Acid), >98% 100gr Sigma-Aldrich
Glutathione-S-Transferase (Gsh-St) Colorimetric Assay

Kit 100 Assay Elabscience
Tas Assay Kit (Universal) 100 Test Rel Assay
Tos Assay Kit (Universal) 100 Test Rel Assay
Rat Mt(Melatonin) Elisa Kit 96 Test Elabscience
Anestezik Madde Ketamin
Anestezik Madde Xylazin
Sodium Phosphate Dibasic Dihydrate, 1kg Isolab
Potassium Phosphate Monobasic Isolab
Hydrogen Peroxide 35% , 1t Isolab

% 0.9 Izotonik Sodyum Kloriir Cozeltisi, 11t Deva
Trichloroacetic Acid For Analysis 100g Merck
Tert-Butyl Hydroperoxide Solution (Thhp) 100ml Santacruz
Sodyum Dodesil Siilfat (Sds) 100g Bioshop
Acetic Acid (Glacial) 100% Suitable For Use 2,5It Isolab
1-Butanol 2,5l Isolab

Tha (2-Thiobarbituric Acid) 25gr Sigma
Sodium Hydroxide Pellets Pure 1kg Merck
Edta, Bioreagent, Suitable For Cell Culture 200gr Bioshop
Xanthine 10gr Sigma
lodonitrotetrazolium Chloride (Int) 250mg Sigma
Sodium Carbonate Sigma
Bovin Serum Albumin Bioshop
Xanthine Oxidase From Bovine Milk Grade I, 40un Sigma
Superoksit Dismutase From Bovine Liver Sigma
Ammonium Sulfate For Molecular Biology, >99.0% Sigma
Cupric Chloride Sigma
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Trizma Hcl, Cell Culture Tested, >99.0% 500g Intron

Tris Base, 1 Kg Bioshop
Glutathione, Reduced (Gsh), 10gr Bioshop
Glutathione Reductase From Baker's Yeast 100un Sigma
Nadph (Cyclohexyl Ammonium Salt) 10mg Sigma
E-Bazli Dezenfektan (ithal) 2,51t Isolab
Sodium Phosphate Monobasic,Anhydrous, >99.0% - 1kg Sial
1,1,3,3-Tetramethoxypropane, 99%, 100ml Sigma
Caps >99%, 100gr Sigma

3.1.3. Hayvan Materyali

Calismada, agirliklart 380-465 gram arasinda degisen 10’arli ratdan olusan (¢alisma
zamaninda olabilecek 6liim riskine karsi 10 sican kullanilmastir.), 4 grup (toplam 40 adet rat)
kullanildi. Ratlar seffaf polyesterden yapilma kafeslerde tutuldu. Ratlara ¢aligma siiresince
standart rat yemi ve ¢esme suyu verildi. Ratlar rastgele 4 gruba ayrildi (n=10). Deney gruplari

su sekilde olusturulmustur.
1. Grup: Kontrol grubu (Sadece egzersiz yapitirildi),
2. Grup: Niasin grubu (Egzersiz + Niasin takviyesi),
3. Grup: Melatonin grubu (Egzersiz + Melatonin takviyesi),

4. Grup : Melatonin + Niasin grubu (Egzersiz + Melatonin + Niasin takviyesi)
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Tablo 3. Deney gruplari

Deney Gruplar Hayvan Tekrar Sayisi (Varsa) Verilecek madde (Varsa)
Sayisi
Kontrol 10 Yok Yok
Niasin grubu 10 Yok Oral yoldan 360
mg/kg/giin Niasin
Melatonin grubu 10 Yok Intraperitoneal (i.p)

yoldan 5 mg/kg/giin

Melatonin
Melatonin + Niasin 10 Yok Intraperitoneal (i.p)
grubu yoldan 5 mg/kg/giin

Melatonin + Oral yoldan

360 mg/kg/gilin Niasin

3.2. Yontem

3.2.1. Arastirmanin Tipi

Yapilan bu ¢alisma, deneysel hayvan caligmasidir.

3.2.2. Hayvanlar Uzerinde Yapilan islemler

Deney hayvanlar ile ilgili ¢aligma yapmak igin gerekli olan etik kurul karari, ADU
HADYEK Merkezinde 23/03/2018 Tarihli 6453101/2018/039 Sayili karar ile alinmigtir. Ekte
sunulmustur. Deney hayvanlarin temini, ADU Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Merkezinden
saglanmistir. Hayvanlarla yapilan islemler ADU Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Merkezinde
yapilmustir.
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3.2.2.1. Egzersiz protokolii

Ratlarin kosu bandina ve egzersize adaptasyonunu saglamak i¢in ¢alismadan 6nceki 6
giin boyunca gilinde 5 dk ve 1 km/saat hizda hafif tempo kosu yaptirildi. Siganlarda oksidatif
stres olusturmak i¢in Gronowska-Senger ve ark.(2009) uyguladiklar1 egzersiz modeli
kullanildi. Bu modele gore sicanlar 10 giin siireyle egimsiz olarak 15 dk/giin ve 20m/dk (1,2
km/saat) hizda treadmill kosu egzersizi yapmaktadirlar.

Resim 1. Egzersiz protokolil uygulamasi
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Resim 2. Egzersiz protokolii yaptirilan ratlar

3.2.2.2. Melatonin soliisyonun hazirlanmasi ve uygulanmasi

Melatonin sigma-aldrich firmasindan 1 gr’lik toz prepati halinde temin edilmistir.
Melatonin soliisyonunun hazirlanmasinda ilgili firmanin {iriin bilgisi sayfasinda yer alan
sollisyon hazirlanmasi paragrafi esas alinarak hazirlanmistir.

Medikal firmadan teslim alinmasindan ilag uygulamalarinin bitimine kadar olan stirecte
-20 derecede buzdolabinda muhafaza edilmistir. Melatonin solusyonu 1s18a duyarh
olmasindan ve 1s1kta okside oldugundan soliisyon olarak hazirlanmasindan ratlara uygulanma
asamasina kadar 1siktan muhafaza edildi. Melatonin uygulamasi yapilan 2 grupta toplam 20
hayvandan her bir hayvanin agirligi g6z 6niinde bulundurularak giinliik soliisyon hazirlandi.

Melatonin etanolde en az 50 mg / mL i¢inde biraz puslu, soluk sar1 renkli bir soliisyon,

hazirlandi. Melatonin etanol i¢inde ¢oziildiikten sonra, izotonik soliisyonla diliie edildi.
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Dozun belirlenmesi, verilme siiresi belirlenirken; Reiter ve arkadaslarmin (2016)
melatonin uygulamalarinda ge¢mis ¢aligmalara yonelik yaptigi ¢alisma gbz Oniine alinarak
belirlendi.

Egzersizden 30-45 dk once her bir hayvanin her giin tartimi yapilarak intraperitonal (i.p)

yoldan 5 mg/kg/giin doz seklinde verildi.

Resim 3. Ratlara intraperitonal melatonin uygulanmasi

3.2.2.3. Niasin soliisyonun hazirlanmasi ve uygulanmasi

Kullanilan niasin sigma-aldrich firmasindan 100gr ’lik toz prepati halinde temin
edilmistir. Niasin uygulamasi yapilan 2 grupta toplam 20 hayvandan her bir hayvanin agirlig
g6z Oniinde bulundurularak giinliik soliisyon hazirlandi. Niasin distile su igerisinde ¢oziilerek
soliisyon hazirlanmistir.

Soliisyon dozunun belirlenmesi; Kwon ve arkadaslarinin (2018) ¢alismasi baz alinarak
belirlendi.

Egzersizden 30-45 dk once her bir hayvanin her giin tartimi yapilarak 2. ve 4. gruba
oral yoldan 360 mg/kg/giin niasin takviyesi verildi.
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Resim 4. Ratlara oral yoldan niasin uygulanmasi

3.2.2.3. Ornek alinmasi ve saklanmasi

10. giin egzersiz bitimi ve ila¢ uygulamasindan bir giin sonra ketamin ve xylazin ile
anestetize edilerek intrakardiyak yoluyla yaklasik 7 ml kan Ornekleri alindi. Alinan kan
onekleri katalaz calismasi i¢cin EDTA’ tiiplere, diger ¢alismalar icin biyokimya tiiplerine
aktarildi. MDA, TOS TAS Melatonin SOD GPX GST c¢alismasi icin alinan kan ornekleri
3000 rpm 5 dk santrifiij edildi. Serum 6rnekleri alindi. Calisma giiniine kadar ADU Merkez

Laboratuvarinda bulunan -80 °C derin dondurucuda saklandi.
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3.2.3. Kan Parametrelerinin Analizi

3.2.3.1. Analizi yapilan parametreler

Orneklerden Katalaz analizi ADU Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyokimya Laboratuvarinda,
SOD, MDA, GPX, GST, TOS, TAS ve Serum Melatonin analizleri ADU Merkez
Laboratuvarinda calistlmistir.  Alman &rnekler calisma  giiniine dek ADU  Merkez

Laboratuvarinda bulunan -80 °C derin dondurucuda saklandi.

3.2.3.2. Katalaz aktivite tayini

Deney Prensibi; Ornek alimindan sonra Aebi (1984) metodu uygulanarak calisimustir.
H202’in katalaz tarafindan par¢alanmasi esasina dayali bir yontemdir. 240 nm de H202'nin
emiliminin gbzlendigi en iyi dalga boyudur. Buna gore katalaz enzim aktivitesine bagh
olarak H02'nin ayrigmasini dogrudan 240 nm'de absorbanstaki azalma izlenebilir. Birim

zaman bagina absorbanstaki fark (A240), katalaz aktivitesinin bir dl¢lisiidiir.

Katalaz
2HO, ——— 0, +2 H,O 240 nm H>O, lgg AAbs/At : Katalaz

® 1,0,
® Katalaz
o O + =
® Tampon
pH:7

240 nm
Reaktif Reaktif ornek karisim

Sekil 18. Katalaz akivite tayini prensibi
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Reaktifler
1 . Fosfat Tamponu (50 mM, pH:7)

a. 6,81 gr KH,PO,, distile su ile hacmi 1000 ml tamamlanarak ¢6ziindiiriiliir.
b . 8,9 gr Na,HPO,. distile su ile hacmi 1000 ml tamamlanarak ¢6ziindiiriiliir.,

a’dan 1 birim, b’den 1,5 birim alinir ve karistirlir.
2 .H,0, 30 mM

Taze hazirlanmalidir. 0,34 ml %30 H,0O,’den alinir ve 100 ml Fosfat tampon ile diliie

edilir.

Deney:

* EDTA’l tiiplere alinan kan 3000 rpm’ de 5 dk santrifiij edildi. Plazmasi atild1.

*Kalan kisim 3 kez soguk serum fizyolojik ile yikandi.

*200 pl eritrosit + 800 pl distile su ile hemolizat hazirlandu.

*Cam tiipe 5 mL Fosfat tamponu tizerine 10 ul hemolizat eklendi.

* Makro kiivetlerden ilkine 1 ml hemolizat igeren fosfat tamponu eklendi. Ikincisine 1
ml sade fosfat tamponu eklendi.

*Her iki kiivete 0,5 ml H2O2 eklendi. Reaksiyon H20; ilavesiyle baslatilir. ikinci makro
kiivet spektrofotometrenin kor kismma konularak 240 nm 20 °C’de 15 saniyelik araliklarla
dort adet 6l¢iimii kayit altina alindi.

*Ql¢iim esnasinda baslangic absorbansi  yaklasik 0,500 olmasina ve zamanla
azalmasina dikkat edildi.

*Analiz yapilmadan hemen 6nce Hemogram cihazi ile Hb miktar1 belirlenir (6rnegin

Drabkin yontemi ile).

Hesaplama:

Hesaplama yapilirken katalaz aktivite yontemi olarak secilen Aebi(1984)’nin ilgili
makalesi temel alinmistir. Bu makalede birim olarak k/gr Hb kullanilmasi tavsiye
edilmektedir. U birim olarak kullanilmamasinin nedeni olarak katalaz enziminin anormal bir
kinetige sahip olmasi belirtilmektedir.

K: birinci dereceden reaksiyon kinetigi

Al :Absorbans 1
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A2: Absorbans 2
DF: Dilusyon faktor

At: A2 alindig1 zaman (sn)— Al alindig1 zaman (sn)

k=(2,3/At) *[log (A1/A2)] * DF / Hemolizat Hb (gr/l)
= k/gr Hb

Formiil aciklamasi; Eritrosit katalazin spesifik aktivitesinin bir Olgiisii olarak,

Hemoglobin igerigiyle iligkili hiz sabiti (k / gr Hb) seklinde ifade edilir.

3.2.3.3. MDA tayini

Lipit peroksidasyonu sonucu oOlusan ve gostergesi olarak kabul edilen MDA’nin

6l¢iim metodu olarak Ohkawa (1979) metodu uygulanda.

Deneyin prensibi; Lipit peroksitlerin hayvan dokularindaki tiyobarbitiirik asit ile
reaksiyonu, linoleik asitin hidroperoksit doniisiimiinde oldugu gibi reaksiyon karigiminin
pH'ma baglidir. Okhawa, bdyle bir reaksiyon i¢in Optimum pH 3,5 olarak bulmustur. Bu
gercegi goz Onilinde bulundurarak, asetat tamponu ile pH nin 3,5 olarak ayarlanmasi ile
hayvan dokularindaki lipit peroksit seviyesinin, tiyobarbitiirik asit ile tepkimeleriyle
denenmesi i¢in standart bir prosediir gelistirilmistir. Gelistirilen bu prosediirle hazirlanan
karisimin 95 °C'de 60 dakika inkiibe edildikten sonra, n -biitanol-piridin karigimi ekstre

edilmesiyle pembe-kirmiziya yakin bir renk olusumu gozlenir ve 532 nm'de absorbansi

Olculiir.
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Cewms o TTC OO
MDA +TBA—————————— Kromojen MDA +TBA Bilesimi -

® TBA
o MDA
® MDA+TBA + + =
@® Tampon
pH:3.5

532 nm
Reaktif Reaktf Ormek karisim

Sekil 19. MDA tayini testinin prensibi

MDA Deney Reaktifleri:

1.9%0,9 TBA: 4,5 gr TBA tartilir bir miktar distile suda ¢6ziiniir. Hacmi distile su ile
500 ml’ye tamamlanur.

2 . Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) (%8,1) : 8,1 gr SDS tartilir bir miktar distile suda
¢Oziiniir. Hacmi distile su ile100 mL tamamlanir.

3. %20 Asetik asit : 100 mL %100 liik asetik asitten alinir ve tizeri 400 mL distile su ile
tamamlanarak iyice karistirilir. (pH 3.5, NaOH ile ayarlanir)

4. n-Butanol/Piridin (15/1, v/v) ¢dzeltisi olarak hazirlanir.

Standart reaktifi:
1.1.3.3 tetraethoxypropane 400 umol/L konsantrasyonunda stok standart c¢ozeltisi
hazirland1. Stok standarttan seri diliisyon yapilarak 50 — 400 umol/L konsantrasyon araliginda

cozeltiler elde edilldi ve deneyin 6l¢iim standardi olarak kullanildi.

Deney:

Deney giinline kadar -80°C’de saklanan serum Ornekleri once -20°C, daha sonra
+4°C’de bir miiddet bekletilerek 1yice ¢ozlinmeleri saglandi. Daha sonra kisa siireli
vortekslenerek ependorf tiip igerisinde homojen olarak dagilmalari saglandi. Tabloda

belirtildigi gibi pipetlemeler yapildi.
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Tablo 3.4. MDA deney prosediirii

Reaktifler Numune Standart Kor

SDS % 8.1 200 pL 200 pL 200 pL
Asetik Asit % 20 1500 pL 1500 pL 1500 pL
TBA % 0.9 1500 pL 1500 pL 1500 pL
Numune 100 pL - -
Standart - 100 uL -

Distile su 700 pL 700 pL 800 uL

Tiim tiiplerin kapaklart kapatilip, vortekslenerek ve sicakligi 95°C’olan su banyosunda
1 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda buzlu suda sogutuldu. Daha sonra her bir
tiipiin supernatanindan 600 pL alinarak karsilik gelen ependorf tiiplere aktarildi. Her bir
ependorfa asagidaki pipetlemeler yapildi.

Distile su 150 pL 150 plL 150 plL

n-Butanol/Piridin 750 uL 750 pL 750 pL

Ependorf tiipler vorteksle iyice karistirildiktan sonra 1600 x g’de 10 dakika santrifuj
edildi. Ust faz olan siipernatant alindi. Her bir numune, absorbans degerleri 532 nm dalga

boyunda okutuldu.

Hesaplanmasi

Hazirlanan standart seri diliisyon soliisyonlarinin absorbans degerleri alinarak tabloda ki
standart absorbans grafigi ve denklemi elde edildi. Orneklerden elde edilen absorbans
degerleri denklemde yerine konularak MDA konsantrasyonu tayini belirlendi. MDA

konsantrasyonu pmol/L olarak ifade edildi.
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0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1

0,05

MDA (umol/L)

100 200 300 400

y = 0,0006x + 0,0735
R?=0,9877

* MDA (umol/L)

Sekil 20. MDA Standart soliisyon egim grafigi ve denklemi

3.2.3.4. SOD aktivite tayini

Deney prensibi

SOD aktivite tayininde esas olarak aldigimiz Sun ve ark (1988) makalesinde deney

prensibi olarak tanimlamasma gore, ksantinin iirik asite doniisiimiiniin ksantin oksidaz

tarafindan katalizlemesi ile siiper oksit olusturmaktadir. Olusan siiper oksitler, nitroblue

tetrazolium chloride (NBT) ile mor renkli bir bilesik olan formazan olusturmaktadir. Meydana

gelen bu renk siddetinin spektrofotometrik olarak 560 nm dalga boyunda 6l¢iilmesi esasina

dayanarak yapilmistir. Olusan siiper oksitler, SOD aktivitesi ne kadar fazla ise o kadar fazla

ortadan kaldirilacaktir. Bu durumda NBT ile renk reaksiyonu veren siiperoksit o kadar

azalacaktir. Buna gore daha az absorbans verecektir. SOD aktivitesi ile absorbans arasinda

ters oranti vardir.
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HIPOESANTIN
— O3~ + MNBT : Fonmazan

ESANTIN -

—— O3~ + NBT : Formaran

URIK ASIT \
S50D

Lo = P . il e—- H 2O 24+02

L]
-
‘e ..
® Formazan
@ NBT —
o "63 nm
Feaktif Reaktif dmek kangun

Sekil 21. SOD aktivite tayini testinin prensibi

Kullanilan reaktifler

A . SOD deney reaktifleri:

50 deney tiipii analizi i¢in gerekli olan reaktifler hazirlanir. 200 ml beher igerisinde iyice
karistirilir.

1 .50 ml 0,3 mmol/L ksantin soliisyonu : 2,29 mg ksantin (mA=152,1 g/mol), distile su
ile ¢oziiliip hacmi distile su ile 50 ml’ye tamamlandi.

2 .25 ml 0,6 mmol /L EDTA soliisyonu : 4,39 mg EDTA (mA=292,2 g/mol), distile su
ile ¢ozillip hacmi distile su ile 25 ml’ye tamamlanda.

3 .25 ml 150 pmol/L NBT soliisyonu : 3,06 mg NBT (mA=817,6 g/mol), distile su ile
¢oziiliip hacmi distile su ile 25 ml’ye tamamlandi.

4 . 15 ml 400 mmol/L Na>COs soliisyonu : 0,636 g Na.COs (mA=105,98 g/mol), distile
su ile ¢oziiliip hacmi distile su ile 15 ml’ye tamamlanda.

5. 75 ml BSA: 7,5 mg BSA, distile su ile ¢oziiliip hacmi distile su ile 7,5 ml’ye

tamamlandi.

B . Ksantin Oksidaz Soliisyonu

50 deney tiipii analizi i¢in gerekli olan reaktif hazirlanir.

41



1.2,5 ml 2 mol/L (NH4)2SO4 (Amonyum Siilfat): Taze hazirlanir. 0,66 g amonyum
stilfat (mA=132,1 g/mol), distile su ile ¢oziiliip hacmi hacmi 2,5 ml tamamlandi.
2 . 167 U / L ksantin oksidaz : 25 pL ksantin oksidaz, 2,5 ml ile taze hazirlanmis

amonyum siilfat seyreltildi. Soguk muhafaza edildi.

C.CuClz  Soliisyonu
50 deney tiipii analizi i¢in gerekli olan reaktif hazirlanir.
50 ml 0,8 mmol/L CuClI2: 5,39 mg CuCl, (mA=134,45 g/mol), tartilip distile su ile

hacmi distile su ile 50 ml’ye tamamlandi.

D . Standart SOD reaktifi ve hazirlanmasi:
1 mg siiperoksit dismutaz tartilip 1 ml izotonik soliisyon ile ¢oziildii. 2519 u/ml ana stok
olusturuldu. Ana stoktan yola c¢ikilarak kalibrasyon grafigi olusturmak igin dillisyonlar

yapild.

Tablo 5. SOD standart soliisyon diliisyonlari

Diliisyon Ana Stok Izotonik
Oranlan

2519 U 1/10 10 pl 90 ul
100,76 U 1/25 10 ul 240 ul
50,38 U 1/50 10 pl 490 pl
25,19 U 1/100 10 ul 990 ul
10,076 U 1/250 10 pl 2490 pul
5,038 U 1/500 10 pl 4990 ul
25U 1/1000 10 pl 9990 ul

Deney:

*Her deney tiipiine SOD deney reaktifi olarak hazirladigimiz karisimdan 2,45 ml ve
serum Orneklerinden 0,5 ml eklendi.

*Sicak su banyosunda 25 °C’de 30 saniye araliklarla her tiipe 50 ul ksantin oksidaz
soliisyonu eklendi.

* 50 deney tiipli goz 6nlinde bulunduruldugunda 25 dakikalik bir inkibasyon siiresinin
esit olmasi i¢in her deney tiipline 30 saniye araliklarla reaksiyonu sonlandirmak i¢in 0,8
mmol/L CuCl; soliisyonundan 1 ml eklendi.

Olusan renkli bilesik formazan 560 nm’de belirlenir. Bu sartlar altinda Blank deney

tiipiiniin absorbans degeri 560 nm de 0,25 dir.

42



Tablo 6. SOD Deney prosediirii

Reaktifler Numune Standart

SOD deney reaktifi 2,45 ml 2,45 ml

Numune 0,5ml -

Standart - 0,5ml

Sicak su banyosunda 25 °C’de 30 saniye araliklarla

Ksantin oksidaz 50 uL 50 uL
sollisyonu

25 dk bir inkibasyon siiresinin pesine 30 saniye araliklarla

CuCl; soliisyonu 1ml 1ml

Hesaplamasi:

Enzim {initesi; inkiibasyon esnasinda NBT nin rediiksiyon hizindaki %50’lik inhibisyon

1 SOD enzim iinitesi olarak ifade edilir. Aktivite asagida verilen formiile gore hesaplanir.

A560(blank)—A560(numune)

Inhibisyon (%) =

Enzim Aktivitesi (U/ml)=

1560 (blank)

inhibisyon (%)

x 100%

50* Numune Hacmi (ml)

( )
SOD U/mL y =12,036x + 9,25
( ) R? = 0,9803
120
~ 100 .
S
5 80 ®
S *
= 60
(=]
Y
2 40
-
= 20
0
2,5 5038 10,076 25,19 50,38 100,76  251,9
\_

Sekil 22. SOD Standart soliisyon egim grafigi ve denklemi
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3.2.3.5. GPX aktivite tayini

Deneyin prensibi

Paglia ve Valentina (1967) yontemi, literatirde GPx aktivite tayini i¢in en ¢ok
kullanilan yontemdir. Bu yontem GPx’in tert-butil hidroperoksit (tBH) varliginda GSH’in
oksidasyonu esasina dayanmaktadir. Glutatyon (GSSG), GSSG-Red ve indirgenmis nikotin
amid adenin di niikleotid fosfat (NADPH) varliginda indirgenmis formuna (GSH)
doniistirken, NADPH’da yiikseltgenmis formu olan NADP*’ya doniismektedir. 340 nm dalga
boyunda dakikada okside olan NADPH 1n absorbans degerinin azalmasi izlenerek GPx enzim
aktivitesi hesaplanmaktadir. 25°C sicaklikta, 1 tinite GPx dakikada 1 nmol NADPH

oksidasyonunu katalize eden enzim miktar1 olarak tanimlanmaistir.

2 —_— —_— S —

Al =
H20O
osu 4y cssc

GR

® NADPH
® GPX
o NADP+

340 nm

Reaktif ornek karisim

Sekil 23.GPX aktivite tayini testinin prensibi

GPx Deney reaktifleri:

1.50 mM Tris-HCI tamponu (5Mm EDTA igeren ) pH:7,6

50 mM Tris-HCI: 788 mg Tris-HCl (mA=157,6 g/mol), distile suda ¢oziiliip hacmi
distile su ile 100 ml’ye tamamland.

5 mM EDTA : 146 mg EDTA (mA=292,2 g/mol), 6nceden hazirlanmis 50 mM Tris-
HCl i¢ine eklendi. pH 7,6’ya ayarlandi.

2. 0,1 M rediikte glutatyon (GSH): 30,73 mg GSH (mA=307,3 g/mol) hacmi distile su
ile 1 mI’ye tamamlandh.

3 .2 mM NADPH: 8,333 mg NADPH (mA=833,3 g/mol), hacmi distile su ile 5 ml’ye

tamamlandi.
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4 . 1 uw/ml glutatyon rediiktaz: 2 pl enzimden g¢ekip 998 ul distile suya tamamlanda.
5 . 7 mM t-butil hidroksiperoksit: 10 pl t-butil hidroperoksit ¢ekip 2 ml suya
tamamlandi.

Tim reaktifler glinliik hazirlandi.

Deney yontemi:

Tablo 7. GPX aktivite tayini prosediirii

Reaktif Hacim
50 mM Tris-HCI tamponu(5Mm EDTA igeren ) 100 pl
0,1 M rediikte glutatyon (GSH) 20 ul

2 mM NADPH 100 pl

1 u/ml glutatyon rediiktaz 100 pl
Distile su 660 ul
Ornek (en son eklenir.) 10 pl

37 °C’de 10 dakika inkiibe edildi. 340 nm’de ilk okutma yapildi.

7 mM t-butil hidroksiperoksit 10 pl

Tabloda belirtildigi gibi pipetlemeler yapilir. Ardindan 10 pl tbutil hidroperoksit
eklendikten sonra 2,5 ve 5 dakika araliklarla 340 nm’de tekrar absorbans dl¢timii yapildu..

Hesaplamasi:
GPx  AbsO (0 dakika)
Absl (2,5 dakika)
Abs2 (5 dakika)

U/L=pmol/dk/L= AAbs/min x Vt x 10° (umol/mol) / & x Vs x 1

AAbs/min=Dakikadaki absorbans degisimi,

Vt=Toplam reaksiyon hacmi = Ornek + Reaktif +Diliient
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Vs=Ornek hacmi

€ = ekstinksiyon katsayisi
NADPH’m 340 nm’deki molar ekstinksiyon katsayis1 : 0.00622 L*mol *cm™! (340

nm)
108 : Molii mikromole ceviren sabit

1: kiivet hacmi

3.2.3.6. GST aktivite tayini

GST Tayini i¢in Elabscience markanin kiti olarak alman Glutathione-S-Transferase
(Gsh-St) kolorimetrik analiz kiti kullanilmistir.
Deneyin prensibi

GST, rediikte glutatyonun (GSH) 1-klor-2,4-dinitrobenzene (CDNB) baglanmasini
katalize edebilir . Belirli bir reaksiyon siiresinde, GST aktivitesi, reaksiyondan sonra substrat
konsantrasyonunun  degismesi ile dogrusal olarak iligkilidir. Bu kit, GSH'nin

konsantrasyonunu tespit ederek GST'nin aktivitesini hesaplar.

GST
GSH+-CDNB—— Glutatvon S Konjugat
O GsH

o . o
GST o © o o
@® Glutatyon S Konjugat o O
(@]
412 nm
Reaktif drnek kanisim

Sekil 24. GST aktivite tayini prensibi

Ornekte bulunan GST aktivitesi kadar GSH bu reaksiyona girebilir. Azalan GSH, GST
aktivitesini verir.

Deneyde kullanilan Reaktifler
Reaktif 1:
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1 A kiigiik sisedeki tozu 1 ml etil alkol ile ¢oziiliir.

1B 60 ml Solusyon halindedir.

Reaktif 1 ¢alisma solusyonu : 1A ile 1B 1/59 oraninda karistirilir. Kullanimdan 6nce
taze hazirlanir.

Reaktif 2:

2 A kiigiik sisedeki tozu 170 ml sicak distile su i¢inde tamamen ¢oziiliir.

2B 50 ml solusyon halindedir.

2A ve 2B’yi tamamiyla karistirilir.

Reaktif 3: 200 ml distile su icerisinde ¢oziiliir. Oda sicakliginda saklanir.

Reaktif 4: 50 ml distile suda igerisinde ¢oziiliir. Karanlikta +4 °C saklanir.

Reaktif 5:Standart GSH 3,07 mg, 3 kiiciik sise halindedir.

Reaktif 6:GSH Standart Stok Soliisyon 10 ml

GSH Standart uygulama soliisyonu : Reaktif 6 ile distile su 1/9 oraninda karistirilir.
Kullanmadan 6nce taze hazirlanir.

1 mmol/L GSH standart solusyonu : Reaktif kii¢iik siselerden bir tanesini 10 ml GSH
Standart uygulama soliisyonu ile tamamen ¢oziiniir. Kullanmadan 6nce taze hazirlanir.

20 pmol/L GSH standart solusyonu : 0,2 ml 1 mmol/L GSH standart solusyonun
tizerine 9,8 ml ye GSH Standart uygulama soliisyonu ile eklenir.

Substrat solusyonu :Reaktif 1 c¢alisma solusyonu ile 1 mmol/L GSH standart

solusyonunu birebir oraninda karistilir.

Deney yontemi:
a) Enzimatik reaksiyon

Tablo 8. GST enzimatik reaksiyon prosediirii

Ornek tiip (numune)  Kontrast tiipii (kor)

Substrat ¢ozeltisi (mL) 0.3 0.3
Numune (mL) 0.1
Tamamen karistirin ve su banyosunda 37 °C 30 dakika inkiibe edilir.
Reaktif 2 uygulama ¢ozeltisi (mL) 2 2
Numune (mL) 0.1
Tamamen  karistirilir, 10 dakika  boyunca 3500 ~ 4000 rpm/dk

santrifiijlenir. Kromojenik reaksiyon i¢in siipernatanti toplanir.
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b) Kromojenik reaksiyon

Tablo 9. GST kromojenik reaksiyon prosediirii

Bos tiip Standart tip  Ornek tiip

Kontrast tiipii

GSH Standart uygulama

¢ozeltisi (ML) °

20 umol / L GSH standart ¢ozeltisi )

(mL)

Stipernatant (mL) 2
Reaktif 3 uygulama ¢ozeltisi (mL) 2 2 2
Reaktif 4 uygulama ¢ozeltisi (mL) 0.5 0.5 0.5

Tamamen kanistirn ve oda sicakliginda 15 dakika bekletilir. Distile suyla sifira

ayarlanir . 1 cm c¢apli bir kiivet 412 nm'de her bir tiipiin absorbans degerlerini dl¢limii yapilir.

Hesaplama
Absorbans : Abs
Contrast : C
Ornek : S
Standart : St
Blank : B
Standart konsantrasyonu : St kon.
Diliisyon faktor : D.F.
Ornek Hacim: O V

Reaksiyon zamani : R T

Abs C—Abs S

GST Serum aktivitesi (U/ml):m

3.2.3.7. TOS tayini

Deney prensibi

x Stkon.xD.F./RT/OV

Rel Assay markanin kiti olarak alinan TOS analiz kiti i¢in kullanilan 6l¢tim prensibine

gore, numunelerde bulunan oksidanlarin, demirli iyon-gelatdr kompleksini ferrik iyona okside
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etmesi esasina dayanir. Ferrik iyon, asidik ortamda kromojen ile renkli bir kompleks yapar.
530 nm absorbansda Spektrofotometrik olarak olgiilebilen renk yogunlugu, numunede
bulunan toplam oksidan molekiil miktar ile ilgilidir. Deney, hidrojen peroksit ile kalibre
edilir ve sonuglar, litre basina diisen mikromolar hidrojen peroksit cinsinden ifade edilir
(umol H20; equiv/L).

5

Ph 1,75 530 nm

Reaktif Reaktif Srnek karisim

Sekil 25. TOS tayini testinin prensibi

Reaktifler
Tablo 10. TOS deney reaktifleri

Igerik Konsantrasyon
Reaktif 1 Tampon solusyonu

H2S04 25 mM pH1,75
Reaktif 2 Substrat solusyonu

H2S04 25 mM pH1,75

Demir iyonu 5Mm

O-dianisidine 10 Mm
Standart H202 10umol/L
Kalite Kontrol Diizey 1 H->0> Sumol/L
Kalite Kontrol Diizey 2 H->0> 20umol/L
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Deney YoOntemi:

* Her bir plate 45 ul 6rnek veya standart veya su eklenir.

*Kullanilan her bir plate 300 ul reaktif 1 eklenir. Ortamin asidik olmasi1 saglanir.

*3(0 saniye boyunca iyice karistirilir.

* Absorbans 1(A1) spektrofotometrede 530 nm dalga boyutunda okutulur ve kaydedilir.

* Kullanilan her bir plate 15 pl reaktif 2 eklenir. Reaksiyon baslatilir.

* Oda sicakliginda 10 dakika iyice karigtirilir.

* Absorbans 2(A2) spektrofotometrede 530 nm dalga boyutunda okutulur ve kaydedilir.
Hesaplama:

A2-A1=AAbs standart veya 0rnek icin

AAbs 6rnek

Sonug : e——u—X Standart konsantrasyon (umol H20 equiv/L)

3.2.3.8. TAS tayini

Deney prensibi

Rel Assay markanin kiti olarak alinan TAS analiz kiti i¢in kullanilan 6lgiim prensibi,
Ornekte bulunan antioksidanlar, reaktif 2 olarak ekleyecegimiz ABTS ((2,2'-azinobis(3-
etilbenzothiazolin-6-sulfonik asit) diamonyum tuzu) (koyu mavi-yesil renkli) katyonik
radikalini indirgenmis ABTS(renksiz) formuna indirgemesi esasina dayanir. 660 nm'de
absorbans degisimi, numunenin toplam antioksidan seviyesi ile ilgilidir. Dogru orantilidir. Ne
kadar ¢ok fark varsa o kadar ¢ok antioksidan vardir. Testi standartize etmek i¢in, genel olarak
E vitamini analogu olan Trolox Equivalant olarak adlandirilan stabil bir antioksidan standart
cozeltisi kullanilir. Spektrofotometrede 660 nm dalga boyunda absorbans degerleri alinarak
hesaplamalar yapilir. Birim olarak mmol Trolox Equiv./L veya pmol Trolox Equiv./L

kullanilir.
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Antioksidan+ ABTS Radikali - L " ABTS

Abs 1 Abs2

@® ABTS Radikali
@® Antioksidan
O ABTS

@ Tampon
Ph5.8 660 nm
Reaktif Reaktif drnek karisim

Sekil 26. TAS tayini testinin prensibi

Reaktifler
Tablo 11. TAS deneyinde kullanilan reaktifler

Icerik Konsantrasyon
Reaktif 1 Tampon solusyonu

Asetat Tampon 0,4 mol/L Ph5,8
Reaktif 2 Prokromojen solusyonu

ABTS 30 mmol/L
Standart Trolox 1 mmol/L
Kalite Kontrol Diizey 1 Trolox 0,5 mmol/L
Kalite Kontrol Diizey 2 Trolox 2 mmol/L

Deney Yontemi:

* Her bir plate 18 ul 6rnek, standart ve su eklenir.

*Kullanilan her bir plate 300 ul reaktif 1 eklenir. Ortamin pH’s1 reaksiyon i¢in uygun
olmast saglanir.

*30 saniye boyunca iyice karigtirilir.

* Absorbans 1 (Al) spektrofotometrede 660 nm dalga boyutunda okutulur ve
kaydedilir.
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* Kullanilan her bir plate 45 pl reaktif 2 eklenir. Reaksiyon baglatilir.
*Qda sicakliginda 10 dakika iyice karistirilir.
* Absorbans 2(A2) spektrofotometrede 660 nm dalga boyutunda okutulur ve kaydedilir.

Hesaplama:
A2-A1=AAbs standart veya 6rnek veya H20 i¢in

AAbs H20—AAbs 6rnek
Sonug :

' AADs H20—AAbs stan Olart\mmol Trolox Equiv./L)x1000 (umol Trolox Equiv./L)

3.2.3.9. Serum melatonin tayini

Calisma prensibi

Elabscience markanin kiti olarak alinan Rat Melatonin analiz kiti i¢in kullanilan 6l¢iim
prensibine gdre, melatonine spesifik antikorlarla kapli biotinlenmis ve biotinlenmemis
melatoninler arasinda kompetitif inhibisyon reaksiyonu esasina dayanir. Inkiibasyondan sonra
baglanmayan konjugat yikanir. HRP (Horse radish Peroxidase) konjugat miktari numunedeki
melatonin miktar1 ile ters orantilidir. Substrat soliisyonu ilavesinden sonra olusan renk
yogunlugu numunedeki melatonin konsantrasyonu ile ters orantilidir. Serum melatonin diizeyi

Melatonin Elisa kiti ile pg/ml olarak 6l¢iiliir.

Reaktiflerin hazirlanmasi

1) Biitiin kitler ve numuneler ¢alisma dncesi oda sicakliina getirildi.

2) Wash Solution: 30 mL Konsantre Wash Tamponunu 720 mL deiyonize ile
seyreltilir.

3) Biotinylated Detection Ab ¢alisma soliisyonu: Deneyden o6nce gerekli miktar
hesaplanir. (50 pL / plate). Kullanmadan oOnce stok tiipilinii santrifiijlenir, Konsantre
Biotinylated Detection Ab ile Biotinylated Detection Ab’lu ¢aligma ¢ozeltisi 1:100 oraninda
hazirlanir.

4) Konsantre HRP Konjugat Calisma soliisyonu: Calisma once gerekli miktar
hesaplanir (100 pL / plate). Konsantre HRP ¢ozeltisi ile konsantre HRP konjugat diliient

calisma soliisyonu 1:100 oraninda hazirlanir.

5) Substrate reaktifi: Kullanima hazir.
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Standart hazirlanmasi
1 ml standart diliient ile 1000 pg/ml stok satandardi hazirlanacak. Stok standart
sollisyondan sirastyla 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml , 31,25 pg/ml 15,625

pg/ml ve 0 pg/ml olmak {izere standartlar hazirlandi.

Deney prosediirii

oF  Sample
Yop® F

»o 'q‘ 1.Her kuyucuga 50 pL standart veya numune eklendi.

L L

e

y Biotin
'. o Dot 2. Hemen her kuyucuga 50 pL Biotinylated Detection Ab
2] ~eklendi.

}

3. 37°C de 45 dakika inkiibe edildi. Havalandirilip ve 3

kez yikandi.

Avidin*__ H ‘
7 ¢ 4. Her kuyucuga 100 L. HRP Konjugat eklendi. 37 °C de
. ii 30 dakika inkiibe edildi.

Havalandirilip ve 5 kez yikandi.

o 5. 90 pL Substrat Reaktifi eklendi. 37 at de 15 dakika
> inkiibe edildi.

6. 50 pL Durdurma Soliisyonu eklendi.

P |
! E ! a EE; E E 5 7. Hemen 450 nm'de o6lgiildii.

Sekil 27. Serum Melatonin deney prosedurii
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Hesaplanmasi
Hazirlanan standart soliisyonlardan elde edilen absorbans degerleri ile serum melatonin
standart egim grafigi ve denklemi olusturuldu. Bu denklemde 6rneklerden alinan absorbans

sonuglar1 (x) yerine konularak serum melatonin sonuglar1 pg/ml olarak elde edildi.

Melatonin standart grafigi y = 41,4425223

R?=0,991
1200

1000 ®
800
600
400

200

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6

Sekil 28. Serum melatonin standart egim grafigi ve denklemi

3.2.4. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz icin Statistical Package for Social Sciences (SPSS) for Windows 22.0
programi kullanildi. Caligmanin biyokimyasal sonuglar1 ortalamatstandart sapma (X£SD)
olarak verildi ve 0.05’in altindaki P degerleri, istatistiksel agidan anlamli olarak kabul edildi.

Veriler, Lilliefors diizeltmeli Kolmogorov-Smirnov normallik testi veya George, D. &
Mallery, M. (2010) carpiklik ve basiklik degerler iizerinden yaptiklari normallik testi ile
degerlendirildi. Veriler normal dagilima uydugu icin gruplar, parametrik test olan One-Way
ANOVA ile Kkarsilagtirildi.  Gruplar arasindaki farkliligin - 6nemlilik  derecelerinin
belirlenmesini saglayan Post Hoc testinin se¢imi i¢in ise Levene testi ile varyans homojenligi
smanarak karar verildi. Gruplardaki 6rnek sayisininin esit olmasi géz 6niinde bulundurularak
ve Levene testi ile varyans homojenligi saglayan veriler i¢in Post Hoc Testlerinden Tukey
HSD testi ile kullanildi. Levene testi ile varyans homojenligi saglamayan veriler i¢in ise Post

Hoc Testlerinden Dunnett T3 testi kullanilmistir.
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Ayrica One way Anova ile Post Hoc testi uygulamasinda p degeri anlamli ¢ikan ikili
gruplara, diger grup ortalamalarindan bagimsiz olmasi agisindan ve etki biliytligiinii gormek
amaciyla bagimsiz 6rneklem t testi uygulandi.

Buna ek olarak gruplarda tiim 6rneklerin dahil edildigi parametreler arasinda Pearson

korelasyon analizi yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Calisma Boyunca Viicut Agirh@inda Olan Degisime ait Bulgular

450 -

440 Id

430 +

420 milk glin

410 - W son gilin
400 -

390 +

380 T T T f
k n m n+m

Sekil 29. Calisma gruplarinda agirlik degisimi (gr)

Tablo 12. Calismada olusan kilo kaybinin bagimli 6rneklem t testi sonuglari

Kontrol Niasin Melatonin Niasin+melatonin
Ilk giin ort. (gr) 440,7 416,4 419 418,3
Son giin ort. (gr)  438,4 405,9 415,7 402,3
Fark (gr) 2,3 10,5 3,3 16
T 1,38 7,070 2,170 11,853
P (sig.) 0,201 0,000* 0,058 0,000*

* Ortalama fark P<0,05 diizeyinde anlaml.
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Her bir grupta bulunan ratlarin egzersizdeki ilk ve son giin viicut agirliklarinin tartim

sonuglar1 bagimli t 6rneklem testi ile sinandi. Toplam viicut agirliklarina gore, egzersiz

boyunca olusan kilo kayb1 niasin ve niasin + melatonin gruplarinda anlamli bulunmustur.

Tablo 13. Kilo kayb1 anlamli ¢ikan gruplarin bagimsiz drneklem t testi sonuglari

Grup 1- Grup 2

P

d

Niasin- niasin+ melatonin

-2,741

0,014

1,225814

d: etki biytikligi. t degerlerinde bulunan (-),

kullanilmistir.

degerin yoOniinii belirtmek i¢in

Kilo kayb1 anlamli ¢ikan niasin ve niasin + melatonin gruplar1 arasindaki fark, bagimsiz

t orneklem testi ile sinandi. Niasin grubunun kilo kaybi, niasin+melatonin grubunun kilo

kaybindan anlamli derecede diisiik bulunmustur p<0.05.

4.2. Biyokimyasal Bulgular

Tablo 14. Gruplarda bakilan tiim parametrelerin ortalamalar1 ve standart sapma degerleri

Kontrol Niasin Melatonin Niasin+melatonin
MDA (pmol/L) 301,17+£52,6 322,67+50,07 208,67+67,48 377,33+53,72
SOD(U/ml) 8,74+1,08 8.37+1,01 12,52+2,57 6,01+0,61
KAT (k/gr Hb) 9,1242.4 8,19+2.48 11,4742,19 6,95+1,95
GPX (U/L) 526,00+99,54 1033,44+198,05 1029,92+249,34 1152,33+313,19
GST(U/mL) 7,50+0,67 6,5+0,97 6,07+0,58 5,52+0,72
TOS(pmol H,0, 11,46+2,01 15,43+2,69 13,69+3,31 14,89+2,99

Equiv./L)

TAS(umol  Trolox 797,61+44,2
Equiv./L)

1188,83+54,27

1205,32+38,84

1113,56+72,11

MEL (pg/ml) 135,72+26,81

142,80+24.,80

Tiim sonuglara ait X+SD Tablo 4.3. da gosterilmistir.

189,09+39,85

189,71%31,48
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4.2.1. Kontrol ve Deney Gruplarimin MDA Sonuglari
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Sekil 30. MDA ortalama degerleri
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Sekil 31. MDA konsantrasyon diizeylerinin grup i¢i dagilimi
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Tablo 15. MDA aktivite ortalama ve standart sapma degerleri

N X (umol/L) S.D.
Kontrol 10 301,17 52,6
Niasin 10 322,67 50,07
Melatonin 10 208,67 67,48
Niasin+Melatonin 10 377,33 53,72

Her bir grup Lilliefors diizeltmeli Kolmogorov-Smirnov Normallik testi ile

degerlendirildi MDA aktivite degerleri acisindan gruplarin dagilimi1 normaldir.

Levene testi ile sitnanmig olan varyans homojenligi varsayimi sonucu anlamlilik degeri
olarak belirlenen p<0.05 degerinden yiiksek olarak bulunmustur F(3,36)=0,760 P>0.05. Bu
duruma gore ve gruplardaki 6rnek sayisi da esit oldugundan Post Hoc testi olarak Tukey
HSD testi kullanilmistir.

Tablo 16. Tukey testi ile gruplar arasindaki MDA aktivite degerleri ortalama farklar1 ve P

degerleri ve %95 Giiven aralig1

Ortalama fark %95 Giiven aralig1
Grup 1 Grup 2 (Grup 1-Grup 2) P Alt bant Ust bant
Kontrol Niasin -21.50 829 -89,40 46,40
Melatonin 92,50 004 24,60 160,40
niasin+ melatonin -76,17* 023 -144,07 -8,27
Niasin Kontrol 21,50 829 -46,40 89,40
Melatonin 114,00% 000 46,10 181,90
niasin+ melatonin 54,67 152 -122,57 13,23
Melatonin  Kontrol -92.50% 004 -160,40 -24,60
Niasin -114,00* 000 -181,90 -46,10
niasin+ melatonin -168,67* 000 -236,57 -100,77
nmigiii?;nin Kontrol 76,17* 023 8,27 144,07
Niasin 5467 152 -13,23 122,57
Melatonin 168,67* 000 100,77 236,57

* Ortalama fark P<0,05 diizeyinde anlamli.
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MDA diizeylerini karsilastirma amaciyla yapilan One Way Anova Post Hoc Tukey testi

ile;
*kontrol grubu ile melatonin grubu,
*kontrol grubu ile niasin+ melatonin grubu,
*niasin grubu ile melatonin grubu ve

*melatonin grubu ile niasin+ melatonin grubu arasindaki fark anlamli bulunmustur
P<0,05. Anlamlilik kontrolii agisindan giiven araligmma bakildiginda sifir(0) degerini

icermemektedir. Bu durum anlamlilik agisindan dogrulugunu gostermektedir.

Tablo 17. MDA aktivite degerleri ortalama farklari anlamli ¢ikan ikili gruplarin Bagimsiz

orneklem T testi sonuglar1 ve etki biiytikligii

Grup 1-Grup 2 t P d

Kontrol-melatonin 3,419 0,003 1,529025
Kontrol-niasin+ melatonin -3,204 0,005 1,432874
Niasin-melatonin 4,29 0,000 1,918548
Melatonin-niasin+ melatonin -6,184 0,000 2,765571

d: etki biyiikligi. t degerlerinde bulunan (-), degerin yoniinii belirtmek icgin

kullanilmistir.

60



4.2.2. Kontrol ve Deney Gruplarimin SOD Aktivite Sonuclari
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Sekil 32. SOD ortalama degerleri
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Sekil 33. SOD aktivitesinin grup i¢i dagilimi



Tablo 18. SOD aktivite ortalama ve standart sapma degerleri

N X (U/ml) S.D.
Kontrol 10 8,74 1,08
Niasin 10 8,37 1,01
Melatonin 10 12,52 2,57
Niasin+Melatonin 10 6,01 0,61

Her bir grup Lilliefors diizeltmeli Kolmogorov-Smirnov Normallik testi ile

degerledirildi. SOD aktivitesi degerleri acisindan gruplarin dagilimi normaldir.

Levene testi ile sitnanmig olan varyans homojenligi varsayimi sonucu anlamlilik degeri
olarak belirlenen p<0.05 degerinden diisiik olarak bulunmustur. Bu duruma goére Post Hoc

testi olarak Dunnett T3 testi kullanilmistir.

Tablo 19. Dunnett T3 testi ile gruplar arasindaki SOD aktivite degerleri ortalama farklar1 ve P

degerleri ve %95 giiven aralig1

Ortalama fark %95 Giiven aralig
Grup 1 Grup 2 (Grup 1-Grup 2) P Alt bant Ust bant
Kontrol Niasin 0,36825 ,961 -1,00 1,74
Melatonin -3,77778" ,006 -6,50 -1,05
niasin+ melatonin 2,73016" ,000 1,55 3,91
Niasin Kontrol -0,36825 ,961 -1,74 1,00
Melatonin -4,14603" ,003 -6,86 -1,43
niasin+ melatonin 2,36190" ,000 1,24 3,48
Melatonin Kontrol 3,77778" ,006 1,05 6,50
Niasin 4,14603" ,003 1,43 6,86
niasin+ melatonin 6,50794" ,000 3,84 9,18
niasin+ Kontrol -2,73016" ,000 -3,91 -1,55
melatonin
Niasin -2,36190" ,000 -3,48 -1,24
Melatonin -6,50794" ,000 -9,18 -3,84

* Ortalama fark P<0,05 diizeyinde anlamli.
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SOD aktivitesi diizeylerini karsilastirma amaciyla yapilan one way anova Post Hoc
Dunnett T3 testi ile,

*kontrol grubu ile melatonin grubu,

*kontrol grubu ile niasin+ melatonin grubu,

*niasin grubu ile melatonin grubu

*niasin grubu niasin+ melatonin grubu

*melatonin grubu ile niasin+ melatonin grubu arasindaki fark, anlamli bulunmustur
P<0,05. Anlamlilik kontrolii agisindan giliven araligina bakildiginda sifir(0) degerini

icermemektedir. Bu durum anlamlilik agisindan dogrulugunu gostermektedir.

Tablo 20. SOD aktivite degerleri ortalama farklari anlamli ¢ikan ikili gruplarin bagimsiz

orneklem t testi sonuglari ve etki bliyikligi

Grup 1-Grup 2 t P d

Kontrol-melatonin -4,287 0,001 1,917206
Kontrol-niasin+ melatonin 6,955 0,000 3,110373
Niasin-melatonin -4,751 0,001 2,124714
Niasin-niasin+ melatonin 6,331 0,000 2,831312
Melatonin -niasin+ melatonin 7,795 0,000 3,486029

d: etki biiyiikliigii. t degerlerinde bulunan (-), degerin yoniinii belirtmek i¢in kullanilmistir.
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4.2.3. Kontrol ve Deney Gruplarinin Katalaz Aktiviteleri

KAT (k/gr Hb)
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Sekil 34. Katalaz ortalama degerleri
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Sekil 35. Katalaz aktivitesinin grup i¢i dagilimi
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Tablo 21. Katalaz aktivite ortalama ve standart sapma degerleri

N X (k/gr Hb) S.D.
Kontrol 10 9,12 2,40
Niasin 10 8,19 2,48
Melatonin 10 11,47 2,19
Niasin+Melatonin 10 6,95 1,95

Her bir grup George ve Mallery’nin 2010 yilinda carpiklik ve basiklik degerler

tizerinden yaptiklari normallik testi ile degerledirildi. Katalaz degerleri acisindan gruplarin

dagilimi1 normaldir.

Levene testi ile sinanmis olan varyans homojenligi varsayimi sonucu anlamlilik degeri

olarak belirlenen p<0.05 degerinden yiiksek olarak bulunmustur F(3,36)=0,391 P>0.05. Bu

duruma gore ve gruplardaki 6rnek sayisi da esit oldugundan Post Hoc testi olarak Tukey
HSD testi kullanilmastr.

Tablo 22. Tukey testi ile gruplar arasindaki Katalaz aktivite degerleri ortalama farklar1 ve P

degerleri ve %95 giiven aralig1

Ortalama fark

%95 Giiven aralig1

Grup 1 Grup 2 (Grup 1-Grup 2) P Alt bant Ust bant
Kontrol Niasin 0,94 ,791 -1,79 3,66
Melatonin -2,35 ,112 -5,08 0,38
niasin+ melatonin 2,18 ,157 -0,55 4,90
Niasin Kontrol -0,94 ,791 -3,66 1,79
Melatonin -3,29* ,013 -6,01 -0,56
niasin+ melatonin 1,24 ,615 -1,49 3,97
Melatonin  Kontrol 2,35 ,112 -0,38 5,08
Niasin 3,29* ,013 0,56 6,01
niasin+ melatonin 4,53* ,000 1,80 7,25
niasin+ Kontrol -2,18 ,157 -4,90 0,55
melatonin o
Niasin -1,24 ,615 -3,97 1,49
Melatonin -4,53* ,000 -7,25 -1,80

* Ortalama fark P<0,05 diizeyinde anlamli.
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Katalaz aktivite diizeylerini karsilastirma amaciyla yapilan one way anova Post Hoc

Tukey HSD testi ile
* niasin grubu ile melatonin grubu,

*melatonin grubu ile niasint+ melatonin grubu arasindaki fark, anlamli bulunmustur
P<0,05. Anlamlilik kontrolii agisindan giiven araligma bakildiginda sifir(0) degerini

icermemektedir. Bu durum anlamlilik agisindan dogrulugunu gostermektedir.

Tablo 23. Katalaz aktivite degerleri ortalama farklar1 anlamli ¢ikan ikili gruplarin bagimsiz

orneklem t testi sonuglari ve etki bliyikligi

Grup 1-Grup 2 t P d
Niasin-Melatonin -3,286 0,006 1,469545
Melatonin-niasin+ melatonin 4,885 0,000 2,18464

d: etki biiyiikliigii. t degerlerinde bulunan (-), degerin yoniinii belirtmek i¢in kullanilmistir.
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4.2.4. Kontrol ve Deney Gruplarinin GPX Aktiviteleri
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Sekil 36. GPX ortalama degerleri
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Sekil 37. GPX aktivitesinin grup i¢i dagilimi
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Tablo 24. GPX aktivite ortalama ve standart sapma degerleri

N X (U/L) S.D.
Kontrol 10 526,01 99,54
Niasin 10 1033,44 198,05
Melatonin 10 1029,92 249,34
Niasin+Melatonin 10 1152,33 313,19

Her bir grup Lilliefors diizeltmeli Kolmogorov-Smirnov Normallik testi ile

degerledirildi GPX degerleri acisindan gruplarin dagilimi normaldir.

Levene testi ile sinanmig olan varyans homojenligi varsayimi sonucu anlamlilik degeri
olarak belirlenen p<0.05 degerinden diisiik olarak bulunmustur. Bu duruma goére Post Hoc

testi olarak Dunnett T3 testi kullanilmigtir.

Tablo 25. Dunnett T3 testi ile gruplar arasindaki GPX aktivitesi degerleri ortalama farklari, P

degerleri ve %95 giiven aralig1

Ortalama fark

%95 Giiven aralig1

Grup 1 Grup 2 (Grup 1-Grup 2) P Alt bant Ust bant
Kontrol Niasin -507,44* ,000 -720,92 -293,95
Melatonin -503,91* ,000 -767,39 -240,44
niasin+ melatonin -626,33* ,001 -953,91 -298,74
Niasin Kontrol 507,44* ,000 293,95 720,92
Melatonin 3,52 1,000 -293,08 300,13
niasin+ melatonin -118,89 ,883 -469,10 231,32
Melatonin  Kontrol 503,91* ,000 240,44 767,39
Niasin -3,52 1,000 -300,13 293,08
niasin+ melatonin -122,41 ,904 -495,27 250,44
niasin+ Kontrol 626,33* ,001 298,74 953,91
melatonin
Niasin 118,89 ,883 -231,32 469,10
Melatonin 122,41 ,904 -250,44 495,27

* Ortalama fark P<0,05 diizeyinde anlamli.




GPX diizeylerini karsilastirma amaciyla yapilan one way anova Post Hoc Dunnett T3
testi ile;

*kontrol grubu ile niasin grubu,
*kontrol grubu ile melatonin grubu,

*kontrol grubu ile niasin+ melatonin grubu arasindaki fark anlamli bulunmustur
P<0,05. Anlamlilik kontrolii agisindan giiven araligma bakildiginda sifir(0) degerini

icermemektedir. Bu durum anlamlilik agisindan dogrulugunu gostermektedir.

Tablo 26. GPX aktivite degerleri ortalama farklari anlamli ¢ikan ikili gruplarin bagimsiz

orneklem t testi sonuglari ve etki biliyikligi

Grup 1-Grup 2 t P D

Kontrol-Niasin -7,239 0,000 3,237382
Kontrol-Melatonin -5,935 0,000 2,654215
Kontrol-niasin+ melatonin -6,027 0,000 2,695359

d: etki biiyiikliigii. t degerlerinde bulunan (-), degerin yoniinii belirtmek i¢in kullanilmistir.
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4.2.5. Kontrol ve Deney Gruplarimin GST Aktiviteleri
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Sekil 38. GST ortalama degerleri
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Sekil 39. GST aktivitesinin grup i¢i dagilimi
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Tablo 27. GST aktivite ortalama ve standart sapma degerleri

N X (U/mL) S.D.
Kontrol 10 7,50 0,67
Niasin 10 6,50 0,97
Melatonin 10 6,07 0,58
Niasin+Melatonin 10 5,52 0,72

Her bir grup George ve Mallery’nin 2010 yilinda carpiklik ve basiklik degerler

tizerinden yaptiklari normallik testi

dagilimi1 normaldir.

ile degerledirildi GST degerleri acisindan gruplarin

Levene testi ile sitnanmig olan varyans homojenligi varsayimi sonucu anlamlilik degeri

olarak belirlenen p<0.05 degerinden yiiksek olarak bulunmustur F(3,36)=1,407 P>0.05. Bu

duruma gore ve gruplardaki 6rnek sayisi da esit oldugundan Post Hoc testi olarak  Tukey

HSD testi kullanilmistir.

Tablo 28. Tukey HSD testi ile gruplar arasindaki GST aktivite degerleri ortalama farklari, P

degerleri ve %95 Giiven araligi

Ortalama fark

%95 Giiven aralig1

Grup 1 Grup 2 (Grup 1-Grup 2) P Alt bant Ust bant
Kontrol Niasin 1,00* ,024 ,10 1,90
Melatonin 1,44* ,001 ,54 2,33
niasin+ melatonin 1,98* ,000 1,08 2,88
Niasin Kontrol -1,00* ,024 -1,90 -,10
Melatonin 0,43 ,569 -,47 1,33
niasin+ melatonin 0,98* ,028 ,08 1,88
Melatonin  Kontrol -1,44* ,001 -2,33 -,54
Niasin -0,43 ,569 -1,33 A7
niasin+ melatonin 0,55 ,372 -,35 1,45
niasin+ Kontrol -1,98* ,000 -2,88 -1,08
melatonin
Niasin -0,98* ,028 -1,88 -,08
Melatonin -0,55 372 -1,45 ,35

* Ortalama fark P<0,05 diizeyinde anlamli.
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GST diizeylerini karsilastirma amaciyla yapilan one way anova Post Hoc Tukey HSD

testi ile;
*kontrol grubu ile niasin grubu,
*kontrol grubu melatonin grubu

*kontrol grubu niasin+ melatonin grubu,

*niasin grubu ile niasint+ melatonin grubu arasindaki fark anlamli bulunmustur P<0,05.

Anlamlilik kontrolii agisindan giliven araligina bakildiginda sifir(0) degerini icermemektedir.

Bu durum anlamlilik agisindan dogrulugunu gostermektedir.

Tablo 29. GST aktivite degerleri ortalama farklart anlamli ¢ikan ikili gruplarin Bagimsiz

orneklem T testi sonuglar1 ve etki bityiikligi

Grup 1-Grup 2 t P d

Kontrol-Niasin 2,698 0,015 1,206583
Kontrol-Melatonin 5,119 0,000 2,289288
Kontrol-niasin+ melatonin 6,406 0,000 2,864853
Niasin-niasin+ melatonin 2,579 0,019 1,153365

d: etki biiyiikliigii. t degerlerinde bulunan (-), degerin yoniinii belirtmek i¢in kullanilmistir.
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4.2.6. Kontrol ve Deney Gruplarinin TOS Diizeyleri
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Sekil 40. TOS ortalama degerleri
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Sekil 41. TOS aktivitesinin grup i¢i dagilimi
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Tablo 30. TOS ortalama ve standart sapma degerleri

N X (umol H202 Equiv./L) S.D.

Kontrol 10 11,46 2,01

Niasin 10 15,43 2,69

Melatonin 10 13,69 3,31

Niasin+Melatonin 10 14,89 2,99
Her bir grup Lilliefors diizeltmeli Kolmogorov-Smirnov Normallik testi ile

degerledirildi TOS degerleri acisindan gruplarin dagilimi normaldir.

Levene testi ile sitnanmig olan varyans homojenligi varsayimi sonucu anlamlilik degeri

olarak belirlenen p<0.05 degerinden yiiksek olarak bulunmustur F(3,36)=1,675 P>0.05. Bu

duruma gore ve gruplardaki 6rnek sayisi da esit oldugundan Post Hoc testi olarak Tukey

HSD testi kullanilmistir.

Tablo 31. Tukey HSD testi ile Gruplar arasindaki TOS degerleri ortalama farklari, P degerleri

ve %95 giiven araligi

Ortalama fark %95 Giliven aralig
Grup 1 Grup 2 (Grup 1-Grup 2) P Alt bant Ust bant
Kontrol Niasin -3,96* 0,015 -7,32 -0,60
Melatonin -2,22 0,298 -5,58 1,14
niasin+ melatonin -3,43* 0,044 -6,79 -0,07
Niasin Kontrol 3,96* 0,015 0,60 7,32
Melatonin 1,74 0,511 -1,62 5,10
niasin+ melatonin 0,54 0,973 -2,82 3,90
Melatonin Kontrol 2,22 0,298 -1,14 5,58
Niasin -1,74 0,511 -5,10 1,62
niasin+ melatonin -1,20 0,770 -4,56 2,16
niasin+ Kontrol 3,43* 0,044 0,07 6,79
melatonin
Niasin -0,54 0,973 -3,90 2,82
Melatonin 1,20 0,770 -2,16 4,56

* Ortalama fark P<0,05 diizeyinde anlamli.
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TOS diizeylerini karsilastirma amaciyla yapilan one way anova Post Hoc Tukey HSD

testi ile;
*kontrol grubu ile niasin grubu,

*kontrol grubu ile niasin+ melatonin grubu arasindaki fark anlamli bulunmustur P<0,05.
Anlamlilik kontrolii agisindan giiven araligina bakildiginda sifir(0) degerini igermemektedir.

Bu durum anlamlilik agisindan dogrulugunu gostermektedir.

Tablo 32. TOS aktivite degerleri ortalama farklar1 anlamli ¢ikan ikili gruplarin bagimsiz

orneklem t testi sonuglari ve etki biiytikligi

Grup 1-Grup 2 t P d
Kontrol-Niasin -3,734 0,002 1,669897
Kontrol-niasin+ melatonin -3,013 0,008 1,347456

d: etki biiyiikligii. t degerlerinde bulunan (-), degerin yoniinii belirtmek i¢in kullanilmistir.
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4.2.7. Kontrol ve Deney Gruplarimin TAS Diizeyleri
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Sekil 42. TAS ortalama degerleri
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Sekil 43. TAS aktivitesinin grup i¢i dagilimi
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Tablo 33. TAS ortalama ve standart sapma degerleri

N X (umol Trolox Equiv./L) S.D.
Kontrol 10 797,61 44,19
Niasin 10 1188,83 54,27
Melatonin 10 1205,32 38,84
Niasin+Melatonin 10 1113,56 72,11

Her bir grup Lilliefors diizeltmeli Kolmogorov-Smirnov Normallik testi ile

degerledirildi TAS degerleri acisindan gruplarin dagilimi normaldir

Levene testi ile stnanmig olan varyans homojenligi varsayimi sonucu anlamlilik degeri
olarak belirlenen p<0.05 degerinden yiiksek olarak bulunmustur F(3,36)=2,851 P>0.05. Bu
duruma gore ve gruplardaki 6rnek sayisi da esit oldugundan Post Hoc testi olarak  Tukey

HSD testi kullanilmistir.

Tablo 34. Tukey HSD testi ile Gruplar arasindaki TAS aktivite degerleri ortalama farklari, P

degerleri ve %95 Giiven araligi

Ortalama fark %95 Giiven aralig
Grup 1 Grup 2 (Grup 1-Grup 2) P Alt bant Ust bant
Kontrol Niasin -391,22* ,000 -456,10 -326,34
Melatonin -407,71* ,000 -472,59 -342,83
niasin+ melatonin -315,96* ,000 -380,84 -251,08
Niasin Kontrol 391,22* ,000 326,34 456,10
Melatonin -16,48 ,902 -81,37 48,39
niasin+ melatonin 75,27* ,018 10,39 140,15
Melatonin Kontrol 407,71* ,000 342,83 472,59
Niasin 16,48 ,902 -48,39 81,37
niasin+ melatonin 91,75* ,003 26,87 156,63
niasin+ Kontrol 315,96* ,000 251,08 380,84
melatonin
Niasin -75,26* ,018 -140,15 -10,39
Melatonin -91,75* ,003 -156,63 -26,87

* Ortalama fark P<0,05 diizeyinde anlamli.
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TAS diizeylerini karsilastirma amaciyla yapilan One Way Anova Post Hoc Tukey HSD

testi ile;
*kontrol grubu ile niasin grubu,
*kontrol grubu ile melatonin grubu,
*kontrol grubu ile niasin+ melatonin grubu,

*niasin grubu ile niasin+ melatonin grubu,

*melatonin grubu ile niasin+ melatonin grubu arasindaki fark anlamli bulunmustur

P<0,05. Anlamlilik kontrolii agisindan giiven araligma bakildiginda sifir(0) degerini

icermemektedir. Bu durum anlamlilik ag¢isindan dogrulugunu gostermektedir.

Tablo 35. TAS aktivite degerleri ortalama farklar1 anlamli ¢ikan ikili gruplarin bagimsiz

orneklem t testi sonuglari ve etki biliyikligi

Grup 1-Grup 2 t P d

Kontrol-Niasin -17,676 0,000 7,904955
Kontrol-Melatonin -21,914 0,000 9,800248
Kontrol-niasin+ melatonin -11,814 0,000 5,283386
Niasin-niasin+ melatonin 2,637 0,017 1,179303
Melatonin-niasin+ melatonin 3,543 0,018 1,584479

d: etki biiyiikliigii. t degerlerinde bulunan (-), degerin yoniinii belirtmek i¢in kullanilmistir.
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4.2.8. Kontrol ve Deney Gruplarinin Serum Melatonin Diizeyleri

MEL(pg/ml)
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Sekil 4.16. Serum melatonin ortalama degerleri
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Sekil 44. Serum melatonin sonuglarinin grup i¢i dagilimi
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Tablo 36. Serum melatonin ortalama ve standart sapma degerleri

N X (pg/ml) S.D.

Kontrol 10 135,72 26,81

Niasin 10 142,80 24,80

Melatonin 10 189,09 39,85

Niasin+Melatonin 10 189,71 31,48
Her bir grup Lilliefors diizeltmeli Kolmogorov-Smirnov Normallik testi ile

degerledirildi Melatonin degerleri acisindan gruplarin dagilimi normaldir..

Levene testi ile sitnanmig olan varyans homojenligi varsayimi sonucu anlamlilik degeri

olarak belirlenen p<0.05 degerinden yiiksek olarak bulunmustur F(3,36)=2,032 P>0.05. Bu

duruma gore ve gruplardaki 6rnek sayisi da esit oldugundan Post Hoc testi olarak  Tukey

HSD testi kullanilmistir.

Tablo 37. Tukey HSD testi ile gruplar arasindaki Serum melatonin degerleri ortalama farklari,

P degerleri ve %95 giiven araligi

Ortalama fark

%95 Giiven aralig1

Grup 1 Grup 2 (Grup 1-Grup 2) P Alt bant Ust bant
Kontrol Niasin -7,08208 ,957 -44,7529 30,5888
Melatonin -53,37090* ,003  -91,0417 -15,7001
niasin+ melatonin ~ -53,98478* ,002  -91,6556 -16,3139
Niasin Kontrol 7,08208 ,957 -30,5888 44,7529
Melatonin -46,28882* ,011  -83,9597 -8,6180
niasin+ melatonin  -46,90270* ,010  -84,5735 -9,2319
Melatonin  Kontrol 53,37090* ,003 15,7001 91,0417
Niasin 46,28882* ,011  8,6180 83,9597
niasin+ melatonin ~ -,61388 1,000 -38,2847 37,0570
niasin+ Kontrol 53,98478* ,002 16,3139 91,6556
melatonin
Niasin 46,90270* ,010  9,2319 84,5735
Melatonin ,61388 1,000 -37,0570 38,2847

* Ortalama fark P<0,05 diizeyinde anlamli.
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Serum melatonin diizeylerini karsilagtirma amaciyla yapilan One Way Anova Post Hoc

Tukey HSD testi ile;

*kontrol grubu ile melatonin grubu,

*kontrol grubu ile niasin+ melatonin grubu,

*niasin grubu ile melatonin grubu,

*niasin grubu ile niasin+ melatonin grubu arasindaki fark anlamli bulunmustur P<0,05.

Anlamlilik kontrolii agisindan giliven araligina bakildiginda sifir(0) degerini icermemektedir.

Bu durum anlamlilik a¢isindan dogrulugunu gostermektedir.

Tablo 38. Serum melatonin degerleri ortalama farklari anlamli ¢ikan ikili gruplarin bagimsiz

orneklem t testi sonuglari ve etki biliyikligi

Grup 1-Grup 2 t P d
Kontrol-Melatonin -3,514 0,002 1,57151
Kontrol-niasin+ melatonin -4,129 0,001 1,846547
Niasin- melatonin -3,119 0,006 1,39486
Niasin-niasin+ melatonin -3,701 0,002 1,655139

d: etki biiyiikliigii. t degerlerinde bulunan (-), degerin yoniinii belirtmek i¢in kullanilmistir.
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4.3. Biyokimyasal sonuclarin kilo kayb ile Pearson Korelasyon analizi

Tablo 39. Calismada analizi yapilan parametrelerin kilo kaybi ile Pearson Korelasyon analizi

MDA |SOD Katalaz | GPX GST TOS |TAS Melatonin
Tam R 503" |-412" |-535~ |,060 |-904~ |663~ |,171 |,041
gruplar
P. (2-yonli) |,001 [,008 |,000 714 |,000 |.000 |,292 |.800
N 40 40 40 40 40 40 40 40
Melatonin R 910 |-962 |-929~ |-347 |-830" |.735~ |-114 |-907"
takviyesi
olmayan P. (2-yonl®) | 000 | 000 | ,000 134 |,000 |.000 |,631 |,000
gruplar
g
g N 20 20 20 20 20 20 20 20
Niasin j R 137 |-004 |[-291 |.170 |-948" |,897" |,508" |-119
takviyesi
olmayan P.(2-yonlt) | o | 987 | 213 474|000 |.000 |,022 616
gruplar
N 20 20 20 20 20 20 20 20
Kontrol R 9597 [-972" [-953~ |-981" |-930 |.942" |-961" |-920™
grubu
P. (Z-yonld) 55, 000 ,000 000 |,000 |,000 [,000 |,000
N 10 10 10 10 10 10 10 10

** Korelasyon onemlilik diizeyi 0.01 (2-yonlii).
* Korelasyon onemlilik diizeyi 0.05 (2-yonlii).

Calismada analizi yapilan parametrelerin kilo kaybi ile Pearson Korelasyon analizine
bakildiginda; Kilo kaybi, MDA ile TOS degerleri ile aym1 yonlii, SOD, Katalaz, GST, TAS

(Niasin takviyesi olmayan gruplarda), Serum Melatonin (Melatonin takviyesi olmayan

gruplarda) ve GPX ( Sadece kontrol grubunda) degerleri ile zit yonlii korelasyon vardir.
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5. TARTISMA

Orta ve agir diizeyde egzersizin oksidan aktiviteyi artirdigi ve organizmaya zararli
oldugu, saglig1 tehdit edebilecegi bilinmektedir. Biz calismamizda orta diizeyde egzersiz
yaptirdigimiz Wistar Albino sicanlara, antioksidan etkisi oldugu belirtilen, ancak fiziksel
aktivitenin tipine gore, etkisinin degisebilecegi bildirilen Melatonin ve Niasini ayr1 ayr1 ve

birlikte vererek antioksidan etkisini incelemeyi hedefledik.

Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin giderilme hizi bir denge
halindedir ve bu olay oksidatif denge olarak tanimlanir. Oksidatif denge oldugu siirece
organizma, serbest radikallerin zararli etkilerinden korunmaktadir. Serbest radikallerin
olusum hizinda artma ya da etkisizlestirme hizinda bir diisme bu dengenin bozulmasina sebep
olmakta ve bu durum °‘Oksidatif stres’’ olarak tanimlanmaktadir. Oksidatif stres; serbest
radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki ciddi dengesizligi

tanimlamakta olup, sonugta doku hasarina yol agmaktadir (Gumieniczek ve ark, 2002).

Oksidatif stresin yaslanma veya egzersiz gibi bircok fizyolojik durumda ve gesitli
hastaliklarda (inflamasyon, kardiyovaskiiler ve nérodejeneratif hastaliklar ve kanser dahil) rol
oynadig1 bilinmektedir. Ozellikle egzersizin redoks dengesi iizerindeki etkisi yasa, cinsiyete,
egitim seviyesine ve ayrica egzersiz yogunluguna ve siiresine bagli olarak son derece
karmasiktir. Diizenli 1limli egitim oksidatif stres ve saglik i¢in yararli goriinse de, aerobik ve
anaerobik egzersizin akut ve yorucu caligmalart ROS agir1 tiretimini tetikleyebilir (Pingitore

ve ark, 2015).

Egzersiz, serbest oksijen radikallerinin {iretimini artirarak oksidatif stres olusturan bir
stres kaynagi olmasina ragmen, antioksidan enzim aktivitesini etkileyerek oksidatif strese
kars1 direng gelismesini sagladigi da bilinmektedir (Aguilo ve ark, 2003). Egzersiz sirasinda
aciga cikacak oksidan ve antioksidanlarin orani egzersiz siddetiyle degisim gosterir (Radak ve
ark, 2000). Akut tiiketici (agir) ve siddetli egzersizlerde hasar yapici oksidan sistem daha fazla
aktive olurken (Atalay ve ark, 2004; Banerjee ve ark, 2003), diizenli ve kisa siireli maksimal
olmayan egzersizler ise antioksidan sistemleri daha fazla aktive etmektedir (White ve ark,
2001).
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Calismamizda; Wistar albino ratlara 10 giin silireyle egimsiz olarak 15 dk/giin ve
20m/dk (1,2 km/saat) hizda Gronowska-Senger, Gornicka ve Kotodziejska’nin uyguladiklar
egzersiz modeline gore treadmill kosu egzersizi yaptirildi (Gronowska-Senger ve ark, 2009).
Kontrol grubuna sadece egzersiz yaptirilmis, egzersiz yapan diger ili¢ gruba ise sirasiyla

29 <¢ 29 <¢

“niasin”, “melatonin”, “niasin ve melatonin birlikte” verilmistir.

Egzersiz siiresi boyunca anlamli boyutta en fazla kilo kayb1 yasayan grup, niasin ve
melatonini birlikte verdigimiz grup olmustur. Niasin ve melatonini birlikte verdigimiz grupta,
MDA degerleri diger gruplara gore yiiksek bulunmustur. Bu grupta ayni zamanda egzersiz
boyunca kilo kaybinin da fazla oldugu saptanmistir. Sadece melatonin verilen grubunun MDA
degerleri diger gruplara gore diisiiktiir. Egzersiz yapan ratlarda Melatonin tek basina lipit
peroksidasyonunu azaltmis goriinmektedir. Sadece niasin verilen grubun ise MDA degerleri,
sadece melatonin verilen MDA degerlerinden anlamli dl¢iide yiiksek bulunmustur. Niasinin

lipit peroksidasyonunu dnleme agisindan melatonin kadar etkin olmadigi sylenebilir.

Lipit peroksidasyonu, organizmada olusan serbest radikalin etkisi sonucu membran
yapisinda bulunan PUFA’nin yan zincirlerindeki metil grubundan bir hidrojen atomu
koparilmasiyla baslar (Delibas ve ark, 1995). Lipit peroksidasyonunun sonucu, iiriin olarak
MDA olusur (Galecka ve ark, 2008). Eriskin erkeklerde uzun siireli egzersizin MDA
diizeylerini arttirdigini ve melatonin takviyesinin MDA artisin1 6nemli 6l¢iide diisiirdiiglinii
gostermislerdir (Ziaadini ve ark, 2017). Bu calismayr destekleyen c¢ok sayida makale
yayimlanmistir (Rahman ve ark, 2017; Borges ve ark, 2015; Maldonado ve ark, 2012). Bizim
yaptigimiz ¢alismada ise; MDA -benzer sekilde- sadece melatonin verdigimiz grupta, diger

gruplara gore anlamli dl¢iide diisiik bulunmustur.

Egzersizle birlikte antioksidan molekiil takviyelerinin incelendigi bir¢ok ¢aligma, hem
insanlar hem de deney hayvanlar1 iizerinde yapilmis, etki mekanizmalar1 ve yararlar
aciklanmaya calisilmistir. Ancak egzersizin ratlardaki etkisine melatonin ve niasinin birlikte

takviyesinin incelendigi bir ¢alisma bulunamamastir.

Obez cocuklar ile saglikli deneklerin karsilastirildigi bir bagka ¢alismada ise; kilo kaybi
programi ile iliskili olarak oksidan-antioksidan durumuna bakilmistir. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, viicut kitle indeksi (vki), bel-kalca orani(bko) ve yag kiitlesi 6nemli
ol¢iide azalirken, MDA anlamli olarak artmistir. MDA nin bko, yag kiitlesi ve vki ile korele
oldugu, oksidan durumun, alt1 aylik diyet kisitlamasindan sonra normale dondiigii tespit

edilmistir (Mohnve ark, 2005).
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Egzersiz yaptirilan ratlara 400mg/kg niasin takviyesi verilen bir ¢alismada; iskelet
kasinda NAD igeriginin ve enerji harcamasmin arttigt gézlenmistir (Canto ve ark, 2012).
Bizim yaptigimiz ¢alismada ise; niasin agisindan degerlendirecek onemli bir parametrenin
kilo kayb1 oldugunu saptadik. Ratlarin egzersiz boyunca yasadiklar1 kilo kaybina
bakildiginda, tiim gruplarda kilo kaybi1 oldugu goriilmiistiir. Yasanan kilo kaybini, viicut
agirliklarina gore degerlendirdigimiz zaman ise, niasin verilen her iki grupta da anlamli
oldugunu gordiik. Bu iki grubu karsilastirdigimiz zaman “niasin+melatonin” verilen grupta
kilo kaybinin, “yalnizca niasin verilen” gruba gore anlamli olarak daha fazla oldugunu

saptadik.

Hiicrede oksijenin reaktif ve toksik iiriinlerine karst dogrudan koruyucu fonksiyon
goren en Onemli enzim siiperoksit dismutaz’dir. Bu enzim iki siiperoksit radikali arasindak
idismutasyon tepkimesini katalizler (Wheeler ve ark, 1990). Ratlarla yapilan bir ¢alismada,
melatonin uygulamasi, siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin, daha yiiksek olmasin
saglamistir (Beck ve ark, 2015). Bizim verilerimiz de bu c¢alismay1 desteklemektedir.
“Yalnizca melatonin” verdigimiz grubun SOD aktivitesi, diger gruplara gore anlamli oranda

yiiksek bulunmustur.

Diyet kaynakli hiperlipitemili farelerde aerobik egzersizin lipit metabolizmasi iizerine
etkisinin arastirildig: bir caligmada, MDA degerlerinin yiikseldigini, bunun kargiliginda SOD
aktivitesinin diisik oldugunu, MDA degerlerinin azalmasindan sonra SOD aktivitesinin
arttigini belirtilmektedir (Yang ve ark, 1999). Afshari ve arkadaglariin (2008) farelerle
yaptiklar1 bir bagka calismada ise; viicut agirliginin degismedigi, diisilk yogunluklu egzersiz
ile birlikte sitozolik SOD degerlerinin yiikseldigi belirtilmektedir (Afshari ve ark, 2008).
Sindhu ve ark, diyabetik ratlarla yaptiklar1 ¢caligmada, ratlarin belli bir diyet programina tabii
tutulmasinin,  belirgin kilo kaybi ile birlikte SOD ve katalaz aktivitelerinde azalma
saptamislardir (Sindhu ve ark, 2004). Bizim yaptigimiz c¢alismada ise Ozellikle Niasin ve
Melatoninin birlikte verildigi grupta, kilo kaybi ile birlikte SOD aktivitesinde azalma MDA

diizeylerinde artma gézlenmistir.

Oksirediiktaz siifinda yer alan Katalaz, SOD tarafindan olusturulan hidrojen peroksitin
molekiiler oksijene ve suya ayrigmasini katalize eden ve hidrojen peroksitin radikal tiplere
doniismesini ve hiicresel bilesenlere zarar vermesini 6nleyen antioksidan enzimlerden biridir
(Aydemir ve ark, 2003). Saglkli bireylerde, egzersiz ile olusturulan oksidatif strese karsi

melatonin takviyesinin etkisinin arastirildig1 bir ¢alismada egzersiz dncesi ve sonrasi yapilan
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Ol¢iimler ile katalaz diizeyinde anlamli bir degisiklik gozlenmemistir (Kumar ve Naidu,
2002). Bizim yaptgimiz ¢alismada ise sadece melatonin verdigimiz grupta, kontrol grubuna
gore anlamli bir degisiklik olusmamistir. Daha oOnce belirttigimiz gibi, Sindhu ve
arkdaslarinin(2004) ratlarla yaptig1 bir calismada; ratlar, belli bir diyet programina tabii
tutulmusglar, sonucta belirgin kilo kaybi ile birlikte SOD ve katalaz aktivitelerinde azalma
saptanmistir (Sindhu ve ark, 2004). Bizim yaptgimiz ¢aligmada ise; Sindhu ve arkadaglarinin
calismasina benzer sekilde, niasin ve melatoninin birlikte verildigi grupta kilo kaybi ile

birlikte katalaz aktivitesi, “yalnizca melatonin” verilen gruba gore azalma gostermistir.

GPX, selenyum iceren tetramerik bir enzim olup bir hidrojen vericisi olarak glutatyonu
kullanarak lipoperoksitleri ve hidroperoksitleri azaltir (Sies ve ark, 1997). Atletlerde
melatonin takviyesi yapilan bir ¢aligmada; kontrol grubu ile melatonin takviyesi yapilan
gruplarin egzersiz Oncesi ve sonrast GPX degerlerine bakilmistir. Egzersiz sonrasi degerler,
her iki gruptaegzersiz oncesine gore diisiik bulunmustur. Gruplar arasi karsilastirmada
melatonin takviyesi yapilan grup kontrol grubuna goére yiiksek bulunmustur (Ortiz-Franco ve
ark, 2017).

Nasinin antioksidan etkisi ile ilgili ¢alismalar, farkli canlilarda ve hiicre kiiltiirlerinde de
yapilmistir. Bu calismalar, niasinin etki mekanizmasinin anlasilmasi agisindan 6nemlidir.
Ornegin, 540 Ctenopharyngo donidella tiirii baliklarla yapilan bir ¢alismada; baliklara 8 hafta
boyunca kademeli seviyelerde niasin iceren alt1 diyet uygulanmistir. Niasin eksikligi yasayan
gruplarda barsaklarinda glutatyon icerigi, GPX, GST ve GR aktiviteler azaldig1 saptanmustir.
Ayrica, niasin eksikliginin, GPX, GST, GR'nin mRNA seviyelerini diisiirdgli gorilmiistiir
(Feng ve ark, 2016). Hepatosit hiicre kiiltiirlerinde ise (HEPG2) ayn1 sekilde niasinin ROS
tiretimini azalttigr saptanmistir (Ganji ve ark, 2015). Niasin, ayn1 zamanda NAD(P)H

olusumunu da sagladigi i¢in antioksidan olarak da degerlendirilebilir (Kirsch ve Groot, 2001)

Calismamizda, kontrol grubuna gore, diger {i¢ grubun GPX degerleri anlamli derecede
yiiksek bulunmustur. Niasin verilen gruplarin tiimiinde SOD, katalaz ve MDA diizeylerinden
farkli olarak GPX aktivitesi anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Burada GPX’in katalizledigi
reaksiyon Ozellikle 6nemlidir. GPX, rediikte glutatyonu okside glutayona ¢eviren reaksiyonda
katalizor gorevi gormektedir. Bu reaksiyonda SOD tarafindan olusturulan H20:2
kullanilmaktadir. Rediikte glutatyonun okside glutayona ¢evrilmesi reaksiyonu ¢ift yonlii bir
reaksiyondur (Halliwell ve ark, 1986). Okside glutatyonun rediikte glutatyona gevrilmesi ise

glutatyon rediiktaz enzimi tarafindan katalizlenmektedir. Glutayon rediiktaz enzimi bu
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katalizleme reaksiyonunda koenzim olarak NADPH kullanmaktadir (Orlowski ve ark, 1976).
NADPH olusum siireci niasin’in aktif formu olan nikotin amidile baglamaktadir (DiMartino

ve ark, 2011).

Glutatyon S-transferazlar, ksenebiyotik bilesiklerin glutatyon ile etkilesimlerini
saglayarak, hiicresel makromolekiilleri reaktif elektrofillere karsi koruyan Faz-II

detoksifikasyon enzim ailesi tiyesidir.

Bizim c¢alismamizda, kontrol grubunun GST degerleri, diger iic gruba goére anlaml
Olgiide yiiksek bulunmustur. Egzersiz boyunca viicut agirligmma gore oranlanmasina
bakilmaksizin biitiin gruplarda kilo kaybi olugsmustur. Bu olusan kilo kaybi, en diisiik kontrol
grubunda olmustur. Ayrica viicut agirligina gore kilo kaybiin anlamli oldugu iki grubun
karsilagtirmasinda ise, kilo kaybi diisiik olan sadece niasin verilen grubun GST degerleri,
“niasin + melatonin” verilen gruba gore yiliksek bulunmustur. Biitiin 6rnek analizlerin
degerlendirmeye alindigi pearson korelasyon analizinde; kilo kaybi ile GST, en yiiksek

degerde korele olmaktadir. GST aktivitesi ile kilo kaybi ile ters orantilidir.

Caligmamizda analizi yapilan TOS degerlerine bakildiginda; viicut agirligima gore kilo
kayb1 olan, niasin verilen iki grubun degerleri, kontrol grubuna gore anlamli 6lgilide yiiksek

bulunmustur.

Caligmamizda; TAS saptamak amaciyla kullandigimiz kit, TEAC metodu ile toplam
antioksidan durum hakkinda sonu¢ vermektedir. Melatonin ve niasin verilen gruplarin TAS
degerleri kontrol grubuna gore anlamh olarak yiliksek bulunmustur. Bu sonuglar, niasin ve
melatoninin birlikte ve teker teker antioksidan aktivite gosterdigini ortaya koymaktadir. Buna

ek olarak TAS degerleri ile kilo kaybinin ters orantili oldugu gorilmistiir.

Calismamizda; iki gruba 5 mg/kg/giin dozunda melatonin takviyesi yapildi. En son doz
uygulamasindan 24 saat sonra kan oOrnekleri alindi. Calismamizda Serum Melatonin
degerlerine bakildiginda; Melatonin takviyesi yapilan iki grubun Serum Melatonin degerleri,
Melatonin takviyesi yapilmayan iki gruptan anlaml 6l¢lide yiiksek bulunmustur. Bu durum,
uygun melatonin  konsantrasyonlarinda  antioksidan ve oksidan parametreleri

degerlendirdigimizi gostermistir.

Son yillarda Melatoninin iskelet kas1 ve egzersiz lizerine etkilerine dair pek ¢ok calisma
yapilmigtir. Melatoninin memeliler iizerinde yaslanma karsiti, antiinflamatuvar ve antioksidan

etkileri bulunmaktadir. Melatonin, kas igciklerinin hacmini artirmakta, mitokondrilerde ROS
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iretimini, inflamasyonu ve apoptozu azaltmaktadir (Stacchiotti ve ark, 2020). Melatoninin
indol halkas1 serbest radikal hasarini 6nler, ayrica fiziksel performansin artirilmasinda da son
derece etkili oldugu gosterilmistir (Escames ve ark, 2012). Fiziksel performans iizerinde
eksojen melatonin verilmesinin etkisi ise halen tartismali bir konudur. Lopez Flores ve ark.
yayinladiklar sistematik derlemede fiziksel aktivitenin tipine goére, melatonin verilmesinin

etkisinin degisebilecegini bildirmislerdir (Flores ve ark, 2018)

Melatonin oldukg¢a eski, ancak énemi son yillarda anlagilan ve “yeniden kesfedilmis”
bir molekiildiir. Ozellikle kas hastaliklarinda ve egzersizde terapétik etkisine dair yapilan
birgok ¢alisma bulunmaktadir (Stacchiotti ve ark, 2020). Deneysel hayvan ¢alismalarinda
eksojen melatonin verilmesinin, farelerde ve si¢anlarda antioksidan etkili olduguna ve kas
hasarini onardigina dair birgok yaym bulunmaktadir (Teodoro ve ark, 2014; Favero ve ark,
2015; Quan ve ark, 2015; Salucci ve ark, 2017; Sayed ve ark, 2019). Bizim ¢alismamizda
yukaridaki yayinlar1 destekleyecek bigimde sicanlara melatonin verilmesi antioksidan
aktiviteyi (TAS, SOD, Katalaz, melatonin) artirmistir.

Calismamizin en Onemli smirliligi, sicanlarin iskelet kaslarinda histolojik inceleme
yapilmamasidir. Antioksidan etkinin hayvanlarda ve insanlarda daha saglikli olmanin bir
gostergesi oldugu diisiincesiyle, bu ¢alismada melatonin ve niasinin egzesiz yaptirdigimiz

siganlarda antioksidan etkisini arastirmay1 hedefledik.

Sonug olarak, egzersiz yaptirilan siganlara eksojen melatonin verilmesinin niasine
oranla daha agirlikli bir antioksidan etki gosterdigini sdyleyebiliriz. Orta diizeydeki egzersiz
ROS iiretimine neden olarak ayrica melatonin salgilanmasini da saglayabilir (Stacchiotti ve
ark, 2020). Siganlarin egzersiz yapmasi ile artan MDA diizeyleri melatonin etkisi ile
azalmistir. Melatonin ve Niasinin birlikte verilmesi, tlim anti oksidan parametrelerde sinerjik
bir etki yapmamistir. GST, Katalaz ve SOD aktiviteleri azalmistir. Bu durum oksidasyonu
onlemek amaci ile bu enzimlerin kullanildigini gdstermektedir ve daha once yapilan

calismalarla uyumludur (Flores ve ark, 2018; Stacchiotti ve ark, 2020).

Hem insan hem hayvan saghigi agisindan ¢ok 6nemli olan bu konuda, gelecekte yeni

deneysel ve klinik ¢aligmalarin yapilacagina inaniyoruz.
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6. SONUC VE ONERILER

Orta ve agir diizeyde egzersizin oksidan aktiviteyi artirdifi ve organizmaya zararli
oldugu, saglig1 tehdit edebilecegi bilinmektedir. Biz calismamizda orta diizeyde egzersiz
yaptirdigimiz Wistar Albino siganlara, antioksidan etkisi oldugu belirtilen, ancak fiziksel
aktivitenin tipine gore, etkisinin degisebilecegi bildirilen melatonin ve niasini ayr1 ayri ve
birlikte vererek antioksidan etkisini incelemeyi hedefledik. Bu amag¢ dogrultusunda,
Gronowska-Senger ve ark.(2009) uyguladiklari egzersiz modeli ile ratlarda bir oksidatif stres
olusturulmustur.

Melatonin, oksidatif stresi azaltmada etkili bir antioksidandir. Bu 6zelligini, dogrudan
reaktif oksijen ve azot tiirlerinin detoksifikasyonu ile dolayli olarak prooksidan enzimlerin
aktivitesini bastirmak, antioksidan enzimleri uyarmak yolu ile gerceklestirir (Alonso ve ark,
2006). Bizim  c¢alismamizda, sadece melatonin takviyesinin lipit peroksidasyonu ve
antioksidan sisteme etkisine bakildiginda;

Oksidan durum lehine olan parametrelerde; MDA diizeyleri; diger gruplara gore diisiik
bulunmustur.

Antioksidan durum lehine olan parametrelerde; SOD diizeyleri; diger gruplara gore,
Katalaz diizeyleri; niasin takviyesi yapilan iki gruba gore, GPX diizeyleri; kontrol grubuna
gore, TAS diizeyleri; kontrol ve niasin+ melatonin takviyesi yapilan gruba goére, Serum
Melatonin diizeyleri; kontrol ve niasin takviyesi yapilan gruba gore yliksek bulunmustur.
GST diizeyleri; kontrol grubuna gore diisiik bulunmustur.

Egzersiz yaptirilan siganlara eksojen melatonin verilmesinin (bu konuda daha once
yapilan diger caligmalarla uyumlu olarak) kontrol grubuna gore, antioksidan aktivitenin
(SOD, GPX, TAS, melatonin) artirdigi, niasine oranla daha agirlikli bir antioksidan etki
gosterdigini sdyleyebiliriz. Siganlarin egzersiz yapmasi ile artan MDA diizeyleri, melatonin
etkisi ile azalmustir.

Cesitli bitkisel ve hayvansal kaynaklarda bulunan niasin, canli hiicrelerde Snemli
metabolik olaylar tistenen NAD*/NADH ve NADP* /NADPH 6nciistidiir (Bogan ve Brenner,
2008). Yapilan bu ¢alismada sadece niasin takviyesinin lipit peroksidasyonu ve antioksidan
sisteme etkisine bakildiginda;

Oksidan durum lehine olan parametrelerde; MDA diizeyleri; melatonin grubuna gore

yiiksek bulunmustur. TOS diizeyleri; kontrol grubuna gore yiiksek bulunmustur.
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Antioksidan durum lehine olan parametrelerde; SOD diizeyleri; melatonin grubuna gore
diisiik, niasintmelatonin grubuna gore yiiksek bulunmustur. Katalaz diizeyleri; melatonin
grubuna gore diisiik bulunmustur. GPX diizeyleri; kontrol grubuna gore yiliksek bulunmustur.
GST diizeyleri; kontrol grubuna gore diisiik, niasin+melatonin grubuna gore yliksek
bulunmustur. TAS diizeyleri; kontrol ve niasint+ melatonin takviyesi yapilan gruba gore
yiiksek bulunmugtur. Serum Melatonin diizeyleri; melatonin ve niasin+melatonin grubuna
gore diisiik bulunmustur.

Egzersiz yaptirilan sicanlara eksojen niasin verilmesinin kontrol grubuna gore,
antioksidan aktivitenin (GPX, TAS) artirdigi, melatonine oranla daha diisiik bir antioksidan
etki gosterdigini sOyleyebiliriz.

Calismamizda niasin ile melatonini birlikte verilmesinin lipit peroksidasyonu ve
antioksidan sisteme etkisine bakildiginda;

Oksidan durum lehine olan parametrelerde; MDA diizeyleri; kontrol ve melatonin
grubuna  gore yiiksek bulunmustur. TOS diizeyleri; kontrol grubuna gore yiiksek
bulunmustur.

Antioksidan durum lehine olan parametrelerde; SOD diizeyleri; diger gruplara gore
diisiik bulunmustur. Katalaz diizeyleri; melatonin grubuna gore diisiik bulunmustur. GPX
diizeyleri; kontrol grubuna gore yiiksek bulunmustur. GST diizeyleri; kontrol ve niasin
grubuna gore diisiik bulunmustur. TAS diizeyleri;kontrol grubuna gore yiiksek; niasin
takviyesi yapilan grup ve melatonin takviyesi yapilan gruba gore diigiik bulunmustur. Serum
Melatonin diizeyleri; kontrol grubuna, niasin grubuna gore yiiksek bulunmustur.

Egzersiz yaptirilan sicanlara eksojen niasin ile melatoninin birlikte verilmesinin tiim
antioksidan parametrelerde sinerjik bir etki olusturmamistir. Oksidasyonu gosteren
parametrelerin(MDA, TOS) arttig1, GST, Katalaz ve SOD aktiviteleri azaldigi saptanmustir.
Bu durum oksidasyonu dnlemek amaci ile bu enzimlerin kullanildigin1 gostermektedir. Bu
konuda daha Once yapilan calismalarla uyumludur (Flores ve ark, 2018; Stacchiotti ve
ark,2020).

Hem insan hem hayvan saglig1 acisindan ¢ok dnemli olan bu konuda, gelecekte yeni

deneysel ve klinik ¢aligmalarin yapilacagina inaniyoruz.
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