T.C.
ADNAN MENDERES UNIVERSITESI
TIP FAKULTI?Si
KADIN HASTALIKLARI ve DOGUM ANABILIM DALI

OOFEREKTOMIZE RATLARDA
OSTROJEN TEDAVISINE EKLENEN
MELATONIN VE DEKSPANTENOL’UN
ANTIOKSIDAN PARAMETRELER UZERINE
ETKISI

UZMANLIK TEZI

Dr. OZAN TURGUT

DANISMAN
Yrd. Dog. Dr. Samet KAFKAS

AYDIN- 2009



T.C.
ADNAN MENDERES UNIVERSITESI
TIP FAKULTI?Si
KADIN HASTALIKLARI ve DOGUM ANABILIM DALI

OOFEREKTOMIZE RATLARDA
OSTROJEN TEDAVISINE EKLENEN
MELATONIN VE DEKSPANTENOL’UN
ANTIOKSIDAN PARAMETRELER UZERINE
ETKISI

UZMANLIK TEZI

Dr. OZAN TURGUT

DANISMAN
Yrd. Dog. Dr. Samet KAFKAS

AYDIN- 2009



ONSOZ VE TESEKKUR

Uzmanlik egitimim sdresince, bilgi, goérgu ve sabirlarini esirgemeyen dederli
hocam Sayin Prof. Dr. Ergiin ONUR’a,

Tez calismam ve egitimim suresince bilgi birikimi ve pratik gorugleriyle beni
yonlendiren, degerli hocam Yrd. Dog¢. Dr. Samet KAFKAS’a, uzmanlik egitimime
degerli katkilarda bulunan ve mesleki gelisimimde buydk emegi gecen, basta
Anabilim Dali Bagkanimiz degerli hocam Dog. Dr. Ali Riza ODABASI'na ve degerli
hocalarim Sayin Dog¢. Dr. Hasan YUKSEL'e, ve Sayin Yrd. Dog. Dr. Selda
DEMIRCAN SEZER’e,

Ayrica tezimin hazirlanmasinda emegi gegen Biyokimya Anabilim Dali Ogretim
Uyesi Sayin Prof. Dr. Cigdem YENISEY’e, ve Farmakoloji Anabilim Dali Ogretim
Uyesi Sayin Yrd. Dog. Dr. Turhan DOSTa,

Birlikte calismaktan mutluluk duydugum tum asistan arkadaslarima, klinigimiz
hemsire ve personeline,

Her zaman bana destek olan sevgili esime,

TESEKKUR EDERIM...



iICINDEKILER

ONSOZ VE TESEKKUR
ICINDEKILER
TABLO DiZziNi
SEKIL DiZziNi
KISALTMALAR DiZiNi
1. GIRIS VE AMAG
2. GENEL BILGILER:
2.1. Oksijen Toksisitesi Nedir
2.2. Antioksidatif Sistem ve Hucresel Korunma Mekanizmalari
Nelerdir
2.3. Ostrojenin Oksidatif Sistem Uzerindeki Etki Mekanizmasi ve
Ostrojen Replasman Tedavisinin (ERT) Onemi
2.4. Melatonin ve Oksidatif Stres ile iligkisi
2.5. Dekspantenol ve Oksidatif Stres ile iligkisi
3. GEREG VE YONTEM
3.1. Geregler
3.2. Calisma Gruplari
3.3. Kan Orneklerinin Alinmasi, i§lenmesi ve Saklanmasi
3.4. Calismada Kullanilan Yontemler
3.5. statistiksel Degerlendirme
4. BULGULAR
5. TARTISMA
6. SONUC VE ONERILER
OZET
INGILizCE OZET
KAYNAKLAR

11
14
23
24
24
24
25
25
28
29
38
50
51
52
54



TABLO DiziNi

Tablo 1: Gruplardaki GSH duzeylerinin istatistiksel olarak degerlendiriimesi
Tablo 2: Gruplardaki GPx duzeylerinin istatistiksel olarak degerlendiriimesi
Tablo 3: Gruplardaki GR duzeylerinin istatistiksel olarak degerlendiriimesi
Tablo 4: Gruplardaki MDA duzeylerinin istatistiksel olarak degerlendiriimesi
Tablo 5: Gruplardaki SOD dizeylerinin istatistiksel olarak degerlendiriimesi
Tablo 6: Gruplardaki NO duzeylerinin istatistiksel olarak degerlendiriimesi

Tablo 7: Gruplardaki CAT duzeylerinin istatistiksel olarak degerlendiriimesi



SEKIL DIZiNi

Vi



Sekil 1:
Sekil 2:
Sekil 3:
Sekil 4:
Sekil 5:
Sekil 6:
Sekil 7:
Sekil 8:
Sekil 9:

Oksijen metabolizmasinin urunleri

Hucre icindeki anti-oksidatif sistemler

Eritrositlerde yer alan anti-oksidatif enzim sistemleri

Oksidatif savunma mekanizmalari

Superoksid anyonunun dismutazi ve anti-oksidatif enzimlerin ¢aligmasi
Pineal bezda melatonin sentezinin sematik gosteriligi

Melatonin’in serbest radikal temizleyici 6zelligi

Notrofillerde MPO’nun yer aldigi reaksiyonlar

Peroksinitrit anyonu (OONQO"), hidroksil radikaline ("OH) pargalanamasi

Sekil 10: Antioksidan enzimler Uzerinde melatonin etkileri

Sekil 11: GSH diuzeylerinin grafiksel olarak gosterilisi

Sekil 12: GPx dizeylerinin grafiksel olarak gosteriligi

Sekil 13: GR duzeylerinin grafiksel olarak gosterilisi

Sekil 14: MDA duzeylerinin grafiksel olarak gosterilisi

Sekil 15: SOD duzeylerinin grafiksel olarak gosterilisi

Sekil 16: NO duzeylerinin grafiksel olarak gosterilisi

Sekil 17: CAT duzeylerinin grafiksel olarak gosterilisi



KISALTMALAR DiZiNi

CAT: Katalaz

CEE: Konjuge Ekin Ostrojen

ERT: Estrogen Replacement Therapy; Ostrojen Replasman Tedavisi
GSH: Glutatyon

GSSG: Glutatyon Disulfit

GPx: Glutatyon Peroksidaz

GR: Glutatyon Redlktaz

HDL: High Density Lipoprotein ; Yuksek Dansiteli Lipoprotein

HRT: Hormone Replacement Therapy; Hormon Replasman Tedavisi
H2O2: Hidrojen Peroksit

HOCI: Hipoklorik Asit

KVH: Kardiyovaskuler Hastalik

LDL: Duguk Dansiteli Lipoprotein

LPO: Lipid Peroksidasyonu

MPO: Myeloperoksidaz

MDA: Malondialdehit

NO: Nitrik Oksit

NOS: Nitrik Oksit Sentaz

O," : Superoksit radikali

ONOQO': Peroksinitrit radikali

*OH: Hidroksil radikali

ROT: Reaktif oksijen tarleri

SOD: Suiperoksit Dismutaz

TBARS: Tiobarbituric Acid Reactive Substance; Tiyobarbitlrik Asit Reaktif Substans
TAS: Total Antioksidan Status

VLDL: Very Low Density Lipoprotein; Cok Duslk Dansiteli Lipoprotein
VSMCs: Vascular Smooth Muscle Cells; Vaskuler Diz Kas Hucresi



1. GIRIS VE AMAG

Menopozla beraber olugan Ostrojen kaybinin, kardiyovaskuiler hastaliklarda
(KVH) risk artisina katkida bulundugu gibi osteoporoz, sicak basmasi, depresyon,
norodejeneratif hastaliklar gibi bir takim saglik problemlerinde de artisa sebeb oldugu
cesitli calismalarla gosterilmigtir. Bu saglik problemlerinin azaltilmasinda hormon
replasman tedavisi (HRT) en yaygin olarak kullanilan ajandir (1, 2).

Yapilan bir ¢ok calismada postmenapozal kadinlarda azalmig Ostrojen
sentezinin, oksidatif stresin artmasindan sorumlu oldugu 6ne surtlmektedir (3, 4, 5,
6). Menopozal donemde Ostrojen eksikligi nedeniyle Ostrojenin koruyucu etkisinden
muaf olunmasi oksidatif stresi iceren ciddi metabolik bozukluklara neden olmaktadir
(7).

Oksidatif stres kanser, ateroskleroz, osteoporoz ve yaslanma gibi bir takim
rahatsizliklarin patofizyolojisinde o6nemli rol almaktadir. Lipid peroksidasyonu
doymamis yag asitlerinin reaktif oksijen radikalleri ile zincirleme reaksiyonu olarak
bilinir. Ayni zamanda protein, lipit, ve Ozellikle diusuk dansiteli lipoprotein (LDL)
oksidatif strese maruz kalir. Ozellikle LDL oksidasyonu ateroskleroz gelisiminde
anahtar rol oynamaktadir (8, 9).

Yasam suresinin artmasi, postmenopozda gegirilen slrenin artmasiyla
sonuclandigindan, kadinlarin bu doneme 6zgu olan hastaliklara daha ¢ok maruz
kalmalarina yol ag¢maktadir. Dolayisiyla bu doneme 06zgu hastalikarin tedavisi
giderek daha 6nemli hale gelmektedir.

Melatonin (MT), serbest radikal olusumunu artirarak doku hasarina neden olan
cesitli ajanlara karsi, koruyucu olarak yaygin bir sekilde kullanilir. Hem fizyolojik hem
de farmakolojik dozlarda serbest radikal yakalayici ajan ve antioksidan 6zelligi olan
bir hormondur. Oksidatif stresi anlamli olarak azaltmakla birlikte, antioksidan sistemi
de stimule etmektedir (10,11, 12, 13).

Dekspantenol (Dxp) ise Pantotenik asit'in (PA) biyolojik aktif alkol derivesi
olup, lipid peroksidasyonu ve oksidatif strese kargi en dnemli savunma sistemi olan
glutatyon ve glutatyon peroksidaz araciligi ile antioksidan etki gostermektedir(14, 15).

HRT veya bu tedaviye ek olarak verilen antioksidanlarin, oksidatif sistem

uzerine etkilerinin degerlendirildigi ¢esitli calismalarda, oksidatif sistemi olumlu olarak



etkiledikleri, KVH ve oksidatif stresle iligkili hastaliklarda vyararli etkide
bulunabilecekleri gosterilmistir (16, 17, 18, 19).

Bu arastirmada ooferektomize ratlarda, dstrojen tedavisine eklenen melatonin
ve dekspantenol’ Un antioksidan parametreler Uzerine etkisi arastirildi. Bdylece
menopozda Ostrojen eksikligi sonucu artan oksidatif stresin, dstrojen tedavisine ek
olarak verilen antioksidanlarla azaltilip, basta KVH’lar olmak Uzere osteoporoz, gibi

hastaliklarin 6nlenebilecegi dugunaldu.
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2. GENEL BILGILER:

2.1. Oksijen Toksisitesi Nedir?

Molekuler oksijen (O2) temel olarak metabolizma icin gerekli olup ayni
zamanda aerobik organizmalarda bir zehir gorevini gérmektedir. Oksijen, oksidatif
fosforilasyon yoluyla mitokondrilerde enerji Uretimi icin gerekli iken, oksijen yoluyla
olusan diger Urunler, hucrelerin optimal fonksiyonlari goérebilmelerini de
engelleyebilmektedir. Bdylece, O, major gevresel kirlilik yaratan bir molekll olarak
degerlendiriimektedir (20).

Oksijen molekulu, serbest radikaller ve reaktif turler olarak tanimlanan trunleri
yoluyla, hlcrelerde esansiyel olan makromolekulleri bozmakta ve bdylece fizyolojik
etkilerini azaltmaktadir. Devamli bir sekilde, bu molekiler yikim sdrdugunde,
organellerin yasamlari kisalmakta ve apoptozis veya nekroz yoluyla hucrelerin
olumleri gorulmektedir (20).

Aeroblar tarafindan inhale edilen O2’nin %95’inden fazlasi mitokondrilerde
ATP Uretiminde kullaniimaktadir. Geri kalan ise, kimyasal olarak indirgenmekte ve
sliperoksit anyon radikalini (O2*) olusturmaktadir (Sekil 1). O2" normal hicresel
fonksiyonlar neticesinde Uretilebildigi gibi, ilaglarin metabolizmasi, makrofajlardaki
oksidatif patlama, psikolojik, fiziksel stres ve radyasyon gibi cevresel faktorler
sonucunda da Uretilmektedir. Batun bu olaylarin sonucunda, ortalama 70 kg bir

kiside her yil yaklasik 2 kg O," Uretildigi tahmin edilmektedir (20).
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Sekil 1: Oksijen metabolizmasinin Grunleri.

Bu durum oksijen toksisitesinin sinirh bir sekilde kaldigi dikkate alindigi zaman
tahmin edilebilen bir durumdur. Oysa O," daha reaktif, yani daha hizli tepkimeye
giren ve daha yikici Urlnlere dénisebilmektedir. Ornegin, nitrik oksit (NO) ile
reaksiyona girerek, reaktif nitrojen bilesigi olan, peroksinitrit anyon radikali'ni
(ONOQ)) olusturmakta olup, bu molekul ¢gok daha yikici bir etkiye sahiptir (20).

Ayrica, 0O, spontan ve enzimatik olarak hidrojen peroksite (H20,)
doénismektedir. Bu reaksiyonda gerekli olan enzim stperoksit dismutaz (SOD) olarak
adlandirlir, CuZnSOD ve MnSOD olmak lzere iki farkli formu olup, hiicre igindeki
dagilimlan farklidir. HoO» bir serbest radikal degildir, toksisitesi disuktir, bununla
beraber yari dmru uzun olup (saniyeler iginde), hidcre membrani boyunca
gecebilmekte, bu esnada serbest radikal olusumlarini indukleyerek hicre hasarina
neden olmaktadir. H,O, enzimatik olarak Oz'e pargalanmaktadir ve bu arada bir
kismi kurtulmakta ve gecis metallerinin (cogunlukla demir) varliginda, H>O- , hidroksil
radikaline ("OH) metabolize olmaktadir. Bu, Fenton reaksiyonu olarak bilinmekte ve

bu yolla olusan *‘OH’in hiicreler igin ¢ok yikici oldugu bilinmektedir. Yine, hiicrelerdeki
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total molekiler hasarin %50’den fazlasinin *OH yoluyla oldugu tahmin edilmektedir.
Bu molekilun hucrelere saldirmasi tumuyle rastgeledir. Bu molekuller lipidler, DNA,
proteinler, karbohidratlar v.b. molekuller olabilmektedir ve bu nedenle lipidlerin, DNA
molekullerinin ve proteinlerin bozulmaya ugramig uUrunlerinin Olgulmesi, tipik olarak
genellikle serbest radikal hasarinin ve 6zellikle de °*OH hasarinin bir géstergesi
olarak kabul edilmektedir. Ozellikle hiicre membranindaki doymamig yag asitlerinin
oksidasyonu sonucunda olugsan malondialdehid (MDA) seviyelerinin olgtlmesi ile
biyolojik sistemlerde lipid peroksidasyonunun degerlendiriimesi yapilabilmektedir.
0.," ve HyO.in aksine, ‘OH hicrelerde enzimatik olarak detoksifikasyona
ugramamaktadir. Boylece, sadece serbest radikal temizleyicileri ile direkt olarak
notralize edilebilmektedir (20).

Neticede serbest oksijen radikalleri normal metabolizma sirasinda surekli
olarak  Uretiimekte olup, bunun sonucunda membran fosfolipidlerinde
peroksidasyona, protein, karbohidrat ve DNA molekullerinde de ¢esitli hasarlara
sebep olurlar.

Deneysel ve epidemiyolojik ¢calismalar, ateroskleroz, KVH, iskemi-reperfizyon
hasarlari, dolasimsal sok hasari, romatoid artrit, kanser, enfeksiyon, beyin ve derinin
dejeneratif bozukluklari ve yaslanma ile iligkili bazi hastaliklarin patogenezinde,

serbest oksijen radikallerinin etkili oldugunu gostermektedir. (21, 22, 23 ).

2.2. Antioksidatif Sistem ve Hiicresel Korunma Mekanizmalari Nelerdir?

Deneysel calismalarda, en ¢ok kullanilan antioksidanlar vitaminler olup,
bunlar; askorbik asit, tokoferol ve B-karoten’dir. Bunlar diyetle alinabilmekte olup,
reaktif oksijen ve nitrojen tirlerinin neden oldugu molekuler hasarin azaltiimasinda
kullanilan anahtar molekullerdir. Vitaminlerin, genellikle antioksidan etkilerinin oldugu
disunulmekle birlikte, bazi durumlarda toksisite ve hatta pro-oksidan olarak
davrandiklar rapor edilmistir (20).

insanlarda serumdaki antioksidatif kapasite, enzimatik ve non-enzimatik
sistem ile iligkilidir. Vitamin E, A ve C, albumin, urat, sistein, seruloplazmin,
transferrin, tiroksin, selenyum (Se) ve glutatyon (GSH) gibi anti-oksidatif molekdiller,

serbest radikal temizleyicileridirler. Ostrojenlerin, serbest radikal temizleyici
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Ozelliginin, fenol halkalarindan hidrojen atomunu alma glcune sahip olmasina bagl
olarak, membranlardaki fosfolipidlerin peroksidasyonunu ve dusuk dansiteli
lipoproteinlerin (LDL) oksidasyonunu inhibe etmesi nedeniyle, anti-oksidatif etkileri
oldugu rapor edilmistir. Bazi arastirmacilar, ostrojenlerin ayni zamanda, hucresel
anti-oksidatif enzim sistemlerini etkileyebilecegini de ileri surmuslerdir (24). Anti-
oksidatif enzim sistemlerine superoksid dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon
peroksidaz (GPx) enzimleri dahildir. GPx enzimi hicrelerde en ¢ok bulunan bir
molekul olup, majér anti-oksidan olarak tanimlanan GSH ile birlikte calismaktadir
(Sekil 2).

Vitamin E

«--=:----.Repair
[3—carotene -’

P
Nucleus

Vitamins C and E
- — (DINAY) / B—carotene
= Q

Lysosomes

Cytoplasm
Peroxisomes

— ) A/ SN
/9 TR \ Vitamin C

» —

Mitochondrion

sompartmentation -~
Lipid bilayer— —
of all cellular f
membranes
Vitamin E +

[3—carotene

Sekil 2: Hucre icindeki anti-oksidatif sistemler (Basic Medical Biochemistry A Clinical
Approach, Second Edition, Colleen Smith, Ph.D., Allan D. Marks, MD, Michael
Lieberman, Ph.D. Lippincott Williams& Wilkins , Kluwer Company, USA)

Vitaminlerin yani sira, direkt olarak serbest radikal temizleyicisi veya indirekt
yolla, antioksidan olarak davranan birgok molekidl bulunmaktadir. Endojen
antioksidatif savunma mekanizmalari oksijen ve nitrojen’den kaynaklanan reaktif

artnlerin neden oldugu molekuler dizeydeki toksisiteyi azaltmaktadir. Bu sistemler
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ylksek oranda reaktif olan hidroksil radikali ("OH), ciftesmemis oksijen, hidrojen
peroksit (H202), nitrik oksit (NO) ve peroksinitrit anyonu’nu (ONOO
detoksifikasyona ugratmakta ve ayni zamanda c¢esitli antioksidatif enzim sistemlerini
stimule etmektedirler (25).

Antioksidanlar ya direkt olarak serbest radikalleri ve reaktif oksijen turlerini
temizlerler, ya da indirekt olarak serbest radikalleri veya onlarin ara Grunlerini
metabolize ederler ve zararsiz Urlnlere donustururler. Birgok antioksidan enzim
yapisinda olup, toksik molekulleri ya hucrelere zarar vermeden once yok ederler ya

da onlardan olugacak olan toksik molekullerin meydana gelmesini 6nlerler (25).
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Sekil 3: Eritrositlerde yer alan anti-oksidatif enzim sistemleri (Free Radicals, Oxidative Stres,
and Antioxidants, Edited by Tomris Ozben, NATO ASI Series, Life Sciences vol.296)

BUtlin aerobik hicrelerde redoks durumlarinin strdurulebilmesi icin mutlaka
glutatyon’un (y-L-glutamyl-L-cysteinyl-glycine) indirgenmis formunda yani GSH olarak
tutulmasi gerekmektedir. Direkt olarak serbest radikal temizleyicisi olarak gorev
yapan GSH, ayni zamanda, H.O2'in H.O’ya indirgenmesini ve katalize eden bir
enzim olan glutatyon peroksidaz (GPx) enziminin ko-substratidir (Sekil 3). Bu sirada
lipid hidroperoksidler GSH’1, disulfit sekline (GSSG) okside ederler. Normalde,
GSH/GSSG orani; 99/ <%1’dir. Eger bu oran GSSG lehine degisir ise, yani GSSG

orani daha da yukselir ise, bu hucreler icin olduk¢a zararh olmaktadir. Sitozolik bir
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enzim olan glutatyon reduktaz (GR), GSSG’den GSH’in tekrar elde edilmesi i¢in gcok
onemlidir (20).

Enzimler, hicrelerin alt birimlerinde, toksik maddelerin temizlenmesinde ¢ok
onemli rol oynamaktadir. Antioksidatif etkileri olan enzimler slUperoksid dismutaz
(SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon reduktaz (GR) ve katalaz (CAT) olup,
hucrelerde lokalize olmusglardir. Sekil 4 'de bu katalitik ajanlarin hicre iginde dagilimi
gorulmektedir.

GPx ve CAT, Kkatalitik olarak huacrelerden HxO, ve lipid peroksitleri
temizlemekte ve boylece *‘OH olusumunu 6nlemektedirler. Bu islem sirasinda, GPx,
GSH’1 oksitlenmis Urtnlerine yani GSH dislilfit yapisina (GSSG) dénustlirmektedir.
GR ise, GSSG'yi tekrar GSHa donusturmekte olup, bdylece radikal hasarini
azaltmakta ise yaramaktadir. GPx ‘in hicrelerden H2O; ¢ikarmasinin yani sira, ayni
zamanda OONO" azaltma gorevi vardir, boylece oksidatif stresi azaltmakta ek bir
katalitik fonksiyonu vardir (20).

SOD ise, anti-oksidatif sistemde ilk harekete gegen enzim olup, ¢ok toksik olan
superoksid anyonunun dismutasyonunu katalizlemektedir. Superoksid anyonunun
dismutasyonu yoluyla olugsan hidrojen peroksit (H-O2) ise GPx veya CAT yoluyla
inaktive olmaktadir (Sekil 5). CAT ise, GPx aktivitesi eksikliginde bu enzimin
aktivitesini kompanse etmektedir. GPx enzimi, dokulari H2O, ve lipoperoksitlerin
olusturdugu oksidatif hasara kargi koruyan baslica enzimdir. GPx enzimi, aktivitesi
icin koenzim olarak selenyum’a (Se) ihtiyag duymaktadir (24). Deneysel olarak
SOD’un birgok durumda oksidatif hasari azalttigi saptanmistir. Bazi istisnai
durumlarda, 6rnedin Down sendromunda SOD aktivitesinin arttiyi saptanmis ve
bunun oksidatif hasar arttirdigi gosterilmis olup, bu durumun *OH’nin olusumunun

artmasi ile ilgili oldugu bulunmustur (20).
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Sekil 5: Siperoksid anyonunun dismutazi ve antioksidatif enzimlerin calismasi (Basic
Medical Biochemistry A Clinical Approach, Second Edition, Colleen Smith, Ph.D., Allan D.
Marks, MD, Michael Lieberman, Ph.D. Lippincott Williams& Wilkins , Kluwer Company, USA)

2.3. Ostrojenin Oksidatif Sistem Uzerindeki Etki Mekanizmasi ve Ostrojen

Replasman Tedavisinin (ERT) Onemi

Oksidatif stresin aterosklerozun patogenezinde énemli bir rol oynadigi ve
radikal temizleyici enzimlerin aktivitesi ve ekspresyonu yoluyla bu etkinin
degistirebilecedi arastirmalarda belirtiimistir. Ostrojenin vazoprotektif etkisinin onun
antioksidan ozelligi ile ilgili oldugu destekleyen calismalar bulunmaktadir (26).

Kanda bulunan baslica éstrojen, dstradiol (E) dir. Kadinlarda Greme organlari
E> icin major bir hedef ise de, ¢esitli dokular, 6rnegin vaskuler duvarlar, E»
reseptorleri icermektedirler ve bdylece E» icin hedef doku olmaya baslarlar. 17(3-
Ostradiol’dn vaskuller diz kas hucrelerinde, angiotensin-Il ile induklenen serbest
radikal Uretimini bozdugu rapor edilmistir. insan uterin damarlari, safenéz venleri ve
koroner arter duvarlarinda E; reseptorleri saptanmistir. Ayrica diger bir dnemli bulgu
ise, kadinlarda, saglikli ve aterosklerotik koroner arterler kiyaslandiginda,
aterosklerotik damarlarin daha az &strojen reseptorleri icerdikleri gdsterilmistir.
insanlar ve hayvanlarda her iki tiirde de, vaskiler diiz kas hiicreleri dstrojen igin
reseptdr icermektedirler (27, 28).
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Ostrojen eksikliginde kadinlarda kardiyovaskiiler riskin artti§i saptanmis olup,
bu durum lipid duguricu, renin-anjiotensin sistem ve kalsiyum-kanal blokaji Uzerine
olan etkilerine ragmen, dstrojenlerin asil etkilerini vaskuler sistemde oksidatif stresi
azaltmakla gosterdigi bildirilmistir. Hidrojen peroksit, superoksit ve hidroksil radikali
direkt olarak hucrelerde toksik etki gostermekte, endotelde disfonksiyona,
proliferasyona ve vaskiler diz kas hucrelerinde (VSMCs) apoptozise neden olmaka
ve bu durum aterosklerotik plagin destabilasyonunu ile sonuglanmaktadir. Reaktif
oksijen turlerinin (ROT) bu koétu etkileri, NO molekuli yoluyla dengelenmeye
calismakta olup, bu molekilin ateroprotektif etkilerinin oldugu bildirilmistir. ROS’un
artmasiyla, NO' molekillinde pargalanma olup, bu da vaskiler hasara yol
agmaktadir. Birgok yazar, dstrojenin, NO molekulinin sentezini arttirmak yoluyla
vazoprotektif etkisini sirdirdigina bildirmigtir (26).

NO oldukga reaktif bir molekdl olup, in vivo yari-6mrinin sadece birkag saniye
oldugu saptanmistir. Endojen olarak olusan NO’in major yolu, nitrit (NO2') ve nitrata
(NO3) oksidasyonudur. Normal fizyolojik kosullar altinda, endojen NO' olusumu
disuk olup, saglikl kigilerde plazma nitrit konsantrasyonlari Ol¢ilemeyecek
seviyelerdedir. NO’in diger metaboliti olan nitratin plazma konsantrasyonu,
Olcllebilecek duzeylerde olup, ©Ornegin septik sokta 100 pM/L’'ye kadar
yukselebilmektedir. Bobrekler yolu ile atilan nitratin, yari é6mri 5-8 saat ve plazma
klerensi 20 ml/dak duzeylerindedir. NO’in direkt Olgllmesi olduk¢a gugtur,
plazmadaki nitratin endojen olarak kaynagi sadece NO’dir. Bu nedenle plazmadaki
nitrat dizeyleri NO* Uretiminin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (29,30).
Ostrojenin NO (iretimini regiile edilebilecedi ve endotelyal NO (iretiminin 8strojen
aracihgr ile artmasi nedeniyle, uUreme yasindaki kadinlarda kardiyovaskuler
hastaliklara kargi koruyucu etkide bulunabileceg@i bildirilmistir. Ayrica, kadinlarda
menstrial siklusda E dizeylerinin en ylksek oldugu 14. ginde, NO  dlizeylerinin en

yuksek degerlere ulastigi rapor edilmistir (31).

Menstruasyonun ve ovaryan fonksiyonun kalici olarak sonlanmasi durumu
olan menopoz, 40-55 yaslari arasinda baslamakta, ortalama bagslangi¢c yasi ise
50’dir. Bu dénemde sik eglik eden semptomlar olan sicak basmasi, dejeneratif

durumlardan olan ateroskleroz, osteoporoz, derideki atrofik degisklikler ve yashlik
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surecinin hizlanmasi Ostrojen yoklugu ile tetiklenmektedir. Bu rahatsizliklarin
gideriimesinde HRT mevcut, yaygin olarak kullanilan ajandir (1, 2, 32).

Postmenapozal dénemde, Ostrojen eksikligi nedeniyle Ostrojenin koruyucu
etkisinden muaf olunmasi, ateroskleroz, osteoporoz, KVH’lar, gibi patofizyolojisinde
oksidatif stresi iceren ciddi metabolik bozukluklara neden olmaktadir. Organizmada
proteinler, nukleik asitler, karbonhidrat, ve lipidler oksidatif strese maruz kalmakta ve
Ozellikle LDL’nin oksidatif strese maruz kalmasi ateroskleroz gelisiminde énemli rol
oynamaktadir. Organizmada meydana gelebilecek bu hasarlari dnlemede cesitli
antioksidan sistemler gorev almaktadir (7, 8, 9).

Antioksidan enzimler, normal metabolizma sirasinda Uretilen reaktif oksijen
turlerinin (ROT) aerobik hlcrelerde sebep oldugu oksidatif hasara karsi hicreleri
korurlar. Asiri derecede ROT uretimi veya enzimatik-enzimatik olmayan antioksidan
sistemdeki eksiklik oksidatif stres ile sonuglanir. Oksidatif stres menapoz sonrasi bir
takim fizyolojik degisiklilerin olugsmasi ile iligkilidir, antioksidan enzim duzeylerindeki
degisiklikler ve artmis oksidatif hasar bu dénemde meydana gelir (33, 34).

Ostrojenlerin ROT tlrlerinin olusumunu azalttigi ve bdylece oksidatif stresi
olusumunu 0Onledigi, hem in vivo hemde in vitro olarak dnemli kanitlarla gosterilmistir
(3, 35).

Ostradiol bir antioksidan ve serbest radikal toplayicisidir. Ostradiollin
antioksidan 6zelliginin hidroksifenolik yapidan ve dogal antioksidan enzimlerin
aktivitelerini stimulle edici etkilerinden kaynaklandigi disunulmektedir (36, 37). Ancak
etki mekanizmasi tam olarak ac¢iklanabilmis degidir. Bazi gorusler antioksidan etkinin
fenolik halka yapisindan kaynaklandigini (38, 39), diger bir gorise goére ise
antioksidan enzim aktivitelerini degistirmek yoluyla etkili oldugunu savunmuslardir
(40, 41, 42).

Postmenopozal kadinlarda énemli oranda artmis kardiyovaskuler hastaliklar
temelde, Ostrojen eksikliginin neden oldugu artmis ateroskleroz geligsiminin
sonucudur. Bu doénemde LDL eleminasyonunu bozulmasi sonucunda, LDL
kolesterol ve TG seviyelerinde yukselme géruldigu gibi, LDL’nin karaciger ve arterial
intimada oksidasyonunda da artma meydana gelmektedir (43, 44).

Ayrica Ostrojenin lipid parametreleri Gzerine olumlu etki gostermesi,

ateroskleroza kargi koruyucu etki mekanizmalarindan birini olugturmaktadir. Ancak
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calismalarda 6Ostrojen, uygunsuz lipid profili bulunan durumlarda dahi ateroskleroza
karg! koruyucu etki gostermistir. Bu durum onun serbest radikal toplayici, boylece

LDL oksidasyonunu inhibe edici 6zelliginden kaynaklanmaktadir (45).

2.4. Melatonin ve Oksidatif Stres ile iliskisi

Melatonin klinik olarak yillardir kullaniimakta olup, gtvenle kullanilabilecegdi ve
iyi tolere edildigi bilinmektedir. Melatoninin gunlik dozu kisa sureli bir kullanimda 0.1-
1000 mg arasinda degismektedir (46). Melatonin 40 yil 6ncesinden kesfedilmesine
ragmen, serbest radikalleri temizleyici ve antioksidan etkisi son 10- 15 yillik bir
doénem iginde dikkat cekmeye baslamistir. Bundan daha 6nce, melatonin’in sirkadian
ritmi  bilinmekte, buna ek olarak immun fonksiyonun modulasyonu, tumor
bdyUmesinin inhibisyonu ve retinanin fizyolojisi ile iligkisi bilinen etkilerindendir.
Melatonin’in bir amino asid olan triptofandan tlredigi ve pineal bezde Uretildigi
bilinmektedir (Sekil 6). Bununla beraber, kemik iligi, lenfositler, retina, ovaryum, lens,
gastrointestinal sistemde de olustugu saptanmistir. Bazi hicreler ve vicut sivilari
yuksek dlzeylerde melatonin icermektedirler. Ornegin, kemik iligi hiicrelerinde, safra
ve serebrospinal sivida melatonin duzeyleri serumdaki seviyelerinden onemli
derecede yuksektir. Canli hicrelerde, melatonin konsantrasyonlari hucrelerin alt
boélimlerinde duzgun bir dagilim géstermemektedir ve bu nedenle melatonin’in hiicre

icindeki duzeylerine ait bilgiler azdir (20, 47).
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Sekil 6: Pineal bezde melatonin sentezinin sematik gosterilisi

Daha o6nce de bahsedildigi gibi, “OH radikali hiicreler icin son derece tehlikeli
bir molekul olup, ilk olarak melatonin tarafindan temizlenen serbest radikal olarak
rapor edilmistir (48). Melatoninin, *OH radikalinin % 50’sini temizlemek igin gerekli
olan dozu 21 uM olarak saptanmistir. Bu doz *OH radikalini temizlemek igin gerekli
olan antioksidan molekullerden glutatyon ve mannitol'in dozundan 5- 10 kat daha
azdir. *OH radikali'nin yart 6mri uzun oldugundan ve bunu temizleyici molekiillerin
ona ulasmasi igin hucre i¢inde oldukga uzun yol almak zorunda olduklarindan, bu tr
temizleyicilerin hasari azaltmalari i¢in bu radikalin olustugu hemen her yerde
bulunmalari gerekmektedir. Melatonin’in ise organizmadaki her hucreye girdigi ve
batin subsellller katmanlari gectigi bilinmektedir. Boylece, hiucre membranlarinda
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bulunan poliansatire yag asidlerini, sitozoldeki organelleri, ¢ekirdekteki ve
mitokondrideki DNA’y1 korudugu bildirilmistir (20, 49, 50, 51).

Melatoninin klasik antioksidanlara (6rnegin; E vitamini, ki bulundugu vyer
lipidden olusmus c¢evre ile sinirhdir, ¢unki lipid ortamda ¢6zinmektedir) goére
subselluler dagihminin daha iyi oldugu bilinmektedir. Ayrica, melatoninin kan-beyin
bariyerini ve plasentayi gectigi ve bu iki bélgenin de E vitamini igin, girilmesi oldukca
zor bolgeler oldugu bilinmektedir. Bu arada, tokoferol’iin tokoferol radikalinden tekrar
rejenere edildigi ve etkisinin devamli oldugu bildirilse bile, ayni durum melatonin igin
de gegerlidir. ilk basamakta olusan indol radikalinden tekrar melatonin olustuguna ve
bu etkisinin E vitaminin gibi surekli olduguna dair kanitlar mevcuttur (20)

Melatonin’in bir diger koruyucu etkisi Zang ve ark. (52) bildirdigine gore, H>O»
ile etkilesimi yoluyla olmaktadir. Daha 6nce bahsedildigi gibi, *OH molekulinin
olusumunun engellenmesi, onun yol agcacagi zararh etkilerin dnlenmesinden daha
kolay olmaktadir. Bu birkag yolla olmaktadir. H>O5 ‘in, Fe?* veye Cu?* ile birlesmesi
ve boylece Fenton reaksiyonu ile ‘OH radikaline dontsimini engellemek igin, HoO»
enzimatik olarak veya antioksidan molekuller yoluyla temizlenmektedir (Sekil 7).
Melatoninin gesitli arastirmalarda H>O» molekulint temizlemede oldukga etkili oldugu
gOsterilmigtir (47, 52, 53, 54).

Feng ve ark. (46), Alzheimer hastaligi olan transjenik farelerde ve
overektomize olmus algilama yetenegi dusmuis adult farelerde in vivo olarak
yaptiklari c¢alismalarinda, uzun sudreli olarak melatonin uygulamasinin frontal
korteksde apoptozisi onemli Olgude azalttigini ve bu modellerde 6grenmeyi ve

hatirlamayi duzelttigini rapor etmislerdir.
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Sekil 7: Melatonin’in serbest radikal temizleyici 6zelligi

Hipoklorik asit (HOCI), bakterileri 0Oldirmek amaciyla aktive olmus
makrofajlarda Uretilir, bununla beraber yakinindaki molekullere zarar verebilmektedir.
(Sekil 8). HOCI, 5-thio-2-nitrobenzoic acid’'in (TNB) oksidasyonu ile indiklenmektedir
ve melatoninin TNB’nin oksidasyonunu azalttigi saptanmigtir (55). Marshall ve
ark.’nin bu bulgularini, Cahn ve Tang (56) desteklemisler ve makalelerinde

melatoninin HOCI'yi nétralize ettigini bildirmislerdir.
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Sekil 8: Notrofillerde, Miyeloperoksidaz'in (MPQO) yer aldigi reaksiyonlar (Basic Medical
Biochemistry A Clinical Approach, Second Edition, Colleen Smith, Ph.D., Allan D. Marks,
MD, Michael Lieberman, Ph.D. Lippincott Williams& Wilkins , Kluwer Company, USA)

NO' , nitrojen molekull ile ilgili bir radikal olup, bazi deneysel durumlarda
(6rnegin, serebral iskemi-reperflizyon hasari) hasarlayici bir makromolekil oldugu
bulunmustur. Melatonin’in ortamdan NO' molekulini temizledigi saptanmistir (57).
NO' ve O** reaksiyona girmesiyle peroksinitrit (ONOO™) meydana gelmektedir (Sekil
9). Bu molekul bir serbest radikal degilse de, bulundugu ortamdaki makromolekdlleri
yilkmakta ve ndronlarin kaybina neden olmaktadir (58). Melatoninin, ONOOi
noétralize ettigi ve in vitro ¢alismalarda DNA'nin ¢ift sarmalinin ONOO™i tarafindan
kirilmasini engelledigi bildirilmistir (59). Cuzzocrea ve arkadaslar (60, 61, 62, 63), bu
bilgilerden yararlanarak yaptiklari hayvan deneylerinde, inflamasyon olusturmuslar ve
her seferinde immunohistokimyasal olarak melatoninin nitrotirozini (ONOQO" yoluyla

tirozinin nitrasyonu ile olusmaktadir) azalttigini bulmuslardir.
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Sekil 9: Peroksinitrit anyonu (OONO"), hidroksil radikaline ("OH) pargalanabilmekte ve toksik

molekdilleri olusturabilmektedir.

Reaktif oksijen turlerini (ROT) temizleyen ve onlarin yikici etkilerinden
korunma saglayan ¢esitli enzim sistemleri bulunmakta olup, majér antioksidan enzim
sitemleri SOD, CAT ve GPx'dir. Fizyolojik, ve en dugsik farmakolojik dozunda verilen
melatoninin, bu enzimlerin gen duzeyinde sentezlenmelerini ya da aktivitelerini
arttirdigi gosterilmistir. Yapilan bir galismada melatonin verilmesinin SOD’ un her iki
tiri olan, MnSOD ve CuZnSOD’'un mRNA dulzeylerini, sirasiyla %35 ve %52
dizeylerinde arttirdigini saptanmistir. SOD duzeylerindeki artigin ise, tipki trizomi
21’deki gibi, CAT veya GPx (veya her ikisi birden) duzeylerinde herhangi énemli bir
artis olmadan da olabilecegini bildirmislerdir (20, 64).

Ratlara akut olarak (bir enjeksiyonda 500 pg/kg) ve kronik olarak (30 gin
boyunca 50 ug/kg veya 50 gin sure ile 500 ug/kg) melatonin verilmis ve beyin
dokularinda MnSOD ve CuZnSOD gen duzeylerininde artis oldugu saptanmigtir.
Bununla beraber, kronik olarak melatonin verilmesinin her iki molekulin mRNA

dizeylerinde daha buyuk artisa neden oldugu bulunmustur (65).
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Diger bir galismada, olusan H>O>'in ortamda gesitli metabolik yollar oldugu
gosterilmistir (66). Fenton reaksiyonu ile ‘OH radikaline doniismekte olup, ¢ok
miktarda olugan bu molekulun surekli doniguimunin organizmada gercgekten yikici
etkilere neden oldugu bilinmektedir. H,O2'in temizlenmesinde rol oynayan diger iki
enzim ise GPx ve CAT’dir. Melatonin’in GPx aktivitesini etkiledigi, ilk olarak 1995
yiinda Barlow-Walden ve ark. (67) tarafindan rapor edilmistir. Daha sonra ise,
melatoninin beyinde GPx aktivitesi Uzerinde stimulatér etkisinin oldugu ve H>O»
molekulinun temizlenmesinde CAT’dan daha etkili bir rol oynadidi iddia edilmigtir
(68). Yapilan bir galismada, beyin GPx aktivitesinin anneye melatonin verilmesinden
sonra bebeklerde de saptandigi bildirilmistir (69). Ayrica, melatoninin GPx aktivitesi
Uzerine etkisinin, sadece beyin ve diger memeli dokular Uzerinde etkili olmadig,
farmakolojik dozlarda (500 pg/kg) melatonin enjeksiyonundan 90 dakika sonra
civcivlerde akciger, bagirsak, bobrek, pineal bez, karaciger, beyin, kalp ve
eritrositlerde bu enzimin aktivitesinin % 22- 138 oraninda 6nemli Ol¢ide arttigi
bildirilmigtir (70). Yine, ayni ¢alismada, GPx aktivitesindeki bu artisin gece melatonin
duzeyindeki artis ile beraber oldugu, gece isikta birakilan civcivlierde bu aktivitenin
artmadigr rapor edilmistir. Bu metabolizma sirasinda, H;O, ve hidroperoksid
molekulleri, GPx molekuli yoluyla katalitik olarak temizlenmektedirler; bu
reaksiyonlarda GSH disulfit formuna (GSSG) oksitlenmekte olup, hicrelerdeki total
glutatyonun % 99’'u GSH olarak bulunmaktadir. Boylece, GSSG olustugunda hizli bir
sekilde, GR enzimi yoluyla GSH’a donusturilmektedir. Bu etkisinden dolayi, GR’ de
onemli bir antioksidatif etki olarak dikkate alinmaktadir. Civciv ve farelerde yapilan
calismalarda yine gece boyunca GR aktivitesinde melatonin duzeyi ile birlikte artis
saptanmigtir (71).

Batin bu bilgilerin sonucunda, GSH dongusiniu ve tekrar sentezini kontrol
altinda tutugu icin melatoninin onemli bir antioksidan molekul oldugu sonucuna
variimistir. Bununla beraber, melatoninin hicrelerde H>O.'in temizlenmesinde etkili
olan CAT enzimi Uzerine etkileri hakkinda genig bilgi bulunmamaktadir. CAT batin
aerobik organizmalarda bulunmakta olup, normal olarak peroksizomlarda lokalize
olmustur. Diger antioksidatif enzimlerde oldugu gibi CAT aktivitesi de yodun bir
oksidatif stres altinda bozulmakta yani azalmaktadir. Bazi durumlarda, CAT

aktivitesindeki bu dismenin, melatonin ortamda olsa bile gortlebilecegi saptanmistir.
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Bunun, melatoninin proteinleri de icine alan, makromolekuller UGzerindeki genel
koruyucu etkilerinden biri oldugu bildirilmigtir (20).

Bununla birlikte, melatonin’in fizyolojik veya farmakolojik dozlarinda, cesitli
antioksidan enzim aktivitelerinin arttig1 bilinmektedir. Potansiyel olarak pro-oksidatif
yani oksidan olarak oncil bir molekil olan NO sentezinde goérev alan nitrik oksit
sentaz (NOS) aktivitesinin ise melatonin yoluyla inhibe edilebilecegi gdsterilmigstir.
NOS, arjininden NO® olusumunu katalize eden bir enzimdir. NO* molekill fazla
miktarda Uretildiginde O," ile birleserek, oldukga toksik bir molekiil olan ONOO™i
olusturmaktadir.  Bu nedenle, NOS pro-oksidatif bir enzim olarak
degerlendirilmektedir (20). ilk olarak Pozo ve ark (72). ve Bettani ve ark (73). hem in
vitro, hem in vivo melatoninin fizyolojik konsantrasyonlarinin NOS aktivitesini inhibe
ettigini gostermiglerdir. Daha sonraki galismalarda da iskemi/reperfuzyon hasarinda

NOS aktivitesinin melatonin yoluyla inhibe oldugu rapor edilmistir (74).

Antioksidan enzimler Uzerine melatoninin etkisi sekil 10°da 6zetlenmigtir (20).
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Sekil 10: Antioksidan enzimler Gzerinde melatoninin etkileri
Yukaridaki sekil asagidaki gibi 6zetlenebilir;
1. indirgenmis glutatyon (GSH) hiicrelerde majér antioksidatif molekdildiir.

Melatonin, GSH hemostazini, antioksidatif enzimler olan GPx ve GR

enzimlerini stimule etmek yoluyla tesvik etmektedir.

2. Melatonin, GPx enzimini arttirmak yoluyla, H>O2'i ve ROOH’i ortamdan

cikartmak yoluyla oksidatif hasari 6nlemektedir.

3. Enzimatik olarak H>O'i yikan enzimlerden biri olan CAT’in oksidatif stresde

azaldigi gosterilmis olup, bu enzimin yikiiminin melatonin ile engellendigi

saptanmisgtir.
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2.5. Dekspantenol ve Oksidatif Stres ile iligkisi

Dekspantenol (Provitamin B5), B-kompleks vitaminlerinden biri olan pantotenik
asit (PA)’'in 6n maddesidir ve deri tarafindan hizla emilerek vicutta pantotenik asit’e
donusur. PA, karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasinda enerji donisuimu
basamaklarinda yer alan ve yasamin surdurulebilmesi i¢i esansiyel bir koenzim olan
koenzim A prekdrsoérudur. Bir nérotransmitter olan asetil kolinin sentezinde gorev alir.
Bu etkisi nedeniyle intravendz formu bagirsak atonilerinin tedavisinde kullanihr (75).

Yapilan arastirmalarda oral ve topikal olarak uygulanan pantotenik asitin
epitelizasyonu ve yara iyilesmesini hizlandirdigi gosterilmistir.  Bunlarin yani sira,
pantotenik asitin antioksidan ve antienflamatuvar etkileri de vardir (76, 77, 78).

PA ve derivelerinin serbest oksijen radikalleri tarafindan meydana getirilen
hidcre hasarina, radyasyona karsi koruyucu etki gosterdigi ve antioksidan etkileri
oldugu bir ¢cok galisma ile rapor edilmigtir. Pantotenik asitin, bu etkisini GSH(redukte
glutatyon), koenzim A ve ATP sentezini arttirarak etki gdsterdigi saptanmistir (79, 80,
81).

Slyshenkov ve ark. (79) tarafindan timoér hucreleri Gzerinde yapilan bir
calismada PA ve derivelerinin, koenzim A ve glutatyon duzeyini arttirdigi gibi ayni
zamanda, fosfolipid ve kolesterol sentezinde de artisa yol agtigi saptanmistir.
Sonugta bu ¢alisma ile koenzim A’ nin, oksidatif strese karsi dGnemli bir hiicre defansi
saglayan GSH biyosentezini etkiledigi saptanmistir. Ayni zamanda membran
fosfolipitleri ve kolesterol sentezini iceren onarim mekanizmalarini da etkileyerek
serbest oksijen radikal hasarina karsi koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir. Ayni
yazarlarin 2003 yilinda yaptiklari ¢alisma ile koenzim A prekursorleri olan pantetonik
asit, pantenol ve diger derivelerinin, GSH seviyelerini arttirarak hdcreleri ve tim

organlari oksidatif hasara karsi koruduklari saptanmigtir (82).
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Geregler

Calismamizda gerekli olan bidistile su Millipore PCR cihazindan elde edildi.
37°C’lik enkubasyonlarda Kotterman calkalamali su banyosu ve pipetleme
islemlerinde 5- 50 ul, 10- 100 pl, 20- 200 ul ve 200- 1000 pl'lik otomatik ayarlanabilir
pipetler kullanildi. Calismalarda Shimadzu UV 160 spektrofotometresinden
yararlaniimigtir. MDA ve NO® ¢alismalarinda ise, mikroplate okuyucu (XL- 800)

kullanilmis, sonuglar otomatik olarak cihaz tarafindan hesaplanmistir.

3.2. Calisma Gruplan

Calismamiz Adnan Menderes Universitesi deney hayvanlari laboratuvarindan
elde edilen 270- 310 gram agiriginda 50 adet matiur disi Wistar albino sigan
kullanilarak yapildi. Calisma suresince tum hayvanlar standart laboratuvar kosullari
(12 saat gun 15191, 12 saat karanlik, havalandirmali, sabit i1sili ve serbest su ve gida
saglanan) altinda tutuldu. Siganlara cerrahi igslem éncesi intraperitoneal (i.p.) anestezi
(ketamin 50mg/kg ve ksilazin 5mg/kg) uygulandi. Ardindan geri gekme ve gz kirpma
refleksleri kontrol edildikten sonra orta hat insizyon yapilarak alt abdominal kavite
eksplorasyonu saglandi ve her iki over total olarak gikarildi. Menopoz gelisimi i¢in 3
haftalik bekleme siresinin ardindan siganlar 7 gruba ayrildi; kontrol grubuna (n=8)
herhangi bir igslem uygulanmadi, diger gruplar ise (n=7) ooferektomili olup, 14 gun
tedavi verildi. Tedavide kullanilan toz haldeki 173- estradiol (Sigma, E 8515-5G)
susam yagi icerisinde eritilerek 100 pg/kg olacak sekilde subkutan (s.c.) olarak
uygulandi. Melatonin (Sigma, M5250-1G) %96’lik etil alkol iginde ¢dzindukten
sonra %0.9 fizyolojik serum ile dilie edilerek 5-20 mg/kg konsatrasyonlar saglanip,
i.p. olarak enjekte edildi. Dekspantenol (Bepanthene® ampul) 250- 500 mg/kg
konsantrasyonlarda i.p. olarak enjekte edildi. Tedavi bitiminde Adnan Menderes
Universitesi Farmakoloji Anabilim Dali laboratuvarinda intraperitoneal anestezi
(ketamin 50 mg/kg ve ksilazin 5 mg/kg) altinda intrakardiak kan alinan sigcanlar,

operasyon sirasinda eksanguinasyon iglemi ile sakrifiye edilmistir.
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Gruplar asagidaki sekilde hazirlanmigtir:

Kontrol grup

Ooferektomi yapilan grup (Ovx),

Ooferektomize + 6strodiol (100 pg/kg/gun) (Ovx+Ey)

Ooferektomize + Gstradiol+ melatonin (5 mg/kg/gun) (Ovx+Ex+MT 5)
Ooferektomize + dstradiol+ melatonin (20 mg/kg/gun) (Ovx+Eo+MT 20)
Ooferektomize+ 6stradiol+ dekspantenol (250 mg/kg/gin) (Ovx+E>+Dxp 250)

N o o ko0 b=

Ooferektomize + dstradiol+ dekspantenol (500 mg/kg/glin) (Ovx+Ex>+Dxp 500)

3.3. Kan Orneklerinin Alinmasi, islenmesi ve Saklanmasi

Kan érnekleri biri EDTA’I digeri diz kan tipU olmak Uzere iki tipe alindi. Alinan
EDTA’lI kan drneklerinde total GSH dluzeyleri bakildi ve bu degerin hesaplanabilmesi
icin ayni zamanda Hb duzeyleri saptandi. Daha sonra kan 6rnekleri 4.000 rpm’de 10
dakika santrifiij edildi ve eritrositlerde antioksidatif enzim kapasitelerini CAT, GSH-Px
ve GR dlgmek icin eritrositler U¢ kez soduk serum fizyolojik ile yikandiktan sonra
hemolizat 6rnekleri hazirlandi. Yine, bu hemolizat 6rneklerinde de Hb duzeyleri
saptandi ve de@erler buna gore verildi. DUz kan ornekleri ise yine 4. 000 rpm de
10dakika santriflj edildi ve serum kismi ayrildi. Serum Orneklerinde MDA ve NO°

(nitrit+nitrat) dUzeyleri saptandi.

3.4. Caligmada Kullanilan Yontemler
CAT Olgiim Yontemi
Aebi’nin yontemine gore saptandi (83). Fosfat tamponu (50 mM pH:7.4) olacak

sekilde, potasyum dihidrojen fosfat (KH.PO4) ve disodyum hidrojen fosfat
(NazHPO4.2H20) ile hazirlandi. H2O2 (30 mM) olarak hazirlandi.
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Tampon ile dilie edilmis 6rnege, H>O.'li tamponun eklenmesi ile baslayan
absorbans degisimi, spektrofotometrede 240 nm'de izlenerek, 15 saniyedeki
absorbans degisimi 6lguldi ve asagidaki formule gbre hesaplama yapildi. Sonuglar
U/g Hb olarak verildi.

k= (2.3/At)log (Absi/Absz)= 0.1175/At (sn™")

MDA Olgiim Yoéntemi

Serumda MDA saptanmasi Ohkowa’nin yontemine goére yapildi (84). % 0,67’lik
TBA (2-Thiobarbutiric acid) ¢dzeltisi ve n-butanol kullanildi. Tiyobarbittrik asid ile
MDA’nin reaksiyona girmesinden sonra reaksiyon Urinu n-butanol ile ekstrakte
edildi. MDA standardi olarak, malonaldehit bis-(dimetil asetal) kullanilarak, 1- 40

nmol'lik standartlar hazirlandi.

Orneklerdeki absorbanslar spektrofotometrede, 540 nm'de mikroplate
okuyucusunda okundu ve hesaplar otomatik olarak gizilen standart egriden

hesaplandi. Sonuglar pol/L olarak verildi.

GSH Olgiim Yoéntemi

Tietze’in metoduna goére tam kanda olguldi (85). Presipite edici sollsyon;
metafosforik asit, disodyum EDTA ve sodyum klordr (NaCl) kullanilarak hazirlandi.
Disodyum fosfat solisyonu; di sodyum hidrojen fosfat (Na,HPQO,) ile hazirlandi.
DTNB solusyonu; [5,5-Dithio-bis (2-nitrobenzoic acid)] ve sodyum sitrat ile

hazirlandi.

GSH standardi; (reduced glutathione) kullanilarak 1-60 mg/dl'lik standartlar
olarak hazirlandi. Standartlar ve 6rnekler spektrofotometrede 412 nm'de kore karsi
okutuldu. Sonuglar mg/ g Hb olarak verildi.
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GPx Ol¢iim Yéntemi

GPx aktivitesi Kakkar ve ark. (86) yontemine gbre mindr modifikasyonla
saptandi. GPx reaksiyon karisimi; 75 mmol fosfat tamponu (pH 7.0), 60 mmol GSH,
30U/ml GR, 15 mmol NaxEDTA icermektedir. Kivet 37°C’ye ayarlanan
spektrofotometreye kondu. Kivetin igine reaksiyon karigimi konarak gerektigi kadar,
dilie edilmis hemolizat eklendi. Reaksiyon H>O, (%30) ile baslatildi ve NADPH’daki
absorbansin azalmasi 340 nm’de 3 dakika izlendi. Non enzimatik reaksiyon hizi kor
calisilarak hesaplandi ve elde edilen sonuglardan c¢ikartildi. Sonuglar U/g Hb olarak

verildi.

GR Olgiim Yéntemi

GR, Racker ve ark. (87) yontemine gore saptanmistir. Reaksiyon karisimi; 50
mmol/L Tri, Ph 7.6, 100 umol/L EDTA, 4 mmol/L GSSG (oksitlenmis glutatyon), 120
pmol/L NADPH ile hazirlandi. Reaksiyon karigimi kiivetlere kondu ve uygun oranda
eritrositlerden hazirlanmisg hemolizat konarak reaksiyon baslatildi. 340 nm’de 37°C’de
NADPH’In oksidasyonunun izlenmesi yoluyla GR diizeyleri saptandi. Ornek yerine su
kullanilarak, ayni sekilde kor galigilarak elde edilen sonug, 6rneklerden elde edilen

sonugctan c¢ikartildi. Reaksiyon 3 dakika izlendi. Sonuglar U/gHb olarak verildi.

Cu, Zn SOD Olgiim Yéntemi

Eritrositlerde SOD 6lglimi Sun ve ark (88) yontemine gére saptandi. Oncelikle
eritrositler kloroform, etanol ile iyice galkalandi ve 6rnekler igindeki SOD 12.000 1
saat santrifUjlendikten sonra ekstrakte edildi. SOD deney c¢ozeltisi; 0.3 mmlo/L
xantine, 0.6 mmol/L EDTA, 150 umol//L nitroblue tetrazolium (NBT), amonyum stilfat
(NH4SOy4), 20167 U/L xantine oxidase (XOD) icermekteydi. Bu calisma ¢ozeltisine
ornekler eklendikten sonra 25° C’de su banyosunda, XOD c¢ozeltisi eklendi.
Reaksiyon bakir klortr (CuxCl) eklenerek durduruldu. Ayrica kor ¢ozeltisi hazirlandi.

Deney sonunda olusan renk 560 nm’de spektrofotometrede olguldu.
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SOD standardi (<Cu, ZnSOD porcine erythrocytes) ile, 0-270 ng/tip ve %
inhibisyon degerleri karsilikli gelecek sekilde olusturuldu. inhibisyon degerleri
asagidaki formulden hesaplandi. Her érnek igin elde edilen inhibisyon degeri, grafik

kullanilarak SOD degeri saptandi. SOD duzeyleri ng/g Hb olarak verildi.

(Absorbans ks~ Absorbans ¢mek)

% inhibisyon=
Absorbans kgr

NO' (nitrit+nitrat) Olgiim Yoéntemi

NO' duzeyleri, Navarro-Gonzalves ve ark. (89) yontemine goére saptandi. Glisin-
NaOH tamponu; glisin ve sodyum hidroksit kullanilarak hazirlandi. Glisin- NaOH
tamponu igindeki CuSOy4 ¢ozeltisi; glisin, NaOH ve bakir sulfat kullanilarak hazirlandi.
Sulfanilamid ¢dzeltisi; hidroklorid asid %37 ve silfanilamid ile hazirlandi. NED
¢Ozeltisi [N-(1-Naphtyl )Ethyl-Enediamine dihydrochloride] kullanilarak hazirlandi.
Standartlar, sodyum nitrit (NaNO,) kullanilarak, 2-80 pg konsantrasyonlarda

hazirlandi.

Orneklerdeki NO' konsantrasyonu, Griess reaksiyonu sonucunda &lguldii.
Ornekler ve standartlar, ELISA mikroplate okuyucuda 540 nm'de okutuldu.
Konsantrasyon hesaplari otomatik olarak cihaz tarafindan hesaplanmis olup,

sonuglar uM/g Hb olarak verildi.

3.5. istatistiksel Degerlendirme

Bulgularin istatistiksel degerlendirmesinde veriler ortalama + standart hata
degerleri olarak alindi. Gruplar arasi farklihdi saptamada Anova testi kullanildi.
Anlamli farklarin hangi gruplardan kaynaklandigini saptamak i¢in post-hoc test olarak
Student —-Newman-Keuls veya Dunn’s testi kullanildi. p <0,05 degerleri anlamli olarak
kabul edildi.
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4. BULGULAR

Ooferektomi sonrasi, 3 haftallk bekleme slresi ardindan siganlardan intra
kardiyak kan alinarak, CAT, SOD, GSH, GPx, GR, MDA, NO dizeyleri incelendi.
Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilip, tablo ve grafiksel olarak asagidaki gibi

gOsterilmisgtir.

Tablo 1: Gruplardaki GSH dizeylerinin (mg/g Hb) istatistiksel olarak degerlendirimesi

Kontrol Ovx Ovx+E;, |Ovx+Es+ [OvX+E>+ |Ovx+E>+ |[Ovx +Es +
GSH MT 5 MT 20 Dxp 250 Dxp 500
Ort.D 2,379 2,097 2,569 2,943 2,644 2,600 2,595
Median | 5 144 2,104 2,641 2,745 2,576 2,681 2,535
SD 0,264 0,245 0,320 0,701 0,349 0,269 0,219
s.e.m 0,093 0,093 0,121 0,265 0,132 0,101 0,083
Min 2,014 1,617 2,143 2,274 2,196 2,165 2,319
Max
2,728 2,436 2,899 4,316 3,352 2,911 2,929
Gruplar p p
Ovx — Ovx+ Ex+ MT 5 0.008 p<0.05
Ovx - Ovx + E2+ MT 20 0.011 p<0.05
Ovx — Ovx + E2+ Dxp 250 0.009 p<0.05
Ovx - Ovx + E»+ Dxp 500 0.005 p<0.05
Ovx - Ovx + Ez 0.003 p<0.05
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Sekil 11: GSH dizeylerinin grafiksel olarak gosterilisi

38



Tablo 2: Gruplardaki GPx dizeylerinin (U/gHb) istatistiksel olarak degerlendirilmesi

Kontrol Ovx Ovx +E, [Ovx+Ex+ [OVX +Ex+ [OvXx + Ex+ [OvXx + E +
GPx MT5 MT20 | Dxp250 | Dxp 500
Ort.D 1,839 2,083 2,551 2,264 1,963 2,163 1,934
Median 1,859 1,876 2,017 2,137 1,947 2,125 1,917
Sb 0,607 0,785 1,199 0,428 0,427 0,289 0,262
s-e.m 0,214 0,297 0,453 0,162 0,161 0,109 0,099
Min 1,041 1,322 1,887 1,811 1,440 1,761 1,532
Max 3,041 3,481 5,216 3,055 2,682 2,663 2,271
4
3,5 ]
3 -
g 25 [ _
S T 1
?; 15 4— -
1 1] -
05 +— -
0
MT5 MT20  Dxp250  Dxp500
Kontrol Ovx Ovx+E2 Ovx+E2 Ovx+E2 Ovx+E2 Ovx+E2

Sekil 12: GPx dizeylerinin grafiksel olarak gosterilisi

GPx duzeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (p>0.05).
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Tablo 3: Gruplardaki GR duzeylerinin (U/gHb) istatistiksel olarak degerlendiriimesi

Kontrol Ovx Ovx+E; | OvX + Eo+ [OvX + Ex+ |OvX + Ex+ |OvX + E> +
GR MT 5 MT 20 Dxp 250 Dxp 500
Ort.D 71,41 40,11 52,86 40,96 29,32 20,98 18,44
Median 75,59 34,45 55,82 40,98 30,14 18,37 17,69
SD 25,91 20,75 22,81 17,77 7,261 11,05 7,39
s-e.m 9,16 7,84 8,62 6,717 2,74 4,18 2,79
Min
34,21 20,1 10,72 16,077 19,04 8,93 11,08
Max
103,8 84,53 80.39 73,08 40,19 40,19 31,85
Gruplar o] p
Kontrol- Ovx 0,008 p<0.05
Kontrol — Ovx+E2+MT 5 0,006 p<0.05
Kontrol — Ovx+E2+MT 20 < 0.001 p<0.001
Kontrol — Ovx+E2+Dxp 250 < 0.001 p<0.001
Kontrol — Ovx+E2+Dxp 500 < 0.001 p<0.001
Gruplar p p
Ovx — Ovx + Ez + Dxp 250 0,016 p<0.05
Ovx — Ovx + E2 + Dxp 500 0,016 p<0.05
Ovx + E2+ MT 5 — Ovx + E2 + Dxp 500 0,003 p<0.01
Ovx + E2+MT 5 - Ovx + E2 + Dxp 250 0,003 p<0.01
Gruplar o] p
Ovx + E2 — Ovx + E2 + Dxp 250 0,003 p<0.01
Ovx + E2 — Ovx + E2 + Dxp 500 0,003 p<0.01
Ovx + E2— Ovx + E2 + MT 20 0,003 p<0.01
OvX + E2 + MT 20 —Ovx + E, + Dxp 500 0,003 p<0.01
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Sekil 13: GR dizeylerinin grafiksel olarak gosterilisi
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Tablo 4: Gruplardaki MDA duzeylerinin (uM/L) istatistiksel olarak degerlendirilmesi

Kontrol Ovx Ovx+E; | OvX + Eo+ [OVX + Ex+ |OVvX + Ex+ |OvX + E; +
MDA MT 5 MT20 | Dxp250 | Dxp 500
D
Ort 569 9.43 9.93 10,84 10,81 7 41 5 59
—
edian | ¢ 59 5,52 7 41 9.48 6.38 6,55 4,48
SD 235 6.28 4,92 6.61 8.28 3,052 211
s-em 0.83 237 1,86 249 3,13 1,154 0.79
Min
258 3.45 4,48 517 3.97 3,793 3,62
M
ax 9.48 18.28 1758 | 2448 | 2621 1172 8.28
25
20
3 15
=
o
£
E 10
S
= | [
5 | —
0
MT5 MT20  Dxp250  Dxp500
Kontrol Ovx Ovx + B2 Ovx+E2 Ovx+E2 Ovx + E2 Ovx + B2

Sekil 14. MDA duzeylerinin grafiksel olarak gosterilisi

MDA dizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (p>0.05).
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Tablo 5: Gruplardaki SOD dulzeylerinin (ng/g Hb) istatistiksel olarak degerlendirilmesi

Kontrol Ovx Ovx +E;, |[Ovx+Ey+ [Ovx+Ex+ [Ovx+Ey+ [Ovx + Ep +
SOD MT 5 MT 20 Dxp 250 Dxp 500
Oort.D 329,25 386,04 375,45 362,94 396,07 464,88 425,07
Median 317,93 327,61 396,39 340,46 369,32 454,01 418,83
SD 44,08 147,54 95,21 57,23 73,65 77,78 52,34
s.e.m 15,58 55,76 35,98 21,63 27,84 29,39 19,78
Min 278,75 293,99 171,08 302,74 299,63 374,53 355,55
Max 407,22 711,09 458,04 466,19 511,74 574,82 510,41
600
500
400 T —
3 f—
o
S 300 4 -
£
o
@ 200 +— —
100 +— |
0
MT5 MT20 Dxp250  Dxp500
Kontrol Ovx Ovx+E2 Ovx+E2 Ovx+E2 Ovx+E2 Ovx+E2

Sekil15: SOD duizeylerinin grafiksel olarak gosterilisi

SOD duzeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (p>0.05).
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Tablo 6: Gruplardaki NO duzeylerinin (uM/L) istatistiksel olarak dederlendirilmesi.

Kontrol Ovx Ovx +E; |[Ovx+Ey+ |Ovx+Ex+ |Ovx+E>+ [Ovx + E +
NO MT 5 MT 20 Dxp 250 | Dxp 500
Ort.D 17,81 19,16 20,68 2293 24,83 24,63 21,55
Median 17,58 18,55 20,46 19,98 25,07 22 45 21,73
SD 3,11 3,6 1,75 7,42 5,83 4,41 4,26
s-e.m 1.1 1,36 0,66 281 221 1,67 1,59
Min 13,29 13,89 18,86 13,09 15,81 21,14 15,66
Max 236 2428 23,77 32,94 33,56 31,21 26,72
Gruplar p o]
Ovx— Ovx + E> + Dxp 250 0,026 p<0.05
OvX — OVX + Eo + MT 20 0,049 p<0.05
35
30 = 7
25 -
g 20 T T I
=
(o]
£ 151 —
=
2 101 —
5 4+— ||
0
MT5 MT20 Dxp250 Dxp500
Kontrol Ovx Ovx + B2 Ovx+E2 Ovx+E2 Ovx + E2 Ovx + B2

Sekil16: NO duzeylerinin grafiksel olarak gosterilisi
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Tablo 7: Gruplardaki CAT dizeylerinin (U/gHDb) istatistiksel olarak degerlendirilmesi

Kontrol Ovx Ovx+E;, |Ovx+Es+ |OvX+E>+ |OvX+Ex+ |Ovx +Es +
CAT MT 5 MT 20 Dxp 250 | Dxp 500
Ort.D
159,9 140,9 137,34 | 126,08 | 142,49 | 150,47 | 130,32
Median | 43497 | 13709 | 14348 | 13582 | 151,87 | 151,32 | 128,34
SD 5562 | 4212 | 2299 | 3872 | 2946 5.69 14,89
s.e.m 19,67 15,91 8,69 14,64 11,14 215 5,63
Min 97,87 99,34 113,89 41,51 106,67 | 142,08 | 106,29
Max 24595 | 22737 | 178,11 154,33 | 187,94 | 157,57 | 150,24
250
200
5 150 1 T —
I
(2]
5
B 100 +— —
(&)
50 +— —
0
MT5 MT20  Dxp250  Dxp500
Kontrol Ovx Ovx + B2 Ovx+E2 Ovx+E2 Ovx+E2 Ovx+E2
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Sekil 17: CAT duzeylerinin grafiksel olarak gosterilisi

CAT duzeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (p>0.05).




5. TARTISMA

Menopozla beraber olusan 0strojen kaybi, KVHda risk artisina katkida
bulundugu gibi osteoporoz, sicak basmasi, depresyon ve norodejeneratif hastaliklar
gibi bir takim saglik problemlerinde de artisa sebep olmaktadir. Bu problemlerin
azaltilmasinda HRT, en sik kullanilan ajandir (1, 2). Ortalama yasam suresinin
uzamaslyla, menopozal dénemde gegirilen surenin artmasi, bu olumsuz durumlarin
tedavisini 6n plana ¢ikarmistir.

Yapilan galismalarda, postmenopozal kadinlarda azalmis Ostrojen sentezinin,
oksidatif stresin artmasindan sorumlu oldugu disunulmektedir (3, 4, 5, 6). Menopozal
kadinlarda dstrojen kaybi nedeniyle, dstrojenin koruyucu etkisinden muaf olunmasi,
oksidatif stresi iceren ciddi metabolik bozukluklara neden olmaktadir (7). Oksidatif
stres ateroskleroz, osteoporoz, kanser ve yaslanma gibi birgok rahatsizligin
gelisiminde 6nemli rol almaktadir. Organizmada proteinler, lipidler, karbonhidratlar,
nikleik asitler gibi birgok molekuller oksidatif strese maruz kalmaktadir. Ozellikle
LDL’nin oksidasyonu ateroskleroz gelisiminde anahtar rol oynamaktadir (8).

Ostrojenin antioksidatif 6zelliginin olasilikla iki mekanizmadan kaynaklandigi
rapor edilmistir: Hidrofenolik yapilarindan dolayi, &strojenler serbest radikalleri
temizleyici 6zelliktedirler ve ikinci olasi mekanizma ise, endojen antioksidatif enzim
sistemi ile iligkisi olmasidir (24).

Arastirmamizda, eritrositlerde antioksidatif enzim sistemlerini 6lgmemizin
nedeni ise, bu hicrelerin devaml olarak oksidatif strese maruz kalmasi nedeni ile iyi
bir materyal olmasidir (24).

Biz arastirmamizda ooferektomize ratlarda, Ostrojen tedavisine eklenen
melatonin ve dekspantenol’ Un antioksidan parametreler Uzerine etkisini arastirdik.
Bdylece menopozda &strojen eksikligi sonucu artan oksidatif stres, Ostrojen
tedavisine eklenen antioksidanlarla azaltilarak, basta kardiyovaskuiler hastaliklar
olmak Uzere osteoporoz gibi bu doneme 6zgu hastaliklarin énlenebilecedi dusunuldu.

Literatirde bu konu ile ilgili kisith sayida c¢alisma bulunmaktadir. Ayrica
Ostrojenin, antioksidan enzimlere etkisini arastiran gesitli galismalarda, oldukga farkl
sonuglar bulunmustur. Calismalarin bir kisminda 0Ostrojen ile GPx arasinda pozitif

korelasyon saptanirken (90, 91), diger bazi galismalarda ise GPx ve O0Ostrojen
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arasinda negatif korelasyon saptanmigtir (92, 93). BazI ¢alismalarda ise antioksidan
enzimlerle 6strojen arasinda korelasyon saptanmamigtir (94, 95).

Bizim arastirmamizda GSH dizeyi, melatonin ve dekspantenol alan gruplarda,
Ovx grubuna gore anlamli olarak ylksek bulundu. Ovx+E, grubunda da, Ovx
grubuna gére GSH duzeyi anlamli olarak yukseldi. Ancak sadece 6strojen alan grup
ile Ostrojene ek tedavi verilen gruplar kiyaslandiginda, ek tedavi gruplarinda
degerlerde artis saptanmakla beraber, istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi.

Arastirmamizda GPx dlzeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
izlenmemekle beraber, Ostrojen tedavisi verilen grupta daha belirgin olmak Uzere,
melatonin ve dekspantenol tedavisi ile, Ovx gruba gore degerlerde bir miktar
yukselme izlenmesi, antioksidan sistemi olumlu yonde etkileyebilecegini
dusundurmektedir.

GR duzeyinde, tedavi alan gruplarda kontrole gore anlamli azalma saptadik.
Ovx grup ile tedavi alan gruplar karsilastirildiinda ise Ostrojen ve melatonin
(5mg/kg/glin) tedavisi disinda kalan diger gruplarda anlamli azalma bulundu. Tedavi
gruplari kendi iginde kargilastinldiginda ise GR dizeyi, Dxp (250-500 mg) alan
gruplarda, melatonin (5 mg/kg/glin) alan gruba gére ¢ok daha dusuk bulundu.

NO duzeylerinin, Ovx gruba gore Ovx+Ex+MT20 ve Ovx+E>+Dxp250
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli yiksek bulunmasi, bu tedavilerin ateroprotekiif
etki acisindan, yararli olabilece@ini dusundurmektedir.

CAT dulzeylerinde istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi. MDA ve SOD
duzeylerinde, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml fark gérilmemekle beraber
Dxp tedavisi ile, MDA duzeyinde ooferektomi sonrasinda saptanan ylkselmis
degerlerin dismesi ve SOD dlzeyinde ise artis saptanmasi, Dxp tedavisinin oksidatif
hasar olusumunu Onleyici etkileri olabilecegini gostermektedir.

Elli saglikl postmenopozal kadin Uzerinde yapilan bir arastirmada,
premenopozal kadinlara gére postmenopozal donemde, plazma MDA seviyesinde
artis saptanirken, GSH, GPx ve SOD duzeylerinde énemli oranda azalma saptandi.
Antioksidan enzimlerden olan CAT seviyesinde ise artis oldugu bildirildi (96).
Neticede bu calisma ile postmenopozal dénemde oksidatif stresin arttigi ileri

surdlmustir.
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Postmenopozal dénemdeki 51 ve fertil ddbnemde, dizenli menstruasyonu olan
50 saglikli kadin Uzerinde yapilan bir arastirmada, oksidatif stres gdstergeleri
incelendiginde MDA, 4-hidroksinonenal ve okside LDL konsantrasyonlari
postmenopozal kadinlarda, fertil kadinlara gore yuksek olarak saptanmistir (34). GPx
konsatrasyonu ise fertil kadinlarda, postmenopozal kadinlara gore yuksek olarak
bulunmustur. Sonucta bu calisma ile oksidatif stresin postmenopozal kadinlarda, fertil
kadinlara gore daha yuksek oldugu ve bu durumun Ostrojen eksikligine bagh
olabilecegi ileri surtlmustar.

Ozden ve ark. (97) yaptiklari bir arastirmada, ortalama 3,5 yil sireyle
konjuge ekin 6strojen (CEE) ve CEE + medroksiprogesteron asetat (MPA) kullanimi
sonucunda, eritrosit tiyobarbitlrik asit reaktif substans (TBARS) seviyelerinde azalma
izlenirken, GSH ve GPx aktivitelerinde ise artig saptanmistir. Ostrojenin yalniz
kullanimi veya MPA ile kombine kullanimi, istatistiksel olarak anlamli farkhlik
olusturmamigtir. Bu arastirma sonucunda ERT veya HRTnin oksidatif hasar
olusumuna kargi yararli etki gosterebilecegini bildirmiglerdir.

Ooferektominin kemik dokusundaki antioksidan sisteme etkisinin incelendigi
bir arastirmada, ooferektomi yapilan ratlarda 60 gin sonrasinda femur dokusunda,
MDA ve H»O, seviyesinde artis izlenirken, antioksidan enzimlerden SOD, GPx
dizeylerinde ise azalma saptanmistir (9). Bu sonug ile ooferektominin rat kemik
dokusunda, oksidatif stresi indukledigi ve osteoporoz gelisiminde oksidatif stresin
etkisi olabilecegi gosterilmistir.

Unfer ve ark. (18), calismalarinda premenopozal, postmenopozal ve HRT
verilen hastalarda, antioksidan enzim parametreleri incelendiginde premenopozal
ve postmenopozal hastalarda CAT, GPx ve TBARS aktivitelerinde énemli bir fark
saptanmazken, SOD aktivitesinde postmenopozal hastalarda 6nemli miktarda
azalma saptanmistir. Ancak ortalama 4 yil HRT (konjuge Ostrojen + progestin)
tedavisi alan grupta, SOD aktivitesindeki azalmanin gézlenmedigi ve HRTnin
menopozdaki SOD aktivite azalmasini antagonize ettigini bildirmiglerdir.

Ayni sekilde Strehlow ve ark. (26) yaptiklari galismalarinda, dstrojenin in vitro
ve in vivo olarak SOD ekspresyonunu, Ostrojen reseptor aktivitesi Uzerinden
arttirdigini gostermiglerdir. Ayni arastiricilar dstrojenin bu etkisinin SOD selektif
oldugu ve GPx ve CAT seviyelerinde degisiklik olmadigini bildirmislerdir.
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Delibagsi ve ark. (98) calismalarinda, Ug ay boyunca HRT(0.625 mg CEE+ 2.5
mg MPA) tedavisi verilen postmenopozal hastalarda, HRT almayan hastalara gore
plazma total antioksidan kapasitesi 6nemli oranda yulksek saptandi. Antioksidan
kapasitedeki bu artis, Ozellikle LDL oksidasyonunu &nlemesi ve dolayisiyla
ateroskleroz surecinin baglangic asamasinda onem arz etmektedir. Bu arastirma
sonucunda 0strojenin, U¢ aylik tedavi sonrasinda antioksidan etki gosterebilecegini
bildirdiler.

Krstevska ve arkadaslari (99), saglikli ve koroner arter hastaligi olan pre, peri
ve post menopozal gruplara ayriimig 140 kadin Uzerinde yaptiklari ¢alismada, GPx
aktivitesi ve total antioksidan status (TAS) seviyeleri, peri-post menopozal
kadinlarda, premenopozal kadinlara gore onemli oranda dusuk olarak saptandi.
SOD aktivitesi de peri-post menopozal kadinlarda, istatistiksel olarak anlamli
olmamakla beraber dusuk olarak saptandi. SOD, GPx aktivitesi ve TAS seviyesi
koroner arter hastaligi olan gruplar kiyaslandiginda, post menopozal grupta,
perimenopozal gruba goére 6nemli oranda dusuk saptadilar. Sonugta antioksidan
enzim aktiviteleri, kontrol grubuna gdére koroner hastaligi olan peri-post menopozal
kadinlarda énemli oranda dusuk saptandi. Arastirmacilar bu calismalari ile, koroner
kalp hastaligi olan menopozal kadinlarda TAS duzeylerinin dnemli dlgide dustigunu
ve sonugta antioksidanlarin, ateroskleroza karsi koruruyucu etki gosterdigi hipotezini
dogrulamis olduklarini bildirmiglerdir.

Genel dustince ERT ve HRT arasinda oksidatif sisteme etki yoniinden dnemli
fark olmadigi yonunde olsa da, HRT tedavisinin bir pargasini olusturan gestagenlerin
antioksidan sistem igindeki yerleri hala tartismalidir. Massafra ve arkadaslarinin
(100), hipotalamik amenoresi olan 48 kadin Uzerinde yaptiklari c¢alismada,
transdermal E> (100 pg/gun), oral MPA (10 mg/gun), ve ikisinin beraber bir ay
kullanimi sonucunda, eritrosit SOD, MDA ve CAT degerlerinde gruplar arasinda
anlaml farkhlik saptanmadi. GPx degerinde Ostrojen tedavisi ile artis saptanirken,
tedaviye gestagen eklenmesinin bu sonucu etkilemedigi gbézlendi. Sonug¢ olarak
progestin kullanimi ile antioksidan/prooksidan dengede herhangi bir degisme
g6zlemediklerini ileri surduler. Bizim galismamizda SOD, MDA, CAT degerlerinde

anlamli fark saptanamamistir.
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Yapilan bagka bir calismada ise progestinlerin, tek baslarina ya da
transdermal E, ile birlikte kullanildiklarinda, lipid peroksidasyonunu azalttigi ve
antioksidan etkilerinin  bulundugu bildirilmigtir. Ayrica, HRT alanlarda lipid
peroksidasyonunun azalmasinin sadece Ostrojenlere bagli olmayip, seks
steroidlerinin birlikte etkilerinden kaynaklandidinin sonucuna varilmig ve E, olmadan
MPA kullaniminin dahi lipidlerin peroksidasyonunda inhibitor etkili oldugunu rapor
etmislerdir (90).

Hormon replasman tedavisinin, serumdaki total antioksidan status ve lipid
peroksidasyonuna etkisinin arastirildigi bir gaismada, menopozal donemde oksidatif
stresin arttigi, HRT veya ERT’nin oksidatif stresi azalttigi ve ikisi arasinda etkinlik
acisindan fark olmadidi saptandi. Ayni zamanda her iki tedavinin de total antioksidan
status degerinde, aralarinda 6nemli fark olmadan artisa sebep oldugu saptandi
(101). Sonugta Ostrojen tedavisine, gestagen eklenmesinin dstrojenin antioksidan
aktivitesini engellemedigi saptandi.

Postmenopozal 80 kadin uzerinde ERT (transdermal E> 50ug/gin) ve HRT nin
(Eo+ MPA 5 mg/gun, 12 gun) dort ay sudreyle kullaniminin antioksidan enzim
aktiviteleri Gzerine etkilerinin incelendigi bir arastirmada, serbest radikal Gretiminin ve
membran fosfolipidlerinin oksidasyonunun bir gostergesi olan serum lipid peroksit
seviyelerinin menopozdan sonra ¢ok yukseldigini ve hormonal terapiden sonra ise
dustugunu saptamiglardir. GSH ve GPx seviyelerinin menopozdan sonra dustugunu
ve hormonal terapi sonrasinda yukseldigi, SOD ve CAT aktivitesinin ise tum
gruplarda benzer oldugu ve hormonal terapi sonrasinda CAT aktivitesinin azaldigi,
SOD aktivitesinde ise degisiklik olmadigl saptandi. Ostrojen tedavisine MPA
eklenmesinin sonuglarda farkhlik yaratmadigi gézlendi (24).

Sonugcta gruplar arasinda CAT aktivitesinde bir fark saptanmamis ve bu enzim
dizeylerinin, ERT veya HRT alimi sonrasinda, iki tedavi arasinda énemli farklilik
olmadan distigunu bildirmiglerdir. CAT seviyesindeki azalmayi, tedavi sonrasi GPx
aktivitesinin artmasina baglamiglar ve bu durumun olusmasinda CAT ve GPx
enzimlerinin ayni substrati (H2O2) inaktive etmesinin etkili oldugunu ileri sirmuslerdir
(24). Bu iligki sonucunda, GPx aktivitesindeki artigin, beraber galistigi anti-oksidatif

bir enzim olan CAT aktivitesinde azalmaya neden olabilecegini rapor etmislerdir.
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Tdm bu c¢alismalar menopozdan sonra membran fosfolipidlerinin
peroksidasyonunun ve serbest radikal Uretiminin arttigini ve Ez'nin yerine
konmasiyla, serbest radikal hasarinin inhibe edildigini gostermiglerdir. Bednarek ve
arkadaglari arastirmalarinda bu sonuglar destekler nitelikte, postmenopozal
kadinlarda E; replasman tedavisinin, serbest radikal reaksiyonlarini inhibe ettigini,
menopozdan o6nceki antioksidan kapasitenin tekrar kazanildigini ve hem ERT hem
de HRT alan grupta, TBARS duzeylerinin birbirinden farkli olmadigini bildirmiglerdir
(3).

Arastirmamizda diger calismalara benzer sekilde ERT ile GSH seviyesinde
anlamli yukselme saptadik. GPx degerinde ise istatistiksel olarak anlamli olmamakla
beraber artis izlendi. TUm tedavi gruplarindaki GR seviyesinde izlenen dusus ERT’de
g6zlenmedi ve ooferektomize gruba goére artis saptandi. Calismamizda GR diizeyinin
dusuk olmasinin, GSH duzeylerinin yiksek olmasina bagli oldugu dusunalebilir.

Cunkl GR, okside glutatyonun redikte hale déonistiminde gorev almaktadir.

Oral kontraseptif steroid kullaniminin hicresel antioksidatif enzim aktiviteleri
uzerine etkilerinin incelendigi bir arastirmada, seks hormonlarinin, hucresel
antioksidatif ~ enzim  aktivitelerini  arttirmak  yoluyla, antioksidatif  dzellik
gosterebilecekleri ileri strtldi (91). Sex steroidlerinin hlcresel antioksidatif enzim
aktiviteleri Uzerine stimulator etki yapmasi, diger yazarlar tarafindan da dogrulanmig
olup, GPx aktivitesinin, menstriel siklusdaki degisimlerinin énemli oldugundan s6z
edilmigtir. Ozellikle, follikiiler fazin sonlarina dogru ve luteal fazin erken dénemlerinde
yuksek GPx duzeyleri rapor edilmis olup, bu iki fazda da dstrojen duzeyleri en yuksek
durumundadir (40).

Ancak farkli olarak Jendryczko ve arkadaslarinin (92), 28 saglikh kadinda, iki
farkli dislk doz oral kontraseptif kullaniminin, antioksidan parametreler Uzerine
etkilerini inceledikleri caligmalarinda, hastalara trifazik (30, 40, 30 mcg etinil 6stradiol
(EE) + 50, 75, 125 mcg levonorgestrel) veya kombine (30 mcg EE + 150 mcg
desogestrel) preperatlar tg¢ siklus boyunca kullandirildi. Neticede her iki grupta SOD,
CAT ve GPx aktivitelerinde 6nemli derecede azalma saptanirken, lipid peroksidasyon
gostergesi olan MDA seviyelerinde ise artig gozlendi. Bu sonug¢ dusuk doz oral

kontraseptif  kullaniminin, antioksidan  enzim  aktivitelerini  azaltip, lipid
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peroksidasyonunu arttirarak, kardiyovaskuler hastalik riskinin artmasina neden
olabilecegini destekler niteliktedir.

Kanaley ve arkadagslarinin (93) yaptiklari ¢alismada, amenoreik ve normal
menstriel siklusu olan atletlerde, egzersiz sonrasi antioksidan enzim seviyeleri
incelendiginde, amenoreik kadinlarda hem dinlenme aninda hem de egzersiz
sirasinda, Ostrojen seviyelerinin daha distUk oldugu saptandi. GPx aktivitesinin
dinlenme zamani ve egzersiz boyunca amenoreik kadinlarda yuksek oldugu, GR
aktivitesinin ise dinlenme aninda her iki grupta benzer iken, egzersiz sirasinda ise
amenoreik kadinlarda daha yuksek oldugu goézlendi. Plazma lipid peroksidasyon ve
CAT aktivitesinde hem dinlenme hem de egzersiz sirasinda, 6nemli degisim
saptanmadi. Sonugta bu c¢alisma ile gegici hormonal degisikliklerin amenoreik
kadinlarda, kan antioksidan enzim sistemini etkiledigi ve GPx aktivitesi ile Ostrojen
duzeyleri arasinda negatif korelasyon oldugunu bildirmislerdir.

Oztekin ve arkadaslarinin (17) yaptiklari bir arastirmada, ooferektomi
yapildiktan iki hafta sonra rat bobrek dokusunda, kontrol grubuna gére lipid
peroksidasyon Urind olan MDA degerinde ylkselme saptanirken, GSH ve GPx
degerlerinde azalma saptandi. Ooferektomize gruba birinci ve Uglncu haftalarda
estradiol propionate (450 pg/kg), ikinci ve dordinctu haftalarda MPA (15 mg/kg),
olmak Uzere toplam dort haftalik tedavi veriimesinin, MDA dizeylerini azaltirken,
GSH ve GPx dlzeylerini ise yukselttigi saptandi. Ooferektomiye pinealektomi
eklenince MDA’da 6nemli artis, GSH ve GPx degerlerinde de énemli oranda azalma
saptandi. Pinealektomi eklenen gruba hormonal tedavi veriimesiyle, MDA degerinde
azalma ve GSH ve GPx degerlerinde de artis izlendi. Sonugta ooferektominin lipid
peroksidasyonunu arttirdigi ve antioksidan enzimlerden GSH ve GPx degerlerini
azalttigi saptandi. Ooferektomiye ek olarak pinealektomi yapilmasinin oksidatif
hasari 6nemli oranda arttirdig1 saptandi. Ancak hormon tedavisinin, ooferektomize
ve/veya ooferektomize + pinealektomize ratlarda, antioksidan sistemi aktive ederek,
dokulart lipit peroksidasyonuna kargi korudugu gosterildi.

Ayni sekilde Baydas ve ark. (102) ratlar Gzerinde yaptiklari arastirmada, i1s1ga
maruz birakilarak melatonin sentezinin inhibe edilmesi durumunda beyin, karaciger
ve bobrek dokusunda, lipid peroksidasyon urind olan MDA dizeyinin arttidi
saptandi. Subkutan olarak verilen iki haftalik melatonin (1 mg/kg ) tedavisinin,
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Ozellikle beyin olmak Uzere, bobrek ve karaciger dokularinda, lipid peroksidasyonunu
azalttigini, ayni zamanda GPx aktivitesini de arttirdigini saptadilar. Sonugta
melatoninin sadece serbest radikal tutucusu olmayip, ayni zamanda antioksidan
enzim olan GPx aktivitesini de uyardigi gosterildi.

Feng ve ark. (46) calismalarinda, ooferektomi yapildiktan 16 hafta sonra, rat
beyninde, MDA duzeylerinde artis, SOD ve GSH dizeylerinde ise azalma
saptamiglar ve uzun sdreli melatonin veya &stradiol kullaniminin ooferektomize
ratlarda, oksidatif stresi azalttigini 6ne surmuslerdir. Calismalarinda 16 hafta sureyle
melatonin (5, 10, 20 mg/kg) veya 17-B Ostradiol (80 pg/kg) kullanimi sonucunda, rat
beyninde MDA dederinde azalma saptanirken, GSH ve SOD dizeylerinde ise artig
saptanmistir. Melatonininin en dusik dozunun (5 mg/kg), en ylksek doz (20 mg/kg)
kadar MDA (zerinde etkili oldugunu bildirmiglerdir. Yine, sonuglarina goére, uzun-
sureli, duguk doz melatonin kullaniminin yararli etkilerinin daha belirgin olacagi
gorusunu savunmuslardir.

Ooferektomize ratlarda, gece total melatonin dizeyinin dustigu ve bunun
Ostradiol verilmesiyle restore edilebilecegi dusunulmektedir. Bu noktada, melatonin
ve Ostradioliin oksidatif stres Uzerine etkileri benzer olup, yine de ikisinin farkl
dozlarda birlikte kullanimi ve ek olarak dekspantenol kullaniminin etkileri Uzerinde
calismalarin yetersiz oldugu goriimektedir.

Baydas ve arkadaslari (103) yaptiklari ¢alismada, pinealektomi yapilan
ratlarin, karaciger ve beyin dokularinda lipid peroksidasyon duzeyleri, GPx
aktivitesi ve okside glutatyon gibi antioksidan enzimlerin gunlik degisimlerini
incelemisgler. Kontrol grubu ratlarda, gece endojen melatoninin, GPx aktivitesi ve
GSSG seviyelerinde artisa neden oldugu ayrica, GPx in gunlik ritmini de
dizenledigini saptamiglardir. Ancak pinealektominin, melatoninin gunlik ritmini
bozarak, GPx aktivitesinde baskilanmaya neden oldugunu saptamislardir. Neticede
yalnizca farmakolojik dozlarda degil, fizyolojik konsantrasyonlardaki melatoninin de
antiokisidan enzimleri stimlle edebilecegini bildirmiglerdir.

Homosisteinin oksidan-antioksidan sistem ve koroner damarlarda olusturdugu
degisiklikler Uzerine, melatoninin etkisinin incelendigi bir arastirmada, ratlara alt
hafta sire ile verilen, homosistein (0.71 mg/kg) ve homosistein (0.71 mg/kg) +

melatonin (1 mg/kg) tedavilerinin ardindan, antioksidan enzim duzeyleri
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incelendiginde; homosistein uygulanan grupta plazma MDA duzeyinde artma
saptanirken, SOD, CAT, GSH ve GPx aktivitelerinde ise azalma saptandi. Tedaviye
melatonin eklenen grupta ise MDA seviyesi azalirken, SOD, CAT, GSH ve GPx
aktivitelerinde ise artis saptandi (104). Sonugta tedaviye antioksidan bir madde olan
melatonin eklenmesi ile homosisteinin, antioksidan sistem Uzerinde olusturdugu
olumsuz etkisinin 6nlenebilecedi bildirildi.

Biz de arastirmamizda GSH seviyelerini, melatonin tedavisi alan gruplarda
yUksek olarak saptadik. Ayni zamanda istatistiksel olarak anlamli olmamakla beraber
melatonin tedavisi ile GPx seviyesinde de artis saptandi.

Shehata ve ark. (16) c¢alismalarinda, ooferektomize ratlara dort hafta sure ile
HRT (E2 30 pg/kg+ Progesterone 1 mg/kg) ve ek olarak antioksidan (vitamin E 30
mg/kg ve C 20 mg/kg) tedavi verilen gruplar kiyaslandiginda, oksidatif stres
parametreleri olan MDA, ox-LDL (okside LDL) ve GSSG seviyelerinin ooferektomize
ratlarda artis, GSH seviyelerinde ise azalma gdsterdigini saptadilar. Ooferektomize
ratlara HRT eklendiginde MDA, ox-LDL ve GSSG seviyelerininde dizelme meydana
gelirken GSH seviyelerinde degisiklik izlenmedi. HRT tedavisine antioksidan
eklendiginde ise 6zellikle GSH seviyelerinde dnemli oranda duzelme (artis) izlendigi
bildirildi. Sonugta HRT’ ye antioksidan eklenmesinin antioksidan sistemi olumiu
yonde etkiledigi ve kardiyovaskuler hastaliklardan korunmada vyararli etki
gOsterebilecegi ileri suruldu.

Hormon replasman tedavisine antioksidan eklenmesinin ( Vitamin C ve E)
diabet eslik eden postmenopozal hastalarda, antioksidan enzim seviyelerine etkisini
arastiran bir calismada, alti hafta sure ile verilen HRT (0.625 mg estradiol ve 5 mg
MPA) tedavisi sonunda, GSH, GPx ve CAT seviyelerinde yukselme saptanirken,
MDA’ da ise azalma saptandi (19). HRT’ye antioksidan eklendiginde, sadece HRT
alan gruba gore, antioksidan enzim konsantrasyonlarini dnemli dizeyde ylUkselterek
antioksidan sistemi kuvvetlendirici etki yapabildigini bildirdiler.

Postmenopozal HRT ve bu tedaviye antioksidan bir madde olan vitamin E
eklenmesinin, antioksidan enzimlere etkisini arastiran bir calismada, hastalar (g
gruba ayrilarak sirasiyla transdermal Ostradiol, transdermal ostradiol (0.05 mg) +
MPA (10 gun oral) ve transdermal estradiol + MPA + vitamin E (600 mg/gln) tedavisi

alti ay suresince uygulandi. Kontrol grubu ile postmenopozal grup arasinda, SOD ve
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GPx degerlerinde farkhlik saptanmazken, postmenopozal grupta MDA degerinin
arttigi saptandi. Ostrojen tedavisi MDA, SOD ve GPx aktivitelerinde farklilik meydana
getirmedi. Ostrojene MPA eklenmesi de MDA, SOD ve GSH-Px degerlerinde farklilik
olusturmadi. Sure sonunda MDA degeri vitamin E eklenen grupta istatistiksel olarak
anlamli derecede disiUk saptanirken, SOD ve GPx degerlerinde degisiklik izlenmedi
(94). Neticede vitamin E eklenen grupta MDA degerinin azalmasi, tedaviye
antioksidan eklenmesinin oksidatif hasari azaltabilecegini gostermektedir.

Guemouri ve ark. (95) ise yaptiklari calismada, menopoz ddneminin,
premenopozal doneme kiyasla, SOD, CAT ve GPx gibi antioksidan enzim aktiviteleri
uzerinde degigiklik meydana getirmedigini bildirmiglerdir.

Cerrahi menopozlu 36 kadinin, alti ay sure ile ERT (CEE 0.625 mg/gun)
kullaniminin, eritrositlerde antioksidan enzim aktiviteleri Uzerine etkisinin incelendigi
bir arastirmada, ERT’nin CAT, paraoksonaz (PON) ve MDA seviyelerinde degisiklik
meydana getirmedigini saptadilar (8). Arastirmacilar c¢alismalarinda, ERT’nin
antioksidan enzim sistemini etkilemedigini ve bu konuyu incelemek icin daha fazla
calismaya ihtiyac oldugunu bildirmislerdir

Biz de arastirmamizda HRT veya eklenen antioksidan tedavi ile GSH
seviyesinde artis saptanirken, SOD. CAT, MDA ve GPx degerlerinde istatistiksel
olarak anlaml fark saptamadik.

Etensel ve ark. (105) calismalarinda ratlarda deneysel testis torsiyonu
olusturulduktan sonra, farkli iki dozda (250-500 mg/kg) dekspantenol (Dxp)
tedavisinin doku hasarina ve lipit peroksidasyonuna etkisi incelendiginde, 500 mg/kg
Dxp verilen grupta, serum MDA seviyelerinde ©Onemli miktarda azalma saptandi.
Ancak 250 mg/kg Dxp verilen grupta ise MDA seviyelerinde farklilik saptanmadi.
Sonugta Dxp’nin lipid peroksidasyonu ve doku hasarini azaltici etkisi doza bagimli
olup, 500 mg/kg dozunda verildiginde etkili oldugu gosterildi.

Ratlarda gama radyasyonun zararli etkisine karsi pantotenolin koruyucu
etkisinin incelendigi bir arastirmada (106), ratlara uygulanan 0.25 Gy dozunda 3 kur
radyasyon sonrasinda, rat karaciger dokusunda GSH ve koenzim A azalirken, GSSG
ve MDA seviyelerinde artis saptandi. Her kurden iki glin dnce verilen D-Pantotenol
tedavisi (26mg/kg/IV) sonrasinda MDA ve GSSG degerlerinde azalma meydana
gelirken, antiokisidan 6zelligi olan GSH ve koenzim A seviyesinde ise artis saptandi.
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Neticede pantotenolliin ve derivelerinin GSH ve koenzim A seviyelerinde yukselme
saglayarak, reaktif oksijen radikallerinin ve iyonize radyasyonun zararl etkilerine
karsi koruyucu etki gosterebilecegi bildirildi.

Sonugta dekspantenol ile ilgili kisith sayidaki ¢alismalar, oksidatif hasar
olusumunu Onleyebilecek etkisinin olabilecegini gostermistir. Biz de calismamizda
Dxp (250-500 mg) tedavisi ile, GSH seviyesinin arttirdigi ve istatistiksel olarak
anlamli olmamakla beraber lipid peroksidasyon urini olan MDA dizeyini azalttigini
saptadik.

Ostrojenin oksidatif stres lzerine etkisinin incelendigi diger bir calismada,
ooferektomi yapilan ratlarda, kontrol gruba kiyasla plazma lipid peroksidlerinin 6nemli
oranda arttigi ve total antioksidan status’ un (TAS) ise azaldigi saptandi. Subkutan
implant olarak verilen 17-B estradiol (1.5 mg/ 8hafta) tedavisi sonucunda TAS
artarken, lipid peroksid Urlnlerinde azalma saptandi. NO seviyeleri ise ooferektomize
ratlarda onemli oranda azalirken, ERT ile 6nemli oranda yukselme saptandi (107).
Sonug olarak artan oksidatif stres, NO’ in vaskuler yatak tGzerindeki olumlu etkisinin
bozulmasina sebep olabileceginden, ERT ile bu olumsuz etkinin édnlenebilecedi ileri
surdlda.

Ooferektomize siganlarda dstrojen yerine koyma tedavisinin klitoral kavernozal
doku Uzerine etkilerinin arastirildigi bir ¢calismada, ratlara G¢ ay boyunca subkutan
olarak uygulanan, 17-f estradiol Benzoate (10 pgr/kg/gun) tedavisi sonrasinda,
serum ve doku NO dizeylerinde artis saptanirken, doku endotelin-1 seviyelerinde
ise azalma saptandi (108). Bu arastirma, cerrahi olarak olusturuimus menopozda
Ostrojen replasmaninin, endotelin-1 ve NO’ nun serum ve doku dizeyleri arasinda
denge saglayarak, aterosklerozdan koruyucu etki olusturabilecedi ileri surtldu.

ERT’nin plazma NO ve endotelin-1 seviyelerine etkisinin incelendigi bir
arastirmada, 15 postmenopozal kadinin, alti ay sureyle 17- estradiol(2 mg/gun) ve
ek olarak U¢ ayda bir 10 gin boyunca MPA (5 mg/guin) kullaniminin, plazma NO
seviyelerini arttirdigi ve endotelin-1 dizeyinde ise azalmaya neden oldugu bildirildi
(109). Sonugta ERT’nin bu mekanizma Uzerinden kardiyovaskuler sisteme yararli
etkisi olabilecedgi ileri sUralmustar.

Yiimaz ve arkadaslari (110), tarafindan yapilan kisa sureli HRT’nin serum NO

dizeyine etkisinin incelendigi arastirmada, 20 saglikh postmenopozal kadinin Ug¢ ay
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HRT (2 mg/gun Ostradiol-17-valerat + 1 mg/gun siproteron asetat ) sonrasinda,
serum NO duzeylerinde anlamli artis oldugu gosterildi (110). Bu arastirma ile kisa
sureli hormon replasmaninin, NO dlizeyinde artisa sebep olarak, menopozda
bozulan endotel fonksiyonunu geri kazanmada etkili olabilecegine dikkat cekilmistir.
Biz de ¢galismamizda ERT ile NO dizeylerinde, istatistiksel olarak anlamli fark
gorilmemekle beraber artis saptadik. NO degerindeki bu yukselmenin, tedaviye
melatonin (20 mg/kg/gun) ve Dxp (250 mg/kg/gun) eklenmesi ile istatistiksel olarak

anlamli olacak duzeye geldigini saptadik.
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6. SONUG VE ONERILER

Postmenopozal donem yasam beklentisinin artmasiyla beraber giderek
uzamaktadir. Bu donemin uzamasi kadinlarin bu donemdeki hastaliklara daha c¢ok
maruz kalmalarina yol agcmaktadir. Menopozal donemde sik gorulen hastaliklardan
olan koroner arter hastaliklari, osteoporoz ve nérodejeneratif hastaliklarin oksidatif
stres ile iligkili oldugu gesitli arastirmalarda guglu kanitlarla gosterilmigtir.

ERT genel olarak oksidatif stres Uzerine olumlu etki gostermekte ve bu tedavi
veya tedaviye eklenen antioksidan kullanimi ile bu etkinin guclendigi bir takim
calismalarda gdsterilmekle beraber (16, 19) kimi ¢calismalarda bu etki gézlenmemistir
(94,95). Ancak literatr incelendiginde, bu konu ile ilgili kisith sayida c¢alisma
bulundugundan bu etki tam olarak agida kavusturulmus degildir.

Melatonin ve dekspantenol alan gruplarda GSH dlzeyini yuksek bulduk.
Ayrica istatistiksel olarak anlamli olmamakla beraber Dxp tedavisi ile, ooferektomi
sonrasinda saptanan yukselmis MDA degerinde azalma ve SOD duzeyinde ise artig
saptadik. GPx duzeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamh fark izlenmemekle
beraber, 6strojen tedavisi verilen grupta daha belirgin olmak tzere Ovx+E>+MT5 ve
Ovx+E>+Dxp250 gruplarinda, degerlerde yukselme izlenmesi bu tedavilerin,
antioksidan etkinligi artirmak icin yararh etkide bulunabilecegini gostermektedir.

GR duzeyinde, tedavi alan gruplarda, kontrole gére anlamli azalma saptadik.
Ooferektomize grup ile tedavi alan gruplar karsilastirildiginda ise Ostrojen ve
melatonin (5mg/kg/giin) tedavisi disinda kalan diger gruplarda anlamli azalma
bulundu. Tedavi gruplari kendi iginde Kkarsilastinidiginda ise GR dizeyi,
dekspantenol alan gruplarda, melatonin (5mg) alan gruba gore cok daha dusuk
bulundu. GR, okside glutatyonu redikte hale doénidsiminde goérev aldiindan,
arastirmamizda buldugumuz disik GR dizeyinin, GSH dizeylerinin yuksek
olmasina bagl oldugu dusunulebilir. NO duizeylerinin ise melatonin (20 mg/kg/gun)
ve Dxp (250 mg/kg/gin) tedavisi ile yukselmesi, tedavilerin ateroprotektif etki

agisindan yararli etkide bulunabilecegini disundurmektedir.
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Arastirmamiz, ostrojen replasman tedavisine melatonin veya dekspantenol
eklenmesinin, Ostrojenin antioksidan etkisine katki saglayabilecegini gostermekle
beraber, literatirde kisith sayida c¢alisma bulunmasi, konunun acikhga

kavusturulabilmesi icin daha ileri galismalara gereksinim oldugunu gostermektedir.

OZET

Calismamizdaki amag¢ ooferektomize ratlarda, dstrojen replasman tedavisi
(ERT) ve bu tedaviye eklenen melatonin (MT) veya dekspantenol (Dxp) tedavisinin
antioksidan parametreler Uzerine etkisininin belirlenmesidir.

Elli adet disi Wistar albino sigan kullanildi. Kontrol grubu disinda diger ratlara
anestezi esliginde ooferektomi uygulandi. Tedavi dncesi menopoz gelisimi i¢in U¢
hafta beklendi. 14 gun tedavi verildi. Siganlar yedi gruba ayrildi; kontrol grubuna (n=8)
herhangi bir igslem uygulanmadi, diger gruplara ise (n=7) ooferektomi yapildi. (Ovx):
Ooferektomize, (Ovx+Ejy): ooferektomize + &stradiol (100 pg/kg/gin), (Ovx+Eo+
MT5): ooferektomize + Ostradiol + melatonin (5 mg/kg/giin), (Ovx+E>+MT20): Ovx +
Ostradiol + melatonin (20 mg/kg/gin), (Ovx+E2+Dxp250): Ovx + Ostradiol +
dekspantenol (250 mg/kg/giin), (Ovx+E2+Dxp500): Ovx + Ostradiol + dekspantenol
(500 mg/kg/gin). Ostrojen subkutan, diger ilaglar intraperitoneal yoldan uygulandi.
Kanda katalaz (CAT), superoksid dismutaz (SOD), glutatyon (GSH), glutatyon
peroksidaz (GPx), glutatyon rediktaz (GR), malondialdehit (MDA), nitrik oksit (NO)

seviyelerine bakildi.

GSH seviyesi, melatonin (5-20 mg) ve dekspantenol (250-500 mg) tedavisi
alan gruplarla kiyaslandiginda, Ovx grubunda énemli diizeyde disuk bulundu. Ayrica
Ovx+E2 grubunda, Ovx gruba goére GSH seviyelerinde onemli derecede ylikselme
saptadik.

GR dizeyinde, tim tedavi alan gruplarda kontrole gére anlamli azalma
saptadik. Ayrica GR duzeyi, Ovx grup ile kiyaslandiginda, diger tim gruplarda
(Ovx+E2 ve Ovx+E2+MT5 disinda) anlamli derecede disuk olarak saptandi. Tedavi
gruplarinda ise, Dxp alan gruplarda (250- 500 mg/kg/gun), melatonin (5 mg/kg/gun)
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alan gruba goére c¢ok daha duslk bulundu. NO seviyelerinde, Ovx gruba gore,
Ovx+E2+MT20 ve Ovx+E2+Dxp 250 gruplarinda anlamh ylkselme saptandi.

Gruplar arasinda SOD, CAT, GPx ve MDA enzim degerlerinde istatistiksel
olarak anlaml fark saptamadik.

Sonug¢ olarak ERT'ye melatonin veya dekspantenol eklenmesi, GSH ve
antioksidan enzim seviyelerini etkileyerek, ostrojenin antioksidan etkisine katki

saglayabilir.

Anahtar sézciikler: Ostrojen, Ooferektomize rat, Oksidatif stres, Dekspantenol,
Melatonin
iletisim adresi: Adnan Menderes Universitesi Kadin Hastaliklari ve Dogum

Anabilim Dali AYDIN / TURKIYE

Tel:05357001654

SUMMARY

The aim of this study was to evaluate the effects of melatonin and
Dexpanthenol addition to the estrogen therapy on antioxidant parameters in
ovariectomized rats.

Fifty Wistar albino rats were used. Rats were ovariectomized under anesthesia
twentyone days before the treatment except control group. Treatment was given for
fourteen days. The rats were divided into seven groups. Control group(n=8) and
overiectomized groups (n=7), treated as follows: Control group: received no
treatment, (Ovx): ovariectomized group received no treatment, (Ovx+Ep):
ovariectomized+ estradiol group received E, (100 pg/kg/day), (Ovx+E>+MT5):
Ovariectomized+ E» + Melatonin group received (5mg/kg/d) melatonin addition to
estradiol. (Ovx+E+MT20): ovariectomized + E, + Melatonin group received (20
mg/kg/d) of melatonin addition to estradiol, (Ovx+E>+Dex250): Ovariectomized+ E, +
dexpanthenol group received (250 mg/kg/d) of dexpanthenol addition to estradiol.
(Ovx+E2+Dex500) group received (500 mg/kg/d) of dexpanthenol addition to
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estradiol. Estradiol was given subcutaneously (SC), melatonin and dexpanthenol
administered intraperitoneally (IP). Rats were decapitated on the fourteenth day.

Catalase (CAT), Superoxide dismutase (SOD), Glutathione (GSH),
Glutathione peroxidase (GSH-Px), Glutathione reductase (GR), Malondialdehyde
(MDA) and nitric oxide (NO) activities in blood were measured.

GSH levels were significantly lower in Ovx group compare to melatonin (5-20
mg/kg/d) and dexpanthenol (250-500 mg/kg/d) groups. Also in Ovx+ E» group GSH
levels were significantly higher than Ovx group.

GR levels were significantly decreased in all treatment group compare to
Control groups. GR levels were significantly lower in all other groups compare to Ovx
group but Ovx+ E» and Ovx+ Ex+MT5. Comparison of GR levels in treatment groups,
dexpanthenol receiving groups (250-500 mg/kg/d) were significantly lower than
melatonin (5 mg/kg/d) receiving group. There were no significant differences between
groups in SOD, CAT, Gpx and MDA. NO levels were significantly higher in
Ovx+E2+MT20 and Ovx+ Ep+Dxp 250 group than ovx group.

Additional Melatonin and Dexpanthenol treatment, may increase beneficial
effects of estrogen therapy via alteration of GSH levels and antioxidant enzyme

levels.

Key Words: Estrogens, Ovariectomized rat, Oxidative stress, Dexpanthenol,
Melatonin .
Correspondence: Adnan Menderes Universitesi Kadin Hastaliklari ve Dogum
Anabilim Dali AYDIN/ TURKIYE
Tel: 05357001654
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