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KISALTMALAR

6-HMLT 6- Hidroksimelatonin

a.a —— amuno asid

ACh —— Asctilkolin

AChE  ———— Asectilkolinesteraz

FE ——— Fosfatidiletanolamin

FK Fosfatidilkolin

FS Fosfatidilserin

HIOMT Hidroksiindol-O-metiltransferaz
i.p. ———— intraperitoneal

MLT — Melatonin

MSS ———— Merkezi Sinir Sistemi

NAT —— Ne-asetiltransferaz

SA ————— Sialik asid

SKN ——— Suprakiazmatik nukleus

SPM ——— Sinaptozomal plazma membram
USG ——— Ust servikal gangliyon



GIRIS VE AMAC

‘Artritlerimle yasayabilirim,

Diglerimin takma olmast sorun degil,
Yakin ve uzak gozliklerimle gorebilirim,
Ama, hafizam dzleyecegimden eminim’

Yaghlik, bir organizmamn canhlifim ve fonksiyonunu olumsuz etkileyen,
fakat en Gnemlisi zamanin akagi ile mortalite oraninin arttify, adim adim ilerleyen
olgunluk sonras: gerilemedir. Cok ileri yaglarda bile canhlifim koruyabilen
postmitotik &zellikli beyin (kalp ve ¢izgili kasla birlikte) néronlan memeli
viicudunun en yash kismidir. Néronun uzun yagam siiresine sahip olmasmimn en
onemli avantaji beynin bellek ve diger 6grenilmis fonksiyonlan canhnin yagamm
boyunca siirdiirebilmesi iken, dezavantaji ise barsak veya deri hiicreleri gibi
yenilenme o&zelliginin olmamasidu™. Merkezi sinir sistemin (MSS)’de
yaslanmaya yol agan higbir spesifik faktor belirlenememistir®”. Beyin
yaslanmasi néral iletimin enzimatik, depolamm ve resept6r mekanizmalarindaki
degisiklikler ve/veya noéronal fonksiyonda bazen kayipla kendini gosteren
ilerleyici bir azalma olarak tarif edilmektedir™®. Bu degisiklikler yasla siki
iligkili gesitli fizyolojik bozukluklar ve néro-psikiyatrik hastaliklara karg1 beynin
daha kolay zarar grmesine yol agar”’”. Yaglanma olay: tim beyin bolgelerini
esit olarak etkilemez ve belirli bir beyin bolgesinde farkh tiplerde sinir hiicresi
yaga bagumh belirgin farklibiklar gosterebilir. Ornegin, serebral korteks beyin



sapmdan daba ¢ok etkilenir ve beyin sapinda bazi ¢ekirdekler yaglanma
olaymdan etkilenirken digerleri belirgin olarak direngli kalr®™. Beyin
yaslanmasina yol acan mekanizmalar; glukoz kullamimi, oksijen harcanmim ve
kan akim azalmas: ile kendini gosteren beynin oksidatif enerji
metabolizmasindaki degisiklikierdir™”. Bu degisiklikler ile birlikte oksidatif
metabolizmada rol alan baz enzimlerde de azalma olur®. In vivo néronal
aktivasyon ile serebral oksidatif metabolizma arasinda bir iligki oldugunu
gosteren caligmalar vardir™'%>/%1%9  Kisa bipolar atimlarla serebral korteksin
dogrudan uyanlmasi, kortikal ndronlarm bolgesel olarak aktiflenmesine ve
ekstraselliler K' diizeylerinin artmasma yol agar. Bumu mitokondrideki
metabolik aktivitenin gegici artig takip eder®’*”. Bu gegici metabolik yamtin
hem baglamasimin hem de bitiginin 28 ayhik yagh Fischer-344 siganlarda 3 aylik
geng siganlara kiyasla daha yavas oldugu saptanmustir®’®?. Bu yamtin baglama
hizinin Na',K*-ATPaz aktivasyonu ile baglantih oldugu gosterilmigtir™ ', Bu
yiizden yash siganlarda néronal aktivasyona kargi gegici oksidatif metabolik
yanitin ge¢ baslamasmin yaghhkta azalmis Na*,K'-ATPaz aktivitesi yiiziinden
olabilecegi ileri siriilmiistir®'*”. Ancak bu varsaymm dogrulayacak yeterli
kanitlar elde edilememigtir. Dinlenme durumunda beynin %50’lere kadar olan
oksidatif enerji metabolizmasimn, K™ ve Na' sizintilarma karst koyan Na',K'-
ATPaz aktivitesi igin harcandify diginiilmigticr. Aktif beyinde enzim
aktivitesinin enerji sarfiyat daha fazla artar™. Bu yizden yaglanmada beyin
metabolizmasindaki kuosurlanm Na’ K'-ATPaz’in 6zelliklerindeki degigiklikler
ile iligkili olup olmadigimin belirlenmesi 6nemli olabilir.

Spesifik biyolojik temeli hala aydinlatilamamig olan yaslanma olaylanmin
tamamen anlagilmasinin molekiller diizeyde olabilecegi konusunda genel bir
goriig birligi vardir®. Fizyolojik olarak aktif hiicre membranlan, organizmanin
homeostazisinin korunmasinda biyiikk 6nem tagirlar ve bu yiizden organizmanin
yaglanmas1 ile bu membranlarda olabilecek degisikliklerin belirlenmesi
Onemlidir. Membran biitiinlii3li hiicresel homeostazisin temel 6n koguludur.
Membramn yapisal bitimliiginin korunmasmda, oncelikle membranm gift



tabakasim olusturan fosfolipid molekiilleri ve membranin integral proteinleri
olan membrana-bagh enzimler 6nem tagir.

Noronal eksitabilite biiyiik oOlgiide membrana-baglhh  transport
enzimlerinden olan Na',K'-ATPaz aktivitesine baghdir. Neonatal maturasyon
srasimnda gelismekte olan sigan beyinlerinde dendritlerin olusumu ve elektriksel
aktivitede artigla birlikte Na',K'-ATPaz aktivitesinin arttis gosterilmis olup
enzim aktivitesindeki bu artigin sinaptik aktivite geligimi ile birlikte oldugu
diiginilmastar®?. Aynca sigan beyninde gelisim sirasinda beynin iyonik
bilegiminde belirgin bir degisikligin ve elektriksel aktivite baglangicimn eglik
ettigi 10-15 kat Na' K'-ATPaz aktivitesi artist oldugu bildirilmigtir®?.
Na' K'-ATPaz aktivitesinin, noronal fonksiyonlarm vyavasladifs yaslanma
durumundaki degisikliklerine ait literatiir bilgileri tutarh degildir. Bazalan beyin
Na'K'-ATPaz aktivitesinin yaga bagl olarak azaldgm™ "%, bazilan
artipm 74299 bildirmiglerdir. Bir grup aragtirict da beyin Na' K'-ATPaz
aktivitesinde yaslanmaya bagh degisiklik oldugunu kabul etmemektedir™”.

Kalsiyum iyonu (Ca®") birgok hiicresel fonksiyonda Gnemli rol oynar.
Ca®, presinaptik norotransmitter salgilanmasmin kontrolu ve membran
eksitabilitesinin diizenlenmesi gibi gesitli néronal sinyal iletimi olaylannda rol
abr ve aynca ikinci ve #giincii haberci olarak dogrudan gorev yapar. Sinir
hiicresinin uyanlabilirlifi ve yasami i¢in en 6nemli faktor olan diigik sitozolik
kalsiyam diizeylerinin korunmasi, sinaptozomlardan kalsiyumun membrana-
bagh Ca”-ATPaz tarafindan transportu ile olur. Sinir hiicrelerinde Ca®
homeostazisinin diizenlenmesi hiicre-hiicre haberlesmesinde anahtar rol oynar.
Cegsitli galigmalar, néronal fonksiyonda yasa bagimh kusurlann altinda bozulmug
kalsiyum metabolizmasinm yathfm  diigindirmiigtir. Siganlarda yagm
ilerlemesiyle birlikte beyin Ca® igerigi ve beyin mikrozomal Ca*-ATPaz
aktivitesinin artigim bildiren ¢ahigmada, yaglanma ile beyin mikrozomlarmda
Ca®" transport sisteminin bozulabilecegi diisiniilmiigtir®. Buna kargiik bir
bagka aragtinci grubu da Fischer-344 sigan beyinlerinden elde edilen sinap-
tozomal plazma membran (SPM)’larinda Ca®*-ATPaz ve Ca**-bagimh transport



aktivitesinin  yagh  grupta genglere gore daha diisik oldugunu
bildirmiglerdir”***#_ Beyin yaslanmasi ve norodejeneratif hastahiklarla ilgili
kalsiyam  hipotezi, sitozolik kalsiyum konsantrasyonunun  hiicresel
homeostazisini saglayan mekanizmalarin, yaglanmada anahtar bir rol oynadifim
ileri sirmektedir™. Bu hipotez, kalsiyum homeostazisindeki sirekli
degisikliklerin beyin yaslanmastyla iligkili n6ropatalojik bozukluklar ve gesitli
norodejeneratif hastaliklar igin son ortak yol oldupunu kabul etmektedir”.
Yaglanma ile noronal Ca> homeostazisindeki degigikliklerin yagla iligkili
kavramsal fonksiyon bozukluklarinda rolii olabileceginden, yashhkta beyindeki
Ca”" metabolizmas: konusundaki ¢ahismalar biiyiik 5nem tagtyacaktrr.

Cesitli cahgmalarla beynin bellek fonksiyonu ve kolinerjik mekanizmalan
arasinda da onemli bir iligki oldugu gosterilmigtir. Korteksin ve hipokampusun
kolinerjik innervasyonunun yaslanma ile bozulup bozulmadif1 ya da ne dereceye
kadar bozuldugu agik olmamasina ragmen, Asetilkolin (ACh)’in néronal sentezi
ve salgillamminda, kolinerjik sinirlerin kolin tutulomunda ve ACh’e karg;
postsinaptik yamitta yasla iligkili degisiklikler iizerindeki bilgiler beyinde
kolinerjik néronlarm  fonksiyonunun yaglanma etkisiyle —muhtemelen
bozulabildigini gostermigtir”’?. Bu yiizden beyinde yaslanma ile iligkili transport
fonksiyonlarm: molekiiler diizeyde aydinlatabilecek bir diger yaklagm da
ACh’in inaktivasyonunda rol alan membrana-bagh transport enzimlerinden
Asetilkolinesteraz  (AChE)’mn  etkisini aragtirmaktir. Literatirde beyin
Na'K'-ATPaz ve Ca**-ATPaz aktivitelerinde farkh bulgular bildirildigi halde
AChE aktivitelerinde azalma oldugu bildirilmigtir /2756202209

Membran fonksiyonunda giderek onem kazanan bilesikler, plazma
membranmin dig vyiiziindeki glikoproteinlerin ve gangliozidlerin kompleks
karbonhidratlaridir. Bu membrana-bagh gliko bilesiklerinin terminal gseker
kalintilarindan biri sialik asid (SA)’dir. Beyin membranlarinda yiiksek diizeyde
bulunan”” SA, membramn negatif elektrik yiikiinden sorumlu olup, katyon
baglanmas, transport, permeabilite”? ve karbonhidratlarm tammmastyla ilgili
cesitli biyolojik fonksiyonlarda temel rol oymar ve sikhikla reseptorlerin ve



antijenik bélgelerin tamnmamasi veya maskelenmesinde gorev yapar”’”. Aynica
SA, insiilin, serotonin, opiyat ve interferon reseptorierinin bilesiminde bulunur ve
sinir iletisinin devam igin gereklidir™. Frontal korteks ve hipokampusun
oldukga yiikksek sializasyonu oldugu gosterilmigtir. Beyin plazma
membranlannin sializasyonu, MSS nin normal gelisimi ve fonksiyonu igin temel
kogullardan bindir. Oligosakkarid zincirlerindeki SA, enzimlerin molekiiler
bigimlerini stabilize edebilir ve onlart proteolitik yikima karst korur™”. Sinir
uglarmdaki SA kalmtlarnm, transmitter salglammu iin intraselliiler Ca®
saglayan fonksiyonel depolamm bolgesi olabilecegi digimiilmektedir”®.
Eritrosit ve trombosit membranlarmda SA kaybmm, bu hiicrelerin dolagimdan
uzaklagtirilmasinin nedeni olabilecegi diigiiniilmiis ve bunun yaglanma ile
baglantili olabilecegi ileri siiritmiigtir®®*?.

Son yillarda birgok aragtinnici adrenerjik diizenlenen, noroendokrin bez
olan pineal bezin ve onun melatonin (MLT) salgisinm hem yaglanma hem de
yasla-iliskili hastaliklarda roli oldugunu bildirmiglerdir. Yaglanmanm pineal
bezin serotonini MLT e metabolize etme ve salgilama yetenegini etkileyen en
onemli faktor oldugu digimiilmektedir™”. Cesitli gahgmalarla pineal bezin
fonksiyonu ve morfolojisinde, yaglanma ile agr agir ilerleyen bir bozulma
oldugu gosterilmigtir>/#>1°0162%  Byplar jginde en goze carpan
degisikliklerden biri, kemiricilerde”*"****¥ ve insanlarda®'%**® pineal bezin
MLT yapumindaki asamali azalmasidir. Bununla beraber, yaglanma olayma bagh
olarak pineal fonksiyonda azalmayla iligkili mekanizmalar ve yaglanmaya bagh
viicut degisikliklerinin pineal yetmezlife karsi sekonder olup olmadif
aydmlatilamamstir. Pineal MLT yapiminda, yagla iliskili azalmanin nedenleri
agik degildir. MLT, ileri derecede lipofilik bir molekiil olmasi nedeniyle
kan-beyin bariyeri ve Thiicre membranlanndan kolaybkla gegebilir.
Intraperitoneal (i.p) verilen MLT’in kolaylikla MSS’ne girdigi ve glutamat
reseptdr agonisti Kainat’m eksitotoksik etkisini azaltarak néroprotektif etki
gosterdigi bildirilmigtir®****. MLTin birgok hayvanda sirkadyen ritmi veya
mevsimsel tremede Snemli bir roli oldugu bilinmektedir. Buna kargihk



insanlarda, fizyolojik rolii ve gelisim esnasmdaki olasi degigiklikleri hala
etrafica anlagilamamig olmasma ragmen, MLT son zamanlarda yaslanmaya,
uykusuzluga, strese, immun bozukluklara, uzun mesafe ugak yolculufunun
objektif ve subjektif semptomlarina (jet-lag) ve kansere karsi ‘harika bir ilag’
olarak biiyiikk capta toplumsal bir ilgi kazanmugtir. Yakin zamanda MLT’in
yaslanma onleyici bir ajan oldugu ileri sirilmigtir®?*525559 MIT verilen
kemiricilerde, yaglanma hiz1 ve yagla ilgili hastahklann baglangicimin
geciktirilebilecegi bildirilmistir™”. MSS’nde MLT in etki mekanizmas: aydinla-
tilamamigtr. Hormonun, ndrotransmitter sistemlerin ve beynin membran
olaylarmin modilasyonu yolu ile ndronal aktivitenin etkileniminde bir rolii
oldugunu destekleyen galigmalar vardir®”.

Bu calisma; postnatal gelisen cesitli yas gruplanndaki siganlarda
yaslanmaya bagh olabilecek sinaptozomal transport fonksiyomlarimn, MSS
tizerine noroprotektif etkili ve yaglanmay1 onleyici bir ajan oldugu ileri siiriilen
MLT’in eksojen verilii ile ne yonde etkilenebilecegini incelemek igin planland.
Bunun igin membrana bagh Na* K'-ATPaz, Ca®-ATPaz ve AChE aktivitelerini
ve néral membranin Gnemli bir yapisal bilesigi olan SA diizeylerini incelemek
yoluyla bu nérohormonun geligmekte olan sinir dokusunda bilinmeyen
etkilerinin aydinlatilabilmesi amagland.



GENEL BILGILER

Niral Membran Yapis: ve Fonksiyonu

Okaryot ve prokaryot biitiin hiicreler 75-100A° kalinhiginda bir membranla
gevrilidir. Hiicre membram (plazma membrani) hiiére igindeki iyon ve
molekiillerin konsantrasyonlarim yagam igin uygun bir diizeyde tutan ve yabanci
molekiillere kars1 dogal bir engel olugturan ileri derecede segici gegirgen 6nemli
bir hiicre elemamdir. Boylece plazma membram metabolik ara maddelerin
oldukga yiiksek sitoplazmik konsantrasyonlarda kalmasim ve intraselliiler boglu-
gun olusumunu saglar. Ayrica membranin hiicre geligimi, bsliinmesi ve metabo-
lizmasinda da fonksiyonlan vardir. Biyokimyasal olarak membranlar lipid,
protein ve karbonhidrattan yapilmigtir. Membranin bu bilesenlerinin oram bir
membrandan digerine biiyiik ¢apta degismekle birlikte yaklagik %43 tinii lipidler,
%49’unu proteinler ve %8’ini karbonhidratlar olusturur®*? (Tablo 1). Membran
bilesimindeki degisiklik membranin fonksiyonunu yansitir. Birgok membran pro-
teinleri enzim oldugundan i¢ mitokondrial membran gibi yiiksek protein igerigi
olan membranlar metabolik olarak aktiftirler. Buna kargihik miyelin membram
gibi lipitten zengin membranlar baglica yaliim fonksiyonu yapar.

Membranm baghica lipidleri, fosfolipidler, sfingolipidler ve kolesteroldiir.
Plazma membraninda difer membranlara gére daha fazla kolesterol ve sfingomi-
yelin vardir. Bunlara ek olarak hiicre membram en yiiksek glikoprotein ve
glikoliplid icerigi olan membrandir, bu nedenle kolesterol, sfingomiyelin, gliko-
protein ve glikolipidin varhf1 ¢ofunlukla plazma membram tanisi olarak kul-
lamlir.



Tablo 1. Cesitli biyolojik membranlarm lipid, protein, karbonhidrat igerikleni ( % kuru agirbk
olarak)

Lipid Protein Karbonhidrat
Plazma membram (memeliler) 43 49 8
Miyelin 75 22 3
Mitokondri dis membram 48 52 eser
Mitokondri i¢ membrani 24 76 eser
Nukleus membram 35 59 3
Endoplazmik retikulum 44 54 2

Uyarnlan membranlardan olan SPM’nda lipid/protein oram 1’dir ve koles-
terolun polar lipidlere molar oram 0.44’tir. Gangliozidler, total bilesiklerin %S5
kadarim1 olugturur. Fosfatidiletanolamin (FE) ve fosfatidilkolin (FK) en bol bulu-
nan yiiklii lipidlerdir® (Tablo 2). Daha az oranda bulunan diger belli bagh yiiklii
lipid fosfatidilserin (FS)’dir. Yag asidi bilegimleri ileri derecede farklilik gosterir.
FE ve FS yiiksek miktarlarda ¢ok doymamis yag asidleri igerir. Yag asidi yan
zincirleri en sikhikla C-16 ve C-24"tiir.

Tablo 2. Sinaptik plazma membran fraksiyonunda bulunan lipid tiirleri

Tiir Totahn (%)
Fosfatidiletanolamin | 28
Fosfatidilkolin 34
Fosfatidilserin 10
Fosfatidilinositol 2
Sfingomiyelin 3
Lizofosfotidilkolin 1
Kolesterol 19
Seramid 2

Diger yiiklii molekiiller sialik asid i¢eren molekiil yei da proteinlerden
olusabilir. Polianyon ya da hiicre membranlarinin reseptérleri olarak ¢ok onemli
fonksiyonlar1 olan SA’ler, beyin membranlarinda yiiksek diizeylerde bulunur.
Hayvansal hiicrelerin ¢ofunun dig yiizeyi negatif yiikliidiir. Membranlarin bu
negatif yiiki bityiik ¢apta SA’in karboksil gruplarmdan ileri gelir (Sekil 1.).
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Sekil 1. Sialik asid (N-Asetilnéraminik asid)

SA’in karboksil gruplarindaki negatif yiik Ca®" baglar. Hiicre yiizeyinden SA’in
nérominidazla uzaklagtinhiginm, Ca®" alig-verisini arttrdifi ve membran potansi-
yalinin stabilitesini azaltug1 gosterilmistir”*”. SA’lerin sinir uglanmmn yiizeyinde
Ca®" hapsedilmesi yoluyla membran stabilitesine katildig1 ve transmitter salgi-
lamminda 6nemli rolii olabilecei diiginiilmiigtir”*. SA igeriginin yaslanmayla
iliskisi konusunda yok denecek kadar az olan ¢aligmalarda dolagimdaki hiicre
membranlarmm SA diizeylerinde yasla iliskili azalma gosterilmistir. Erken post-
natal sigan beyninde polisiyalozil glikopeptitlerin en yiiksek konsantrasyonlarda
bulundugy, ilk ay iginde yaklagik %75’inden fazlasimn azaldif gosterilmis ve
beyinde 6nemli geligimsel degisiklikler olustugunda kompleks karbonhidratlarin
erigkin diizeylerine erigtigi bildirilmigtir”*?.

SPM’larindaki polipeptit bilegenlerinin 40.000-200.000 dalton arasinda
degisen molekiil agirlikl farkli zincirlerden olustugu bulunmustur. Ancak 50.000
ve 100.000 molekiil agirhgnda polipeptitler baskindir. Yaklagik 100.000
molekiil agirhkli Na',K'-ATPaz hari¢ polipeptitlerin bilesimi belirlenememigtir.
Membran proteinlerinin total amino asid (a.a.) bilesimi yiiklii a.a.”lerce zengin-
dir.

Bugiin i¢in en inandimct membran yapist modeli 1972°de Singer ve
Nicolson®’? tarafindan ileri siiriilen akiskan mozaik modelidir (Sekil 2.). Bu mo-
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dele gore fosfolipidler ¢ift tabaka olugtururlar. Fosfolipid molekiillerinin hidrofo-
bik non polar gruplan biri digerine karg1 gelecek sekilde dizilirler ve ¢ift ta-
bakanin merkezini olugtururlar. Hidrofilik polar gruplar membramn ekstra ve
intraselliiler yiizeylerini olusturmak iizere dizilmiglerdir. Kolinli fosfolipidler
(FK ve sfingomiyelin) baglica ¢ift tabakanm ekstraselliller yiizeyinde; halbuki
aminofosfolipidler (FE ve FS) sitoplazmik yansinda yogunlagmglardir ($ekil 3.).
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@ Kolin fosfolipidleri ( dista cok)
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Sekil 3. Plazma membranindaki fosfolipid ¢ift tabakasmm gematik gosterilisi.

Kolesterol, fosfolipid molekiillerinin arasina sokulmugtur (Sekil 2.). Fos-
folipidlerin lipid ¢ift tabakasinin lateral diizlemi boyunca hareketi membranin
akigkanhgim saglar. Membramn akigkanligs fosfolipidlerindeki yag asidlerinin
bilesimi ile saglanir. Kisa zincirli ve doymamighg: fazla yag asidleri, uzunlardan
ve doymuglardan daha akicidir. Membran yapisinda bulunan kolesteroliin de za-
nn akigkanhgim azaltici bir etki yaptigs kabul edilmektedir®’. Normal akig-
kanhg korumak igin optimal bir fosfolipid-kolesterol oram: gerekmektedir.

Membran proteinleri, yiikksek miktarlarda L-heliks olusturan ve lipid ¢ift
tabakas: icine degisken ve asimetrik olarak gomiilii olan globiiler proteinlerdir
(Sekil 2). Bu bakimdan membran proteinleri integral (intrinsik) ve periferik (eks-
trinsik) olarak smiflandinlabilir. Intrinsik proteinler membran igerisine
gomiiliidiirler ve burada lipidlerle hidrofobik etkilegimler olugtururlar ve bunlar
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yalmizca deterjanlar, aseton gibi ¢éziiciiler veya metanol ve kloroform kangimlar
ile kargilaginca serbestlesirler. i¢ mitokondrial membranin elektron transport zin-
ciri kompleksleri, eritrositlerin glikoforini, Na',K*-ATPaz, intrinsik membran
proteinlerine omektir. Ekstriksik proteinler membrana elektrostatik kuvvetlerle
daha gevsekge tutunurlar. Eritrositlerin spektirini, miyelinin bazik proteini sitok-
rom ¢ ve AChE ckstrinsik membran proteinlerine 6rnektir.

Duyu sistemlerinde sinir impulslarinin gegiriligi ve sinyal iletisi; biyolojik
membranlann 6zelliklerine, onlarin reseptdr ve ileti proteinlerine ve de memb-
ranlardan gegen iyon farklarina dayanir. Néronlar sinir impulslarinin gegirilisle-
rinden sorumludur. Sinir impulslan veya aksiyon potasiyelleri noéronun
aksonunda asag1 dogru hareket eden bir depolarizasyon dalgas: seklinde yayalir.
Bu durumda plazma membranmmn her segmenti komgu segmentini depolarize
eder. Bir néronun aksiyonunun plazma membrani, voltajdaki degisikliklere yamt
olarak agilip kapanan iyon kanallan igerdiginden depolarizasyon yetenegine sa-
hiptir. Hiicre membranlarindan gegen elektrokimyasal iyon farklari, aksiyon po-
tansiyelinin yayilmasimn temelini olugturur.

Sinir impulslan diger néronlara ya da kas hiicrelerine veya salgilayici
hiicrelere sinaps denilen deginme bolgelerinde iletilirler. Bir sinapsta presinaptik
membran (bir néronun akson terminali) postsinaptik membrandan (bir kas
hiicresi, bir salgilayic1 hiicre veya ikinci bir néronun dendiridi) sinaptik yarik
denilen bir boglukla ayrilir. Aksonun sonunda presinaptik membrana gelen elek-
triksel bir sinyal akson terminalindeki, sinaptik keseciklerin i¢inde bulunan bir
nérotransmitterin saliverigini tetikler. Norotransmitterler sinaptik yanga salgi-
lanir ve postsinaptik membranda bulunan nérotransmitterler reseptorlerine
baglanir. Bu baglanma, nérotransmitter reseptdriinde bigimsel bir degisikligi
tetikleyerek hiicre membrammnm kiigiik bir bolgesinde Na™a kars1 K igin olandan
yaklagik 500 kat daha fazla permeabilite artigina ve boylece, postsinaptik hiicreye
Na' girisine sebep olur. Bu giris postsinaptik membramn elektriksel 6zellikle-
rinde, depolarizasyon denilen bir degisiklie sebep olur ve sinyalin yayilinasina
yol agar. Noronlar igindeki normal Na® ve K™a ait iyonik asimetriler
Na' K'-ATPaz aktivitesiyle strdiriiliirler. Sinir sisteminde Na',K'-ATPaz Ran-
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vier diigiimleri dahil yiiksek iyonik akigh membran bolgelerinde ve ince aksonal
olaylarda dendridlerde ve glial membranlarda yogunlagmgtr. Na' K" farklan
membramn negatif olan i¢ membran potansiyalini olusturur. Omurgahlarn
noronal hiicre membranlanmn dinlenme potansiyali ~70 mV kadardir. Aksiyon
potansiyalinin sonunda membramn dinlenme potansiyaline gegisi, konsantrasyon
farklarim diizelten Na',K"-ATPaz yoluyla olur.

Ach, noromuskiiler kavsakta ve kolinerjik sinirlerde bulunan bir néro-
transmitterdir. Dinlenme durumunda ACh, sinaptik keseciklerde depolanir ve
uyan durumunda serbestlesir. Her bir kesecigin deneysel olarak pargalanmas: ile
yaklasik 5x10° molekiil ACh serbestlesir. Sinir impulsunun aksondan asag akast,
boyle birgok ACh paketlerinin sinaptik yanga serbestlesmesine sebep olur. Ser-
bestlesen ACh, sinaptik bosluga yayihr ve postsinaptik membranda yerlesmis
ACh reseptor proteinine etki eder, bigimsel bir degisiklik olugturarak Ca’*
iyonlarimn sahiverilisine sebep olur. Bu iyonlar sonra membran fosfogliseridi ile
etkileserek membranda Na" ve K™’a kars1 permeabilite artigina sebep olurlar.
Boylece serbestlesen her ACh molekiilii bagina, membrandan orjinal impulsun
bityiik bir artisina sebep olan binlerce katyon geger. Dinlenme durumuna doniis,
AChE’1in ACh’1, asetat ve koline hidrolizi ile olur™? .

CH;COOCH,CH,N*(CH;); + H;0 — CH;COOH + HOCH,CH,N(CH;)s

Béylece membran orijinal durumuna doner. ACh, kolinasetil transferaz

ile yeniden sentezlenir ve depo edilir.

Asetil KoA + Kolin — Asetilkolin + KoA
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MEMBRANA BAGLI TRANSPORT ENZIMLERI

Asetilkolinesteraz (E.K. 3.1.1.7,)"

ACHE sinir sisteminde bulunan sinaptozomal membrana bagh onemli bir
enzimdir. Baslica kolinerjik sinaptik transmisyonda rol alan hiicrelerle iligkilidir.
Ayrica eritrositlerde de bulunur. Hayvan dokularinda bulunan AChE’m asimetrik
(A4, Ag, App) ve globﬁler (Gi1, G, Gy) olmak iizere iki farkh katalitik alt iiniteleri
vardir. Asimetrik molekiiller (A4, As, A;2) kollajene benzer bir kuyruk yapistyla
birlesmigtir. Bunlar deterjanlarla etkilesmeyip yiiksek tuz konsantrasyonu igeren
tamponlarda serbestlesebilirler. Asimetrik tipler baghca iskelet sisteminde
noromiiskiiler kavsakta yerlesmiglerdir”®”. Bu yerlesimin kollajene benzeyen
kuyruk yapisi ile ekstraselliler bazal membranin etkilegimi tarafindan
diizenlendigi samhyor. G;, G, G4 globiiler tipleri ¢ok daha genis ¢apta
dagilmigtir. Bu tipler kollajene benzer yapisi olmayan katalitik alt Ginitelerdir.
Globuler tipler iki gruba aymlabilir: Ekstraksiyonu takiben iyonik olmayan
deterjanlarla reaksiyonlagabilen tip, integral membran proteini olarak bulumur.
Coziniir protein olan deterjana baglanmayan tip ise sinir ve kas hiicreleri
tarafindan salgilanir. Deterjana baglanan globiiler tipler hidrofob protein olarak
da smmflandirlabilir. MSS’de membrana bagh tetramerik globiiler tiir (Gy)
baskindir. Degisken miktarlarda monomerik (G;) ve dimerik (G;) globuler
yapilarla birlikte bazen de kiigiik miktarlarda asimetrik tip bulunur.

Allosterik bir enzim olan AChE’m ACh’1 hidrolizinin yapim yikim sayisi,
enzim katalizi igin bildirilen en yiksek degerler arasmda, >10%sn™ olarak
bildirilmigtir?. Asint substrat miktan hidroliz hizim inhibe eder. Biyokimyasal
ve iz agisindan bakildiginda AChE ¢ok dzgfin bir hidrolitik enzimdir. Evrimsel
gelisimi bakimndan miikemmel bir enzim olarak tammlanmaktadir®®. AChE’m

*Enzim komisyon no:

AChE (3.1.1.7.)

Her enzim numarast 4 rakamdan olusur. Ik rakam enzimin 6 temel enzim sinifindan hangisine
ait oldugunu gosterir. Ik rakam: 3 olan enzimler Hidrolazlardir. Ikinci rakam temel enzim
sinifinin alt sinifinl gosterir. Hidrolazlar igin hidroliz olan bagm tipini gosterir. Bu bag ester
bagdir, yani 3.1 ile baglayan enzimler ester baglari hidroliz ederler. Ugincii rakam daha alt
swifint (2. alt sinifimy) gésterir, bu rakam daha kesin olarak hidroliz olan bagn tipini gosterir.
Buna gore 3.1.1. nolu enzimler karboksilik ester hidrolazlardwr. Dérdiincii rakam, enzimin
ikinci alt siifindaki seri numarasidir ve her enzim igin spesifiktir.
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aktif Dbolgesindeki niikleofilik serin kalintisi niikleofilik reaksiyonun
1.basamaginda ACh ile reaksiyonlagarak asetil-enzim aramaddesi olugur ve kolin
agiga ¢ikar. 2.basamakta asetil-enzim ara maddesinin hidrolizi ile asetik asid
olusur ve enzim yeniden sentezlenir. ACh’nin hizh hidrolizi postsinaptik

membrann yaklagik 1 msn’de tekrar repolarize olmasim saglar”*?.

Iyon Transport ATPaz’lar

Okaryotik hiicrelerin plazma membranlanimin  integral hidrofobik
proteinleri iyon transport ATPaz’lardir. Bu ATPaz’lar “P”, “V” ve “F” tipi olmak
lizere ii¢ ana gruba aynlirlar. Reaksiyon sikluslarmm bir yerinde fosforillenen P
tipi ATPaz’lardan en iyi bilineni Na'" K'-ATPaz’dir(Tablo 3).

Tablo 3. Okaryotik hayvansal hiicrelerin plazma-membrani iyon transport ATPaz’lan
(P smif))"?

Tipi Inhibitora Subselliler Alt birim Bagshca
Lokalizasyonu Bilesimi(kDa) Fonksiyonlan

r

, | Ouabain Plazma membram all2 Intra ve ekstraselliiler
Na"'K'-ATPaz { Vanadatiyomu  (hayvan hiicreleri) B S5 hiicre hacmi,
uyarilabilir hiicrelerde
L intraselliiler Ca**
( Vanadat iyonu Sarkoplazmik 100 Intraseltilter Ca®
Retikulum diizenlemesi
Ca®-ATPaz { Vanadat iyonu  Endoplazmik ? > Na'-Ca*
L Vanadat iyonu  Plazma membram: 140
Vanadat iyonu ~ Mesane plazma 100 Ekstraselliiler
H'-ATPaz membran pH diizenlenmesi
(hayvan hiicreleri)
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Na',K'-ATPaz (E.K.3.6.1.3)*

Hiicre membranlanindan gegen Na'K' iyon farklanmn korunmasi, simir
uyardabilirlifinin altinda yatan temel olaydir. Bu asimetrinin korunmasmdan
sorumlu olan Na",K'-ATPaz enzimi noronlann fonksiyonlarinda 6nemli bir rol
oynar. Bu iyon gradienti néronlarm osmotik hasardan korunmasma da yardimei

olur.

(a)

B

EENUREEREN
Sitoplazma U

MgATP = MgADP+ P,

\

B-alt {nite xX-ait Unite

(b)

Sekil 4. (a)Plazma membranmda Na+K+-ATPaz’m o ve B alt initelerinin
yerlegimi.(b)Alt initelerdeki baglanma bolgeleri: 1) Na* baglanma , 2) K* baglanma, 3) Oua-
bain baglanma yeri, 4) Fosforilasyon bolgesi, 5) ATP bélgesi

“Na",K*-ATPaz(3.6.1.3.)

3. Enzimin ait oldugu temel enzim smifidir : Hidrolaz

3.6. Hidroliz olan bagn tipidir : Asid-anhidrid baf

3.6.1. Hidroliz olan bagm daha keskin tipi : Fosforil kapsayan anhidridler

3.6.1.3. Enzimin ikinci alt smifmdaki seri numaras: : Niikleotitlere ethili
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Enzimin Yapis:

Na' K'-ATPaz integral bir membran proteinidir. Yapisinda 112 kDa
bityiikligiinde bir polipeptid (a-katalitik alt birimi) ve 40-60 kDa biiyiikliikte bir
glikoprotein (B-alt birimi) bulunur. o—alt birimi 4-8 transmembran bolim ile
bunlann birlegtiren sitoplazmik veya ekstraselliiler taraftaki polipeptit
zincirlerinden olugur. Enzimin bilinen tiim katalitik fonksiyonlan a-alt birimince
gergeklestirilir”®?. o-alt biriminde K* ve Ouabain baglanma bélgeleri ekstrasel-
liler tarafta, Na', ATP baglanma ve fosforilasyon bolgeleri ise sitoplazmik
tarafta bulunur (Sekil 4). B-alt birimi membrandan yalmizca bir kez geger’®
a-alt birimi”® ve B-alt biriminin® komplementer DNA’lan karakterize edilmis
ve boylece a.a. diziligleri belirlenmigtir.

Enzimin Fizyolojik Fonksiyonu”*?

a) Membran Potansiyeli
Membranm Ka permeabilitesinin Na*’dan fazla olmasi, membrann igi ve
dis1 arasinda igte negatif olmak iizere bir membran potansiyeli olugturur.

b) Osmotik Diizenlenim
Membran potansiyeli negatif oldugunda, membrandan gegebilen anyonlarin
konsantrasyonu intraselliiler tarafta diigiiktiir. Bu durum membrandan gegemeyen

anyonlarin osmotik etkisini kompanse eder.

¢) Sekonder Aktif ( yokus yukari) Transport
Na' gradienti, sekerler, a.a.’ler, CI' veya K" ile CI”un ko-transportunu veya
simportunu ve Ca®* ve H"in de antiportunu saglar.

d) Yiiksek Intraselliiler K diizeyi
Yiksek intraselliller K* diizeyi bazi intraselliiler enzimatik reaksiyonlar igin
gereklidir.
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¢) Reabsorbsiyon islemleri
Luminal membranda Na' gradienti ile yiiriiyen sekonder aktif transportun
bazolateral membranda aktif Na’ transportu ile birlegtirilmesi, ince barsak ve

bobrek hiicrelerinde reabsorbsiyon igin ¢ok dnemlidir.

Enzimin Ozellikleri

Na'K'-ATPaz’1 diger birgok ATPaz’dan aywran Ozelligi, aktivitesi igin
hem Na’, hem K" un birlikte varligimn gerekmesidir. Hem transport sistemi hem
de Na',K'-ATPaz enzimi, membranm ig yiizinde Na* iyonlan, di§ ytiziinde de
K" iyonlan ile aktive olur”?. Optimal enzim aktivitesi igin Na'/K* oram 10:1 ile
5:1 arasinda, pH ise 7.0-7.5 arasinda olmalidir, Na' varh@ sarttr, fakat diger
birgok iyon K" yerine gegebilir ve etki gosterebilir. Etki giicii bakimindan, azalan
etki giiciine gore sralama, K'>Rb">NH," >Cs">Li" seklindedir”®?.

ATP, Na'K'-ATPaz’m baghica substratidir ve ATP ile iligkili birgok
reaksiyonda oldugu gibi, enzimin Mg* ’a gereksinimi gok yiiksektir. Mg®*
konsantrasyonu substratin konsantrasyonuna yaklagik olarak esit oldugunda
optimal enzim aktivitesi elde edilir. Enzimin Mg*-ATP kompleksi iizerine
maksimal aktivite gostermesi igin Mg>* ve ATP konsantrasyonlan genellikle
ekimolar otmahdi”®”. Mg®* veya ATP digerine gore fazla miktarda oldugunda
inhibisyon goriiliir”’?.

Enzimin Reaksiyon Mekanizmasi

Na',K'-ATPaz reaksiyonunun tiimii, ATP’nin ADP ve inorganik fosfata
(P;) hidrolizini ve hidroliz olan her ATP molekiili basma 3 Na' iyonunun
ckstraselliler kompartmana transportu ile birlikte, 2 K™ iyonunun intraselliiler
kompartmana transportunu kapsar®”. ATP’nin hidrolizi ve buna paralel olarak
iyonlarin tagmmmasi gok agamah bir reaksiyon dizisidir. Bu da, kisaca enzimin
Na'-bagimli fosforilasyonu ve fosfoenzimin K'-bagimh hidrolizinden
olugmaktadr®®. Bu enzim ve benzeri “P” tipi ATP’azlarda fosforillenmig ara
iiriinlerin olugmas ve hidrolizi gok 6nemli rol oynar®®?.
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Na',K'-ATPazin Hiicrelerde Yerlegimi
Enzim yerlesimi organizmadaki hiicre tiplerine gore farkhihklar gosterir
(Sekil 5).

Uyarnilamayan hiicreler Uyanlabilir hiicreler
Simetrik Asimetrik Simetrik Asimetrik

(a) (b) (c) (d)

Sekil 5. Na+ K+-ATPaz’m farkl hiicrelerde yerlesimi. Uyarilamayan hiicreler: (a) Epi-
telyal olmayanlar (6r. Fibroblast, yag hiicresi, 16kosit, eritrosit), (b) Epitelyal olanlar (6r.
Bébrek ve barsak hiicreleri). Uyanlabilen hiicreler: (¢) Kas hiicresi, (d) Sinir hiicresi.

Na',K'-ATPaz inhibitérleri”®”
1. Kardiak glikozidler

2. Vanadat

3. Oligomisin

4. Disgitk dozda kalsiyum®”

Na',K*-ATPaz Diizenlenimi’*¥
1. Direkt Etkili Maddeler:
a) Intraselliiler Na"
b) Ekstraselliler K*
c) ATP
d) Ouabain ve hipotalamik ouabain-benzeri maddeler
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2. Indirekt Etkili Maddeler:
A) Na",K*-ATPaz Gen Ekspresyonu Indiiksiyon Yapanlar
- Aldosteron
- Kortikosteron
- Kortizol

- Tiroid hormonu

B) Var Olan Enzimlerde Post-Translasyonal Modifikasyon Yapanlar
- Progesteron
- Insiilin
- Glukagon
- Vazopressin
- Epidermal Bityiime Faktorii
- Katekolaminler

Ca’*-ATPaz

Hiicre membranlarinda bulunan diger bir simf ATPaz mM konsan-
trasyonlarda Ca®* ya da Mg®*’la aktiflenen ve substrat olarak ATP’yi kullanan
Ca®* Mg*-ATPaz gopunlukla Ca*"-ATPaz, Mg”*-ATPaz, bazal ATPaz, bazik
ATPaz veya nonspesifik ATPaz olarak adlandinihr. Ca®*,Mg?**-ATPaz, Ca™ ile
uyanlan ATPaz’dan farkli oldugu halde farkh tir ve dokularm
Ca® Mg?-ATPaz’larmmn aym aileye ait olup olmadifi agik degildir.
Ca®*-ATPaz’m Ca®* varhgnda enzim aktivitesini yansithdi, halbuki
Mg*-ATPaz’ in Mg®* varhginda enzim aktivitesi gosterdigi dikkate almmalidir.
Baz1 arastincilar pankreas, vaskiller diiz kas, iskelet kasi, karaciger, beyin
korteksi, meme bezleri ve bobrek korteksi Ca®*,Mg?*-ATPaz’lan ile yaptiklan
aligmalarda Ca>*-ATPaz ve Mg**-ATPaz aktivitelerinin tek bir enzimi ifade
ettigini ileri sirmiglerdir®. Buna kargihk kalp sarkolemmasi, hepatoma
hiicreleri ve beyin sinir uglan Ca®" Mg®*-ATPaz’lan ile ilgili ¢aligmalarda,
Ca®*-ATPaz ve Mg?*-ATPaz’mn iki ayn enzim oldugu gosterilmigtir. Ca**-ATPaz
ve Mg*-ATPaz’mn ayn enzimler mi yoksa onlarmn aktiviteleri Ca**,Mg*'-ATPaz
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gibi tek bir enzim kompleksinin ifadesi mi oldufu sorusuna yakin literatiir
incelemelerinde kesin yanit bulunamamigtir.

Ca®" ile uyanlan ATPaz ilk defa Dunham ve Glynn™? tarafindan eritrosit
membranlarinda saptanmug, sonralan beyin®”%/1#13%1%9 qahil birgok dokuda
gosterilmigtir™.

Normal hiicre fonksiyonunun siirdiiriilmesi i¢in diigiik intraselliiler serbest
Ca” konsantrasyonlarmin korunmas: gereklidir. Fkstraselliller serbest Ca®',
intraselliiler serbest Ca®"*undan (yaklagik 0.1 M) yaklagik 10* defa daha fazladir
(vaklagik 1.5 mM). Bu farkin nedeni, Ca®>"*un iyon gradyeni yoniinde sirekli
hiicrelere sizmas: ve oradan aktif olarak disan atilmasidir. intraselliiler Ca®
diizenlenmesinden sorumlu baglica hiicre komponenti plazma membramdir. Bu
bakimdan gorev yapan iki biiyilkk plazma membrami komponentinden biri
Na'/Ca®* degig-tokus sistemi, digeri ise Ca’* pompalayan ATPaz’dir. Na'/Ca®
degistiricisi yiksek kapasitelidir, fakat serbest Ca®’a ilgisi diigiktir ve
uyarlabilen hiicrelerde aktiftir. Plazma membram Ca**-ATPaz’1 serbest Ca*"’a
yitksek ilgili oldugu halde, pompalama kapasitesi daha diigiiktiir. Bu nedenle
Ca* ,Mg*-ATPaz’n intraselliiler Ca®’un hassas ayarlanmasinda, Na'/Ca®
degigimi sisteminin ise hiicreye giren fazla Ca?"’un hizla atiimmdan sorumlu
oldugu diisiiniilmektedir.

Sinaptozomlarda ve presinaptik diizeyde ATP hidrolizine eglik eden Ca®
transportunun, sinir hiicrelerinde digik sitozolik Ca®* diizeylerinin siirdiiriil-
mesinde rol alan 6nemli bir mekanizma oldugu gosterilmistir®®/*¥. Ca®" sinir
hiicresi sonrasinda aksiyon potansiyellerinin olusumuna sebep oldugu gibi, néro-
transmitter salgilaniminda ve boylelikle sinir hiicresi uyarilabilirliginde ikinci
haberci olarak temel bir rol oynar®%%4/¥,

Sitozolik Ca>* normalde ya plazma membranina bagh ve Ca?*’u digariya
dogru pompalayan ya da intraselliiler membranlara bagh ve Ca*un sitozolden
intraselliiler organellere‘ aktif transportunu siirdiiren Ca*’-ATPaz aracihjiyla
korunur. Cesitli sinyal iletim mekanizmalarimin aktivasyonu, Ca®"’un eksra-
selliiler ortamdan pasif difiizyon veya intraselliiler depolardan 6zel kanallar yolu
ile sitozole difiizyonu, sitozolik Ca*’u arttinr. Iletim sinyallerinin inakti-
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vasyonunu takiben transport ATPaz’lan sitozolik Ca®* konsantrasyonunu tekrar
diigiirmek igin ¢ahgir. Bu fonksiyona Na'-Ca’ degis-tokus proteinleri de katilir.
Onceden olusan Na* farkindan agiga gikan serbest enerji Ca*"*un disan trams-
portu igin kullanilir.

Ca®* homeostazisinin diizenlenmesinden sorumlu Ca®-ATPaz, aktivitesi
i¢in fosfolipide bagimh olan, fosfolipid ve kolesterol diizeyindeki degisikliklere
hassas bir enzimdir””. Asidik fosfolipidler (FS, fosfotidilinozitol ve fosfotidik
asid) enziminin etkili aktivatoriidiirler. Halbuki nétral fosfolipidler (FK,
sfingomyelin, FE) ya hig etkili degildir, ya da ¢ok az enzim aktivitesini arttirirlar
ya da inhibe ederler.

Sinaptozomal membran, Ca®*-ATPaz’imn kalmodulinle aktiflendigi iyi
bilinir™””. Kalmodulin intraseltiller Ca*" reseptorii olan Ca”* baglayan bir prote-
indir,

5 uM serbest Ca**, ATPaz aktivitesini yar1 maksimal uyanr. ml’de 10 mg
kalmodulin varhgmda yan maksimal aktivasyon igin gereken serbest Ca®*
konsantrasyonu 1.5 pM’e diger. 10 pM’un iistimde serbest Ca>* konsantrasyon-
lan kalmodulin bulunsa da inhibitor etkilidir®?.
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YASLANMANIN BiYOKIMYASI

Yaglanmanin genis kapsamh biyolojik tammi, yasamdaki geligme
siirecinin gegisi ile olusan fonksiyonel ve yapisal degigiklikler ve gevresel
uyarilara kargi artan yipranma nedeniyle de canhilify siirdiirme yeteneginin
azalmas: ile karakterize olgunluk sonrasi donemi olarak yapilabilir”*”

Yaglanma olaymm agiklamak igin birgok varsayim ileri siiriilmiigtiir.
Bunlanin en 6nemli olanlart genetik ve geligimsel (bagigiklik, néroendokrin)
varsayunlar, hatali katabolizma, protein glikolizasyonu, somatik mutasyon gibi
tahmini varsaymmlar ve serbest radikal reaksiyonlandu®”. Genellikle tek bir
varsayim kabul edilmemigtir. “Bu olaganiistii olay esrar: korumaktadir”,
“Yaglanmanin tiim mekanizmalanm1 tek bir varsayimn agiklayabilmesi
siiphelidir’ denilmektedir”’>?*”, Yaglanmammn, tim varsayimlarn ortak etkisi
sonucu olugabilecegi digiiniilmektedir. Bununla beraber birbiriyle sika iligkili
olan genetik ve serbest radikal varsayimlan en onemlileridir®™.

Yash Memeli Organizmalarda Giriilen Biyokimyasal Degisiklikler

Membran Degisiklikleri

Yaslanma sirasimda membranin yap1 ve fonksiyonlarinda gesitli degi-

siklikler olur:

Membranlarm glikolipid ve glikoproteinlerinin karbonhidrat kalintilaninda
degisiklikler olur, boylelikle membran fonksiyonlan bozutur®. Bu hiicre
yiizeyi karbonhidratlan arasinda membranla ilgili birgok temel iglevdeki rolii
agisindan en onemlisi sialik asiddir?”. Bundan dolay:, SA’in membrana
bagh karbonhidrat zincirlerinin bilegimindeki kiigiikk bir degisme bile
membran fonksiyonunda onemli bir degisime yol acabilecektir. Birgok
aragtrict  biyolojik membranlarn, membrana bagh proteinlerinin
aktivitesindeki degisiklikierle birlikte membran lipid bilesiminde yasa bagh
degisiklikler oldugunu gozlemlemiglerdir® . Bu degisikliklerin baghicast
fosfolipid yag asidi zincirlerinin doymamighk derecesindeki azalma ve
kolesterol miktarindaki artigtir. Boylelikle kolesterol/fosfolipid oram: artar. Bu
tir degigikliklerin membran akigkanh@m azalthf boylelikle membran
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fonksiyonunu etkiledigi bilinir. Lipid membranlann akigkanhi$ diger birgok
faktorle birlikte membran proteinlerinin bilesimi ve fonksiyonunun diizen-
lenmesinden sorumludur. Na',K'-ATPaz’m fonksiyonu, ¢evresindeki fosfoli-
pidlerin akigkanhimma ileri derecede baghdir. Kolesterol artiggmin transport
aktivitelerini olumsuz yonde etkiledigi bildirilmigtir®”/#”. Sigan beyninde
membrana-bagh Na' K'-ATPaz’m yaglanma ile azaldig: gosterilmigtir”**?,
Ayrica sigan bobregi firgamsi kenar membram alkali fosfataz’1 ve y-glutamil
transpeptitaz’imn yaglanma ile azaldig: saptanmigtir®®.

Yaslanmada serbest radikal varsaymmmm ilk ortaya atan Harman serbest
radikallerin enzimler ve diger proteinlere karsi hiicre membranlari, DNA ve
RNA'’da ilerleyici ve geligigiizel hasara neden oldugunu ileri sﬁrmﬁstﬁr_(67).
Giiniimiizdeki gozlemsel ve deneysel kamtlar, yaglanmanin tiim hiicreler ve
dokularin tamaminda olusan biitiin serbest radikallerin toplamn ile iligkili
oldugunu veya en azndan onun en biyik kathmcisi oldugunu
gostermigtir®. Bu reaksiyonlar, muhtemelen membranm lipid ve protein
kalmtilarinda  garpraz-baglanma iligkilerini hizlandinr ve béylelikle
alagkanhigin azaligma yardime: olur”®. Pataloglar, 100 yasin iizerindeki yash
insanlarn karaciger, kalp, iskelet kasi ve beyinlerinde ‘yaglanma pigmentleri’
nin (lipofuscin ve seroid) biriktigini gostermiglerdir. Bu san-kahverengi
fluoresan pigment, oksijen tiirevi serbest radikal reaksiyonlarimin yan
iriniidir ve varhf oksidan strese kargi yetersiz viicut savunmasimm
diisindiiriir®?.

Membran akigkanlify veya fosfolipid bilesimi, hiicre membranlarindan
reseptorle diizenlenen bilgi transferini etkiler®. Bu durum, yaslanma ile
¢esiti hormonlara karsi hassasiyetin azalmasina sebep olur. Azalmig
membran akigkanh@ yash organizmalarn hiicrelerinin osmotik direncinde
artiga yol agar. Birgok dokuda gesitli hormonlarin reseptrlerinin sayisinda ve
ilgilerinde artma veya azalma olur ya da aym kalir. Omegin; kalpte B-reseptor
sayisinda azalig, karaciger B-reseptér sayisinda artig olabilir ve lokositlerde
B-reseptorlere ilgi azalr, fakat reseptor sayisi degismez””. Bugiine kadar
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yasglanma ile gesitli reseptor isotiplerinin oranlan degigebilse de reseptérlerin
primer yapisinda hi¢bir degisiklik bildirilmemisgtir.

o Yagh hayvanlarda, membrandaki bagigiklik hiicrelerindeki degisikliklere
bagh olarak bagisikik yanitlarinda fonksiyonel azalma goriiliir””. Bagisikhik
yamtinin yag ilerledik¢e azalmasinimn, en iyi olmaktan ¢ikmasimn yaglanmanin
Oonemli nedeni oldugunu belirten aragtincilar da vardir. Yas ilerledikge
viicudun kendi antijenlerine kargi drettifi antikorlar artar, buna karsilik
cevreden gelen yabanc: antijenlere yamit azalir. Kendi doku antijenlerine karsi
olusan antikorlar (oto-antikorlar) dokularin yipranmasina yol agar. Yash fare-
lerin hiicresel ve hiimoral bagigikhigmin gen¢ hayvanlanmkinin ancak %10-
25’1 kadar oldugu gosterilmistir®®.

DNA Ile Iigili Degisiklikler

DNA’nin primer ve tersiyer yapisma yasm etkisi genis c¢apta
aragtinlmigtir. Primer yapida yagsla ilgili degisiklikler, tek kol kiriklan sikhigmm
arisi, DNA metilasyonunun azahsi ve telomerik DNA diziliglerinin
kaybidir?®'®?_ Tersiyer yapida yagla ilgili degisiklik; negatif siiper kivrilmanin
kaybidir®. Bu kayip DNA replikasyonu, onarmm ve transkripsiyonu iizerine
derin etkilere neden olur®”
DNA replikasyon yeteneginin azalmasiyla birlikte olur.

Noronal yaslanma ve oliimle en ¢ok iligkili olmasi muhtemel
mekanizmalardan biri ‘apoptosis’dir®”. Bu, intrensek olarak kodlanmis (yani

genetik olarak) ve hiicresel nekrozun aksine onceden belirlenmis dejeneratif bir

. Yaslanma, boliinen hiicrelerde gogalma giiciiniin ve

yol ile hiicre Slimiine yol agan diizenlenmis bir olaydir. Apoptosis inflamatuar
degisikliklerin olmayigi, apoptotik hiicrelerde gorillen biiller ve sonugta
elektroforetik jellerde ‘merdiven goriiniimii’ olugturmak iizere niikleer DNA’mn
kigiik pargalara segmentasyonuyla karakterizedir. Programlanmg hiicresel
dejenerasyon, radyasyon, gerekli biiyime faktorlerinin uzaklagunlmas: ve
yaslanmanin kendisi gibi birgok farkli mekanizmalar tarafindan tetiklenebilir.
Apoptotik hiicre 6liimii, hiicre 6liimi dizisine yeterli derecede sebep olmak igin
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hiicrenin hayatta kalmas1 veya béliinmesi egilimlerini kamgilayan veya onleyen
z1t faktorler dengelendifi zaman olugur.

Yaglanmanin serbest radikal hipotezine goére, normal metabolizma
sirasinda siirekli olugan radikaller, DNA ve diger makromolekiilleri hasara
upratarak hiicrede  birikir®. Bu durum, serbest radikalleri olusturan
reaksiyonlara karg1 savunma sistemlerindeki ilerleyici defektlere baghdir. Sonug,
dejeneratif lezyonlann ortaya ¢ikmasi ve hiicresel 6liimdiir. Buna bagh olarak
organizma yaglamir ve Oliir. Bir tiiriin yagsam siiresi potansiyeli genetik olarak
belirlenir, bununla beraber beslenme gibi gevresel kosullarla degistirilebilir”®®.
Ornegin, Harman birgok tiiriin yasam siiresinin besine antioksidanlarm
eklenmesiyle %20 kadar arthim gostermigtir® .

Ekstraselliiler Proteinlerdeki Degisiklikler

Kollajen veya kristalin gibi yapim-yikimi1 (turn-over) yavas olan
ekstraselliller proteinler, fonksiyonlanm etkileyen, yavas gelisen degisiklige
ugrarlar ve yaght fenotipi olusumuna katkida bulunurlar. Omegin, indirgeyici
sekerler ile amino asidlerin, enzime bagh olmayan Maillard reaksiyonu ile, stabil
kahverengi pigmentlerin olugmasi, kollajen ve diger makromolekiillerin ¢apraz-
baglanmasma katkida bulunur (Sekil 6). Capraz baglanma elastisiteyi ve makro-
molekiillerin dier 6zelliklerini etkiler. Maillard reaksiyonu, tendonlar, lens ve
yapmm-yikimi yavas olan proteinleri bulunan diger dokularin 6zelliklerindeki
degisikliklere yardimci olur®. Giincel biolojik yaslanma varsaymlarmn en
gbzde olanlarindan biri ¢apraz-baglanma varsaymmdir. Cesitli kollajenoz
dokularda, bir talam ¢apraz-baglanma bilegikleri izole edilmis ve yapilan
belirlenmistir. Bunlarin ¢ofu iminyum bilesikleridir. Kollajenin ¢apraz-baglan-
masl, kovalent molekiiller arasi iminyum baglan olusumu ile fibrillogenezis’in
hemen ardindan baglar. Her kollajen molekiilii bagina 0.1 iminyum ¢apraz-bag
kalmtisimn, gapraz-baglardan yoksun fibrillere girigi, kollajenazla yikima kargt
direnci iki-iig kat arttinr. Capraz-bag olusumunda zamana bagh degisiklikler,
yaslanma olaymnda temel faktérler olmasa da yaslanmanin énemli bir yoniinii
olugturur??
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Sekil 6. Glukozun rol aldif: ileri glikasyon son iriinleri olugumunun genel gemas.
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Enzimlerde ve Diger Intraselliiler Proteinlerde Degisiklikler

Yaglanma ile anti-oksidan enzim diizeylerini karsilagtiran birgok g¢aligma
yapilmigs olmasma rajmen, bunlann higbirinde yaglanma ve anti-oksidan
enzimler arasmda iyi bir iligki gosterilememigtir®®?. Protein sentezi iz
hepsinde olmasa da birgok memeli tiirii ve dokusunda yaslanma ile azalir®”.
Ornegin, sigan kalbinde protein sentezinin yagsla etkilenmedigi gorilmiistiir”?.
Ayrica tirozin hidroksilaz gibi spesifik proteinlerin sentezi artabilir, azalir ve
sabit kalabilit®”. Cesitli izoenzimlerin goreceli aktivitelerinde geligimin diger
fazlarinda oldugu gibi yaglanmaya bagh degisiklikler olabilir. Oregin, sican
kasinda yaslanma ile gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz’in izoenzim gekli

degisir™ .

Beyinde Yasla Iliskili Degisiklikler

Yaglanma ve onun beyine etkilerinin hemen hemen kagimlmaz oldugu
kabul edilmektedir. MSS’de yaslanma olaymm agiklayabilecek g¢esitli kuramsal
mekanizmalar ileri surulmus olmasimna ragmen, yaglanmanin biyokimyasal temeli
hala aydinlatlamamistir®. Yaslanmada beyin yapist ve fonksiyonlan etkilenir.
Substantia nigra’dan hemen hemen %50 ve medial temporal bélgedekilerin belki
de %25’i olmak {iizere noronlar segimli olarak kaybolur. Hipokampustaki
kayiplarm derecesi tarigmali olmasina ragmen, beyin sapindaki birgok niikleusda
ileri yaslara kadar noronlar kalir. Serebral kortekste yagla-iliskili degisiklikler
konusunda dnceki ¢aligmalarda noronal kayiplarin %15 ile %35 arasinda oldugu
bildirilmig ve daha sonra bilgisayarli gériintilleme teknikleriyle biiyiik néronlar
arasinda kayiplarm %50’lere vardify gosterilmigtir. Bu degisikliklerin noronal
hiicre sayisindan ¢ok noronal hiicre biyiikligiindeki degisikliklere bagh oldugu
sanilmaktadir. Frontal ve serebral kortekste sinapslarin saylsmda yagla iligkili
azalmalar oldugu bildirilmigtir™”. g

Yaslanma ile gogu hipertansiyon ve ateroskleroz gibi sistemik kosullara
baglanabilen bir takim damar degisiklikleri daha sik¢a rastlanir. Yaslanmayla
birlikte glial hiicre aktivasyonunda, protein ve lipidlerin oksidatif hasarinda, geri

doniigtimsiiz protein glikasyonunda ve DNA hasarinda artiglar olur. Insan sereb-
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ral korteksinde oksitlenmig protein diizeylerinin biiyiik ¢apta arttifi gosterilmigtir
ve hiicrelerin oksidatif hasari sonucu biriken lipofuscin’in yagla iligkili mor-
folojik degisikliklerin en belirgin gostergesi oldugu diisimiilmistir”®?. Glukoz
tarafindan nonenzimatik ve geri doniigiimsiiz olarak degistirilmis doku ve hiicre
yiizeyi proteinleri olan ileri glikasyon son iiriinlerinin yaglanan insan beyninde
biriktigi bildirilmigtir”*?, Mikroglia’lar beyinde benzer fonksiyon yapabilirler ve
mikroglia’lanin glikozillenmis proteinlerle aktivasyonu yasla iligkili mikroglial
degisiklikleri hizlandirabilir™”. Bu tiir degigiklikler, kismen Alzheimer ve
Parkinson hastalifi gibi yagla iligkili artan dejeneratif hastaliklann olusumunun
temelini olugturabilir.

Membran fosfolipidlerinde yasla iligkili olarak sitidin difosfokolin yoluyla
FE ve FK sentezi hizinda azalma, buna kargiik FE’in enzimatik metilasyonu
yolunda FK sentezinde artma oldugu samiliyor. Bu nedenle fosfolipid metabo-
lizmasi, fosfolipid igerigi ve protein, kolesterol gibi diger membran bilegiklerinde
yasla iligkili degisiklikler membran akigkanlifi, membrana bagh enzim aktivi-
teleri, reseptér mobilitesi, uyarilabilirlik ve biyolojik haberlerin gegirilisi gibi
membran 6zelliklerinde degisikliklerle sonuglanabilir?”. Bu konuda yapilan az
sayidaki galigmalarda sinaptozomal membran Na',K'-ATPaz aktivitesinde ve
sigan serebral korteksinde enerji gerektiren mitokondri dis: sinaptik ATPaz’larin
spesifik aktivitelerinde yasglanma ile belirgin azalmalar oldugu bildiril-
mistir”*?/?!%  Yaglanma ile membranda biyokimyasal ve fonksiyonel degisik-
likler v¢ DNA hasarina sebep olan reaktif oksijen tiirlerinin olugumu ve
saliveriliginde bir artis olur”™. Anti-oksidan enzimler beyinde dagik aktivitede
olduklarindan ve kolaylikla perokside olabilen yiiksek ¢ok doymamis yag asidleri
igeriginden dolayi, beynin oksidan strese karst ileri derecede duyarh oldugu
varsayihir®®. Beyinde yaslanma ve antioksidan savunma sistemlerinin karmagik
oldugu diigiiniilmiistir. Bu konudaki degisik bulgular yiiziinden beyinde oksidan
strese kars1 savunma mekanizmalan ve yag arasmdaki iligki agiklanamamigtir®?.

Yaglanoug beyin en azindan optimal kogullarda kompensatuvar
mekanizmalara bagh olarak tamamiyle iyi fonksiyon yapabilir. Sinir hiicresi
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kaybimn tek sonucu stresli kogullar altinda yagla iligkili oldugu iyi bilinen
delirium’a egilim gibi ortaya ¢ikan rezerv kapasitedeki azalmadir.

Beyin kolin asetiltransferaz diizeyleri ve muskarinik baglanma yag
ilerledikge azalir. Hafiza kayb1 gergekte normal yaglanma sirasinda bir dereceye
kadar olugabilen sikhkla kolinerjik fonksiyonda azalma ile birlikte gorilir®//%,
Strial dopamin tutulum boélgeleri diizeylerinde dopamin tagtyicilari ve dopamin
diizeylerinde yasla iligkili azalmalar goriilir™?”. Serotonerjik sistemler kortikal
serotonin baglanma bolgeleri diizeylerinde yagla iligkili azalma gosterirler.
Adrenerjik sistemler serebral kortikal a, ve B, adrenoreseptorlerde yasla iligkili
azalma olur ve korteksin GABA-erjik innervasyonunun yaglanma ile azaldig
sanilmaktadir”?Y.
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MELATONIN

1950’lerin sonunda Lemer ve arkadaglani pineal bezden ¢ok diigiik
dozlarda amfibilerin derisini agan bir madde elde ettiler™. Yunanca melas= ka-
ranbk ve tonein= baskilama kelimelerinden olusan (MLT) adm verdikleri bu
maddenin kimyasal yapisinin S-metoksi-n-asetil-triptamin oldugunu gosterdiler
ve MLT’in bazi hastaliklarda insanlarda olusan diizensiz deri pigmentas-
yonlarinin tedavisinde kullamlabilecegini diisiindiiler®.

CH CHZCH[‘IHCOCH 3
H

MLT’in memeli olmayan omurgalilarda dermal melanoforlarla iligkisi
iyice belirlendigi halde, insanlarda boyle bir etkisinin verimli olmadig: ileri

MELATONIN SENTEZ, SALGILANIMI VE DAGILIMI

Pineal hormon olan MLT sentezi adrenerjik kontrol altindadir. MLT
pinealositlerde ve bagirsagm enterokromaffin hiicreleri®” trombositlerde*?,
periferal mononiiklear kan hiicreleri® gibi diger gesitli hiicrelerde triptofandan
serotonin yoluyla sentezlenir. MLT sentezinde ilk basamak sistemik dolasimdan
pineolosit igerisine triptofanin aktif alimdur™”. Triptofan-5 hidroksillendikten
sonra  dekarboksilasyona ugrayarak serotonine  déniigiir.  Seratonin,
N-asetiltransferaz (NAT) ve hidroksiindol-O-metiltransferaz (HIOMT) 1n ardigik
aktiviteleri ile MLT ne déniisiir (Sekil 7).
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Pineal bezde MLT sentezi ve dolaguna salgilanmasi igik, karanhk
siklusunun etkisi altinda diizenlenir (Sekil 8,10). Isign pineal aktiviteyi inhibe
etmesi nedeniyle giin boyunca MLT diizeyleri diisiik, gece ise yiiksektir. Pineal
bez 1giktan gelen uyarmin kimyasal haberciye doniistiigii bolgedir. Bu uyan
retinohipotalamik bolge, suprakiazmatik nukleus (SKN) ve periferal sempatik
sinir sistemindeki @ist servikal ganglionlarin (USG) pre- ve postgangliyonik
liflerini igeren néral yolla g6z iginden nakledilir”’?. SKN 24 saatten biraz daha
fazla (25 saat civarinda) periodisiteye sahip pineal MLT sentez ritmini olugturan
endojen sirkadyan bir saat de igerir™. MLT’in sadece kiigiik miktan gin
esnasinda iiretilir. Saat 21.00°de salgilanma baglar, 23.00’¢ kadar artar ve
maksimum tepe noktast 02.00 civanndadu”””. Yaslanma ile MLT’in tepe
noktasmnin normalden yaklagik 1 saat sonra olugtugu, maksimum tepe noktasimn
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Semtonin%i{}&'

Sekil 8. Retinadan gelen Isik/karanlik sinyalleri sempatik liflerle pinealosite nakledilir. Burada
ML'I;ls%:tezindeki anahtar enzim olan NAT m kontrolu B- Adrenerjik reseptérler yoluyla
olur.*?

geng eriskinlerin yanhzca %50’si kadar oldugu gﬁsterilmisﬁr(m) . Karanligm
baglamas: sinir uglarindan norepinefrin saliverilisini tetikler ve B; reseptorierine
noradrenerjik uyart CAMP birikimine sebep olur, béylece MLT sentezi baglar.
MLT sentezi Ca**-fosfolipid bagh protein kinaz C yoluyla cAMP yolunu arttiran
fosfoinozitol sistemiyle baglantih o-1 adrenoseptorler tarafindan arttirihr.
Pinealositlerde yeni sentezlenen MLT kana pasif olarak salgilamr®. MLT’in
kandaki yan omrii kisa olup 10-40 dakika civarmdadir (insanda 284
dakikadir)”?. Dolagimdaki MLT, beyin dahil tim viicut dokularma girebilir.
MLT’in en azindan hayvanlarda korteksin ve beynin diger bolgelerinde
(serebellum, ponms, hipotalamusun para ventrikiiller niikleuslar1) yogunlaghg:
bildiritmigtir®?.

Hormonun %90°i karaciferde 6-hidroksimelatonine (6-HMLT)’e hidrok-
sillendirilir ve kandan tiim viicut sivilarma hizla gegirilir™?. 6-HMLT sonra
%60-70’1 siilfat (S) ve %20-30 glukuronid geklinde konjuge olur. MLT in kiigiik
bir kismu beyinde N-asetil-5-metoksikinurenamin’e doniigtitriitir™® ( Sekil 9).
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Sekil 9. MLT in hepatik ve serebral katabolizmasi®”’

Atthm idrarla (%70) ve digkt ile (%20) olmak iizere 6-HMLT ve
kinurenaminlerin glukuro- ve siilfo bilegikleri seklinde olur. Serbest MLT ve 5-
metoksiindolasetikasid sirasiyla %1°den ve %0.5°den az olacak sekilde idrarla
atthr®”. Konjuge 6-hidroksimelatonin(6-siilfotoksimelatonin)’in 24 saatlik idrar
atihm1 24 saatlik plazma melatonin profili ile uymnludur. Boylece normal
kisilerde pineal fonksiyonun olgiilmesi igin invaziv olmayan bir yontem
saglanabilir. Bununla beraber karaciger fonksiyon bozuklugu olan kisilerde
plazma MLT Kklirens hiz1 gok azalr.

Normal MLT salgllanminin giindiiz serum konsantrasyonu gok digik
olup 10 pg/ml kadardir ve gece diizeyleri 30-120 pg/ml arasinda degisir. Tiikrik
MLT diizeyleri plazmadaki miktarlanmn  %27-32°si  arasmdadu”®*"”,
Salgilanma sekilleri mevsimsel degisiklikler gosterir ve kigin aksam salgilanan
MLT diizeyindeki artis, yazin ise buna oranla yaklasik 1.5 saatlik gecikmeyle
olur™® . Dolagimdaki MLT’e gastrointestinal bolge katthmlan biyiik bir
olasihikla besin ahmi (triptofan saglanmi) ve besinsel durum ile etkilenir®”.
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Herhangi bir depolanim yeri olmadigindan, dolasimdaki MLT diizeyleri ashnda
pineal aktiviteye paraleldir.
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Sekil 10. Parlak 1im MLT salgilamimmna etkileri: Isik gece yansi bir kez verildi§inde
salgilanma inhibe olur; tekrarlayan veriligten sonra faz gecikmesi olur (a). Plazma MLT profili
1513m uygulamg zamanma gore gecikmis-faz (b), one almmus-faz (c) veya daha daralms (d)
olarak gdriiliir™.

MELATONININ HEDEFLERI ve RESEPTORLERI

MLT biiyiik oranda lipofilik olmasi nedeniyle hem hiicre igindeki hem de
hiicre digindaki hedeflere baglanabilir. Beyin, MLT etkisinin baghca hedef organi
olarak diigiiniilmektedir”®”. MLT’in bashca insan dis1 birgok tiiriin hipofizer pars
tuberalisine, insan dahil birgok hayvansal organizmann hipofizer pars distalisine
ve birgok hayvanin hipotalamik SKN’una baglanir. Ayrica kemiricilerin meme
dokusu, kuglarin ovaryum ve testisleri, insan spermatozoidleri ve granuloza
hiicreleri gibi fireme organlarinda da baglandig: saptanmgtr™®.
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Insan MLT reseptoriinii sifreleyen c¢DNA’mmn klonlanmasi son yillarda
bildirilmistir*®”. Bu reseptor, diger bilinen reseptorlerle kiigiik ardisik homoloji
gosteren G-protein bagh reseptorlerin yeni alt ailesinin bir #iyesidir. Simdiki
kanitlara gore MLT’in birden fazla etki yeri vardir. MLT-1 baglanma bélgesi,
2-[I'®] MLTi yiiksek ilgi ile baglar ve doyurulabilir oldugu gibi reversibldir.
MLT-2 baglanma bélgesi, 2-[I'*] MLT"i diiiik ilgiyle baglar ve hizh birlesme
ve ¢ozimme kinetiklerine sahiptir MLT-1 reseptorleri mevsimsel iireme,
sitkadyan ritmler ve retina fonksiyonlarinim diizenlenmesiyle ilgilidir. Bu
reseptorlerin iki alt tipi hipofizer pars tuberalis ve SKN (MLT-1a) retina ve difer
MSS bolgelerinde (MLT-1b) yerlesmistir”®”. Periferik olarak bagisik hiicrelerde
MLT’in membran reseptorleri de bildirilmistir™®. Bugiine kadar tarif edilen
membran reseptorlerinin ¢gogunun intraselliiler 2.habercisi cAMP’dir.

Son zamanlarda MLT’in MSS dahil birgok bolgede nuklear reseptorleri de
ortaya gikanlmistr™”. MLT’in reseptorlerle diizenlenen birgok etkilerinin
yamsira reseptor bagimsiz etkileri de vardir. ML T in ileri derecede yayilabilme
giicii nedeniyle hiicrelere kolaylikla girerek buralarda kalmoduline baglandig:,
boylelikle Ca®’la iligkili bayik sayida intraselliler olaylan etkiledigi
samlmaktadir®?

MELATONIN’IN FIZYOLOJIK ONEMI

MLT’in kanser, kalp hastah@, Alzheimer hastalify, diabet, katarakt,
AIDS, depresyon, sizofreni vb. hastaliklardan koruyucu veya tedavi edici etkileri
oldugu iddia edildiginden son zamanlarda her derde deva imis gibi ilgi
toplamaktadir®”, Ancak diginilen bu etkileri destekleyici en ufak bir bilgi
yoktur®. Hatta son 10 yil iginde MLT’in sedatif hipnotik etkisinin geligkili
oldugn gosterilmisgtir. Onceki ¢aligmalarda giin boyu MLT veriliginin yorgunluk
ve uyku yapic1 (soporifik) etkileri oldugu bildirilmigtir, daha sonra kullamlan
dozlardan daha diisik dozlanyla bu dogrulanmstir®®. MLT, vuciit isisim
diigtirdiigiinden ve uyamkh$ azaltip uyku istegini arttirdifindan 151 diizenleyici
mekanizmalar yoluyla etki eden hipnotik bir hormon olarak kabul
edilebilmektedir®®“®. Sirkadyan olusumu nedeniyle bir ritm gostergesidir, bu
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yiizden belirli bir diizene sokucu énemi oldugu (faz ilerletici) sanimaktadir®”.
MLT’in jet-lag ile iligkili semptomlan (uzun mesafe ugak yolculugu ile ilgili
objektif ve subjektif sendromlari) hafiflettigi bulunmustur”. 1972’lerde pineal
bezin ireme yeteneginde mevsimsel degisen fotoperiyodlar ve yihk
dalgalanmalarla ilgili roli ortaya atilmistr®®’*. Daha sonra bu gahigmalar,
MLT’in kontraseptif giiciine dayanan testlerin temelini olusturmugtur. Bugiin
pineal bezin MLT’in hormon yoluyla fotoperiyodik diizenlenen endokrin olaylan
kontrol ettigi genis gapta kabul edilmektedir™’*7”.

Insan ve hayvanlarda antitiimér etkileriyle ilgili aragtirmalara dayanarak
bu hormonun endokrin bir immuno-modulator olabilecegi ileri siiriitmiigtir™”*.
Son ¢aligmalara gére MLT’in dolayli ve dolaysiz yollarla gesitli diizeylerde
immun hiicreleri etkiledigi ve endokrin roliine ek olarak bagigikhik sisteminde
parakrin, otokrin veya intraselliller modiilator olarak fizyolojik bir etkiye sahip
olabilecegi umulmaktadir’%* 100216

Son zamanlarda MLT’in giiglii bir hiicre i¢i hidroksil radikal tutucusu
olarak etki edebildigi ve hiicre nukleusunda birikebildigi ve makromolekiilleri
oksidatif hasara kars1 korudugu ileri siriilmisgtiir”***”/%Y, Oksidatif hasara kars:
MLT’in koruma yeteneginin onun radikal tutucu aktivitesine kismen bagh
olabilecegi ve kan-beyin engelini kolaylikla gegebildiinden oksijen toksitesine
karsi sinirsel koruma saglayabilecegi ileri siriilmektedir™’”. MLT’in hiicre
membranlarmi, oksidatif hiicuma karsi daha direngli yapmak yoluyla stabilize
ettigi bildirilmigtir”®”, MLT’in antioksidan aktivitesini destekleyen birgok in
vitro ve in vivo gahgma vardu@/HP#17617) MY T, antioksidan etkisine yardmci
olan yaygmn bir intraselluler dagilim gosterir”*”. MLT’in reseptorden bagunsiz
bir fonksiyonla antioksidan etkili olmasina karsi bazi indollerin antioksidan
aktivitesi antioksidatif enzimleri uyanr®?*?. MLT’in konsantrasyona bagh
olarak hem antioksidan hem de prooksidan aktiviteli olabilecegi
diiginiilmigtir”’?. Diigik konsantrasyonlarda MLT’in antioksidan aktivite
gosterdigi, yiiksek konsantrasyonlarda indoliin ise serbest radikalleri olusturdugu
bildirilmigtir®”.
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MLT’in antioksidan aktivitesi disinda ortaya ¢ikanlan diger bir etkisi ise
niikleer reseptorlerle etkilegimi yani genomik ifadenin diizenlenmesine dayanir™.

MELATONIN ILE YASLANMA ILiSKisi

Yaglannmug hayvanlarda pineal fonksiyonlardaki azalma MLT'in
yaglanmada rolii olabilecegini diigiindiirmiigtiir. 2 ayhk ve 10 aylik digi ve erkek
Suriye hamsterlerinde MLT siklusu incelendifinde, pineal MLT’de geceleyin
yiikselmenin 2 ayhk hayvanlarda gériilen giiclii sikliise kiyasla yash hayvanlarda
zorlukla saptanabildigi gosterilmistir’*”. Pineal bezin, MLT’de belirgin gece
yiikseligini olugturma yetenegindeki yagla iligkili bu azalma sigan™?, gerbil”*?
ve insanda®*®gesitli arastincilar tarafindan bildirilmistir. Aragtirilan tiirlerin
hepsinde pineal bezin MLT yapimumn erigkinliSje varmadan once gittikge
digtiigii gorillmiigtiir. Insanlarda pubertenin baglamasiyla birlikte MLT’in
diizeyleri de azalmaya baslar™”. En yiiksek nokturnal kan diizeylerinin 1 ile 3
yaslan arasinda oldugu bildirilmigtir. Geri kalan ¢ocukluk sirasinda nokturnal iist
diizeyler siirekli olarak %80 kadar azalir. Erigkinlerde 6zellikle yaghlik sirasinda
%10 kadar daha azalir®. Postmortem yapilan ok yeni bir galismada 80 yagm
iistiindeki yash kisilerin serebrospinal sivissnda MLT diizeylerinin, 40-80 yas
arasindaki kisilerinkinin yans: kadar oldugn gosterilmigtir”®”. MLT’in sirkadyen
yapmmnda yasla iligkili baskilanmanin muhtemelen pinealosit membranindaki
B-reseptorlerin sayismdaki azalma sonucu”™ ve belki de hormonun sirkadyen
ritminin  olustudu SKN’daki dejeneratif degisikliklere bagh olabilecegi
diigiiniilmigtiir™”. Baz arastincilara gére puberteyi icine alan 3-4 yillik siire
icinde MLT’indeki geceleyin yilkselmenin diigmesi bu aragtincilara gonadal
olgunlugun total MLT yapimindaki azalma ile ilgili olabilecegini
diigiindiirmiigtic®?. Frigkinlikte nokturnal MLT diizeyleri yavas yavas azalmaya
devam ederken yagh kisilerde pineal MLT yapiminda ve serum diizeylerinde
nokturnal bir artigin total olarak olmadig: bildirilmistir®®?.

Yaglanma ile MLT azalmasinda gesitli mekanizmalarin rolii oldugu ileri
siiriilmektedir. SKN diizeyinde giinlik MLT ritminin amplitiitinii etkileyen
degisiklikler, pineal hiicrelerin sayisinda siirekli azalma ve MLT yapiminda rol
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alan enzimlerin aktivitesindeki azalma bunlarm arasmda gosterilebilir”’”. Son
yillarda bazi aragtincilar MLT’i, giiglii serbest radikal tutucu etkisi ve DNA
koruyucu yeteneginden™® dolay: kuramsal olarak yaslahma-karsm hormon gibi
tarif etmiglerdir*?. MLT’in yararl bir ajan olarak giici konusundaki ¢aligmalar
devam etmesine ragmen, bugiine kadar insanlarda yaglanma olaylanyla ilgili ¢ok
yeni iki cahsma®®*”? digmda MLT’in aragtmldigi bagka cahsmalar
bildirilmemigtir, bu yiizden de MLT’in uzun Omiirliilikle 6zgiin iligkis1
aydmlatilamamistr.

39



MATERYAL VE METODLAR

A.MATERYAL

1. Deney Gruplar:

Calismamizda 1.U. Veterinerlik Fakiiltesi ve DETAE’den saglanan 20

kadar disi ve erkek siganlardan Anabilim dalimizda ¢iftlestirilerek elde edilen her
iki cins Wistar-Albino siganlar 6nce yaglarina gore gruplandinlarak dért ayn
kafeste bakildi. Siganlar Istanbul Yem Saﬁayii’den saglanan sigan yemi ve su ile.
istekleri dogrultusunda beslendi. 4-6 hafta bakilan 26 adet sigan geng, 10 hafta
bakilan 25 adet sigan genc erigkin, 8-12 ay bakilan 30 adet sigan olgun erigkin
ve 20-24 ay bakilan 20 adet sigan yash grubu olusturdu. Buna gére galismamizda
toplam 101 adet disi ve erkek W-Albino sigan kullamldi. Deneyler sirasinda 12
saat aydinlk:12 saat karanbk kosuluna ve ortamm oda isisinda sabit tutulmasma
olabildigince dikkat edildi.
Her bir yag grubundaki deney grubu siganlara kg viicut agirhg basina 2 mg MLT
21 giin siireyle (geng gruba 15 giin) i.p. olarak uyguland:. Her yas grubuna uygun
kontrollerine de, MLT’in ¢éziindiigii alkollii serum fizyolojik enjekte edilen
MLT miktarinda verildi.

2. Kimyasal Maddeler

2.1. Melatonin’in Haurlanmas:
10 mg MLT (Sigma) 100 ul absolu etanol igerisinde ¢oziindiigin 430
mM’lik ana soliisyon hazirlandi. %0.9 NaCl ile konsantrasyonu 2.4 mM olacak
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sekilde sulandinldi. Viicut agirhig (kg) bagina ginlitk 2 mg, i.p. MLT e esdeger
olacak sekilde hazirlanarak uygulandi. (Taze olarak hazirlands).

2.2. Ham S.P.M. Homojenati Eldesinde Kullanilan Madde ve
Aywraglar

a. 50 mM Imidazol Tamponu (pH 7.2) (Doku Homojenizasyonu Igin): 0.851
g. imidazol (Sigma), 0.06 g. Tris (Sigma), 0.186 g. EDTA (Sigma), 23.1
g. sukroz (Sigma) bir miktar bidistile suda ¢6ziliip sonra 0.1 N HCl ile
pH 7.2’ye pH-metreyle ayarlandi ve 250 ml’ye bidistile su ile
tamamlanda.

b. 10 mM Imidazol Tamponu (pH 7.2) (Ham Sinaptozomal dokiintiiniin
Yikanmasi I¢in): 0.17 g. imidazol, 0.03 g. Tris, 0.095 g. EDTA bir miktar
bidistile suda ¢oziiliip sonra 0.1 N HCI ile pH 7.2’ye pH-metreyle
ayarlandi ve 250 ml’ye bidistile su ile tamamlandi.

¢. 50 mM Tris-HCI Tamponu (pH 7.4): 0.2 M stok Tris ¢ozeltisinden 50 ml
almip 0.2 N HCI ile pH 7.4’ ayarlandi ve 200 ml’ye bidistile su ile
tamamlandi.

0.2 M Tris: 12.15 g. Tris 500 ml’ye bidistile su ile tamamlands.
0.2 N HCI: 4.2 ml derigik HCL (12.1 N) 250 ml’ye bidistile su ile tamamland.
0.1 N HCI: 0.83 ml derigik HCL (12.1 N) 100 mI’ye bidistile su ile tamamland.

2.3. Ham S.P.M.’da Na',K*ATPaz Incelenmesinde Kullanilan Madde
ve Ayiraglar

2.3.1. Stok Tampon Cozeltileri
100 mM Imidazol . 0.6808 g. imidazol 100 mI’ye bidistile su ile tamamland:.
100 mM glisil-glisin: 1.321 g. glisil-glisin 100 mI’ye bidistile su ile tamamlandi.
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100mM MgCl, : 0.5082 g. MgCl, 25 ml’ye bidistile su ile tamamlands.

a. Total ATPaz karisimi (ortam A): Stok 100 mM imidazol’den 30 ml (30
mM), glisil-glisin’den 30 ml (30 mM), MgCl,’den 3 ml (3mM) alindi. Bu
kangim iginde 0.701 g. NaCl ve 0.037 g. KCl ¢éziildit ve 2 N HCI ile pH
7.4°e ayarlandi. 100 m!’ye bidistile su ile tamamlandu.

b. Ouabain’e direngli ATPaz karigimu (ortam B): iginde stok imidazolden 30
ml (30 mM), glisil-glisin’den 30 ml (30 mM), MgCl,’den 3 ml (3mM)
bulunan kangmma 0.073 g ouabain eklendi. pH 7.4’¢ 2 N HCI ile
ayarlandiktan sonra toplam hacim 100 ml’ye bidistile su ile tamamland:

c. 78 mM ATP.Na; substrat: 0.0858 g. ATP.Na, (Sigma) 2 ml bidistile suda
¢ozildii. Boylece 1.3 mil’deki son konsantrasyonu 3 mM oldu.(Taze
hazirlandi)

d 1.2 M HCIO,: Igerisinde bir miktar bidistile su bulunan 100 ml’lik balon
jojeye 100.46 M’lik HC1O, ten 13.12 ml konuldu ve toplam hacim 100 ml’ye
bidistile su ile tamamlandi.

2.4. Ham S.P.M.’da Ca’* ATPaz incelenmesinde Kullanilan Madde ve
Aywraclar

2.4.1. Stok Tampon (ozeltileri
500 mM Imidazol-HCI Tamponu (pH 7.5): 3.404 g. imidazol bir miktar bidistile
su ile ¢oziilditkkten sonra 2 N HCI ile pH 7.5’e ayarlandi ve hacim 100 ml’ye
bidistile su ile tamamlanda.
100 mM CaCl,: 0.555 g. CaCl, 50 ml bidistile suda ¢oziildii.
100 mM MgCl,: 0.5082 g. MgCl, 25 ml’ye bidistile su ile tamamland.

a. Total ATPaz karism (ortam A): Stok imidazol-HCl’den 27 ml (135 mM),
MgCly’den 5 ml (5 mM) ve CaCly,’den 0.05 ml (0.05 mM ) alind1 ve 100
ml’ye bidistile su ile tamamlanda.
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b. Mg**ATPaz kariginu (ortam B): Stok imidazol-HCl’den 27 ml (135 mM),
MgCl,’den 5 ml (5 mM), az miktarda sicak bidistile su igerisinde ¢6ziinmiis
0.01904 g. EGTA (0.5 mM) ile kanigtirildiktan sonra son hacim bidistile su ile
100 ml’ye tamamlanda.

e. 120 mM ATP.Na; substrati: 0.1326 g. ATP.Na, 2 ml bidistile suda ¢oziildii.
Boylece 1.5 mi’deki son konsantrasyonu 4 mM oldu (Taze hazirland)

¢. %50 TCA (Triklorasetikasid)

2.5. Inorganik Fosfor incelenmesinde Kullanilan Kimyasal Madde ve
Ayrwraglar

a. Stok fosfat standarti (0.1333 mg/ml fosfor): Onceden desikatorde kurutulmus
KH,PO4’tan 0.05853 g. 100 ml’ye bidistile su ile tamamlandi.

b. Sulandinlmis __fosfat  standarti:  0.01333 mg/inl olacak sekilde
sulandinldi.(Taze hazirlandi)

c. %10 Amonyum molibdat (Sigma): 10 N HCl igerisinde.

d. Renk ayiraci: 500 mg FeSO,, 1 ml %10 amonyum molibdat, 9 ml bidistile
suda ¢o6ziildii. (Taze hazirlands)

2.6 Ham S.P.M.’de AChE Incelenmesinde Kullanilan Kimyasal
Madde ve Ayiraglar
2.6.1. Stok Fosfat Tamponlar:
0.1M Na,HPO(anhidroz): 3.55 g. Na,HPO, bidistile su ile 250 ml’ye
tamamlandi.
0.1M KH,>PQ,: 3.4025 g. KH,PO, bidistile su ile 250 ml’ye tamamlandi.

a. 0.1 M fosfat tamponu pH 7.00: 0.1 M Na,HPO,’den = 61.1 ml ve 0.1
KH,PO,4’den = 38.9 ml kanigtinilarak hazirlanda.

b. 0.1 M fosfat tamponu pH 8.00: 0.1 M Na,HPO,’den = 94.6 ml ve 0.1
KH,PO,’den = 5.4 ml kanstinilarak hazirlands.
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c. 0.75 M asetiltiokolin iyodid: 21.67 mg. Asetiltiokolin iyodid (Sigma)
bidistile su ile 1 ml’ye tamamlandi. (Buzdolabinda korunursa 10-15 giin
dayamkhidir.)

d. 0.01 M Ditiobisnitrobenzoik asid (DTNB): 39.6 mg 5,5 -ditiobis-2-
nitrobenzoik asid (Sigma) ve 15 mg NaHCO; pH 7.00’°lik fosfat tamponu
ile 10 ml’ye tamamlandi.

2.7. Ham S.P.M.’de Sialik Asid Diizeyinin Incelenmesinde Kullanilan
Kimyasal Madde ve Ayiwraclar

a. 0.025 M Periodik asid: 0.56 g. periodik asid 0.25 M HCl ile 100 ml’ye
tamamlandu.

b. 0.1 M H,S0,: igerisinde bir miktar bidistile su bulunan 100 ml’lik balon
jojeye 0.54 ml derisik H,SO,’den alindi ve bidistile su ile 100 mi’ye
tamamlands.

¢. Sodyumtiosiilfat (Na,S,0;3): %5 (agirhik /hacim = ag /h) (Sigma).

d. 0.1 M 2-Tiobarbiturik asid (TBA): 0.288 g. TBA (Sigma), 1 N NaOH ile
pH 5.5-7.00’¢ ayarlandi ve 20 ml’ye bidistile ile tamamlandi.(Taze
hazirlandr)

e. Asidik butanol: 5 ml Derigik HC1 95 ml n-butanol ile kangtinlarak hazir-
landi(h/h).

f. Standart N-asetilniraminik asid (NANA): 10g. NANA, 100 ml’ye bi-
distile su ile tamamlands.

2.8. Ham S.P.M.’de Protein Miktar Belirtimi I¢in Kullanilan
Kimyasal Madde ve Aywraglar

a. Aywrag A: 10 gNa,CO; ve 0.25 g. Na-K tartarat 500 ml’ye 0.1 N NaOH
ile tamamiand.
b. Ayirac B: %0.1 g. CuSO,4.5H,0 (%1 potasyum tartarat iginde)



c. Calisma ayiraci: 45 ml A ayiraci ile 5 ml B ayirac1 kangtinldi. (Taze
hazirlandi)

d. I N Folin-Ciocalteau fenol ayiraci: 100 g. sodyum wolframat
(Na;WO0,4.2H,0) 25 g. sodyum molibdat (Na;MoO,4.H;0) 700 ml suda
¢oziildii. Coziildikten sonra 50 ml %85’lik ortofosforik asid ve 100 ml
derisik HCI ilave edildi.1500 ml’lik cam balon joje iginde, geri sogutucu
baglanarak 10 saat kaynatildi. Sonra 150 g. lityum siilfat (LiSO4) 50 ml
H,0O ve 5-6 damla brom katildi. Bu kanigim 15 dakika agzi agik olarak
¢eker ocakta kaynatildi (Brom dumam uzaklagincaya kadar), sogutuldu ve
11t.’ye bidistile su ile tamamland;.

Normalitesinin ayarlanmasi; 0.1 ml konsantre Folin ayiraci 5 ml suya ilave
edildi. Fenolftalein indikat6rii kullamlarak 0.1 N NaOH ile titre edildi.

Titrasyona pembe-gri renk elde edilinceye kadar devam edildi. Buna gére

Folin ayirac1 galigirken 1:2 oraninda su ile sulandirilda.
e. JStandart sigir serum albumini (SSA)(1 mg/ml): (Sigma) Bidistile su ile

hazirlanda.

. Aletler

Hassas terazi (AND HR-120)

Terazi (AND HF-2000G)

Santrifiij (Heraeus Instruments Megafuge 1.0R)

Ultrasantrifiij (Heraeus Cryofuge 6-6S)

Vorteks, manyetik karigtiric: (Janke & Kunkel IK A-Labortechnik)

pH metre (Hanna Instruments HI 9321 Microprocessor pH meter)

Isiticili magnetik kanigtinic1 (Janke & Kunkel IKA-Labortechnik ikamag-RH)
Derin dondurucular (Forma Sceintific —80°C Freezer, Sanyo Medical Freezer
—-34°C)

Otomatik pipetler, cam pipetler, pastér pipetleri
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Elektrikli su banyolar1 (Medisan elektronik,

Teflon homojenizator (Mechanik Prufgerate medingen)
Cam plaka

Spektrofotometre (Pharmacia Biotech Ultrospec 2000)
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B. METODLAR

1. Eksojen Melatonin Uygulanis:

Geng grup hari¢ diger yas gruplarindaki siganlara 21 giin siire ile hergiin
sabah 10.30-11.00 saatleri arasinda 2 mg/kg v.ag. i.p. MLT enjeksiyonu yapildi.
Kontrol gruplarindaki hayvanlara da, aym kosullarla 21 giin siireyle MLT’in
¢oziindiigii alkolli serum fizyolojik, MLT gruplarma uygulanan miktara es
olarak verildi. Yalmzca, I.gruptaki kontrol ve deney sicanlarina uygulamalar 15
giin siire ile yapildi (Yas dénemi kisa oldugu igin).

Gen¢ grubu olugturan her iki cins siganlardan 12 adet kontrol, 13 adet
deney olmak iizere ayrildi. Dogumlarimn 30cu giinii deneylere baslands, 45ci giin
tamamlands.

Geng-eriskin grubu olusturan her iki cins siganlardan 12’si kontrol, 13’ii
de deney olmak iizere aynildi. Dogumlarinin 50-55ci giinlerinde deneylere
baslanan sianlar 70-75 giinliik olduklarinda 21 giinlik uygulama tamamlands.

Olgun-erigkin grubu olugturan her iki cins siganlardan 15 adet kontrol,
15 adet deney olmak iizere ayrildi. Dofum tarihlerinin 8.-12. aylarindaki
hayvanlar segilip, 21 giinlitk uygulama tamamlanda.

Yash grubu olusturan her iki cins siganlardan 10’u kontrol, 10’u deney
olmak iizere ayrildi. Dogum tarihlerine gére beslenip, buyutulen hayvanlar 20ci
aydan sonra galigmaya katild1.

MLT uygulaniminin bitiminde, karanbik bir odaya alinan hayvanlar, o
gece ag birakildilar. Sakrifikasyona baglamadan Once eter anestezisi igin kui-
lanilan cam fanus da siyah bir torba ile karartildi. Tiim siganlar, hafif eter
anestezisi altinda intra-kardiak ponksiyonla sakrifiye edildi.

2.  Ham S.P.M. Eldesi™®?

Siganlardan sakrifikasyondan hemen sonra g¢ikarlan beyinlerin serebral
korteksleri buz iizerinde ayrildi. 10 hacim soguk 50 mM imidazol tamponu (pH
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7.2) ile buz igerisinde homojenize edildi. 625g’de +4°C’de 10 dakika santrifiij
edildi.

Siipernatant alind1, ¢okiintii atildi. 30.000g’de +4°C’de 20 dakika santrifiij
edildi. Boylece elde edilen ham sinaptozomal ¢okiintii 20 hacim 10mM imidazol
tamponuyla (pH 7.2) siispansiyonlagtinildi. 30.000g’de +4°C’de 20 dakika
santrifiij edildi. Bu islem ii¢ kez tekrarlandiktan sonra, ham S.P.M. 10 ml 50 mM
Tris-HCI (pH 7.4) ile yeniden siispansiyonlastinldi.

Siispansiyonun bir kistsm AChE aktivitesi Ol¢imii i¢in 1/3 oraminda
sulandinidi. Geri kalan kism ii¢ kez tuz-buz kangmm ile ¢atlatildiktan sonra
Na',K'-ATPaz ve Ca’*-ATPaz aktiviteleri ile sialik asid diizeyleri olgiildi.
(Sulandirmalar 50 mM Tris-HCI (pH 7.4) ile yapildi)

2. S.P.M.’larda Na',K*-ATPaz ve Ca’*-ATPaz Aktiviteleri Olgiimii"**'*%
S.PM.larda ATPaz aktiviteleri inkiibasyon sirasinda ortama konulan
belirli konsantrasyonlardaki ATP substratindan agiga ¢ikan inorganik fosfatin
dlgiilmesi™®” prensibine dayamr.
a. Na' K'-ATPaz Metodu”*?

Inkiibasyon ortaminda, son konsantrasyonlari asagidaki sekilde belirtilen
iki standart kangim kullanildi: Bunlardan biri, Total ATPaz (Na",K/Mg** ATPaz)
6lgiilmesi igin kullanilan standart kangimdir (Ortam A) ve 30 mM Imidazol, 30
mM glisil-glisin, 3 mM MgCl,, 120 mM NaCl ve 5 mM KCl igerir. Digeri ise,
Mg*-ATPaz olgiilmesi icin kullamlanan standart kangmmdir (ortam B),
bilesiminde ortam A’mn bilesiminden farkh olarak monovalan katyonlarn yerine
1 mM ouabain bulunur.
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S.P.M.’larda Na',K'-ATPaz Aktivitesi Deney Semasi

Ayirag Deney Total Ayirag Deney Mg**

Korii Korii ATPaz K('Sl;ii Korii ATPaz
(Total) Mg™)
Ortam A 1.3 ml 1.2 ml 1.2 ml - - -
Ortam B - - - 1.3 ml 1.2 ml 1.2 ml
78mM - 50 50wl - 50 ul 50 ul
ATP
Homojenat - - 50 ul - - 50 ul
37°C’de 20" inkiibasyon
Tiipler buza alimr
1.2M 0.5ml 0.5ml 0.5ml 0.5ml 0.5ml 0.5 ml
HCIO,
Homojenat | - 50 ul - - 50 ul -
ﬂ 890xg’de 10" santrifiij edilir ﬂ ﬂ
Siipernatant | 1ml 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml
Renk
ayiract 0.7 ml 0.7 ml 0.7 ml 0.7 ml 0.7 ml 0.7 ml

20" karanlikta tiipler bekletilir
700 nm’de Aywrag koriine karsi okunur.

ATPaz’larla ilgili deney ve korleri ¢iftli olarak aym anda ¢ahgilda.
Fosfor Standardi: Stok eriyik bidistile su ile 10 kez sulandindi, bundan 1.3 ml
alimp tizerine 0.5 ml 1.2 M HCIO, ilave edildi. Santrifiijlendikten sonra,
siiziintiiden 1 ml ahind1. Bu filtrattaki fosfor konsantrasyonu 9.62x10™ mg/ml’dir.
Sonuglar standart fosforla kiyaslanarak yapildi.
Total ve Mg’*ATPaz tiiplerinde ATP’den ag13a ¢ikan P; miktarlartyla enzimsiz
kor degerleri arasindaki fark sirasityla Total ATPaz ve Mg2+-ATi’az aktivitelerini
verir. Total ATPaz ile Mg?'-ATPaz arasindaki farktan Na*,K'-ATPaz aktivitesi

hesaplandi.
ATPaz aktiviteleri 20 dakikada mg protein bagina pumol P; olarak ifade edildi.
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b. Ca**-ATPaz Metodu”*?

Inkiibasyon ortamimda, son konsantrasyonlan asagidaki sekilde belirtilen
iki standart karigim kullanildi: Bunlardan biri, Total ATPaz (Ca®>*/Mg**-ATPaz)
dl¢iilmesi i¢in kullamlan standart kansimdir (Ortam A) ve 135 mM imidazol-
HCL, 5 mM MgCl, ve 0.05mM CaCl, igerir. Digeri ise, Mg**-ATPaz olgiilmesi
icin kullanilan standart kansimdir (ortam B) ve bilesiminde ortam A’nin
bilegiminden farkl olarak 0.05mM CaCl, yerine 0.5mM EGTA bulunur.

S.P.M.’larda Ca>*-ATPaz Aktivitesi Deney Semas

Ayirag Deney Total Ayirag Deney  Mg”

Korii Koérii ATPaz Kori Korii ATPaz
(Total) Mg™)
Ortam A 1.5 ml 1.4 ml 1.4 ml - - -
Ortam B - - - 1.5 ml 1.4 ml 1.4 ml
120mM - 50 ul 50 Wl = 50 pl 50 ul
ATP
Homojenat - - 50 ul - - 50 ul
37°Cde 30" inkiibasyon
Tiipler buza alimr

%350 TCA | 0.1ml 0.1 ml 0.1 m} 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml

Homojenat | - 50 pl - - 50 d -
ﬂ 890 g'de 10" santrifiij edilir ﬂ ﬂ
Siipernatant | 1 ml 1 mi 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml
Renk
ayiraci 0.7 ml 0.7 ml 0.7 ml 0.7 ml 0.7 ml 0.7 ml

20" karanlikta tiipler bekletilir .
700 nm’de Ayrrag koriine karst okunur.

ATPaz’larla ilgili deney ve koérleri ¢iftli olarak aym: anda ¢aligildi.
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Fosfor Standardy: Stok eriyik bidistile su ile 10 kez sulandmidi, bundan 1.5 ml
alimp iizerine 0.1 ml %50 TCA ilave edildi. 2700 rpm’de 10" santrifiij edildikten
sonra, siizimtiiden 1 ml alindi. Bu filtrattaki fosfor konsantrasyonu 12.5x107
mg/ml’dir. Sonuglar standart fosforla kiyaslanarak yapildi.

A ortammnda ATP’den agifa ¢ikan P; miktarlan, Total ATPaz
(Ca®**/Mg*-ATPaz) aktivitesini B ortaminda aqa ¢ikan P; miktarlan
Mg?**-ATPaz aktivitesini verir. Total ATPaz ile Mg**-ATPaz degeri arasmdaki
fark, Ca*"-ATPaz degerini verir. Ca®-ATPaz aktivitesi, 30 dakikada mg protein
bagina pmol P; olarak ifade edildi.

3.8.P.M.’larda AChE Aktivitesi Olgiilmesi™

AChE aktivitesi substrat olarak ortama konulan asetiltiokolinin hidrolizi
ile agifa ¢ikan tiokolinin, tioliiniin 5.5’-DTNB iyonu ile reaksiyona girmesi
sonucu sari renkli iiriin olan 5-tio-2-nitrobenzoik asidin spektrofotometrede
6l¢iilmesi prensibine dayamr.

Ham S.P.M.’lan 1/3 oraminda 50 mM Tris-HCl (pH 7.4) tamponu ile
sulandiriidi. 2.6 ml pH 8.00 olan 0.1 ml fosfat tamponu igeren kiivete 0.4 ml
S.P.M. homojenat: eklendi. 0.1 ml DTNB ayiract da aym kiivete eklendikten
sonra kiivet spektrofotometreye yerlestirildi ve 412 nm’de alet sifirlanarak
ayarlandi. Yani renk ayiracinin rengi bu sekilde sifirlanmig oldu. Kiivete 20ul
substrat (asetiltiokolin iyodiir) konuldugu anda kronometreye basildi. 6 dakika
boyunca absorbanstaki degisim dakika bagina kaydedildi.

S.P.M. homojenatindaki AChE enzim aktivitesi hiz1 asagidaki gekilde
hesaplandi.

3.12x AA
.10° = nmol tiokolin/ mg prot./1°
13.6x (m)
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3.12 : Deney ortaminmin toplam hacmi

AA :Dakikada degisen absorbans

13.6 : Asetiltiokolin iyodidin mM ekstinksiyon katsayisi
m : Homojenattaki mg protein miktari

4. Ham S.P.M.’de Sialik Asid Diizeyinin Olcilmesi™”

1983’de Denny ve arkadaglarimin sodyum arsenit kullanmadan uygula-
diklan gekliyle 2-Tiobarbitiirik asit metodu kullamld.

S.P.M.’larda Sialik Asid Diizeyinin Ol¢iilmesi Deney Semasi

| Koér Standart Deﬂey
S.P.M. homojenati - - 0.25 ml
0.1 M H,SO4 - - 0.25 ml
80°C 'de 1 saat inkiibasyon, tipler sogutulur ﬂ
27.000 g’de 10" santrifiij edilir
Siipernatant - - 0.1 ml
Bidistile su 0.05 ml - -
%10 Sialik asit standarti - 0.05 ml -
0.1 M H,S0, 0.05 ml 0.05 ml -
0.025 M H;I0g 0.25 ml 0.25 ml 0.25ml
37°C’de 30" inkiibasyon
Tiipler sogutulur
%S Na,S,0; |  025ml 0.25 ml 0.25 ml
0.1 M TBA |  125ml 1.25 ml 1.25 ml
100°Cde 15" inkiibasyon
Tiipler sogutulur
%S5 asidik butanol | 2.5ml 25ml . 2.5ml

Vorteksle iyice karistirilir, 400 g'de 5" santrifiljlenir
Butanol fazi 549 nm'de kore karsi okunur
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S.P.M.’larda sialik asid degerleri homojenatin igerdigi protein g.’1 basina
diisen pumol sialik asid olarak ifade edildi.

5. 8.P.M. Homojenatinin Igerdigi Protein Diizeyinin Belirlenmesi™®

Protein miktar belirtimi Lowry yontemine gbre yapildi. Bu ydntemde,
proteine bagh tirozin ve triptofan, fosfomolibdat tungstat kompleksini molibden
mavisine indirger. Reaksiyon bakirla belirginlestirilir. Kor tiipiine 50 pl bidistile
su, standart tiipiine 1 mg/ml protein soliisyonundan 50 pl ve S.P.M. homojenatin-
dan deney tiiplerine 50 pl konuldu. 2.5 ml ¢aligma ayiracindan tiim tiiplere ekle-
nerek oda sicakliginda 15 dakika bekletildi. 25 pl seyreltilmis Folin ayiraci
tiiplere ilave edildikten sonra 30 dakika oda sicakliginda bekletildi ve deneyler
660 nm’de kore karsi okundu.

Enzim siispansiyonlarmin igerdigi protein diizeyleri standart olarak
kullanilan SSA’e gore hesaplandi.

C. BIYOISTATISTIK YONTEMLER

Bulgularin kargilagtirilmasi, parametrik olmayan istatistiksel yontemler
kullamlarak yapildi. Kontrol gruplariyla deney gruplanmin kiyaslanmasinda
Mann-Whitney U, yag gruplarmuin kendi igindeki karsilagtrmalarinda ise
Kruskal-Wallis yontemleri kullanilds.
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BULGULAR

1. MLT uygulanmus her iki cins sicanlarmn ve bunlara uygun kontrollerin
SPM’larinda Na',K'-ATPaz aktivitelerinin aritmetik ortalamalar:

(nmol P; /mg prot./20 dk.)

a. 4-6 Haftahk Gen¢ Grup

MLT uygulanmug 4-6 haftahk geng, her iki cins siganlarin SPM
Na',K'-ATPaz aktiviteleri ortalama 5,775 £ 0,51 umol P; /mg prot./20 dk., kont-
rolleri ise 5,888 + 1,42 umol P; /mg prot./20 dk. olarak bulunmug olup her iki
grup arasinda anlamh degisiklik gézlenememigtir (Tablo 4, Sekil 11).

b. 10 Haftalik Gen¢-erigkin Grup

Kontrol grubu siganlarin SPM Na',K'-ATPaz aktiviteleri ortalama 5,374
+ 0,72 pmol P/mg prot./20dk.; MLT uygulanmig siganlarda ise 5,830 + 0,93
umol P; /mg prot./20 dk. olarak bulunmustur. Kontrole gore kiyaslandiginda
enzim aktivitesinde anlamli bir fark bulunamamigtir (Tablo 5, Sekil 11).

c. 8-12 Ayhk Olgun-eriskin Grup

Her iki cins siganlarin kontrol grubunda SPM Na',K'-ATPaz aktiviteleri
ortalama 7,031 £ 2,12 umol P; /mg prot./20 dk.; MLT uygulanmig siganlarda ise
6,673 + 1,85 umol P; /mg prot./20 dk. bulunmus olup kontrol ve MLT gruplan
arasinda anlamlilik bulunamamigtir (Tablo 6, Sekil 11).
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d. 20-24 Ayhk Yash Grup

Kontrol grubu SPM Na',K'-ATPaz aktivitesi ortalama 4,105 £ 0,95 pmol
P; /mg prot./20 dk. iken, MLT uygulanmig grupta 3,458 * 0,61 umol P; /mg
prot./20 dk. olarak bulunmugtur ve iki grup arasinda anlamhhk saptanamamgtir
(Tablo 7, Sekil 11).

Buna gore, eksojen MLT uygulanmig deney gruplan kendi iginde yag
gruplanyla kiyaslandiginda, SPM Na',K'-ATPaz aktiviteleri, en yash grubu
olusturan 20-24 aylik siganlarda diger tiim yas gruplarma gore anlaml azalma
gostermigtir(p= 0,000, X>: 19,094). Aynca, kontrol gruplar kendi iginde kiyas-
landiginda, enzim aktiviteleri aym sekilde en yagh gupta diger yas gruplanna
gore anlamli azalma gostermigtir(p= 0,005, X 12,954)( Tablo 9).

2. MLT uygulanmms her iki cins sicanlarn ve bunlara uygun kontrollerin
SPM’larmnda Ca’"-ATPaz aktivitelerinin aritmetik ortalamalar

(nmol P; /mg prot./30 dk.)

a. 4-6 Haftahk Gen¢ Grup

4-6 haftalik geng kontrol grubu siganlarin SPM Ca®*-ATPaz aktiviteleri
ortalama 2,662 =+ 0,44 umol P; /mg prot./30 dk.; MLT uygulanmis siganlarin ise
2,615 + 0,65 pumol P; /mg prot./30 dk. olarak bulunmus olup kontrol ve deneyler
arasinda anlamh bir fark bulunamamgtir (Tablo 4, Sekil 11).

b. 10 Haftahk Geng¢-eriskin Grup

Kontrol grubu siganlarin SPM Ca**-ATPaz aktiviteleri ortalama 2,106 +
0,62 pmol P; /mg prot./30 dk.; MLT uygulanmig siganlarda ise 1,918 + 0,60
umol P; /mg prot./30 dk. olarak bulunmug olup kontrol ve deney gruplan arasinda
anlamh bir fark bulunamamgtir (Tablo 5, Sekil 11).
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¢. 8-12 Ayhk Olgun-eriskin Grup

Kontrol grubu sicanlarm SPM Ca®*-ATPaz aktiviteleri ortalama 2,076 *
0,22 pmol P; /mg prot./30 dk.; MLT uygulanmmg siganlarda ise 2,058 + 0,28
umol P; /mg prot./30 dk. olarak belirlenmig olup kontrol ve deney gruplar
arasinda anlamh bir fark bulunamamistir (Tablo 6, Sekil 11). |

d. 20-24 Aylk Yash Grup

Kontrol grubunda 1,509 * 0,24 umol P; /mg prot./30 dk. olan SPM
Ca**-ATPaz aktivitesi MLT uygulanms grupta 1,216 + 0,47 umol P; /mg prot.30
dk. olup iki grup arasinda anlamh bir fark yoktur (Tablo 7, Sekil 11).

Buna gore, SPM Ca**-ATPaz aktiviteleri iizerine eksojen MLT uygula-
masi yas gruplarina gore kiyaslandifinda, geng grubu olugturan 4-6 haftahik
siganlara gore diger yas gruplarinda gériilen anlamli azalma, yasgh grubun geng-
erigkin ve olgun-eriskin gruplaryla kiyaslanmasinda da aym oranda saptan-
mustir(p=0,000, X>: 21,839). Kontrolleri olusturan yas gruplarmda da anlamlihk
olugturan gruplar gene aym yas gruplandir(p=0,000, X*: 22,451)(Tablo 9).

3. MLT uygulanmus her iki cins sicanlarm ve bunlara uygun kontrollerin
SPM’larmmda AChE aktivitelerinin aritmetik ortalamalar
(nmol tiokolin/mg prot./1 dk.)

a. 4-6 Haftahk Geng¢ Grup
4-6 haftalik geng kontrol grubu siganlarin SPM AChE  aktiviteleri

ortalama 206,84 * 40,5 nmol tiokolin/mg prot./1 dk. iken MLT uygulanmg
siganlarda 215,08 + 23,3 nmol tiokolin/mg prot./1 dk. olarak bulunmug ve
kontrole gére anlamh bir fark saptanamammgtir (Tablo 4, $ekil 12).

b. 10 Haftahk Geng-eriskin Grup
Geng-erigkin her iki cins siganlann kontrol grubunda SPM AChE
aktiviteleri ortalama 247,50 + 41,3 nmol tiokolin/mg prot./1 dk. iken MLT uygu-
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lanms siganlarda ise 245,87 £ 33,0 nmol tiokolin/mg prot./1 dk. olarak bulunmug
ve kontrole gére anlamh bir fark bulunamamugtir (Tablo 5, Sekil 12).

c. 8-12 Ayhk Olgun-eriskin Grup

Kontrol grubu siganlarin SPM AChE aktiviteleri ortalama 246,95 + 60,02
nmol tiokolin/mg prot./1 dk. iken MLT uygulanmis siganlarda ise 241,73 * 66,3
nmol tiokolin/mg prot./1 dk. olarak bulunmug ve kontrole gére anlaml bir fark
bulunamamistir (Tablo 6, Sekil 12).

d. 20-24 Ayhk Yash Grup
20-24 aylik yagh sicanlarin kontrol grubunda SPM AChE aktiviteleri

ortalama 181,23 + 38,2 nmol tiokolin/mg prot./1 dk. iken MLT uygulanmig
sicanlarda ise 165,01 + 47,4 nmol tiokolin/mg prot./1 dk. olarak bulunmug olup
iki grup arasinda anlamh fark yoktur (Tablo 7, Sekil 12).

Buna gore, eksojen MLT uygulanmig geng-erigkin siganlarin SPM AChE
aktiviteleri geng gruba gore anlamh artmis ve yash grupta enzim aktivitesi geng-
erigkin ve olgun-erigkin gruplarina gore anlamli azalmistir (p=0,002, X*: 14,493).
Kontrol gruplarinda da gene aym sekilde, geng-eriskin siganlarn SPM AChE
aktiviteleri geng gruba gére anlamh artmis ve yash grupta enzim aktivitesi geng-
erigkin ve olgun-erigkin gruplanna gére anlamh azalmg olarak bulunmugtur
(p=0,011, X* 11,121) (Tablo9).

4. MLT uygulanmus her iki cins sicanlarn ve bunlara uygun kontrollerin
SPM’larmda Sialik Asid diizeylerinin aritmetik ortalamalan
(umol SA /g prot.)

a. 4-6 Haftahk Geng¢ Grup

4-6 haftalik gen¢ kontrol grubu sicanlannn SPM SA diizeyleri sirasiyla
ortalama 72.76 + 29.16 umol SA /g prot. iken MLT uygulanmig siganlarin 68,85
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+ 25,21 umol SA /g prot. olarak bulunmusg ve kontrole gére anlamh bir fark sap-
tanamamgtir (Tablo 8, Sekil 13).

b. 10 Haftahk Geng¢-erigkin Grup

Geng-erigkin her iki cins siganlarin kontrol grubunda SPM SA diizeyleri
ortalama 55,77 + 28,34 umol SA /g prot. iken MLT uygulanmig siganlarda 58,47
+ 33,34 umol SA /g prot. olarak bulunmug olup gruplar arasinda anlamh bir fark
bulunamamugtir (Tablo 8, Sekil 13).

c. 8-12 Ayhk Olgun-eriskin Grup

Kontrol grubu siganlarin SPM SA diizeylen ortalama 70,02 + 18,58 pmol
SA /g prot. iken MLT uygulanmis siganlarda ise 70,34 + 20,59 pmol SA /g prot.
olarak bulunmug ve gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamamigtir (Tablo 8,
Sekil 13).

d. 20-24 Ayhk Yash Grup
20-24 aylik yagh sicanlarn kontrol grubunda SA diizeyleri ortalama 69,80
+ 21,15 umol SA /g prot. iken MLT uygulanmi§ siganlarda ise 63,82 + 34,65
pumol SA /g prot. olarak bulunmug olup gruplar arasinda anlamh bir fark buluna-
mamugtir (Tablo 8, Sekil 13).

Buna gore, kontrol gruplan ve eksojen MLT uygulanmus deney gruplan

ayn ayn kendi iginde yas gruplanyla kiyaslandiginda, SPM SA diizeyleni higbir
grupta istatistiksel olarak anlamlilik vermemisgtir.
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TARTISMA

Yaslanma, g¢evresel degisikliklere karsi uyum yeteneginde azalma ve
bozulan homeostazisin yeniden diizeltilmesinin zayiflamasi durumu oldugu
kadar, organik fonksiyonlarda genel bir gerileme olarak tarif edilmektedir.
Yaglanma ve onun beyindeki etkileri hemen hemen kagimilmazdir. Temel
yaslanma olaylanmin incelenmesinde en iyi yaklagim hayvan modellerinin
kullanimidir. Laboratuar kemiricilerinden oncelikle siganlar ve fareler gesitli
nedenlerle stinliigii tartisilmaz olan baghica modellerdir. Bu nedenlerden
birincisi, fare ve siganlarin birgok tiirleri ile ilgili aynntih yagam tablosu
bilgilerinin olmasidir. Bu bilgilerin eksikliginde bir yaglanma ¢ahgmasimn uygun
sekilde planlanmasi hemen hemen olanaksizdir. ikincisi, laboratuar kemirici-
lerinin, kendi bilimsel yasam siireleri iginde arasticilarin gok sayida yaglanma ile
ilgii g¢aligmalan gergeklestirebilmelerine olanak verebilecek kadar kisa bir
omiirleri vardir. Ugiinciisii, hem parasal agidan, hem de enfeksiyondan yoksun
barinma ortamlarim1  saglama bakimindan oldukga digik maliyetle
bakilabilmeleridir’®. Bu galigmada da yasam siiresi iginde noral transport
fonksiyonlarint membrana-bagh enzim aktivitelerini 6l¢gmek yolu ile incelemek
i¢in; deneysel model olarak siganlarin kullamlmas: ve organ modeli olarak da
yaglanma olaymndan beyin sapmndan daba gok etkilendigi bildirilen® serebral
korteks’in segilmesi uygun bulunmugtur. ATPaz ve AChE aktiviteleri, bu
enzimlerin korteksin diger subselliler kisimlarma gére daha zengin olarak
bulundugu SPM’larinda aragtmlmigtr®%7?

Tim deneysel bulgular ve klinik bilgiler, ihtiyarhifin baglangic1 ve
ilerlemesinde pineal bezin ve MLT’in rolii oldugunu ileri sirmektedir®®. Bu
varsayimlar, MLT’in baz1 biyolojik fonksiyonlardaki éneminden ve birgok tiiriin
¢ok yagh bireylerinde sirkadyen MLT ritminin zorlukla saptanmasindan dolays,
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yasam boyunca organizmada MLT yapiminmn giderek kaybi gergeginden
kaynaklanmighr. MLT’in MSS i{izerine etki mekanizmasi aydinlatilamamig
olmasina ragmen, bu hormonun nérotransmitter sistemlerinin ve beynin
membran olaylarmimn modulasyonu yolu ile noronal aktivitenin etkileniminde bir
rolii oldugunu destekleyen baz bilgiler vardir®”. MLT’in noronal aktivitenin
kontroliindeki hayli 6nemli rolii ve yaglanma ile gozlenen MLT ve bazi motor
bozukluklar arasindaki olasi iligkiye ragmen, bu konu ile ilgili ok az ¢alisma
vardir.

Noronal eksitabilite biiyiikk 6lgiide Na',K'-ATPaz aktivitesine baghdir.
MLT’in beyin Na',K'-ATPaz aktivitesini degistirerek noronal eksitabiliteyi
depistirdigi bildirilmistir®. Literatirde yaslanma durumunda pineal bezin
fonksiyonu ve morfolojisinde bildirilen giderek artan bozulmanmn transport
fonksiyonundan sorumlu enzimleri nasil etkiledigi ile ilgili caligmaya rastlana-
mamugtir. Ancak, pineal bezin ve MLT’in membrana bagh enzimler {izerine in
vivo ve in vitro etkileri konusunda, son yillarda literatiirde rastlayabildigimiz iki
¢aligmada, serbest radikal olugturan bir ila¢ olan alloksan verilmis siganlarda,
eksojen MLT’in kardiak sarkolemmal Ca®** pompasma etkisi incelenmis ve
alloksan’in olusturdugu Ca**-ATPaz inhibisyonunu 6nlemesi nedeniyle anti-
oksidan etkili oldugu gosterilmistir®“?. Bu nedenle galigmamiz, yaglanma
Onleyici ve noroprotektif bir ajan oldugu ileri siiriilen MLT in eksojen veriligiyle
postnatal gelisen ¢esitli yas gruplanndaki siganlarda sinaptozomal transport
fonksiyonlarinin ne yonde etkilenecegini, membrana bagh Na',K'-ATPaz,
Ca®-ATPaz ve AChHE aktivitelerinin olgiilmesi yoluyla arastran 6nciil
galigmalardan biridir.

Calismamizda farkh yas gruplanndaki her iki cins kontrol grubu siganla-
rn beyin korteksi SPM Na',K'-ATPaz aktivitelerinin ortalama degerlerinin
4.105-7.031 pmol P; /mg prot./ 20 dk. arasinda degistigi bulunmugtur. Litera-
tirde sigan beyin korteksinde Na',K'-ATPaz aktivitelerinin aritmetik ortala-
malart uygulanan yonteme, kullamlan sigamn tiirii ve cinsiyeti ile iligkili olarak
0.06-27 pmol Py/mg prot/saat arasinda genis dagilimlar gostermekte-
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dir®/#816.144170 - Bizim  degerlerimiz; literatiirde belirtilen kontrol grubu

degerleri ile uyumludur.
Na',K'-ATPaz aktivitesi iizerine yaslanmanin etkisi konusundaki ¢ok az
Say1dald ve genelh'kle eritrosit(za 73,87,134)’ beyin(ll,21,26,86,89,90,95, 120,173,174,202,203,210)

(2129 oibi organlarda yapilan gahigmalarda yaglanmanin enzim

ve karaciger
aktivitesindeki azalmaya eslik edip etmedigi tam olarak belirlenememigtir. Beyin
dokusunda yaglanmayla iliskili Na',K’-ATPaz aktivitesi bulgulari hayli
geligkilidir. Baz1 aragtirmalarda beyin Na’',K'-ATPaz aktivitesinde yagla ilgili
azalma™?***%) bazilarinda artma®4%620220%210 bl dirilmigken, baz1 aragtiricilar
enzim aktivitesinde yasla iligkili higbir degisiklik bulamamistir”®***¥, Beyinde
yasla iligkili artis oldufunu bildiren c¢aligmalarin bir kism bizim g¢aligma
kosullanmizdan oldukga farkhidur®>*?, Bu ¢ahgmalarda yaslanma siiresi
dogumdan sonraki 20 giin ile 60 giin arasinda incelenmistir.

Cesitli yag gruplanindaki kontrol siganlar birbirleriyle kiyaslandifinda
siitten kesilme doneminden olgun erigkinlik dénemine kadar SPM Na',K'-ATPaz
aktivitelerde anlamhi bir degigiklik bulunamazken, en yash grupta dier yas
gruplarina gére anlamli azalma oldugu gézlenmigtir. Sigan serebral korteksinde
Na',K*-ATPaz’mn postnatal ilk 4 hafta icinde, doku kitlesine gore daha fazla
sentezlenmesinden dolay1 arttifi, daha sonralan sentezlenme ve doku geligimi
arasmdaki dengelenme nedeniyle diiz bir plato ¢izdigi bildirilmigtir?™?,
Calismamizda da, enzimin en hizhi sentezlendigi neonatal donemden sonraki yas
dénemlerinde enzim aktivitesinde degisiklik olmamasmin, bu aragtirmanin
bulgulariyla uyumlu oldugu diigiiniilebilir. Yagh siganlanin korteksinde azalmg
Na',K'-ATPaz aktivitesi ile ilgili bulgumuz 24 aylik siganlann SPM’larmda
enzim aktivitesinin azaldigim bildiren aragtncilann bulgulan ile aym
dogrultudadir@-2-4039

Noéronlarda Ca®* konsantrasyonlarinmn ince ayan ve dinlenme durumun-
daki normal diizeylerinin siirdiiriilmesinden sorumlu SPM Ca®**-ATPaz aktivi-
telerinin de yagh gruptaki kontrol siganlarda geng ve erigkin gruplara gére 6nemli
derecede azalms oldufu gozlenmistir. Literatiirde yaglanma durumunda beyin
Ca*-ATPaz aktivitelerinin incelendigi ancak birkag ¢alismaya bulun-
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maktadir™ 814621421 Bizim  bulgumuz yash siganlanm  SPM’larinda
Ca®*-ATPaz aktivitelerinin azaldiim bildiren arastimcilann bulgulan ile iyi
uyumludur®/ #2142 fakat birine uymamaktadi®. Bu farklilik son galigmada
Ca**-ATPaz aktivitesinin bizim ¢aligmamzdan farkh olarak mikrozomlarda ve
yalnizca disi siganlarda aragtiritmis olmasindan kaynaklanabilir.

SPM’a bagh bir bagka transport enzimi olan ve ACh’t hidroliz ederek
kolinerjik iletide rol alan AChE’in da ATPaz’lar gibi kontrol grubu yash sigan-
larda diger yas gruplarma gore azalmig oldugu bulunmugtur. Bu konuda
literatiirde rastladiimz yagh siganlarin serebral korteksinde AChE’in genglere
gore azaldigim bildiren iki ¢aligmamn™/?*? bulgulan da bizim bulgumuz ile
aym dogrultudadir. Postnatal geligme ile AChE’da artma bulan bir bagka ¢ahs-
mada®®, sigan beyni homojenatlan 4. giinden 90. giine kadar incelenmis ve
AChE’n 17. giine kadar arttify daha sonra diiz bir plato izledifi bildirilmistir.
Caligmamizda ise, 6 haftabktan 10 haftalifa kadar arttiktan sonra 12. aya kadar
diiz bir plato izledigi gozlenmigtir.

Serebral sinaptik kompartimanmin yaglanma durumuna karg1 hayli duyarh
oldugu bilinmektedir””. Yaslanma durumunda membranm gok Gnemli transport
enzimleri olan Na' K'-ATPaz, Ca®>*-ATPaz ve AChE aktivitelerinde geng gruba
kiyasla saptadifimiz azalma, enzim proteini ile ilgili yapisal ve/veya gevresel
birkag faktorin etkisiyle agiklanabilir. Sinaptik plazma membranlarinin
gostergesi olarak kabul edilen Na',K'-ATPaz aktivitesindeki azalma, bu
membran enziminin membrandan gegen Na' gradyeni, intraselliler K" kon-
santrasyonu ile iligkili elektriksel olaylardaki temel rolii nedeniyle birincil 6neme
sahip olabilir.

Caliyjmamizda yash siganlarda saptadifimiz membrana bagh ATPaz
aktivitelerinin azalmasina yol agabilecek en yiiksek olasiliklardan biri protein
molekiilinde yaslanma ile iligkili yapisal degisiklikler olabilir’®, Bu
posttranslasyonel yapisal degisiklikler proteinlerin hatali katlanmasi veya onlarn
normal, fonksiyonel, sekilsel (6rn. fosforilasyon) degisiklikleri yiiziin-
dendir® ™, Gergekten protein molekiiliiniin protein kinaz C tarafindan ek bir
fosforilasyonunun Na',K'-ATPaz aktivitesini bozdugu bilinmektedir™®. Her yil
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viicut proteinlerinin %0.1 kadarnin dekstrorotasyona ugradifinin bildirilme-
si*”de bu kamy1 destekleyici bir bagka bilgidir. Protein molekiilimiin yapisal
katlanmasimna, yaslanma sirasinda arttg bildirilen serbest radikallerin®+%%5%
ve Maillard reaksiyonu yolu (Sekil 6) ile agiga ¢ikan ileri glikasyon iiriinleri
denilen makromolekiillerin®®>/%*12248) neden oldugu ileri siiriilmigtiir. Yagla
ilgili bazs dejeneratif durumlardan da bu ileri glikasyon iiriinlerindeki artigin
sorumlu oldugu disiiniilmektedir.

Caligmamizda inceledifimiz tiim membrana bagh enzimlerin aktivitele-
rinin membranlann yapisal biitinliiine ve yakin gevresindeki fosfolipidlerin
bilesimine bagh oldugu bilinmektedir. Bu yiizden membran fosfolipid bilegimini
degistiren herhangi bir etken bu enzimlerin aktivitelerini de degistirecektir. Bu
nedenle, galigmamizda yash siganlarda SPM’a bagh enzimlerde saptadifimiz
azalmaya yol agabilecek ikinci yiiksek olasilik, enzim molekiiliiniin ¢evresinde
serbest radikal olusumu yiiziinden membran fosfolipidlerinin yikimimin neden
oldugu ¢evresel degisiklikler olabilir. Gergekten fosfolipid yikim iiriinleri olan
¢ok doymams serbest yag asidlerinin ve diacilgliseroliin Na*,K'-ATPaz’1 inhibe
ettigi gosterilmistir®®?'?. Aynica, yaslanma ile birlikte sinaptozomlar dahil
birgok biyolojik membranlarda  kolesterol ve doymus fosfolipidler gibi
sertlestiricic membran bilegikleri igerigindeki artmanmn akigkanlify azaltarak
integral  transport  proteinlerde  fonksiyonel azalmaya yol agtif
bildirilmigtir®*”. Buna gore, membramin bu ana bilesiklerindeki yaslanmaya
bagh olabilecek degisiklikler lipid-ATPaz etkilesimini bozarak enzim
aktivitesinin inhibisyonuna yol agabilir.

Beyin ¢ok doymamig yag asidlerinden zengin oldugundan peroksidas-
yona karg1 ileri derecede duyarhdir®/?>°?, ve membran lipid peroksidasyonunun
membran fonksiyonlan iizerine olan zararh etkileri iyi tammlanmistir™®*?, Lipid
peroksidasyonu yaglanma sirasinda hiicresel membran hasarinin mekanizmast
olarak kabul edilmektedir®. ATPaz aktivitesindeki azalma yaslanma sirasinda
lipid peroksidasyonlan sonucunda agi3a gikan serbest radikallerin enzimin aktif

bolgesine veya enzimin gevresindeki lipidlere hiicumu nedeniyle olabilir. Ancak
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lipid peroksidasyonu ve plazma membram1 Na',K'-ATPaz ile iligkili sorun 25
yildan fazla bir zamandan beri bilinmesine ragmen”*”, hala tartigmaya agiktir.

Insan beyninde yaslanma ile biriktigi bildirilen”?*’*” ileri glikasyon
tirinlerine bagh protein molekiiliiniin enzimsel olmayan glikasyonu da yaslanma
durumunda ATPaz aktivitesinin azalmasmna ve bdylelikle néral transport
fonksiyonunun bozulmasina yol agabilecek bir diger faktér olabilir.
Na'K'-ATPaz ve tubulin gibi o6nemli fonksiyonel proteinlerdeki enzimsel
olmayan glikozilasyonun*!'” aksonal transport ve sinir iletiminin bozulmasmnda
rolii olabileceginin bildirilmesi”” bu diigiincemizi destekleyici yondedir.

Bozulmus Na',K'-ATPaz aktivitesinin intraselliiler Na™da bir artiga,
membran depolarizasyonu ve voltaj bagimh Ca** kanallarindan Ca® girigine yol
agtigr bilinir”. Bu yiizden bozulmug Na',K'-ATPaz aktivitesi yaslanmada
noronal eksitotoksisitenin patofizyolojisinde dnemli bir rol oynayabilir.

Ca**-ATPaz aktivitesinde yasla iligkili azalma noronal Ca®* homeosta-
zisinin diizenlenmesinin bozulmasina yol acgabilecektir ve bdylelikle hiicre
olimiine kadar giden biyokimyasal bozukluklara neden olabilecektir. Noronal
Ca®* homeostazisinde yasin ilerlemesiyle olan degisikliklerin diiginsel fonksi-
yonlarin yagla iligkili bozukluklarinda rolii olabilecegi bildirilmistir®. Bu
yiizden, beyin Ca®* homeostazisinin bozulmasmin beyin hastaliklaninin ortaya
¢ikisinda temel bir rolii olabilecegini diigiinmek mantikh olacaktir.

Geng siganlarda AChE metabolizmasimn daha yiksek oldugu
bildirilmistir®, Bu yiizden geng siganlarda yaglilara kiyasla daha yiiksek AChE
aktivitesinin bulunmas1 genglerde ACh metabolizmasinin daha yiiksek olmastyla
iligkili olabilir. Elektronmikroskopik incelemelere goére kolinerjik sistemlerin
yaslanma ile azalmasmm sinapslardaki azalmaya bagh olabilecegi gosteril-
mistir®?.

15 ile 21 giin siireyle sigan viicut agirhgimn kg bagina 2 mg i.p. MLT
injeksiyonu yapilmis tiim yas gruplanndaki siganlarda SPM Na',K’-ATPaz,
Ca’*-ATPaz ve AChE aktiviteleri ile kendi kontrol gruplan arasinda anlamh bir
degisiklik saptanamamigtir. Bu bulgular hangi yas grubunda olursa olsun eksojen
MLT verilmesinin membrana bagh enzimleri etkilemedigini diigindirmektedir.
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Eksojen MLT ve membrana bagh enzim aktiviteleri konusunda literatiirde yok
denecek kadar az ¢aligma oldugundan bulgularimz kargilagtirma olanag: da son
derece smurhidir. ATPaz ve MLT etkilesimi konusunda literatiirde bulunan
ahismalardan birinde®” izole kardiak sarkolemmal Ca*+Mg®* bagimh ATPaz
aktivitesinin MLT’le uyarildig digerinde®”, eksojen MLT’in alloksan enjekte
edilmis siganlarm kardiak membranlarinda Ca®**-ATPaz aktivitesini arttirdif
bildirilmigtir. Ancak, fizyolojik dozda (1 mgkg v.a.) uygulanan MLT’in
alloksana bagli Ca**-ATPaz aktivitesi baskilanmasi iizerine onemli bir etki
olugturmadifi, 5 ve 10 mg/kg v.a. gibi supraterapdtik ve farmakolojik dozlarda
eksojen MLT’in doza bagimh olarak artan baskilanmay: onleyici anlamh bir etki
yaptig: bildirilmigtir. Buna karsihk gerek fizyolojik gerekse farmakolojik (10
mg/kg v.a.) dozlarda eksojen MLT veriliginin kardiak sarkolemma
Na’,K'-ATPaz aktivitesini kontrollere gére biraz azaltmakla birlikte anlamh bir
degisiklik olusturmadigz bildirilmistir®”. Bizim ¢ahsmamza gore fizyolojik
dozlarda verilen eksojen MLT’in membrana bagh enzimleri etkilemedigi
konusundaki diisiincemiz bu ¢aligmanin bulgulanyla iyi uyum gostermektedir.
Tim yas gruplarindaki eksojen MLT verilmis sicanlarda ATPaz
aktiviteleri kontrollerine gore anlamli bir farklilik g6stermese de, geng-eriskin
grup Na',K'-ATPaz’1 hari¢ tim MLT uygulanmis gruplarda enzim aktivitele-
rinin biraz azalmig oldugu saptanmmgtir. Bu azalmalar yagh grupta daha da
belirgindir. Bu bulgu literatirde son yillarda MLT’in yaslanma karsii bir
faktor™> olabilecegi varsayimina zit gibi goriilmektedir. Literatirde MLT in
yaglanmayi geciktirici etkisiyle uyumlu olmayan en azindan iki ¢alisma™?*? da
vardir. Bunlardan birinde™?, igme suyunda ginlik verilen MLT’in Yeni
Zelanda tiirii siyah digi farelerde hayat siirecini uzathg: halde, C3H/He tiirii
farelere yapilan aymi uygulamanin hayat siirecinin kisalmasina ve iireme yollar
tiimorlerinin daha yiiksek siklhikla olusmasina yol aghf: bildirilmistir. Cok yeni
olan digerinde ise™® uzun siireli digiik ve yiksek doz MLT veriliginin dogal
Oldiiriicii hiicre aktivitesinde ve lenfositlerin gogalma yeteneginde yasa bagimh
bozulmay1 diizeltemedigi bildirilmigtir. Bu yiizden de MLT’in yaglanmay:
gecMﬁci bir faktor olabilecegi konusunda varsayimlarin kesinlik kazanmas: igin
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daha uzun ve derin galismalar gerektigi kabul edilmektedir?®”. Calhismamiza gore
de yash siganlarda azalan beyin transport enzim aktiviteleri iizerine eksojen
verilen MLT’in en azindan fizyolojik dozlarda iyilestirici bir etki géstermemesi
nedeniyle bu dozlarda yaslanma karsiti bir faktér olarak kabul edilemeyecegi
diistiniilebilir. Uzun siireli eksojen MLT veriliginin yaglanmaya bagh immun
sistem bozulmasim diizeltemedigini bildiren ¢ahsma™” bu varsaymmimzi
destekleyici yondedir.

Cahigmamizda, MSS’nde en yiiksek oranda bulunan sialoglikolipidier
(gangliozid) ve sialoglikoproteinlerin bilegiminde bulunan ozellikle néronal
plazma membraninda membrana bagh sekilde olusan SA diizeylerinin tiim yas
gruplarinda farkh degisiklikler gostermedigi saptanmigtir. Yaglanma durumunda
SA diizeyleri ile iligkili gok az sayidaki ¢aligmalarda yaglanma ile siganlarin baz:
dokularinda®”, yaglanmig eritrosit, trombosit gibi hiicrelerde®” SA’in azaldig
ve SPM’larda 50. gine kadar SA igeriginin arttign™” ya da gesitli yas
gruplanindaki insanlarm lenfositlerinde SA igeriginin yaglanma ile iligkili anlamhi
degisiklik gostermedigi seklinde farkh bulgular bildirilmigtir®.

SPM bagh enzimlerde en yagh grupta anlamh bir azalma oldugu halde,
SA diizeylerinde en yash grup dahil tiim yas gruplarinda belirgin bir degisiklik
saptanmamasi ile ilgili bulgumuz, membranda enzim aktivitesi degisiklikleri ile
birlikte SA igerigi arasinda sebepsel bir iligki olmadigim diigiindiirmektedir. 7-50
ginlik sicanlarda beyin GGT aktiviteleri ve SA igeriginin incelendifi bir
¢ahiymada; 50 giine kadar olan gelisim siiresince GGT aktivitesinin gelisme ile
paralel artmasma karsilik, SA’in ancak 7 ile 12. giinler arasnda arttifinmn, daha
sonra degismediginin bildirilmesi, bu konudaki diigiincemizi destekleyici
bulgudur®”. Bulgulanmiza gore, MSS’in normal geligimi (ontogenezi 6m;
hiicre-hiicre tammi) ve fonksiyonlarinda (6rn; tastyici-aracih transport) énemli
rolleri olan SA’lerin, membrana bagh enzimlerin aksine yaglanma ile iligkili
dejeneratif olaylardan etkilenmedigi diigiiniilebilir.

Sonug olarak, yaslanma durumunun néral hiicrelerde normal iyonik
asimetrinin korunmasi ve néral transport fonksiyonlarimn siirdiiriilmesinden
sorumlu Na’,K'-ATPaz, Ca’*-ATPaz ve AChE aktivitelerinde depressif etki
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yaptigi ve bu yiizden bozulmus enzim aktivitelerinin néronal eksitotoksisitenin
gelisiminde o6nemli bir roli olabilecegi kanisma vanlmigtr. Buna kargihk,
yaslanma durumu beyin membranlariin 6nemli bir yapisal bilesigi olan SA
diizeylerini olumsuz etkilememesine ragmen, eksojen verilen fizyolojik dozlarda
MLT’in yaglanmamn enzimler izerindeki depressif etkisini ortadan
kaldiramadigindan, en azindan bu dozlarda yaslanmayi geriletici bir faktor olarak
gosterilmesinin kusku uyandirici bir varsayim oldugu diisiiniilebilir..
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OZET

Multifaktoryel dejeneratif bir olay olan yaglanma, beyindeki sinir
hiicrelerini oldukga genig gapta etkiler. Yaslanan beyinde gbzlenen degisiklikler,
noronal fonksiyonda ilerleyici bir azalma ile birlikte bir miktar néronal kayip
olarak tarif edilir MSS’de yaslanmaya yol agan higbir spesifik faktor
belirlenememigtir. Bununla beraber, deneysel bulgular ve klinik veriler,
yaglanmamin baglangici ve ilerlemesinde pineal bezin bir rolii oldugunu
diigiindiirmiigtic. MLT’in MSS iizerine etki mekanizmasi aydimlatilamans
olmasmna ragmen, bu hormonun nérotransmitter sistemlerinin ve beynin
membran olaylarimn modiilasyonu yolu ile néronal aktivitenin etkileniminde
rolii oldugunu destekleyen ¢aligmalar vardir. Son yillarda MLT’in yaslanma
onleyici bir ajan oldugu da ileri siiriilmiigtiir. Ancak, yaslanma durumunda pineal
bezin fonksiyonu ve morfolojisinde giderek artan bozulmamn, transport
fonksiyonundan sorumlu enzimleri nasil etkiledigi bilinmemektedir. Bu nedenle
¢aliymamiz, yaglanma Onleyici ve noroprotektif bir ajan oldugu ileri siiriilen
MLT’in eksojen veriligi ile, postnatal gelisen gesitli yag gruplanindaki siganlarda,
sinaptozomal transport fonksiyonlarmn ne yénde etkilenecegini membrana bagh
Na' K'-ATPaz, Ca>*-ATPaz ve AChE aktivitelerinin 6l¢tilmesi yolu ile aragtir-
mak ve bu nérohormonun sinir sistemindeki bilinmeyen etkilerini aydmnlatmak
i¢in planlanmigtir.

Bu amagla her iki cinsten 4-6 haftabk geng, 10 haftalik geng-eriskin, 8-12
ayhik olgun-erigkin ve 20-24 aylik yash olmak iizere dort gruba aynlan toplam
101 adet Wistar-Albino sigan kullanildi. Her yas grubundaki siganlarm bir
grubuna 21 giin siire ile (geng gruba 15 giin) 2 mg/kg v.ag. MLT ip. olarak
verildi. MLT’in ¢dziindiigii alkolli serum fizyolojik verilen gruplar kontrol
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olarak kullamldi. MLT uygulammimin sonunda kardiak-ponksiyonla hafif eter
anestezisi altinda sakrifiye edilen siganlardan ayrilan serebral kortekslerinden
SPM’lari elde edildi. SPM’larda Na’,K'-ATPaz, Ca**-ATPaz ve AChE aktivite-
leri ve SA diizeyleri 6l¢iildii

Siitten kesilme doneminden olgun-erigkinlik donemine kadar kontrol
grubu siganlarda SPM Na',K'-ATPaz aktivitelerinde anlamh bir degisiklik
bulunmazken, yash grupta diger yag gruplarina gére anlamli azalma saptanmigtir,
Ca**-ATPaz aktivitelerinin ise en yash gruptaki siganlarda, geng¢ ve erigkin
gruplara gore anlamh azaldigz bulunmugtur. Benzer sekilde SPM AChE aktivi-
teleri de en fazla en yagh grupta azalmg bulunmustur.

Eksojen MLT uygulanmasi, SPM Na',K*-ATPaz, Ca®*-ATPaz ve AChE
aktivitelerinde kendi kontrollerine gére anlamh bir degisiklik olusturmamstir.
Bu nedenle, eksojen MLT verilmesinin hangi yas grubunda olursa olsun
membrana bagh enzimleri etkilemedigi ve en azindan fizyolojik dozlarda
MLT’nin yaglanmamn neden oldugu membrana bagh enzim inhibisyonlarim
Onleyemedig; diigiiniilmiigtiir.

Tim yas gruplarindaki kontrol ve MLT uygulanmis siganlarda SPM SA
diizeylerinde anlamh bir degisiklik saptanmadiindan, SA’lerin membrana bagh
enzimlerin aksine yaglanma ile iligkili dejeneratif olaylardan etkilenmedii
diistiniilmiistiir.

Sonug olarak; yaglanma durumunun SPM’a bagh ATP’az ve AChE
aktivitelerinde olusturdugu inhibisyonun, néronal eksitotoksisitenin ve diisinsel
fonksiyon bozukluklannin patogenezinde 6nemli bir etken olabilecegi ve eksojen
MLT’in, yaslanmanin membrana bagh transport enzimler {izerindeki depressif
etkisini onleyemediginden, en azindan fizyolojik dozlarda yaslanma karsiti bir
faktor gibi algilanamayacad kanisina vanlmgtir.
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SUMMARY

AGE-RELATED CHANGES IN SYNAPTOSOMAL ATPase AND
ACETYLCHOLINESTERASE ACTIVITIES OF POSTNATALLY
DEVELOPING RATS TREATED WITH EXOGENOUS
MELATONIN

Aging, a multifactorial, degenerative process, attacks the nerve cells of the
brain rather broadly. Age-related alterations observed in the brain are defined as
the progressive decline in neuronal function, sometimes associated with the
neuronal loss. No specific factor leading to aging in the central nervous system
(CNS) has been identified. However, experimental findings and clinical data all
suggest that pineal gland has a role in the initiation and progression of
senescence. Despite the mechanism of action of MLT on the CNS has not been
clarified, several studies support a role for this hormone in the regulation of
neuronal activity through the modulation of neurotransmitter systems and brain
membrane processes. In recent years MLT has been considered as an anti-aging
agent. However, it is not known how the progressive deterioration in the
morphology and function of the pineal gland during the aging process might
affect membrane-bound transport enzymes.

Therefore, this study was planned to investigate the mode of action of the
administration of exogenous MLT, an anti-aging and neuroprotectif agent, on
synaptosomal transport functions by measuring membrane-bound
Na',K’-ATPase, Ca**-ATPase and AChE activities in postnatally developing rats
of different ages, thereby clarifying the unknown actions of this neurohormone in

NEervous system.
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weeks, mature-adult 8 to 12 month-old and aged, 20 to 24-month old. To one
group of rats of each age, MLT was injected intraperitoneally at a dose of 2
mg/kg body weight (b.wt)/day dissolved in 0,9% saline containing 4% ethanol,
for 21 days (15 days to young group). Other groups of animals received vehicle
(4% ethanol in normal saline) instead of MLT, served as control groups. At the
end of MLT treatment, the animals were sacrified under light ether anesthesia by
cardiac-puncture and synaptosomal membrane (SPM) fractions were obtained
from rapidly removed cerebral cortexes. Then Na'K'-ATPase, Ca**-ATPase,
ACHE activities and sialic acid contents in SPM’s were measured.

Na',K*-ATPase activities in SPM’s of young, young-adult and mature-
adult control rats were not significantly different while enzyme activity obtained
from aged control rat synaptosomes was significantly lower than those obtained
other three age groups. Ca®*-ATPase activity in oldest control rats was also found
to be decreased significantly as compared to young and adults groups. Likewise,
SPM AChE activities were observed to be decreased from young to aged control
rats, reaching the lowest values in 20-24 month-old rats.

Lack of any significant differences in all membrane-bound enzyme
activities between vehicle and MLT-treated rats, suggested that physiological
doses of exogenous MLT did not have an appreciable effect on these transport
enzymes at whichever age groups of rats studied and could not be able to prevent
aging-induced enzyme inhibitions.

Unchanged SPM sialic acid contents at different ages of rats treated and
untreated with MLT suggested that SA’s in contrast to the membrane-bound
enzymes were not affected by age-related degenerative processes.

It can be concluded that, aging-induced inhibitions in SPM ATPase and
AChE activities may be implicated in the pathogenesis of neuronal excitotoxicity
and of age-related disturbances of cognitive functions. In addition, no preventive
effect of exogenous MLT treatment on aging induced depression in all
membrane-bound transport enzymes led to suggestion that this neurohormone at
least, at physiological doses should not be perceived as an anti-aging factor.
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