
Özet
Bu çalýþmada, intestinal iskemi-reperfüzyon (I/R) sürecinde, intestinal dokuda pentoz fosfat metabolik yolu-
nun anahtar enzimlerinden biri olan 6-fosfoglukonat dehidrogenaz (6-PGD) enziminin aktivitesi ve melaton-
in'in iskemi öncesi ve sonrasý uygulanmasýnýn enzim aktivitesi üzerine etkisi araþtýrýldý. 32 adet Sprague
Dawley cinsi erkek sýçan, herbiri 8' er denekten oluþan 4 gruba ayrýldý (n: 8). Grup 1: plasebo, grup 2: I/R
(Kontrol), grup 3: 10 mg/kg melatonin+I/R ve grup 4: I+10 mg/kg melatonin + R.  I/R uygulamasý, superior
mezenterik arter (SMA)' in 45 dakika diseke edilmesi ve ardýndan 120 dakika reperfüzyonu ile gerçekleþtiril-
di. Tüm gruplarda enzim spesifik aktiviteleri, volüm aktivite deðerleri total protein miktarlarýna bölünerek
hesaplandý. Elde edilen veriler, intestinal iskemi-reperfüzyon sürecinde 6-PGD aktivitesinde kontrol I/R
grubunda  plasebo  grubuna kýyasla bir azalmanýn olduðunu göstermekte, buna karþýlýk iskemi öncesi mela-
tonin uygulanan grupta aktivite deðerinin yükselerek  plasebo grubuna yakýn bir deðer aldýðý görülmektedir.
Ýskemiyi takiben melatonin verilen grupta ise enzim aktivitesi iskemi öncesi melatonin uygulanan gruptaki
kadar  bir artýþ göstermemiþtir. Tüm gruplardaki farklýlýklar istatistiksel olarak anlamlý deðildir. 
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Abstract
The  effect  of  melatonin  on  6-pphosphogluconate  dehydrogenase  in  intestinal  ischemia/reperfusion
In this study, enzyme activity of 6-phosphogluconate dehydrogenase (6-PGD) which is one of the key enzyme
in the intestinal tissue for intestinal ischemia/reperfusion (I/R) period in pentose phosphate  metabolic path-
way was investigated and the effect of melatonin on enzyme activity before and after I/R was determined. A
total of 32 young male Sprague Dawley rats were divided into 4 groups (n= 8). Group 1 was placebo and
Group 2 was control I/R group. Melatonin (10 mg/kg) and I/R was applied for Group 3 and melatonin
(10g/kg) and R was applied for Group 4. I/R was performed by occlusion of superior mezenteric artery for 45
minutes and following reperfusion for 120 minutes. For all groups enzyme specific activity was calculated by
dividing volume activity value to total protein amount. The results showed that there is a decrease in the activ-
ity of pentose phosphate  metabolic pathway key enzyme 6-phosphogluconate dehydrogenase (6-PGD) for
control I/R group during intestinal ischemia- reperfusion period compare to sham group. But the activity val-
ues of the group which melatonin was applied before ischemia was close to the values observed for then sham
group. There was no obvious increase in the enzyme activity of the group which melatonin was applied  after
ischemia as compare to group which melatonin was applied before the ischemia. The differences in all groups
were not statistically significant.
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GGiirriiþþ
Ýntestinal kan akýmýnýn azaldýðý veya belirli bir süre
kesildiði ve sonrasýnda yeniden normal akýmýn sað-
landýðý durumda, iskemi-reperfüzyon (I/R) hasarlarý

meydana gelmektedir (1,2). Ýntestinal I/R sonucunda
reaktif oksijen türlerinin üretildiði ve bunlarýn
iskemik hasarda önemli rol oynadýðý bilinmektedir
(3). Ýskemi esnasýnda hücresel enerji depolarýnýn
tükenmesi, iskemik kaskat olarak bilinen olaylar zin-
cirini tetiklemektedir.  Ýskemik dokunun reperfüzyonu
ise bir taraftan iskemi sýrasýnda kaybolan bazý
fonksiyonlarýn geri gelmesini saðlarken diðer taraftan
oksijen kaynaklý serbest radikallerin oluþumunu hýz-
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landýrarak, daha ileri hasarlara yol açmaktadýr (4).
Ýskemi sýrasýnda oksijen yokluðuna baðlý olarak
mitokondrial elektron transportu ve oksidatif fosfori-
lasyon kapasitesi giderek azalmaktadýr. ATP sentezi
durmasýna karþýn, ATP kullanýmý ve ATP hidrolizi
sonucu oluþan ADP düzeyi artmaktadýr (3,4). Hücre
içi ATP düzeyindeki azalýþ, pentoz fosfat metabolik
yolunu etkileyerek NADPH+H+ üretimini düþürmek-
tedir. Pentoz fosfat metabolik yolunda üretilen
NADPH+H+'lar hücrede yað asidi, redükte glutatyon,
kolestrol ve steroid hormon sentezi gibi bir çok
biyosentetik yolda indirgeyici görevi yapmaktadýr (5).
Pentoz fosfat yolu, dolayýsýyla da NADPH+H+ üreti-
mindeki azalýþ oksidatif stresi arttýrarak iskemik
kaskatý geniþletmektedir. Ýskemi sýrasýnda oksidatif
mekanizmalarýn devreye girmesi, bu klinik problemin
çözümünde antioksidanlarýn kilit rol oynayabileceðini
düþündürmüþtür. Çalýþmamýzda antioksidan olarak
kullanýlan melatonin diðer antioksidanlara kýyasla
daha geniþ spektruma sahiptir.  Endojen bir hormon
olan melatonin'in en önemli özelliklerinden biri lipofi-
lik olmasýdýr. Dolayýsýyla hücrenin hemen hemen
bütün organellerine ve hücre çekirdeðine ulaþabilir.
Böylece çok geniþ bir daðýlýmda antioksidan aktivite
gösterir (6).
Bu çalýþmada, intestinal I/R sürecinde pentoz fosfat
metabolik yolunun anahtar enzimlerinden olan 6-fos-
foglukonat dehidrogenaz (6-PGD; EC 1.1.1.44) enzi-
minin aktivitesi üzerine melatonin'in iskemi öncesi ve
sonrasý  koruyucu etkisi araþtýrýldý.

MMaatteerryyaall  vvee  YYöönntteemm
MMaatteerryyaall
Bu çalýþmada 32 adet Sprague Dawley cinsi erkek
sýçan (200-300 g) kullanýldý. Hayvanlar, kontrollü bir
odada  ( Sýcaklýk 20-25 oC, nem % 70-80,  12 saat
gündüz / 12 saat gece ) ve ayrý kafeslerde tutuldu.
Sýçanlara deneye kadar , standart sýçan pellet yem ve
çeþme suyu verildi. Çalýþmaya alýnan sýçanlarda
deneylerin bütün aþamalarýnda "Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals" ( NIH Publication
86-23, revised 1985 ) kurallarýna uyuldu.

Her biri 8'er denekten oluþan  4 gruba ayrýldý.
Gruplara uygulanan iþlemler þu þekilde belirlendi: 
Grup 1: Plasebo,  
Grup 2: Kontrol I/R,
Grup 3: 10 mg/kg melatonin + I/R, 
Grup 4: I + 10 mg/kg melatonin / R.   

YYöönntteemm
Standart beslenmeye alýnan denekler operasyondan 12
saat önce aç býrakýldý. Tüm operasyonlar ketamin/ksi-

lazin (20/2 mg/kg) anestezisi altýnda steril koþullarda
gerçekleþtirildi. Anestezi sonrasý ratlarýn karýn
boþluðu açýlarak baðýrsaklar çýkarýldý. Plasebo grubu
dýþýndakilerde superior mesenterik arter (SMA) dis-
eke edilip bir atravmatik mikroklemp yardýmý ile
geçici olarak 45 dk. iskemi, ardýndan 120 dk. reper-
füzyon uygulandý. Bu süreler iskemi reperfüzyon
makalelerinden alýnmýþ ortalama deðerler olup
genelde reperfüzyon süresi iskemi süresinin 2-3
katýdýr. Steril þartlarda hazýrlanan melatonin (10
mg/kg;  %10'luk alkolde hazýrlandý) hayvanlara
intraperitonal olarak verilmiþtir. Grup 3’de, klemp
takýlýr takýlmaz yani iskeminin hemen öncesi mela-
tonin intraperitoneal olarak uygulanmýþtýr, grup 4’de
ise 45 dakikalýk iskemi süresinin bitiminde melatonin
uygulanýp klemp çýkarýlmýþtýr. Reperfüzyonun sonun-
da  intestinal dokunun doudenumdan kolona kadar
olan kýsmý alýndý. Çýkarýlan kýsým soðuk izotonik
sodyum klorür (0.9 % NaCl) ile perfüze edilerek tem-
izlendi. Enzim aktivite tayini yapacaðýmýz doku, fos-
fat tamponu (pH 7.4) ile homojenize ve sonifiye
edildikten sonra  17.000g'de 15 dakika santrifüj iþle-
mi yapýldý ve süpernatant elde edildi. Bu iþlemlerin
tümü +4 ºC'de yapýldý.  Ele geçen süpernatan -70 ºC'
de derin dondurucuda saklandý ve  enzim aktivite
çalýþmasý için kullanýldý. 
6-PGD tayini : Aktivite tayininde spektrofotometre
kullanýldý. Aktivite tayini için, kuvars tüpe 0.25 M
Tris-HCl tamponu ( pH:8 ), 0.01 M 6-fosfoglukonat (
6-PGD ), 0.2 M NADP+ ve enzim kaynaðý olarak
süpernatan konularak total hacim 1ml'ye tamamlandý
ve bir kez karýþtýrýlarak okundu. Enzim aktivitesi, 6-
fosfoglukonat'ýn 6PGD'la D- riboluz 5-fosfat'a
çevrilmesi sýrasýnda oluþan NADPH'ýn 30 C'de 340
nm'de artan absorbansý kaydedildi ve dakikadaki
absorbans deðiþiminden  hesaplandý (7).
Protein miktar tayini Lowry yöntemiyle yapýldý (8).
Ýntestinal süpernatantlardan elde edilen absorbans
deðerlerine karþýlýk gelen protein miktarlarý standart
bovine serum albumin eðrisinden okunarak ml'deki
protein miktarý hesaplandý. 
Enzimlerin spesifik aktiviteleri, volüm aktivite deðer-
leri total protein miktarlarýna bölünerek hesaplandý. 
Ýstatistiksel Analizler: Ýstatistikler Windows 98
uyumlu SPSS® ile yapýldý. Gruplarýn daðýlýmlarý
Non-parametrik testlerden one-sample Kolmogorov-
Smirnov Test ile deðerlendirildi. Gruplarýn normal
daðýlým göstermesinden dolayý gruplarýn karþýlaþtýrýl-
masýnda Parametrik testlerden one-way ANOVA testi
ve Post Hoc testlerden LSD kullanýldý. Deðerler orta-
lama ± standart hata olarak verildi. Ýstatistiksel
anlamlýlýk için p<0.05 olan deðerler anlamlý olarak
kabul edildi. 
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BBuullgguullaarr
Ýntestinal 6-fosfoglukonat dehidrogenaz aktivite
sonuçlarý tablo 1'de görülmektedir. Tablo 1'de
görüldüðü gibi, gruplar birbirleri ile karþýlaþtýrýldýðýn-
da 6-PGD enzim aktivitesinde istatistiksel olarak
anlamlý bir fark gözlenmemektedir. 

TTaarrttýýþþmmaa  vvee  SSoonnuuçç
Oksidatif stres sonucu organizmada üretilen toksik
moleküller hücre, doku ve organlarda hasarlara yol
açmaktadýr. Oksijen kullanýmý sonucu organizmada
serbest radikaller üretilir. Serbest radikaller yüksek
enerjili ortaklanmamýþ elektrona sahip olduklarýndan
lipit, protein ve DNA'da hasarlar oluþtururlar. Ýskemi-
reperfüzyon sürecinde reaktif oksijen türlerinin fazla
miktarda oluþtuðu ve bunlarýn da özellikle reper-
füzyonda arttýðý, bu nedenle intestinal doku hasarýnýn
da reperfüzyonda geliþtiði ileri sürülmektedir (9).
Ýskemi sýrasýnda oksidatif mekanizmalarýn devreye
girmesi bu klinik problemin çözümünde antioksidan
sistemin kilit rol oynayabileceðini düþündürmüþ ve
konuyla ilgili birçok  deneysel çalýþma yapýlmýþtýr
(10-14). 
Vitamin E'nin intestinal iskemi-reperfüzyon sonrasý
nötrofil birikiminin sebep olduðu serbest radikal
oluþumunu önlediði ve lipid peroksidasyonunu azalt-
týðý gösterilmiþ. Yine bu çalýþmada intestinal iskemi-
reperfüzyon sonrasý 15 kat artan miyeloperoksidaz (
MPO ) aktivitesini Vitamin E'nin normal düzeyine
yaklaþtýrdýðý bulunmuþtur (10). Sodyum diklofenak
(DS)'ýn ise iskemik dokuda ATP'nin sentezlenememe-
si ile oluþan hasarlarý, özellikle MPO aktivitesini,
azaltarak  bir koruyucu etki  gösterdiði bulunmuþtur
(11).
Kafeik asid fenetil ester (12) ve pentoksifilin (13)'in
antioksidan karakteri ile ilgili araþtýrmalarda bu mad-
delerin intestinal iskemi-reperfüzyon hasarýný
önlediði, antioksidan enzim aktivitelerindeki artýþ ve
lipid peroksidasyonundaki düþüþ ile gösterilmiþtir.
Diðer bir çalýþmada ise melatonin intestinal dokuda
iskemi sonrasý oluþan lipid peroksidasyonunu azalt-
týðý gösterilmiþtir (14).

Melatonin pineal bezden salgýlanan endojen bir hor-
mondur. Melatonin'in en önemli özelliklerinden biri
lipofilik olmasýdýr. Dolayýsýyla hücrenin hemen
hemen bütün organellerine ve hücre çekirdeðine ulaþa-
bilir. Böylece çok geniþ bir daðýlýmda antioksidan
aktivite gösterir. Melatonin'in serbest radikal
süpürücü özelliðinin yanýnda hücrenin total antioksi-
datif savuma sistemini güçlendirdiði de ileri
sürülmektedir (15,16). 
Enzim aktivite ölçümleri sonucunda elde edilen veril-
er tablo 1'de verilmiþtir. Elde edilen veriler, intestinal
iskemi-reperfüzyon sürecinde pentoz fosfat metabolik
yolu anahtar enzimlerinden 6-PGD aktivitesinde kon-
trol I/R grubunda (1.93±0.29)  plasebo grubuna (2.95
±0.26)  kýyasla istatistiksel olarak anlamlý olmayan
bir azalma  gözlendi. Ýskemi öncesi melatonin uygu-
lanan grupta ise, aktivite deðerinin (2.80±0.49) plase-
bo grubuna yakýn bir deðer aldýðý görüldü. Özellikle
iskemi öncesi melatonin uygulanan gruptaki bu
deðiþim enerji eksikliðinin özellikle iskemi sürecinde
gözlenmesinden kaynaklanmaktadýr (17).
Melatoninin  lipofilik olmasý ve hücrenin hemen
hemen bütün organellerine ulaþabilmesi  bu grupta
enzim aktivitesinin yüksek görülmesinde esas etken
olabileceðini düþündürmektedir (18,19). Ýskemiyi
takiben verilen melatonin grubunda enzim
aktivitesinin (2.18±0.54) iskemi öncesi melatonin
uygulanan gruptaki kadar belirgin bir artýþ göster-
memesi; iskemi sonrasý dokuya oksijen akýþý ile
glikoliz'in normale yaklaþmasý, bu esnada oluþabile-
cek serbest oksijen radikallerine karþý melatoninin
koruyucu rolü ve enzimin hücre içi aktivite gösterme-
si ile iliþkilendirilebilir .

Kaynaklar
1. Cabeza J, Motilva V, Martin MJ, De la Lastra CA.

Mechanisms involved in gastric protection of melatonin
against oxidant stress by ischemia-reperfusion in rats. Life
Sci  2001;68:1405-1415.

2.  Slavikova H, Lojek A, Hamar J, Duskova M, Kubala L.
Total antioxidant capacity of serum increased in early but
not late period after intestinal ischemia in rats. Free Radic
Biol Med 1998; 25: 9-18.

3.  Ýþlekel H, Ýþlekel S, Güner G. Biochemical mechanism and
tissue injury of cerabral ischemia and reperfusion. J Neurol
Sci 2000; 7:2:1984-2000.

4.  Liu TZ, Stern A. Assessment of the role oxidative stress in
human diseases. J Biomed Lab Sci 1998;10:12-28.

5. Gözükara EM. Biyokimya Cilt-2, Ankara, Nobel Týp
Kitabevleri. 2000;923-941.

6. Benot S, Goberna R, Reiter RJ, Carcia MS, Osuna C,
Guerrero JM. Physiological levels of melatonin contribute
to the antioxidant capacity of human serum. J Pineal Res
1999;27:59-64.

7.  Rudack D, Gozukara EM, Chisholm ME,  Holten, D.   
The effect of dietary carbohydrate and fat  on the synthesis

Gruplar N

6-Fosfoglukonat
Dehidrogenaz

Ortalama ± Standart Hata
(mU/mg protein)

Plasebo 8 2.95 ± 0.26

Kontrol I/R 8 1.93 ± 0.29

Mel+I/R 8 2.80 ± 0.49

I+Mel/R 8 2.18 ± 0.54

Ateþ, Melatonin 6-fosfoglukonat dehidrogenaz etkisi10

S.D.Ü. Týp Fak. Derg. 2004;11(3):8-11

Tablo  1  :  6-Fosfoglukonat Dehidrogenaz aktivite sonuçlarý.

I/R: Ýskemi-reperfüzyon, Mel: melatonin, N: Sýçan sayýsý 
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