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Ozet

Melatonin hiicre membranlarin1 oksidatif hasara kars1 ko-
ruyan antioksidan bir hormondur. Fizyolojik sartlarda gesitli oksi-
dasyon basamaklarinda bulunan demir iyonlarmin serbest radikal
olusturdugu ve hiicre ici lipit peroksidasyon reaksiyonlarinda
baslatic1 ve ilerletici 6nemli bir roliiniin oldugu goriilmektedir.

Bu caligmanin amaci; demir uygulamasi ile eritrositlerde
ortaya c¢ikan oksidatif degisiklikler {izerine melatoninin ko-
ruyucu bir etkisinin olup olmadiginin aragtirilmasidir.

Calismada Yeni Zelanda tiirti, agirliklar1 600-800 g arasin-
da degisen bes aylik 30 erkek tavsan kullanildi. Hayvanlar {i¢
gruba ayrildi. 1.gruba (n:10) sadece 500 mg/kg intraperitoneal
demir dekstran, 2.gruba ise (n:10) 500 mg/kg demir dekstran +
100 mg/kg melatonin intraperitoneal verildi. 3.gruba ise (n:10)
2cc serum fizyolojik enjekte edilerek kontrol grubuna ayrild.
Eritrositlerde antioksidan enzimler olan Siiperoksit Dismutaz
(SOD), Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) ve Katalaz (CAT) en-
zim aktivite ile lipit peroksidasyonunun bir gostergesi olan
Malondialdehit (MDA) diizeyleri tayin edildi.

Demir dekstran verilen grupta kontrol grubuna gore eritro-
sit SOD, GSH-Px, CAT aktivitelerinin diistigi ve MDA
diizeyinin ise artt1g1 tespit edildi (p<0.05). Demir dekstran + mela-
tonin verilen grupta ise yalniz demir verilen gruba gore eritrosit
SOD, GSH-Px, CAT aktivitelerinin arttif1 ve MDA diizeyinin ise
azaldig tespit edildi (p<0.05). Bulgularimiz 1s1ginda eritrositlerde
demire bagh olarak ortaya ¢ikan toksik oksidatif etkilerin mela-
toninin uygulamasi ile dnlenebilecegi sdylenebilir. Bu calisma
klinik olarak demir kullanan hekimler i¢in faydal olabilecektir.
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Summary

Melatonin is an antioxidant hormone and acts to stabilize
cell membranes, thereby making them more resistant to ox-
idative attack. Iron (Fe) causes to free radical damage because
it plays important role in different oxidative steps under phys-
iological conditions in the body. Iron ions seem to have a ma-
jor role in initiation and promotion reactions of intracellular
lipid peroxidation.The aim of this study was to investigate
whether melatonin has protective effect on the oxidative
changes induced by Fe treatment in erythrocytes. Thirty New-
Zealand male, five months old rabbits weighing 600-800 g
were used in this study. The animals were divided into three
groups. First group (n:10) was given 500 mg/kg iron-dextran
with intraperitoneal injection. Second group was given 500
mg/kg iron-dextran + 100 mg/kg melatonin. Third group was
left as controls. Control animals were injected with saline so-
lution. The activities of erythrocyte antioxidant enzymes;
Superoxide Dismutase (SOD), Glutathione peroxidase (GSH-
Px), Catalase (CAT) and Malondialdehyde (MDA) levels, an
indicator of lipid peroxidation, were determined. Erythrocyte
SOD, GSH-Px and CAT activities were decreased and MDA
levels were increased in iron-dextran treated animals as com-
pared to control group (p<0.05). The activities of three an-
tioxidant enzymes were increased and MDA levels were dec-
reased in iron-dextran and melatonin treated group compared
to first group (p<0.05).

Our data indicate that lipid peroxidation occurs after iron
overload in the blood. And also, in the light of our findings;
melatonin administration can prevent these oxidative toxic ef-
fects induced by iron-dependent free radical damage in ery-
throcytes. This study may be useful for physicians who use
iron management in their clinical practice.
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Giinlimiizde yaglilik dahil olmak iizere,
ateroskleroz, diabet, akciger hastaliklar1 ve nérode-
jeneratif hastaliklar gibi bircok hastaligin temelinde
serbest radikal hasar1 yatmaktadir. Demir serbest
radikal olusturan ajanlardan biridir. Bu nedenle,
demir eksikligi bulunmayan bazi hastalara, yanlis
bir uygulama olarak, 6zellikle de parenteral yolla
verilen fazla miktardaki demirin, baz1 hastalarda
demir yiiklenmesine neden olabileceginden, ¢alis-
mamizda demir yiiklenmesiyle olusturulan hasar
iizerinde durduk. Serbest radikallerin iiretimi oksi-
datif stres ve baslica demir gibi metal iyonlarinin
varliginda artmaktadir. Organizmada, oksidan ve
antioksidan yapilar arasinda bir denge vardir.
Hiicrelerin saglikli bir sekilde fonksiyonlarini yeri-
ne getirebilmeleri, oksidan ve antioksidan mole-
kiiller arasindaki dengeye baghdir (1,2).

Serbest radikaller hiicrede lipit, protein, DNA
ve karbonhidrat gibi 6nemli hiicresel yap1 ve
bilesiklere etkilidir. Membrani olusturan fosfoli-
pidler, glikolipidler, gliseridler gibi doymamis yag
asitleri ve membran proteinleri serbest radikaller
icin oldukg¢a ¢ekici makromolekiillerdir (2,3).
Biyomolekiillerin tiimii serbest radikallerin etki
alaninda olsalar da lipidler bu riske en duyarl
yapilardir (1). Serbest radikaller baslica molekiiler
oksijenin normal metabolizma basamaklarinda in-
dirgenmesi ile a¢iga ¢ikmaktadir (4). Reaktif oksi-
jen tiirli insan viicudunda siirekli olusur. Bunlarin
¢ogu yararli fizyolojik gorevleri yerine getirir.
Fakat asir1 miktarlarda veya uygunsuz kosullarda
olusumu ile toksik olabilirler. Bu toksisite demir
veya bakir gibi geg¢is metallerinin varliginda artar
(5,6).

Melatonin hormonu giiclii bir serbest radikal
toplayicisidir. Melatonin 0Ozellikle organizmada
yapilan ve son derece tahrip edici oldugu
diisiiniilen hidroksil radikalinin (.OH) dokulardaki
olumsuz etkilerini engellemektedir (7). Pineal bez-
den melatonin {iretimi yaglanmayla birlikte belirgin
olarak azalmaktadir (8). Melatonin oldukca lipofi-
lik bir hormon oldugundan biitiin membranlar ko-
layca gegebilmektedir. Boylece kan melatonin kon-
santrasyonundaki azalma hizla hiicre i¢ine de yan-
simakta ve melatoninin hiicre i¢i diizeyi diismekte-
dir (7,9). Hiicrede melatonin o6zellikle ¢ekirdekte
toplandigindan, pineal bezin melatonin {iretiminin
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azalmasindan en fazla ¢ekirdek etkilenmektedir (9).
Melatoninin dogrudan hidroksil radikali toplama
yeteneginin yani sira, 6nemli bir antioksidan enzim
olan ndral Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) enzi-
minin diizeyini arttirma yetenegi de vardir. Boylece
melatonin dogrudan serbest radikalleri toplayarak
oksidatif yikimi 6nlemekle kalmay1p, ayni zaman-
da indirekt yoldan diger oksidatif islemleri de
uyarir (7,9).

Materyel ve Metod

Calismada Yeni Zelanda tiirii agirliklart 600-
800 g arasinda degisen bes aylik 30 erkek tavsan
kullanildi. Deney hayvanlar1 kafeslerde beslendi.
Oda 1s1s1 25°C’de tutuldu 5 giinliik adaptasyon
donemini takiben ¢aligmaya alindi. Tavsanlar calis-
ma boyunca 12 saat aydinlik 12 saat karanlik sik-
lusta tutuldu. Deney hayvanlar1 3 gruba ayrild.
1.gruptaki (n:10) hayvanlara sadece 500 mg/kg in-
traperitoneal (i.p) yolla demir dekstran verildi.
2.gruptaki hayvanlara (n:10) 500 mg/kg demir
dekstran + 100 mg/kg melatonin i.p yolla verildi.
3.grup ise (n:10) ise kontrol grubu olarak ayrildi ve
bu gruba 2 cc serum fizyolojik enjekte edildi. Tiim
enjeksiyonlar melatonin saliniminin pik yaptig
karanlik peryotta (saat:22%%'de) gerceklestirildi.
Hayvanlarin dekapitasyonu, karanlik periyodun
bitiminde (saat: 06°%da) gerceklestirildi. Alinan
kan o6rnekleri, 2 cc'lik orijinal K3-EDTA'l1 CBC tii-
plerine kondu. Kan numuneleri hi¢ bekletilmeden +
4°C’de 3000 rpm'de 10 dakika santrifiij edilerek
plazmalar1 ayrildi. Hiicre paketinde iistteki 16kosit
tabakasi, eritrosit tabakasindan ayrilarak, saf erit-
rositler elde edildi. Daha sonra, + 4°C'lik %0.9'Tuk
NacCl ile tii¢ kez yikanarak plazma artiklar1 uzak-
lastirild1. Yikanan eritrositlerden hazirlanan hemo-
lizat, +4°C de 500 rpm'de 15 dakika santrifiij edil-
erek hiicre partikiilleri ¢oktiiriildii. Siipernatandan
uygun diliisyonlar enzim analizinde kullanildi.

Siiperoksit Dismutaz (SOD) ve GSH-Px enzim
aktiviteleri tayininde ticari kit kullanildi (Randox
Laboratories, UK). SOD metodunda 505 nm'de
ksantin oksidazin katalizledigi reaksiyonla ksantin-
den iirik asit ve siliperoksit radikali olusur. Olusan
stiperoksit radikali kirmizi renkli formazon bilesigi
olusturmak iizere 2(4-iodophenyl) - 3 - (4 - nitro-
phenol) - 5 - phenyltetrazolium chloride (INT) ile
reaksiyona girer. Eritrosit SOD enzim aktivitesi,
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Tablo 1. Gruplarm ortalama eritrosit SOD, GSH-PX, CAT ve kan MDA degerleri ve standart sapmalari

Kontrol Demir Dekstran Melatonin+Demir Dekstran
(grup 3; n=10) (grup 1; n=10) (grup 2; n=10)

Eritrosit SOD (U/g Hb) 2549 +£504 1604+345%* 2075+425%

Eritrosit GSH-PX (U/g Hb) 159+42 107.5+£28* 126.9+34%*

Eritrosit CAT (U/g Hb) 2.48+0.64 1.54+0.39* 1.95+0.56%*

Kan MDA (nmol/ml) 50.12+12.17 78.10£19.97* 64.48+16.01*

*: p< 0.05

bu reaksiyonun inhibisyon derecesiyle 0l¢iildii.
U/ml olarak bulunan enzim aktiviteleri U/gHb
cinsinden hesaplandi.

GSH-Px metodunda okside glutatyon NADPH
varliginda glutatyon reduktaz tarafindan indirgenir.
Bu esnada NADPH NADP*ye oksitlenir (10).
Redukte NADPH'nin azalmasina bagh olarak 340
nm'de meydana gelen absorbans degisimi spektro-
fotometrik olarak Olgiilerek enzim aktivitesi tespit
edilir. U/L cinsinden bulunan enzim aktivitesi
U/gHb cinsinden hesaplandi.

Eritrosit katalaz (CAT) aktivitesi Aebi'nin
spektro fotometrik yontemi ile olgildi (11).
Katalaz H,0O,’yi H,O’ye indirger. Metodun prensi-
bi 240 nm’de H,0,’nin azalmasinin takip edilme-
sine dayanir.

Kan Malondialdehit (MDA) diizeyleri,
Valuenzuella (12)'nin tanimladig1 spektrofo-
tometrik yontemle tayin edildi. Metodun prensibi
TBA-MDA kompleksinin olusturdugu renkli kom-
pleksin 532 nm’de absorbansinin 6lgiilmesi teme-
line dayanr.

Eritrositler ve serum i¢in maksimal absorbans
veren 532 nm dalga boyundaki MDA-TBA ekstin-
siyon katsayisindan (1.56-10° c¢cm'! M-) yarar-
lanilarak kan MDA seviyesi nmol/ml olarak ifade
edildi.

Bulgularn istatistiksel degerlendirilmeleri, bil-
gisayarda SPSS paket programinda, anlamlilik
smirt 0.05 alinarak yapildi. Biitiin parametrelerin
aritmatik ortalamalar1 ve standart sapmalar1 hesap-
landi. Kargilagtirmalarda Mann-Whitney U testleri
kullanildi.
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£ Kontrol
Demir Dekstran

** Demir dekstran+Melatonin

Eritrosit SOD  Eritrosit GSH-
(U/g Hb) PX (U/g Hb)
Sekil 1. Gruplarm eritrosit SOD, GSH-Px, CAT ve kan MDA
diizeyleri.

Eritrosit Kan MDA
CAT (U/g Hb)  (nmol/ml)

Bulgular

Ug Farkli gruba ait SOD, GSH-Px, CAT ak-
tiviteleri ve MDA diizeyinin ortalamalar1 ve stan-
dart sapmalar1 Tablo 1°de gosterilmistir. Demir
dekstran verilen grupta kontrol grubuna gore
eritrosit SOD, GSH-Px, CAT aktivitelerinin
diistiigli ve MDA diizeyinin ise arttig1 tespit edildi
(Sekil 1, p<0.05). Demir dekstran + melatonin ve-
rilen grupta ise yalniz demir dekstran verilen gruba
gore eritrosit SOD, GSH-Px, CAT aktivitelerinin
arttig1 ve MDA diizeyinin ise azaldig1 tespit edildi
(Sekil 1, p<0.05).

Tartisma

Metal iyonlan lipit peroksidasyonunu arttiran
maddelerdir. Gegis metalleri, 6zellikle demir, fiz-
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yolojik sartlarda ¢esitli oksidasyon basamaklarinda
bulunur ve serbest radikallere bagli doku hasar-
larini hizlandirirlar (1,13,14).

Rachidi ve ark.(15) yaptiklart bir ¢aligmada;
demir selatorlerinin hem eritrosit membraninda,
hem de doku hemojenatlarinda, lipid peroksidasyo-
nunu engelledigini gostermislerdir. Bacon ve ark.
(16) akut demir uygulamasmin lipid peroksidas-
yonunu arttirdigin bildirmekle beraber, diisiik doz-
larda (30 mg/kg) uyguladiklari demir dekstranin
serbest radikal hasarmin olusturmadigini tesbit et-
miglerdir. Galleno ve ark.(17) 500 mg/kg demir
dekstranin tek doz uygulanmasini takiben, 20 saat
sonra karaciger hemojenatlarinda CAT, SOD ve
GSH-Px seviyelerinin sirasiyla %25, %36 ve %32
oranlarinda diigme gosterdigini vurgulamaktadir-
lar.

Ferrali ve ark.(18) si¢an eritrositlerinin akralin,
fenilhidrazin gibi oksidan ajanlarla inkiibe
edildiginde, eritrositlerde lipid peroksidasyonunun
arttigini tespit etmislerdir. Bu arastirma sonucunda,
lipid peroksidasyonunundaki artigin oksidan ajan-
larin etkisiyle eritrositlerden salinimi artan serbest
demire bagli oldugunu vurgulamiglardir. Ayn1 orta-
ma demiri baglayici bir madde olan flavonoid ilave
edildiginde, eritrositlerdeki lipid peroksidas-
yonunun belirgin derecede azaldigini tespit et-
mislerdir.

Galleno ve ark.(19) sicanlara 500 mg/kg in-
traperitoneal demir dekstran uygulamasindan 20
saat sonra, plazma demir igeriginin 12 kat arttigini
tespit etmisler ve demir yiiklemesi yapilan hayvan-
larda, eritrositlerde lipid peroksidasyon iirlinlerini,
belirgin derecede yiiksek bulmuslardir. Zaidi ve
ark.(20) gerek zaman ve gerek doza bagiml olarak,
demir uygulamalarinda eritrosit membram1 Ca?*-
Mg?* ATP'az aktivitesinin baskilandigini, buna
bagl alarak da oksidatif hasarin arttigim tespit et-
miglerdir. Reiter ve ark.(7) nokturnal melatonin
yiiklenmesinin hemen akabinde, kardiyak ATP'az
aktivitesinin en yiiksek seviyede oldugunu,in vivo
olarak gostermislerdir.

Paplos ve arkadaglar (21) kalp, beyin, akciger,
bobrek dokulari ve eritrositler iizerinde yaptiklar
calismalarda, demirin melatonin  diizeyini
disiirdiiglinii tespit etmislerdir. Melatonin gii¢lii bir
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serbest radikal toplayicisidir. Ozellikle organizma-
da yapilan ve son derece tahrip edici oldugu
diisiiniilen hidroksil radikali (.OH)'ni toplar.
Dolayisiyla, melatonin diizeyindeki azalma, oksi-
dan strese savunma cevabinda da bir azalma
kacginilmaz olacaktir. Bu yiizden oldukca toksik bir
madde olan OH radikallerinin dokulardaki olumsuz
etkileri karsimiza c¢ikacaktir. Calismamizda,
500mg/kg demir uygulamasindan 8 saat sonra
eritrositlerde bir oksidatif hasarin meydana geldigi
artan MDA diizeyleri ile ve azalan antioksidan en-
zim (SOD, GSH-Px, CAT) aktiviteleri ile
goriilmektedir. Bu sonu¢ demirin direkt etkisinin
yaninda Pablos ve arkadaglariin sonuglarinda be-
lirttikleri {izere azalan melatonin diizeylerinin bir
sonucu olabilir.

Melatoninin dogrudan hidroksil radikali topla-
ma yeteneginin yaninda, melatonin énemli bir an-
tioksidan enzim olan noral GSH-Px't arttirma
yetenegi de vardir (22). Bu durumda eksojen mela-
tonin uygulamasinin bir diger amaci da bu enzimin
aktivitesinde artiga neden olmak ve bdylece antiok-
sidan savunmay1 giiclendirmek olabilir. Bizim
caligmamizda demir verilen hayvanlarda melatonin
uygulamasi ile hem MDA hem de SOD, GSH-Px,
CAT aktivitelerindeki ortaya ¢ikan artig bu arastir-
macilarin verileri ile uyumlu goriilmektedir.

Kabuto ve ark (23) sicanlara intrakortikal
demir uygulayarak tekrarlayan epileptik nobetler
olusturmuslar, bu nobetleri 6nlemede melatoninin
etkinligini arastirmiglardir. Nobet olusumundan,
demir uygulamasiyla olusan serbest radikal noral
lipid peroksidasyonuna yol agmislardir. Onceden
melatonin uyguladiklar1 deney gruplarinda, demir
uygulamasi ile olusan lipit peroksidasyonunun
azaldigin1 ve dolayis1 ile epileptik nobetlerin
azaldigini tespit etmislerdir.

Tang ve ark.(24) siganlarda beyin dokusunda
demirle olusturulan lipit peroksidasyonunu onle-
mek i¢in melatoninin etkinligini arastirmiglardir.
Bu c¢alismada, siganlarda beyin hiicre membran-
larin1 3 saat boyunca bir grubu demir, diger bir
grubu demir + melatonin inkiibasyonuna tabi tut-
muglardir. Sadece demir uygulanan hayvanlarin
noronlarinda, oksidatif hasarin daha fazla
goriildiigiinii, demirle birlikte melatonin uygulanan
hayvanlarda ise, MDA miktarlarindaki azalma ile
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paralel olarak oksidatif hasarin azaldig1 sonucuna
varmiglardir. Bu veriler de bizim bulgularimizla
uyumludur.

Siu ve ark.(25) Fe'? ile inkiibe edilmis sigan
retina hemojenatlarinda meydana gelen lipid perok-
sidasyonunu onlemede E vitamini ve melatoninin
etkisini karsilagtirmiglar ve melatoninin 7 kat daha
etkili oldugunu gostermislerdir.

Ko ve ark.(26) ferrik demir iyonuyla eritrosit
membrani lipidlerinde olusan oksidatif hasari, tipki
desferroksamin gibi, demirle selasyon yapan bir
madde olan trolox ilavesiyle dnlemislerdir.

Melchiorri ve ark.(27) siganlarda parquatla
olusturulan oksidatif hasari dnlemede melatoninin
antioksidan etkisini arastirmislardir. Parquatin 70
mg/kg dozunun karacigerde lipid peroksidasyonu-
nu kontrol grubuna gore %40 arttigini, ancak par-
quat'tan 6nce 10 mg/kg i.p melatonin uygulandigin-
da, lipid peroksidasyonundaki bu artisin tamamen
ortadan kalktigin1 rapor etmislerdir.

Bu ¢alisma verileri ve literatlir 1s1ginda
demirin serbest radikallere bagli doku hasarlarina
neden oldugu ortadadir. Bu hasarin miktar1 dozla
dogrudan bagimlidir. Ancak bununla beraber demir
gibi oksidan strese neden olabilen maddelerin ge-
reksiz olarak kullanilmamasi, 6zellikle parenteral
yolla yiiksek dozlarda kullaniminda daha dikkatli
olunmasi gerekmektedir. Yapilacak daha ileri ¢alig-
malar sonrasinda, belki de melatonin gibi gii¢lii an-
tioksidanlarin, parenteral demir tedavilerine ilave
edilmesi giindeme gelebilecektir.
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