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Özet
Melatonin hücre membranlarýný oksidatif hasara karþý ko-

ruyan antioksidan bir hormondur. Fizyolojik þartlarda çeþitli oksi-
dasyon basamaklarýnda bulunan demir iyonlarýnýn serbest radikal
oluþturduðu ve hücre içi lipit peroksidasyon reaksiyonlarýnda
baþlatýcý ve ilerletici önemli bir rolünün olduðu görülmektedir.

Bu çalýþmanýn amacý; demir uygulamasý ile eritrositlerde
ortaya çýkan oksidatif deðiþiklikler üzerine melatoninin ko-
ruyucu bir etkisinin olup olmadýðýnýn araþtýrýlmasýdýr.

Çalýþmada Yeni Zelanda türü, aðýrlýklarý 600-800 g arasýn-
da deðiþen beþ aylýk 30 erkek tavþan kullanýldý. Hayvanlar üç
gruba ayrýldý. 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 ayrýldý.
Eritrositlerde antioksidan enzimler olan Süperoksit Dismutaz
(SOD), Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) ve Katalaz (CAT)  en-
zim aktivite ile lipit peroksidasyonunun bir göstergesi olan
Malondialdehit (MDA) düzeyleri tayin edildi.

Demir dekstran verilen grupta kontrol grubuna göre eritro-
sit SOD, GSH-Px, CAT aktivitelerinin düþtüðü ve MDA
düzeyinin ise arttýðý tespit edildi (p<0.05). Demir dekstran + mela-
tonin verilen grupta ise yalnýz demir verilen gruba göre eritrosit
SOD, GSH-Px, CAT aktivitelerinin arttýðý ve MDA düzeyinin ise
azaldýðý tespit edildi (p<0.05). Bulgularýmýz ýþýðýnda eritrositlerde
demire baðlý olarak ortaya çýkan toksik oksidatif etkilerin mela-
toninin uygulamasý ile önlenebileceði söylenebilir. Bu çalýþma
klinik olarak demir kullanan hekimler için faydalý olabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Melatonin, Demir yüklemesi,
Oksidatif hasar

T Klin Týp Bilimleri 2000, 20:143-148

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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Günümüzde yaþlýlýk dahil olmak üzere,
ateroskleroz, diabet, akciðer hastalýklarý ve nörode-
jeneratif hastalýklar gibi birçok hastalýðýn temelinde
serbest radikal hasarý yatmaktadýr. Demir serbest
radikal oluþturan ajanlardan biridir. Bu nedenle,
demir eksikliði bulunmayan bazý hastalara, yanlýþ
bir uygulama olarak, özellikle de parenteral yolla
verilen fazla miktardaki demirin, bazý hastalarda
demir yüklenmesine neden olabileceðinden, çalýþ-
mamýzda demir yüklenmesiyle oluþturulan hasar
üzerinde durduk. Serbest radikallerin üretimi oksi-
datif stres ve baþlýca demir gibi metal iyonlarýnýn
varlýðýnda artmaktadýr. Organizmada, oksidan ve
antioksidan yapýlar arasýnda bir denge vardýr.
Hücrelerin saðlýklý bir þekilde fonksiyonlarýný yeri-
ne getirebilmeleri, oksidan ve antioksidan mole-
küller arasýndaki dengeye baðlýdýr (1,2).

Serbest radikaller hücrede lipit, protein, DNA
ve karbonhidrat gibi önemli hücresel yapý ve
bileþiklere etkilidir. Membraný oluþturan fosfoli-
pidler, glikolipidler, gliseridler gibi doymamýþ yað
asitleri ve membran proteinleri serbest radikaller
için oldukça çekici makromoleküllerdir (2,3).
Biyomoleküllerin tümü serbest radikallerin etki
alanýnda olsalar da lipidler bu riske en duyarlý
yapýlardýr (1). Serbest radikaller baþlýca moleküler
oksijenin normal metabolizma basamaklarýnda in-
dirgenmesi ile açýða çýkmaktadýr (4). Reaktif oksi-
jen türü insan vücudunda sürekli oluþur. Bunlarýn
çoðu yararlý fizyolojik görevleri yerine getirir.
Fakat aþýrý miktarlarda veya uygunsuz koþullarda
oluþumu ile toksik olabilirler. Bu toksisite demir
veya bakýr gibi geçiþ metallerinin varlýðýnda artar
(5,6).

Melatonin hormonu güçlü bir serbest radikal
toplayýcýsýdýr. Melatonin özellikle organizmada
yapýlan ve son derece tahrip edici olduðu
düþünülen hidroksil radikalinin (.OH) dokulardaki
olumsuz etkilerini engellemektedir (7). Pineal bez-
den melatonin üretimi yaþlanmayla birlikte belirgin
olarak azalmaktadýr (8). Melatonin oldukça lipofi-
lik bir hormon olduðundan bütün membranlarý ko-
layca geçebilmektedir. Böylece kan melatonin kon-
santrasyonundaki azalma hýzla hücre içine de yan-
sýmakta ve melatoninin hücre içi düzeyi düþmekte-
dir (7,9). Hücrede melatonin özellikle çekirdekte
toplandýðýndan, pineal bezin melatonin üretiminin

azalmasýndan en fazla çekirdek etkilenmektedir (9).
Melatoninin doðrudan hidroksil radikali toplama
yeteneðinin yaný sýra, önemli bir antioksidan enzim
olan nöral Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) enzi-
minin düzeyini arttýrma yeteneði de vardýr. Böylece
melatonin doðrudan serbest radikalleri toplayarak
oksidatif yýkýmý önlemekle kalmayýp, ayný zaman-
da indirekt yoldan diðer oksidatif iþlemleri de
uyarýr (7,9).

Materyel ve Metod
Çalýþmada Yeni Zelanda türü aðýrlýklarý 600-

800 g arasýnda deðiþen beþ aylýk 30 erkek tavþan
kullanýldý. Deney hayvanlarý kafeslerde beslendi.
Oda ýsýsý 25oC�de tutuldu 5 günlük adaptasyon
dönemini takiben çalýþmaya alýndý. Tavþanlar çalýþ-
ma boyunca 12 saat aydýnlýk 12 saat karanlýk sik-
lusta tutuldu. Deney hayvanlarý 3 gruba ayrýldý.
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 ayrýldý ve
bu gruba 2 cc serum fizyolojik enjekte edildi. Tüm
enjeksiyonlar melatonin salýnýmýnýn pik yaptýðý
karanlýk peryotta (saat:22oo'de) gerçekleþtirildi.
Hayvanlarýn dekapitasyonu, karanlýk periyodun
bitiminde (saat: 06oo'da) gerçekleþtirildi. Alýnan
kan örnekleri, 2 cc'lik orijinal K3-EDTA'lý CBC tü-
plerine kondu. Kan numuneleri hiç bekletilmeden +
4oC�de 3000 rpm'de 10 dakika santrifüj edilerek
plazmalarý ayrýldý. Hücre paketinde üstteki lökosit
tabakasý, eritrosit tabakasýndan ayrýlarak, saf erit-
rositler elde edildi. Daha sonra, + 4oC'lik %0.9'luk
NaCl ile üç kez yýkanarak plazma artýklarý uzak-
laþtýrýldý. Yýkanan eritrositlerden hazýrlanan hemo-
lizat, +4oC de 500 rpm'de 15 dakika santrifüj edil-
erek hücre partikülleri çöktürüldü. Süpernatandan
uygun dilüsyonlar enzim analizinde kullanýldý.

Süperoksit Dismutaz (SOD) ve GSH-Px enzim
aktiviteleri tayininde ticari kit kullanýldý (Randox
Laboratories, UK). SOD metodunda 505 nm'de
ksantin oksidazýn katalizlediði reaksiyonla ksantin-
den ürik asit ve süperoksit radikali oluþur. Oluþan
süperoksit radikali kýrmýzý renkli formazon bileþiði
oluþturmak üzere 2(4-iodophenyl) - 3 - (4 - nitro-
phenol) - 5 - phenyltetrazolium chloride (INT) ile
reaksiyona girer. Eritrosit SOD enzim aktivitesi,
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bu reaksiyonun inhibisyon derecesiyle ölçüldü.
U/ml olarak bulunan enzim aktiviteleri U/gHb
cinsinden hesaplandý.

GSH-Px metodunda okside glutatyon NADPH
varlýðýnda glutatyon reduktaz tarafýndan indirgenir.
Bu esnada NADPH NADP+'ye oksitlenir (10).
Redukte NADPH'nin azalmasýna baðlý olarak 340
nm'de meydana gelen absorbans deðiþimi spektro-
fotometrik olarak ölçülerek enzim aktivitesi tespit
edilir. U/L cinsinden bulunan enzim aktivitesi
U/gHb cinsinden hesaplandý.

Eritrosit katalaz (CAT) aktivitesi Aebi'nin
spektro fotometrik yöntemi ile ölçüldü (11).
Katalaz H2O2�yi H2O�ye indirger. Metodun prensi-
bi 240 nm�de H2O2�nin azalmasýnýn takip edilme-
sine dayanýr.

Kan Malondialdehit (MDA) düzeyleri,
Valuenzuella (12)'nýn tanýmladýðý spektrofo-
tometrik yöntemle tayin edildi. Metodun prensibi
TBA-MDA kompleksinin oluþturduðu renkli kom-
pleksin 532 nm�de absorbansýnýn ölçülmesi teme-
line dayanýr.

Eritrositler ve serum için maksimal absorbans
veren 532 nm dalga boyundaki MDA-TBA ekstin-
siyon katsayýsýndan (1.56-10-5 cm-1 M-1) yarar-
lanýlarak kan MDA seviyesi nmol/ml olarak ifade
edildi.

Bulgularýn istatistiksel deðerlendirilmeleri, bil-
gisayarda SPSS paket programýnda, anlamlýlýk
sýnýrý 0.05 alýnarak yapýldý. Bütün parametrelerin
aritmatik ortalamalarý ve standart sapmalarý hesap-
landý. Karþýlaþtýrmalarda Mann-Whitney U testleri
kullanýldý.

Bulgular
Üç Farklý gruba ait SOD, GSH-Px, CAT ak-

tiviteleri ve MDA düzeyinin ortalamalarý ve stan-
dart sapmalarý Tablo 1�de gösterilmiþtir. Demir
dekstran  verilen  grupta  kontrol  grubuna  göre
eritrosit SOD, GSH-Px, CAT aktivitelerinin
düþtüðü ve MDA düzeyinin ise arttýðý tespit edildi
(Þekil 1, p<0.05). Demir dekstran + melatonin ve-
rilen grupta ise yalnýz demir dekstran verilen gruba
göre eritrosit SOD, GSH-Px, CAT aktivitelerinin
arttýðý ve MDA düzeyinin ise azaldýðý tespit edildi
(Þekil 1, p<0.05).

Tartýþma
Metal iyonlarý lipit peroksidasyonunu arttýran

maddelerdir. Geçiþ metalleri, özellikle demir, fiz-

Tablo 1. Gruplarýn ortalama eritrosit SOD, GSH-PX, CAT ve kan MDA deðerleri ve standart sapmalarý

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

Þekil 1. Gruplarýn eritrosit SOD, GSH-Px, CAT ve 
kan MDA düzeyleri
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yolojik þartlarda çeþitli oksidasyon basamaklarýnda
bulunur ve serbest radikallere baðlý doku hasar-
larýný hýzlandýrýrlar (1,13,14).

Rachidi ve ark.(15) yaptýklarý bir çalýþmada;
demir þelatörlerinin hem eritrosit membranýnda,
hem de doku hemojenatlarýnda, lipid peroksidasyo-
nunu engellediðini göstermiþlerdir. Bacon ve ark.
(16) akut demir uygulamasýnýn lipid peroksidas-
yonunu arttýrdýðýný bildirmekle beraber, düþük doz-
larda (30 mg/kg) uyguladýklarý demir dekstranýn
serbest radikal hasarýnýn oluþturmadýðýný tesbit et-
miþlerdir. Galleno ve ark.(17) 500 mg/kg demir
dekstranýn tek doz uygulanmasýný takiben, 20 saat
sonra karaciðer hemojenatlarýnda CAT, SOD ve
GSH-Px seviyelerinin sýrasýyla %25, %36 ve %32
oranlarýnda  düþme  gösterdiðini vurgulamaktadýr-
lar.

Ferrali ve ark.(18) sýçan eritrositlerinin akralin,
fenilhidrazin gibi oksidan ajanlarla inkübe
edildiðinde, eritrositlerde lipid peroksidasyonunun
arttýðýný tespit etmiþlerdir. Bu araþtýrma sonucunda,
lipid peroksidasyonunundaki artýþýn oksidan ajan-
larýn etkisiyle eritrositlerden salýnýmý artan serbest
demire baðlý olduðunu vurgulamýþlardýr. Ayný orta-
ma demiri baðlayýcý bir madde olan flavonoid ilave
edildiðinde, eritrositlerdeki lipid peroksidas-
yonunun belirgin derecede azaldýðýný tespit et-
miþlerdir.

Galleno ve ark.(19) sýçanlara 500 mg/kg in-
traperitoneal demir dekstran uygulamasýndan 20
saat sonra, plazma demir içeriðinin 12 kat arttýðýný
tespit etmiþler ve demir yüklemesi yapýlan hayvan-
larda, eritrositlerde lipid peroksidasyon ürünlerini,
belirgin derecede yüksek bulmuþlardýr. Zaidi ve
ark.(20) gerek zaman ve gerek doza baðýmlý olarak,
demir uygulamalarýnda eritrosit membraný Ca2+-
Mg2+ ATP'az aktivitesinin baskýlandýðýný, buna
baðlý alarak da oksidatif hasarýn arttýðýný tespit et-
miþlerdir. Reiter ve ark.(7) nokturnal melatonin
yüklenmesinin hemen akabinde, kardiyak ATP'az
aktivitesinin en yüksek seviyede olduðunu,in vivo
olarak göstermiþlerdir.

Paplos ve arkadaþlarý (21) kalp, beyin, akciðer,
böbrek dokularý ve eritrositler üzerinde yaptýklarý
çalýþmalarda, demirin melatonin düzeyini
düþürdüðünü tespit etmiþlerdir. Melatonin güçlü bir

serbest radikal toplayýcýsýdýr. Özellikle organizma-
da yapýlan ve son derece tahrip edici olduðu
düþünülen hidroksil radikali (.OH)'ni toplar.
Dolayýsýyla, melatonin düzeyindeki azalma, oksi-
dan strese savunma cevabýnda da bir azalma
kaçýnýlmaz olacaktýr. Bu yüzden oldukça toksik bir
madde olan OH radikallerinin dokulardaki olumsuz
etkileri karþýmýza çýkacaktýr. Çalýþmamýzda,
500mg/kg  demir  uygulamasýndan  8 saat  sonra
eritrositlerde bir oksidatif hasarýn meydana geldiði
artan MDA düzeyleri ile ve azalan antioksidan en-
zim (SOD, GSH-Px, CAT) aktiviteleri ile
görülmektedir. Bu sonuç demirin direkt etkisinin
yanýnda Pablos ve arkadaþlarýnýn sonuçlarýnda be-
lirttikleri üzere azalan melatonin düzeylerinin bir
sonucu olabilir.

Melatoninin doðrudan hidroksil radikali topla-
ma yeteneðinin yanýnda, melatonin önemli bir an-
tioksidan enzim olan nöral GSH-Px'ý arttýrma
yeteneði de vardýr (22). Bu durumda eksojen mela-
tonin uygulamasýnýn bir diðer amacý da bu enzimin
aktivitesinde artýþa neden olmak ve böylece antiok-
sidan savunmayý güçlendirmek olabilir. Bizim
çalýþmamýzda demir verilen hayvanlarda melatonin
uygulamasý ile hem MDA hem de SOD, GSH-Px,
CAT aktivitelerindeki ortaya çýkan artýþ bu araþtýr-
macýlarýn verileri ile uyumlu görülmektedir.

Kabuto ve ark (23) sýçanlara intrakortikal
demir uygulayarak tekrarlayan epileptik nöbetler
oluþturmuþlar, bu nöbetleri önlemede melatoninin
etkinliðini araþtýrmýþlardýr. Nöbet oluþumundan,
demir uygulamasýyla oluþan serbest radikal nöral
lipid peroksidasyonuna yol açmýþlardýr. Önceden
melatonin uyguladýklarý deney gruplarýnda, demir
uygulamasý ile oluþan lipit peroksidasyonunun
azaldýðýný ve dolayýsý ile epileptik nöbetlerin
azaldýðýný tespit etmiþlerdir.

Tang ve ark.(24) sýçanlarda beyin dokusunda
demirle oluþturulan lipit peroksidasyonunu önle-
mek için melatoninin etkinliðini araþtýrmýþlardýr.
Bu çalýþmada, sýçanlarda beyin hücre membran-
larýný 3 saat boyunca bir grubu demir, diðer bir
grubu demir + melatonin inkübasyonuna tabi tut-
muþlardýr. Sadece demir uygulanan hayvanlarýn
nöronlarýnda, oksidatif hasarýn daha fazla
görüldüðünü, demirle birlikte melatonin uygulanan
hayvanlarda ise, MDA miktarlarýndaki azalma ile
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paralel olarak oksidatif hasarýn azaldýðý sonucuna
varmýþlardýr. Bu veriler de bizim bulgularýmýzla
uyumludur.

Siu ve ark.(25) Fe+2 ile inkübe edilmiþ sýçan
retina hemojenatlarýnda meydana gelen lipid perok-
sidasyonunu önlemede E vitamini ve melatoninin
etkisini karþýlaþtýrmýþlar ve melatoninin 7 kat daha
etkili olduðunu göstermiþlerdir.

Ko ve ark.(26) ferrik demir iyonuyla eritrosit
membraný lipidlerinde oluþan oksidatif hasarý, týpký
desferroksamin gibi, demirle þelasyon yapan bir
madde olan trolox ilavesiyle önlemiþlerdir.

Melchiorri ve ark.(27) sýçanlarda parquatla
oluþturulan oksidatif hasarý önlemede melatoninin
antioksidan etkisini araþtýrmýþlardýr. Parquatýn 70
mg/kg dozunun karaciðerde lipid peroksidasyonu-
nu kontrol grubuna göre %40 arttýðýný, ancak par-
quat'tan önce 10 mg/kg i.p melatonin uygulandýðýn-
da, lipid peroksidasyonundaki bu artýþýn tamamen
ortadan kalktýðýný rapor etmiþlerdir.

Bu çalýþma verileri ve literatür ýþýðýnda
demirin serbest radikallere baðlý doku hasarlarýna
neden olduðu ortadadýr. Bu hasarýn miktarý dozla
doðrudan baðýmlýdýr. Ancak bununla beraber demir
gibi oksidan strese neden olabilen maddelerin ge-
reksiz olarak kullanýlmamasý, özellikle parenteral
yolla yüksek dozlarda kullanýmýnda daha dikkatli
olunmasý gerekmektedir. Yapýlacak daha ileri çalýþ-
malar sonrasýnda, belki de melatonin gibi güçlü an-
tioksidanlarýn, parenteral demir tedavilerine ilave
edilmesi gündeme gelebilecektir.
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