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1. GIRIS

1.1. Pestisitler

Pestisit, insan yagamini tehdit eden canlilar1 61diirmek i¢in kullanilan bilesikleri veya
maddeleri ifade eden genel bir terimdir (McEven ve Stephenson, 1979). Pestisitler
baslica fungusitler, herbisitler, kemirgenlerle miicadele ilaclar1 (rodentisit), kagirici-
uzaklastiric1 ilaglar (repellent) ve insektisitler (bocek oOldiiren ilaglar) olarak
smiflandirilir (Flomenbaum ve ark., 2006; Goldfrank ve ark., 2006). Alt smif olarak
pestisitler organofosfatlar, karbamatlar, organoklorlular ve piretiroitler seklinde
smiflandirilirlar (Tablo 1.1). Diinyada ve iilkemizde tarimsal alandaki zararlilarla
miicadele etmek icin pestisitler sik olarak kullanilmaktadir. Tarmm alanlarinda
kullanilan  pestisitler =~ zararli  organizmalar1 yok ederek iirlin  artigini
saglayabilmektedir. Fakat ayn1 zamanda zararsiz organizmalar1 da yok ederek hasara

yol agmaktadirlar (McEven ve Stephenson, 1979; Ecobichon, 1991).

Tablo 1.1. Pestisitlerin smiflandirilmasi (Obare, 2010).

e Insektisitler
Pestisitler e  Herbisitler
Fungisitler

Organoklorlular
Organofosfatlar
Piretiroitler
Karbamatlar
Bioratlar
Piretrumlar

Pestisit alt gruplar1

Tarim zararhlarinin  kontrolii igin, pestisit uygulamasi ile cesitli tarim
faaliyetlerinde Onemli Olglide artis oldugu gozlenmektedir, fakat pestisit
kullaniminin, diinya ¢apinda ciddi ¢evresel problemlere sebep oldugu da bilinen bir
gercektir. Pestisitler insanlarda norolojik bozukluklara sebep olan son derece zehirli

maddelerdir. Bu maddeler hedef olmayan organizmaya cesitli yollarla girerek



organizmada sinir sistemi, endokrin sistem, immun sistem, bosaltim sistemi,
karaciger, kas, kalp, kan ve diger sistemleri etkileyebilmektedirler (Costa, 2006;
Zhang ve ark., 2004).

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) niin 1985 yil1 verilerine gére tiim diinyada yilda ii¢
milyona yakin pestisit zehirlenmesi meydana gelmekte ve bunlarm 220.000°1 dliimle
sonuglanmaktadir (WHO, 1986; WHO, 1990). Bir tarim iilkesi olan Tirkiye’de
pestisitler ile olusan zehirlenmeler ciddi bir saglik problemi olarak goriilmektedir.
2008 yili Ulusal Zehir Merkezi’ne (UZEM) bildirilen 77.988 zehirlenme vakasinin
6.5031 (% 8,34) pestisit kaynakli oldugu bildirilmektedir (UZEM 2008 calisma
raporu Ozeti, 2009). Tarim ilaclar1 ile olusan zehirlenmelerin ikinci sirada yer almasi
hem bu ilaglarm kullannommin yaygmnlhigini hem de dikkatsiz bir sekilde
kullanimlarmi gostermektedir. Hacettepe Ila¢c ve Zehir Bilgi Birimi (HIZBiB) nde
yapilan bir ¢alismada, birime yapilan bagvurulardan 1993- 2002 yillar1 arasindaki
pestisitlerle meydana gelen zehirlenme vakalar1 incelenmistir. Bu verilere gore tiim
zehirlenmelerin =~ i¢inde  pestisitlerle meydana gelen zehirlenmeler ilag
zehirlenmelerinden sonra % 10,3’liikk oranla ikinci sirada yer almakta, pestisit
gruplarmin dagiliminda organofosfatlar % 25,5 ile ilk sirada bulunmaktadir (Celiker,
2003). Diinyadaki pestisit kullaniminin % 20’sinin gerceklestigi Amerika Birlesik
Devletleri’'nde 1988 yilinda 64 farkli zehirlenme merkezine yapilan 1.368.748
basvurunun 56.674’{iniin (% 4,1) pestisitlere bagli oldugu bildirilmistir (WHO, 1989;
Giiler ve Cobanoglu, 1997). Amerikan Zehir Kontrol Merkezleri’nin 2009 yilinda
yapmis oldugu caligma raporunda tiim zehirlenme sorular1 arasinda pestisitler % 3,9

ile 10. sirada yer aldig1 bildirilmistir (Bronstein, 2010).

Oliimciil pestisit zehirlenmeleri 6zellikle fakir ve gelismekte olan iilkelerde
ciddi bir saglik problemidir. Sri Lanka’da 1982 yilinda yapilan bir aragtirmada, yilda
10.000 kisinin akut pestisit zehirlenmesi siiphesiyle hastanelere bagvurdugunu ve
bunlardan 1.000 kisinin 6liimii ile sonuglandig1 bildirilmistir. Ayn1 y1l akut pestisit
zehirlenmesinden dolayr meydana gelen Oliimlerin; sitma, ¢ocuk felci, bogmaca,

difteri ve tetanoz hastaliklar1 ile sonuglanan 6liimlerin iki kati olmasi, akut pestisit



zehirlenmelerinin halk saglig1 agisindan 6nemini ortaya koymaktadir (Jeyaratnam ve

ark., 1982; Jeyaratnam, 1985).

1.1.1. Organofosfatlar

Fosfor iceren asitlerin tiirevleri ester, tiol ester veya anhidrit olup tarimda, evlerde,
bahcelerde ve veterinerlikte kullanilmaktadir. Organofosfatlara Ornek olarak
malation, paration, diazinon, forat, terbufos, fenthion ve klorprifos gibi insektisitler;
soman, sarin ve tabun gibi sinir gazlari; g6z tedavisinde kullanilan ekotiofat ve
izoflurofat ile parazitlere karsi kullanilan triklorfon sayilabilir (Pena-Llopis, 2005;
Kwong, 2002).

Organofosfath pestisitler (OP) ilk olarak 1800’lerde sentezlenmis ve 1930’larda
kolinerjik etkileri tanimlanarak bocek oldiriicii 6zellikleri kesfedilmistir. Kisa bir
siire sonra da kimyasal savas ajan1 olarak kullanilabilecekleri ortaya ¢ikmustir. G-
serisi silahlar olarak bilinen sarin, soman ve tabun II. Diinya Savasi yillarinda
gelistirilmig, ancak savasta kullanilmamustir. II. Diinya Savasi’ndan sonra OP yaygin

olarak kullanilmaya baslanmistir (Costa, 2006).

Organofosfatlar son derece zehirli olmalarina ragmen genellikle ¢evrede kalici
degillerdir; gilines 15181, hava ve toprakla temas ettiklerinde hidroliz olarak
pargalanirlar. Bu ozellikleri sayesinde organofosfatlar dikloro difenil trikloroethan
(DDT), aldrin ve dieldrin gibi ¢ok zehirli ve kalici organoklorlu pestisitler yerine
alternatif olarak kullanilmaya baglanmistir. OP’nin  kullanimi  1970’lerde
organoklorlu pestisitlerin yasaklanmasindan sonra artmistir. Fakat organofosfathilar

organoklorlulara gore daha hizli pargalansalar da, akut toksisiteleri daha yiiksektir

(Costa, 2006).

Glinlimiizde yiizden fazla farkli sentezlenmis OP bilesikleri insektisit olarak

kullanilmaktadir (Kwong, 2002). Ciinkii bu bilesigin yaygin kullanimi ve kolay



erigilebilir olmasi, OP ile zehirlenmeleri Onemli bir saglik sorunu haline
getirmektedir. Organofosfat zehirlenmesi, diinyada hemen hemen her iilkede benzer
siklikta goriilmektedir. Zehirlenmeler genellikle kazara evlerde, tarim, endiistri (bu
maddelerin iretim ve taginmasinda ¢alisan kisilerde) ve insekt alanlarinda calisan
kisilerde goriilmektedir. Intihar amacli alimlar daha ¢ok 30-50 yas arasi erkeklerde
goriilmektedir. Yine mesleki maruziyet insidansinin yiiksekliginden dolayr bu
zehirlenmelere 1545 yas aras1 erkeklerde daha sik rastlanir. Kiigiik ¢ocuklarda ise
alim genellikle kaza sonucudur ve ciddi zehirlenme insidansi daha yiiksektir (EPA

Office of Pesticide Program, 2002; Watson ve ark., 2004; Calvert ve ark., 2004).

Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Saglik Uygulama ve Arastirma
Merkezi’ne 2004 yilinda basvuran pestisit zehirlenmesi vakalarmin % 41,7’si
organik fosforlu pesisit kaynakli oldugu bildirilmistir (Sataloglu ve ark., 2007).
Organofosfatli bilesikler ile olusan zehirlenmeler diger iilkelerde de yaygindir.
Amerika Birlesik Devletleri’'nde pestisit zehirlenmesi vakalarinin % 33’iini
organofosfatlar ve karbamatlarin olusturdugu goriilmektedir (Giiler ve Cobanoglu,
1997). Sri Lanka’da pestisit zehirlenmelerinin % 31’ini organofosfath insektisitlerin
olusturdugu (Van der Hoek ve Konradsen, 2005), Japonya’da ise pestisit
zehirlenmelerinin (% 36) ile en fazla organofosfatli insektisitlerin olusturdugu
belirtilmistir (Nagami ve ark., 2005). Iran’da akut pestisit zehirlenmelerinin
yarisindan fazlasmin (% 57) OP kaynakli oldugu goriilmiistiir (Abdollahi ve ark.,
1997). Pestisit zehirlenme vakalar1 degerlendirildiginde; hastane verilerinden elde
edilen akut pestisit zehirlenme semptomlarinin spesifik olmamasidan dolay1 ciddi

zehirlenme durumlarinda hastaneye basvuru yapilmasi 6nemlidir (Eyer ve ark.,

2007).

1.1.1.1. Organofosfatlarin Etki Mekanizmasi

Son yillarda kullanilan organofosfatlar, sinir sistemi tlizerinde etki gdsteren
kimyasallardir. Organofosfatlarin etki mekanizmasi fazla asetilkolin (Ach) ve ¢ok

sayida norolojik semptomlar lireterek merkezi ve periferik sinir sistemi i¢inde



asetilkolinesteraz enzimini inhibe ederek ndrotoksisiteye yol agmasma dayanir
(Bouchard ve ark., 2010). Bir norotransmitter olan Ach’i kolin ve asetik asite
parcalayan asetilkolinesteraz, merkezi ve periferik sinir sisteminde iki sekilde
bulunur;

1) Kirmizi kan hiicresi asetilkolinesterazi: asil olarak sinir dokusundaki
kirmiz1 kan hiicrelerinde bulunur.

2) Plazma kolinesterazi: serum, karaciger, kalp, pankreas ve beyinde bulunur

(Robey ve Meggs, 2004).

Sinir sinyallerinin sinir liflerinden diiz kaslara, iskelet kaslarma, salg1 bezlerine
ve otonom sinir diiglimlerine iletilmesinde ve ayni zamanda merkezi sinir sistemi
icerisinde iletilmesinin diizgiin bir sekilde gerceklesmesi icin asetilkolinesteraz

enzimi 6nemli bir ndrotransmitterdir (http://npic.orst.edu/RMPP/rmpp_ch4).

Organofosfatlar, asetilkolinesteraz  enzimini, aktif bdlgesindeki serin
aminoasitinin  hidroksil ~ grubunu  fosforlayarak inaktif  hale  getirirler.
Asetilkolinesteraz enzimi baskilandiginda, sinir sisteminde Ach birikmeye baglar ve
parasempatik sistemde aktivasyona yol acar. Bunun sonucunda da muskarinik ve

(13

nikotinik reseptorler asiri uyarilir. Bu duruma “ akut kolinerjik sendrom” denir
(Kamanyire ve Karalliedde, 2004). Kolinerjik sinir kavsaklarinda Ach miktarmin
artmasi, diiz kaslarin kasilmasmna ve salgi bezlerinin salgi yapmasina sebep olur.
Iskelet kasi kavsaklarmda asir1 miktarda birikmis Ach hiicreyi uyarici olabilecegi
gibi, hiicreyi paralize de edebilmektedir. Merkezi sinir sisteminde yiiksek miktarda
bulunan Ach; anksiyete, uykusuzluk, titreme, bas agrisi, duyusal ve davranissal
bozukluklara, koordinasyon bozukluguna, motor fonksiyonlarin baskilanmasina ve
solunum yetmezligine sebep olmaktadir. Solunum bozukluguna eslik eden artmis

akciger salgilari, organofosfat zehirlenmelerinde goriilen Oliimlerin en sik

karsilagilan semptomlar oldugu bilinmektedir (http://npic.orst.edu/RMPP/rmpp_ch4).

Organofosfatl insektisitler i¢in bir diger 6nemli etki mekanizmasi, karacigerdeki

aktivasyonlaridir. Fosfatlardan (P=0) daha lipofilik yapida olduklar1 i¢in yagda


http://npic.orst.edu/RMPP/rmpp_ch4
http://npic.orst.edu/RMPP/rmpp_ch4

biiyiik oranda depolanirlar. Yagda biiyiik oranda depolanmalar1 nedeniyle ayrismalari

da yavas olur ve hatta giinlerce siirebilir (Kwong, 2002; Costa, 2006).

1.1.1.2 Fenthion

Fenthion (O,O-dimethyl O-(4-(methylthio)-m-tolyl) phosphorothioate) molekiil
agirhigi, 278,3 g/mol olan lipofilik 6zellikte bir bilesiktir. Saf fenthion hafif sarimsak
kokulu, sari-kahverengi bir sividir. Erime noktasi < -25°C’den kii¢iikk ve kaynama
noktast 0.01 mm/Hg 105°C'dir. Fenthion su i¢inde ¢oziinmez fakat metanol, etanol,
eter, aseton gibi diger organik ¢oziicliler (6zellikle klorlanmis hidrokarbonlar) i¢inde
¢oziiniir. Fenthion pH 9.0’a kadar alkalidir ve 210°C'ye kadar stabil ve dayanikhdir
(EPA, 2001). Fenthion’nun kimyasal yapis1 Sekil 1.1” de gosterilmistir.

CHs

ﬁ
O—IT—O SCH3
O

Sekil 1.1. Fenthion un kimyasal yapisi1 (Wexler, 2005).

Insanlarda memelilere nispeten diisiik toksisite gdstermesi nedeniyle fenthion;
ABD Environmental Protection Agency (EPA) Cevre Koruma Ajansi ve DSO’ye
gore II. smif toksik bir insektisit olarak yer almaktadir. Fare ve tavsan gibi deney
hayvanlarina fenthion’un intraperitoneal ve dermal uygulama letal doz ( LDso) degerleri
sirastyla, 125-330 mg/kg ve 330-800 mg/kg olarak degerlendirilmistir (Wexler, 2005).
Ratlarda ise oral LD50 doz degeri 180-298 mg/kg olarak bildirilmektedir (Extoxnet,
1993).



1960 yilinda Schrader tarafindan gelistirilen bir organofosfat insektisit olan
fenthion, sitma etkeni olarak bilinen Anopheline tiirii sivrisineklerin kalintilarmin
kontrolii i¢in bir sprey olarak kullanilabilecegini bulmustur. DSO’niin destegi altinda
gerceklestirilen ilk ¢aligmalarda farkli canli tiirleri lizerinde kalint1 olarak fenthionun
iz biraktigini1 gostermistir (Elliott ve Barnes, 1963). Ayni1 zamanda fenthion Bayer
Kimya tarafindan 1960 yilinda evcil hayvanlardaki dis parazitlere kars1 sampuan ve
sprey seklinde {iretilerek piyasaya siiriilmiistiir (www.abcbirds.org). Ticari olarak
yaygin kullanilan insektisit isimleri; Baycid, Baytex, Dalf, DMTP, Lebaycid, Korfen
50EM, Queletox, Talodex, Prentox Fenthion 4E, Mercaptophos, S 1752, Entex,

Spotton ve Tiguvon’dur.

Bayer firmasinin Amerika’da fenthion iiretimini durdurmasi ile birlikte EPA
fenthion kullaniminin 30 Haziran 2004 tarihinden itibaren yasaklanacagini
bildirmistir (EPA, 2003). Ancak iilkemizde Bayer firmasinin 1966 yilinda ruhsat
alarak baslayan fenthion {iiretimine farkli iiriinlerde fenthion kullanimina devam
edilmektedir (Aydinoglu ve ark., 2002). Diger bir¢ok organofosfatlar gibi, etki
mekanizmasi kolinesteraz Onleme yoluyladir. Nijerya’da yapilan bir arastirmada,
sprey uygulanan farkli bolgelerdeki konutlarda bulunan insanlarin tim kan
kolinesteraz aktivitesi seviyesinde onemli derecede diisiis oldugu goézlenmistir
(Eliott ve Barnes, 1963; Francis ve Barnes, 1963). Bagchi ve arkadaslarinin yapmis
oldugu bir arastirmada, fenthionun karaciger ve beyinde lipid peroksidasyonuna yol
actig1, DNA’nin tek kolunda kiriklara ve laktat dehidrogenazin ekstraselliiler siviya

sizintisinda artisa sebep oldugu gozlenmistir (Bagchi ve ark., 1995).

1.2. Serbest Radikaller

Atom yapisindaki elektronlar “orbital” adi verilen uzaysal alanda ve ¢ift yapida
bulunurlar. Molekiillerin ¢ogu ¢ift elektronludur fakat az sayida bulunan elektronlar
ise eksik elektronlu olarak adlandirilir. Eksik elektronlu molekiillerin etrafinda
herhangi bir elektron ile iletisime girerek, o molekiilden ya bir elektron alir ya da o

molekiile bir elektron verirler. Dis orbitalinde tek sayida ortaklanmamis
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(eslesmemis) elektron tasiyan, elektrik yiiklii veya yiiksiiz olabilen atom veya
molekiillere serbest radikaller denir. Serbest radikaller oldukca kisa 6miirlii, kararsiz,
molekiil agirligr diisik ve cok etkin molekiiller olarak tanimlanmaktadir. Ayni
zamanda serbest radikaller radikal olmayan maddelerle reaksiyona girerek yeni
radikaller olustururlar ve zincir reaksiyonu baslatabilirler (Sen, 2001). Viicutta dogal
metabolik yollarla serbest radikaller olusur. Ancak olusan serbest radikallerin
antioksidan sistemlerle temizlenmesiyle herhangi bir sitotoksisite ortaya c¢ikmaz.
Fakat bu isleyisin tersi s6z konusu oldugunda bir dizi patolojik reaksiyonlar ortaya
cikabilir. Organizmada dogal olarak serbest radikal olusturanlarin baglicalari;
mitokondrial elektron transportu, heksoz monofosfat yolu, ksenobiotiklerin
metabolizmasi, dogal uyaranla fagositik hiicrelerin aktivasyonu, biosentetik ve

biyokimyasal yikim olaylaridir (Fridowich, 1978; Karabulut ve Kabak¢i, 1995).

Serbest radikaller {i¢ sekilde olusabilir; (Cheeseman ve Slater, 1993).
1- Kovalent bagi olusturan elektronlardan birinin bag atomlarinin birinde,
digerinin 6tekisinde kalmasiyla olusan hemolitik bag kirilmasi ile;
R -X-- R +X
2- Bir molekiilden bir elektronun ayrilmasi ile;

X > X +e

3- Bir molekiile bir elektronun katilmasi ile;

X+e - >X

Serbest radikaller, viicutta metabolizma sirasinda meydana gelen son derece
etkin kimyasal iirlinlerdir. Serbest radikaller hiicrelerin protein, (Deoksiriboniikleik
asit) DNA, karbonhidrat, lipitler, enzimler ve diger molekiil gruplari ile etkilesime
girerek onlarin metabolizmalarini etkilerler. Serbest radikaller hiicre biiylime gelisimi
iizerine direkt olarak etkilidirler (Akkus, 1995). Membran yapisinda yer alan
fosfolipitlerdeki poliansature yag asitlerinin peroksidasyonu ile hiicrelere zarar
verirler ve ayrica lizozomlar1 ve mitokondrileri ¢evreleyen zarm permeabilitesini
artirarak pargalarlar (Bejma ve Ji, 1999; Halliwell ve Gutteridge, 1999). Hiicre
iizerindeki bu direkt etkiler damar sertligi, kanser, romatizmal hastaliklar ve
yaslanma gibi hastaliklarin olusmasinda 6nemli rol oynarlar (Zaobornyj ve ark.,

2005).



1.2.1 Reaktif Oksijen Tiirleri

Molekiiler oksijen, tiim hiicrelere herhangi bir zorlukla karsilagsmadan girebilen ve
hiicre igerisinde en ¢ok kullanilan molekiiler 6zellige sahip olan maddedir. Biyolojik
sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller oksijenden olusan radikallerdir ve bunlara
reaktif oksijen tiirleri (ROS) ad1 verilmektedir. Stiperoksit radikali (O;") hem cevresel
etkenler hem de organizmadaki enzimatik ve enzimatik olmayan tepkimelerle
kolaylikla fazla miktarlarda olusabilen oksijen radikalleridir. Canlilarda diger
radikallerin olusumu genellikle O, “nin birikmesine baghdir. Bu radikaller birikerek
bir seri zincirleme radikal tepkimeler ile birlikte diger radikaller de olusur (Kelly ve
ark., 1998).

ROS’un en 6nemlileri siiperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleridir.
Temel enerji seviyesindeki molekiiler oksijenin (O;); siiperoksit radikali (Oy),
hidrojen peroksit (H20,) ve hidroksil radikale (OH") doniistimii sonucu toksik etki
olusturmaktadir (Fridovich,1998).

1.2.1.1. Siiperoksit Radikali

Aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi ile O3
anyonu olusmaktadir.

Oz+ e_ > 02_

H20; kaynag1 olmas1 ve ge¢is metalleri iyonlarmin indirgeyici olmasi O “nin
onemli 6zellikleri arasindadir. Ayni1 zamanda O, hem oksitleyici hem de indirgeyici
ozellige sahiptir. O pH degerlerinin diisiikk oldugu durumlarda bir proton alarak

reaktif olan perhidroksil radikaline (HO2') dontsiir.
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1.2.1.2. Hidrojen Peroksit

Oksijen molekiiliinden iki elektron alarak oksijen molekiiliiniin indirgenmesi sonucu

hidrojen peroksit serbest radikali (H20-) olusur.

0,.2e +2H"- Hz O

Hidrojen peroksit serbest bir radikal olmadigi halde ROS grubuna dahil edilir.
Ciinkii serbest radikal biyokimyasinda Fe?* veya diger gecis metallerinin varliginda
Fenton reaksiyonu, (O;) varliginda Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en reaktif ve

zarar verici serbest oksijen radikali olan (OH")’ 1 olusturur.

1.2.1.3. Hidroksil Radikali

Hidroksil Radikali (OH) yiiksek reaktif bir oksidan olmasmndan dolay1 yarilanma
omrii ¢cok kisadir. OH’mn ROS’lar arasinda en giicliisii oldugu diisiiniilmektedir. Bu

radikalin ¢ok kii¢iik miktarlarda olustugu dokularda bile biiyiik hasara neden olur.

1.2.1.4. Singlet Oksijen

Bu molekiil aslinda serbest radikal degildir. Ancak doymamis yag asitleri ile direkt
tepkimeye girerek hidroperoksidlerin olusmasina neden oldugu i¢in serbest oksijen

radikalleriyle degerlendirilir.

1.2.2. Serbest Radikallerin Hiicreler Uzerine Etkileri

Hiicrede oksijenin % 90’1 oksidatif fosforilasyonun merkezi olan mitokondrilerde

tiikketilir. Bunlarm % 2 ‘si ROS’a doniismektedir. ROS; DNA, protein, lipitler ve tim
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yapilardaki molekiillerle etkilesime girer (Sekil 1.2). DNA molekiil oksidasyonu ile
genetik Messenger DNA hasari, hiicre bolinmesinin durmasi, kontrolsiiz biiyiime-
malignensi olusumu, lipit peroksidasyonu ile hiicre membran hasari, ateroskleroz
hizlanmasi gergeklesmektedir (Cankurtaran, 2005). Serbest oksijen radikallerinin
tiim bu etkilerinin sonucunda hiicre hasar1 meydana gelir. Hiicrede ROS ve serbest
radikallerin artig1 hiicre hasarinin 6nemli bir nedenidir. ROS artisina bagh iskemi ve
iskemi sonrasi reperflizyon hiicre hasarini artirir ayrica alzheimer, multipl skleroz,
epilepsi ve spinal kord hasar1 gibi norolojik hastaliklar olusabilir. Ayn1 zamanda
ROS artis1 beyin dokusunda da nekroz, ndron hasar1 ve noron oliimiine kadar tahribat

olusturabilmektedir (Egsmekaya ve ark., 2011).

Radikaller, aerobik hiicrelerin tiim fraksiyonlarinda, metabolizma sirasinda
veya patolojik durumlarda birer yan iriin olarak meydana gelebilir ve hiicrelerde
cesitli degisikliklere neden olabilirler. Bunun sonucunda ciddi hiicre, doku ve/veya

organ hasar1 meydana gelebilir (Koch ve ark., 2004).

ROS signaling

AL protection

oxidases
catalase

xanthine

02 02.-—> H202 H2o
\/

u\lf 1:/ "
ischemia-induced

free metal ions
(Fenton Rx)

"OH

direct cellular injury

lipids DNA proteins

glutathione
peroxidase systems

Sekil 1.2. Oksijen kaynakli radikal olugumu
(http://cardiovascres.oxfordjournals.org/content/61/3/461/F1.large.jpg ).
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1.2.3. Serbest Radikallere Kars1 Hiicresel Savunma; Antioksidanlar

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusumu sonucunda meydana gelen hasar1 6nlemek igin
birgok savunma mekanizmalar1 vardir. Bu mekanizmalar ""antioksidan savunma

sistemleri** veya kisaca ""antioksidanlar'® olarak bilinmektedirler (Akkus, 1995).

Antioksidanlarin ilk gozlenen etkileri zar yapisindaki ¢ok doymamis yag
asitlerinin oksidasyonlarinin engellenmesiyle meydana gelmistir. Antioksidanlarin
giinimiizde lipitleri, proteinleri, niikleik asitleri ve diger hedef makromolekiiller
iizerinde koruyucu etkileri oldugu bilinmektedir. Antioksidan etki mekanizmalar1
tutucu veya temizleyici (scavenger), baskilayict (quencher), onarict ve zincir kirici
olmak tizere dort farkl etkisi bulunmaktadir (Yalgm, 1992; Yalgm, 1998; Halliwell
ve Gutteridge, 1999). Bunlar;

1. Scavenging (temizleme): Oksidanlarin zayif bir molekiile c¢evrilmesi
enzimler araciligiyla yapilir. Antioksidan enzimler ve kiiciik molekiiller bu tip etki

gosterirler.

2. Quencher (baskilama): Oksidanlara bir hidrojen aktararak etkisiz hale

getirme seklinde olan bu etki vitaminler ve flavonoidler tarafindan yapailir.

3. Onarma: Hedef molekiillerin hasar sonrasi tamiri veya temizlenmesi.

4. Zincir koparma: Metal iyonlarmin baglanmasi ve bdylece radikal olusum
reaksiyonlarinin engellenmesi. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir kiric1

etki gosterirler (Taysi, 2002; Polat, 2002; Cherubini, 2005).

Antioksidanlar; endojen ve eksojen kaynaklidir ve serbest radikalleri notralize
etmek i¢in karsilikli etkilesim halinde bulunan bilesiklerdir. Bu bilesikler gida
kokenli antioksidanlar (C vitamini, E vitamini, karotenoidler, lipoik asit gibi),

antioksidan enzimler (siiperosit dismutaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz
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gibi), metal baglayici proteinler (ferritin, albiimin, laktoferrin, seriiloplazmin gibi) ve

bitkilerde daha yaygim sekilde bulunan antioksidan fitonutrientlerdir (Tablo 1.2).

Tablo 1.2. Antioksidanlarm smniflandirilmast (Ulusoy, 2010).

Antioksidanlar
Dogal Antioksidanlar Yapay Antioksidanlar
Enzimatik Enzimatik Olmayan BHT

SOD Endojen Eksojen BHA
Katalaz — Troloks
Ghon o | ST | oy | SO0 mimien
Glutatyon rediiktaz | gjjirypin Askorbik Asit | Sesitli selat olusturan
Sitokrom oksidaz Ferritin Flavonoidler maddeler
Glutatyon S- Laktoferin
transferaz Urik Asit

Haptoglobinler

Melatonin

Antioksidanlarin siiflandirilmasi gesitlilik géstermektedir. Dogal antioksidanlar
endojen ve eksojen kaynakli olarak smiflandirilabildigi (Akkus, 1995) gibi enzim ve
enzim olmayan antioksidanlar seklinde de smiflandirmalar mevcuttur.
Viicudumuzdaki antioksidan savunma sisteminde yer alanlar; enzimler, metal
iyonlarmi1 baglayan proteinler ise suda ve yagda ¢oOziinen radikal tutucularidir

(Halliwell, 1994; Percival, 1998).

Antioksidan sistem hasar 6ncesi radikal olusumunu onler, oksidatif hasar1 onarir,
hasara ugramis molekiilleri temizler ve mutasyonlar1 onler. Antioksidanlarm hiicresel
etkileri Sekil 1.3’te gosterilmektedir. Buna gore hem ekzojen hem de endojen
antioksidan madde ve enzimler hiicrenin hasar goérmiis biitlin kisimlarina miidahale
ederek oksidanlarin etkisini ya azaltarak ya da ortadan kaldirarak etki ederler (Young

ve Woodside, 2001).
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Sekill.3. Antioksidanlarm hiicresel etkileri
(http://lwww.medscape.org/viewarticle/432384 5).

1.2.3.1. Enzimatik Antioksidanlar

Siiperoksit Dismutaz: Siiperoksit serbest radikallerinin dismutasyonu sonucunda
molekiiler oksijen ve (H,0O,)’e katalize eden, molekiil agirligi 17-85 kDa araliginda
olan antioksidan bir enzimdir. Yapisinda metal bulunmasindan dolay1r bir
metalloenzim grubundan sayilir. ROS’lara kars1 primer antioksidan enzim Siiper
oksit dismutazdir (SOD). SOD’un esas fonksiyonu aerobik organizmalari
stiperoksitin zararli etkisine kars1 korumaktir. Bu antioksidan enzimin katalizledigi

reaksiyon asagida gosterilmistir.

20, + 2H" -- >H,0;+ O;

SOD’un insanda iki farkli tipi bulunmaktadir. Bunlar ilk defa McCord ve
Fridovic tarafindan 1969 yilinda kesfedilen Cu-Zn SOD ve Mn-SOD‘tur (McCord,
1969). Canlida bulundugu bolgeye gore SOD’un ii¢ farkli izoformu bulunur. Enzim
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mitokondride bulunuyorsa mitokondrial SOD (Mn-SOD); Mn-SOD 88 kDa
agirliginda olup homotetramer yapidadir ve her alt {initesinde bir Mn iyonu bulunur.
Hiicresel Mn-SOD igerigi kalp, beyin, karaciger, bobrek gibi yiiksek metabolik
aktivitesi olan dokularda daha fazladir. Eger enzim sitoplazma icerisinde
bulunuyorsa sitoplazmik SOD (Cu, Zn-SOD); CuZn-SOD 32 kDa agirliginda olup
memelilerde en ¢ok karaciger, bobrek, eritrosit ve santral sinir sisteminde bulunur.
Iki protein alt {initesi igerir. Her alt iinitede Cu ve Zn atomlar1 bulunur. Bir diger
izoform; enzim ekstraseliiler alanda bulunuyorsa ekstraseliiler SOD (ec- SOD) adin1
alir. EC-SOD ise en ¢ok akciger, uterus ve tiroid bezlerinde bulunur (Buettner,

1998).

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px): Bu enzim ilk defa 1957 yilinda Mills tarafindan
memeli eritrositlerinde ortaya ¢ikarilmistir (Cheeseman ve Slater 1993; Knapen,
1999). Yapisinda bir metal olan selenyum bulundurdugu i¢in metalloenzim grubunda

degerlendirilir.

H,0, ve lipit peroksitlerin indirgenmis (rediikte) glutatyonla (GSH) in vitro
ortamda reaksiyona girerek, H,O ve yiikseltgenmis (okside) glutatyon (GSSG)
olusmasmi katalizleyen enzimdir (Mills, 1957). Glutatyon rediiktaz enziminin
katalizledigi reaksiyon ile Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat (NADPH)
harcanirsa okside glutatyon tekrardan rediikte hale doniisebilir (Halliwell, 1974;
Halliwell, 1994). Reaksiyon asagidaki gibidir;

2GSH + H,0, —> GSSG + 2H,0

Endotel hiicrelerinde ozellikle akcigerde etkili olan bir enzimdir. Enzim
aktivitesinin % 60-75’i Okaryot hiicrelerin sitoplazmasinda, % 25-40’1 ise
mitokondride bulunur. Aktivitenin en fazla oldugu dokular ise eritrositler ve
karacigerdir (Malone, 1991). GSH-Px, E vitamini yetersiz oldugu durumlarda

membrani peroksidasyona karsi korur ve eritrositlerde oksidatif strese karst en etkili
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antioksidan enzimidir. GSH-Px’in Onemli bir islevi lipit peroksitlerinin

indirgenmesini katalizlemektir (Halliwell, 1994).

Glutatyon Rediiktaz: GSH-Px’ in H;0;’i indirgemesi sonucunda GSSG tekrar
GSH’ ye doniisiimiinii katalizler. Reaksiyon su sekildedir;

GSSG + NADPH + H'----rmo- — > 2GSH +NADP*

Glutatyon-S-Transferaz: Glutatyon-S-transferaz ksenobiyotiklerin biyotransfor-
masyonunda aktif rolleri bulunmaktadir. Bu enzimler de glutatyon peroksidaz gibi
lipit peroksitlerini indirgeyerek antioksidan etki gosterirler. GSH-PX enziminden
farkli olarak selenyumdan bagimsiz olarak antioksidan aktivite gosterebilirler

(Akkus, 1995).

Katalaz: Katalaz (CAT), ilk olarak Sumner ve Dounce tarafindan 1937 yilinda sigir
karacigerinden kristal formda izole edilmistir (Deisseroth ve Dounce, 1969;
Halliwell ve Gutteridge, 1999). Leew ve arkadaslar1 ise 1901 yilinda Katalaz
enziminin tabiatta yaygin olarak bulundugunu gézlemlemislerdir (Aebi, 1974). Bu
enzimin yaklagik molekiil agirhgi 240 kDa olup, aktif kisminda dort tane Fe™
bulunduran glikoprotein yapisinda bir hemoproteindir (Nordberg ve Arner, 2001;

Young ve Woodside, 2001; Memisogullari, 2005).

CAT, SOD’a benzer bir reaksiyon ile H;O;’i su ve molekiiler oksijene

parcalayarak biyolojik sistemleri H,O, nin zararlarma karsi korurlar (Duthie, 1989;

Halliwell ve Gutteridge, 1999).

CAT H;0O’yi su ve molekiiler oksijene pargalar. CAT enziminin katalizledigi

reaksiyon su sekildedir;
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CAT hemen hemen biitiin memeli hiicrelerinde bulunur ve 6zellikle H,O2 nin
yiiksek konsantrasyonlarda bulundugu durumlarda etkilidir (Chance ve ark., 1979).
Cesitli dokularin katalaz enzimi birbirinden farkli aktiviteler gosterebilmektedir.
Katalaz enzim aktivitesinin en yiiksek oldugu dokular karaciger ve bdbrek
dokularidir. Bu enzimin aktivitesinin en diigiik seviyede goriildiigii dokular ise destek
dokularidir. Bu enzim dokularda baslica mitokondri ve peroksizom partikiillerine
bagli olarak bulunmaktadir. Buna ek olarak endoplazmik retikulumda ve
sitoplazmada da aktivite gostermektedir. Okside edici enzimlerin etkisiyle ortamda
olusan H,0,’yi direkt olarak suya doniistiiriir. Bu enzimin aktivitesi, ortamdaki H,0,
konsantrasyonunun ¢ok fazla arttigt durumlarda belirgin olarak artmaktadir.
Ortamdaki H,0, konsantrasyonunun diisiik oldugu hallerde ise H,O, substrat olarak
kullanan diger antioksidan enzimler (glutatyon peroksidaz gibi) devreye girerek

H20,’yi ortamdan uzaklastirirlar (Agar ve ark., 1986).

Mitokondrial Sitokrom Oksidaz: Mitokondriyal sitokrom oksidaz solunum
zincirinin - son enzimidir. Mikrozomal ve mitokondrial elektron transport
sistemlerinde tretilmektedir. Mitokondrial elektron transport sisteminde bir O,

molekiiliine 4 elektron aktarilarak 2 molekiil su agiga ¢ikar. Reaksiyon su sekildedir;

O+ 4H" + 4e - 2H,O

Bu reaksiyon ile yakit maddelerin oksidasyonu tamamlanir ve fazla miktarda
enerji iiretimi (ATP) saglanir. Mitokondrial sitokrom oksidaz elektronlanmis oksijen
molekiillerini kendi aktif bolgesinde sikica tutarak bu elektronlarin ortama sizmasina
engel olur. Bu sizinttya engel olmasindan dolay1 diger molekiillerinde oksidasyonunu

engeller ve antioksidan etkisini gdstermis olur.

1.2.3.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Glutatyon: Genetik bilgiye gerek olmadan karacigerde sistein, glisin ve glutamattan

sentezlenebilen tripeptit yapisinda bir molekiildiir.
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Cok 6nemli bir antioksidan olan glutatyon, peroksitlerle ve serbest radikallerle
reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara karsi koruyabilmektedir. Hemoglobinin
oksitlenerek methemoglobine doniismesini engeller. Ayrica, proteinlerdeki “-SH”

gruplarini da indirgenmis halde tutarak onlarm oksidasyona ugramasini engeller.

p-Karoten: Vitamin A'nin 6n maddesidir. Hiicre membranlarinda bulunur. Serbest
radikal temizleyicisidir. Peroksitlere kars1 dogrudan etki ederek onlar1 inaktive eder

ve boylece antioksidan etki gostermis olur.

Vitamin E (a-tokoferol): Hiicre membranlarinin lipid kisimlarinda ve ekstraselliiler
stvilarda bulunur. O, ve OH'" radikallerini, singlet oksijeni, lipit peroksit radikallerini
ve diger radikalleri indirgeyici 6zelligi vardwr. Lipid peroksit zincirini kirarak
zincirleme olarak devam eden lipid peroksidasyonu reaksiyonlarimi sonlandirir. Ayni
zamanda vitamin E antikanserojen etki gOstererek kanserin yayilmasini

engellemektedir.

Vitamin C (askorbik asit): Vitamin C organizmada hidroksilasyon reaksiyonunda
indirgeyici olarak rol oynar. Ekstraselliiler sivilarda bulunmaktadir. OH™ ve

stiperoksit radikalleri ile reaksiyona girerek, bu iki radikali ortamdan temizler.

Seruloplazmin: SOD enziminin benzeri bir etki gosterdigi diisiiniilmektedir. +2
degerli demirin +3 degerli demire ylikseltgenmesini saglayarak Fenton reaksiyonunu

inhibe eder ve boylece serbest radikal olusmasini engeller.

Bilirubin: Serbest radikalleri tutma yetenegi vardir. Hidroksil ve siiperoksit radikali

temizleyicisidir

Transferrin: Dolasimda serbest haldeki demiri baglayarak antioksidan ozellik

gosterir.
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Urik Asit: Plazmada normal konsantrasyonlarda bulundugunda, OH", peroksit ve O

radikallerini ve singlet oksijeni temizleme yetenegi vardir.

Albiimin: Gegis metallerini baglama 6zelligi vardir. Lipid hidroperoksit (LOOH) ve
hipoklorit (HOCI) baglayicisidir.

Piruvat: H,O, baglayici 6zelligi vardir.

Taurin: Ksenobiotiklere baglanma yetenegi vardir. Hipoklorit (CLOY) ile de

reaksiyona girerek etkisini azaltir.

Sistein: CLO" ve serbest radikal temizleyici 6zelligi bulunmaktadir.

Glukoz: OH radikalini tutarak onun zararh etkilerini engeller.
Hemoglobin oksidanlari, hemopeksin serbest haldeki hemi, haptoglobin de

hemoglobini baglayarak antioksidan 6zellik gosterir (Akkus, 1995).

1.3. Pineal Bez (Epifiz Bezi)

Pineal bezin varligi eski donemlerden beri bilinmektedir. Pineal bez ile ilgili
gelismeler ii¢ biiyiik déneme ayrilabilir. Birinci dénem; Milattan 6nce (M.O) 3.
yiizyil civarinda Herophilus tarafindan pineal bezin bulunmasiyla bagslar. Gallen
insan pineal bezini gam agacinin tepesine benzettigi i¢in Latince kdkenli “conarium”
kelimesini kullanmigtir. Bu kelime pineal sinirleri tanimlamak i¢in “nervi conarii”
olarak kullanilmistir. Pineal kelimesinin kokeni, Latince’de “¢am agaci kozalag1”
anlamina gelen “pinea” kelimesinden gelmektedir. Vesalius (1514-1564) pineal
bezin topografik yapismi dikkatlice incelemistir. Descartes (1596-1650) ise pineal
bezin “ruhun oturdugu yer” oldugunu diisiiniiyordu. Ikinci donem; Kolliker,

memelilerin pineal bezinde sinir liflerinin varhigini gézlemlemistir (1850). Cajal, fare
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pineal bezinde demet yapan sinir liflerini bulmus ve sempatik orjinli oldugu kanisina
varmustir (1904) (Cam ve Erdogan, 2003). Ugiincii donem son 50 yili kapsayan
donem olarak bilinir. Bu donemdeki en 6nemli gelisme Lerner ve arkadaslarinin
pineal ekstrelerde bulunan, amfibienlere verildiginde cilt renginin agilmasma neden

olan pineal hormonunu izole etmeleridir (Lerner ve ark., 1997).

1.3.1. Pineal Bezin Anatomisi

Insanda, colliculus siiperior’lar, pulvinar thalami ve splenium corporis callosi
arasinda bulunan pineal bez dnemli bir ndroendokrin organdir. insan pineal bezi
konik sekilli olup, 5-8 mm uzunlugunda, 3-5 mm genisliginde ve 120-150 mg
agirhgmdadir. (Sekil 1.4). Pineal bez bir sap araciligi ile 3. ventrikiil tavani ile
birlesir. 3.ventrikiil, pineal sap igerisine uzanarak Recessus pinealis’i meydana
getirir. Recessus pinealis’in iizerinde kalan sap kismi Commissura habenularis ile
birlesmektedir. Pineal sapin alt duvari Commissura posterior’a tutunur (Arinci ve
Elhan, 2006).

Kan akimi yoniinden zengin olan pineal bez, A.cerebri posterior’dan ayrilan A.
choroidea posterior’un ince dallar1 tarafindan beslenir. Aymi zamanda 4
ml/dak./gr’lik degerle bobreklerden sonra ikinci sirada yer alir. Arteriyel dallar
pineal bez kapsulasinda bir¢ok arteriollere ayrilarak organ icerisine penetre olurlar ve
bag dokusundan olugmus septalar ile birlikte parankimaya dagilirlar. (Gray, 1995;
Kelestimur, 1996; Kus ve Sarsilmaz, 2002; Gray’s Anatomy, 2009).
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Sekil 1.4. Pineal bezin anatomik goriinimi
(http://medicalterms.info/anatomy/Pineal-Gland).

Pineal bezin endokrin fonksiyonunun tamamen sinirsel innervasyona bagli
oldugu bilinmektedir. Genel bir ifadeyle, 151k melatonin {iretimini baskilar, karanlik
ise artirir. Bu nedenle aydinlik ve karanlik faktorli, pineal bezden salgilanan
melatoninin diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Isik uyarimlari, retinadan
baslayan sinirsel yolla pineal beze ulasir. Retinada bulunan fotoreseptor hiicreler 151k
uyarimlarini elektriksel impulsa ¢evirirler (Sekil 1.5). Hipotalamusta yer alan nucleus
suprachiasmaticus’a ulagsmasi Tractus retinohypothalamicus araciligi ile saglanir.
Hipotalamus’ta bulunan bu ¢ekirdege tractus opticus yoluyla corpus geniculatum
laterale’den gelen bir kisim 151k uyarimlar1 da vardir. Ancak, 151k uyarimlarinin
nucleus  suprachiasmaticus’a  iletilmesinde  en  Onemli  yol  tractus

retinohypothalamicus’tur (Kelestimur, 1996; Kus ve Sarsilmaz, 2002).


http://medicalterms.info/anatomy/Pineal-Gland
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Sekil 1.5. Retinadan pineal beze giden sinirsel yolak
(http://usdbiology.com/cliff/Courses/Behavioral%20Neuroscience/Biorhythm/BRfigs/BRAf
ferent%20SCN%20figures.html).

Tractus retino hypothalamicus’u lifler olusturur ve chiasma opticum seviyesinde
tractus opticus’tan ayrilarak hedef bolgeye ulasir. Tractus retinohypothalamicus’u
olusturan liflerin biiyiik bir boliimii chiasma opticum’da ¢apraz yaparak karsi tarafin
nuc. suprachiasmaticus’a gider. Liflerin az bir kismi ise ¢apraz yapmadan kendi
tarafindaki nuc. suprachiasmaticus’unda son bulur (Reiter, 1991; Kelestimur, 1996;

Kus ve Sarsilmaz, 2002).

Suprakiazmatik ¢ekirdeklerde sinaps yapan lifler daha sonra hipotalamus’ta yer
alan nuc. paraventricularis’e uzanir (Kelestimur, 1996; Kus ve Sarsilmaz, 2002).
Nuc. paraventricularis’ten baglayan lifler ise mesencephalon’daki formatio
reticularis’te sonlanir. Buradan da tractus reticulospinalis’i olusturan lifler aracilig1
ile medulla spinalis’in {ist torakal segmentlerine giderek, columna
intermediolateralis’teki multipolar ganglion hiicreleri ile sinaps yaparlar (Gray,

1995). Columna intermediolateralis’te yerlesmis olan multipolar ganglion


http://usdbiology.com/cliff/Courses/Behavioral%20Neuroscience/Biorhythm/BRfigs/BRAfferent%20SCN%20figures.html
http://usdbiology.com/cliff/Courses/Behavioral%20Neuroscience/Biorhythm/BRfigs/BRAfferent%20SCN%20figures.html
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hiicrelerinin aksonlar1 ise medulla spinalis’ten ayrilarak preganglionik lif olarak
ganglion cervicale superior’a ulasir (Kus ve Sarsilmaz, 2002). Sonug¢ olarak,
ganglion cervicale superius’dan ¢ikan postganglionik sempatik lifler, tentorium
cerebelli’den gegerek Sekil 1.6’da gosterildigi iizere nn.conarii yolu ile pineal beze

ulagir (Patrickson ve Smith, 1987; Kelestimur, 1996; Kus ve Sarsilmaz, 2002).
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Sekil 1.6. Pineal bez sinirsel innervasyonunu go6steren sematik ¢izim. (TRH: Tractus
retinohypothalamicus; NSC: Nucleus suprachiasmaticus; NPV: Nucleus paraventricularis; GSC:
Ganglion cervicale superius). (Kus ve Sarsilmaz, 2002).

Pineal bez kapsulasindan gecerek parankimada dagilan miyelinsiz sinir lifleri

daha cok perikapiller alanlarda ve pinealositler arasinda sonlanir (Reiter, 1991; Kus
ve Sarsilmaz, 2002).

1.3.2. Pineal Bezin Histolojisi

Pineal bezde pinealositler ve glia-benzeri interstisyal hiicreler olmak iizere iki tip
hiicre yer almaktadir. Pinealositler, kiimeler ve kordonlar halinde toplanan ve bir

bazal lamina iizerine oturan sekretuvar hiicreler olup, dis goriiniisii pencereli seklinde
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endotel hiicrelerine sahip kan damarlar1 ve sinirler iceren bag dokusu ile
cevrelenmiglerdir. Pinealositler, iki veya daha fazla sayida, u¢ kisimlar
bombelenmis, hiicre uzantisina sahiptir. Uzantilardan birisi kapiller yakininda
sonlanir. Hiicre sitoplazmasinda ¢ok sayida mitokondriyon ve random olarak

dagilmis ¢ok sayida sinaptik serit bulunur (Kierszenbaum, 2006).

Interstisyel hiicreler, pinealositlerin aralarinda yer alirlar. Glia benzeri
interstisyel hiicreler ve bag dokusu, fonksiyonel pinealositlere, stromal destek
saglarlar. Pinealositlerin fonksiyonu [-adrenerjik reseptorler ile diizenlenir.
Pinealositlerin metabolik aktivitesi, 3-adrenerjik antogonistler ile inhibe edilir. Pineal
bezin en Onemli histolojik 6zelligi ekstraseliiler bosluklarda bulunan ve corpora
arenacea (beyin kumu) olarak adlandirilan, kalsifikasyon alanlarinin bulunmasidir.
Kalsifikasyon erken donemde, ¢ocukluk ¢aginda 10 yasma kadar ve 10 yasindan
sonras1 ortaya ¢ikmaktadir. Pinealositler, i¢inde kalsiyum fosfat kristalleri bulunan
ekstraseliiler matriks salgilar. Kalsifikasyonun, pineal bez fonksiyonlar1 iizerine
bilinen bir etkisi yoktur. Kalsifiye olmus bir epifiz, beynin orta hattinin

belirlenmesinde 6nemli bir radyografik belirtectir (Kierszenbaum, 2006).

1.3.3. Pineal Bezin Gelisimi

1.3.3.1. Prenatal Donem:

Insanda pineal bez, intrauterin hayatin 36. giiniinde, commissura posterior ve
commissura habenulorum arasinda, diensefalon’un st arka boliimiindeki
ndroektoderm’den, noroepitelium’un divertikiilii seklinde gelismeye Dbaslar.
Noroepitelyal hiicreler ¢ogalarak pinealoblastlara, bunlar da parankima hiicrelerine
dontisiirler. Erken embriyonal donemde commissuralardan gelen sinir lifleri organa
ulagir. Sempatik sinir lifleri ise yaklasik 60. giinde n.conarii yoluyla organin distal
kismindan girer ve innervasyonda baslica rol oynar (Kus ve Sarsilmaz, 2002). Kan

damarlar1 igceren stroma dokusu ise mezansimden gelisir ve insan pineal bezi
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posterior serebral arterin medial posterior koroidal dallar1 ile beslenir. Bezin kiiglik
capma karsilik kanlanmasi oldukca giigliidiir ve organizmada bobrekten sonra en
fazla kanlanan organdir. Pineal bezin venéz drenaji, Galen venine bosalan kii¢iik
pineal venler aracilig1 ile olur (Palaoglu ve Beskonakli, 1998; Kus ve Sarsilmaz,
2002).

1.3.3.2. Postnatal Donem:

Pineal bez parankiminde pinealositler ve glia hiicreleri olmak tizere iki tip hiicre
bulunmaktadir. Dogumda baskin olan hiicreler glia hiicreleri iken, postnatal yasamin
3. aymdan itibaren glia hiicreleri azalir ve yerini pinealositler alir. Genel olarak
insanlarda pineal bezin gelisim siirecinin yedi yasmna kadar oldugu kabul
edilmektedir (Kus ve Sarsilmaz, 2002). Erigkin insanlarda ortalama agirhigi 100-180
mg olan pineal bez 5-9 mm uzunlugunda, 3-6 mm genisliginde, 3-5 mm
derinligindedir (Palaoglu ve Beskonakli, 1998).

1.3.4. Pineal Bezin Fizyolojisi

Pineal bez, endokrin bir organ olarak kabul edilir. Pineal bezden serotonin, melatonin
ve norepinefrin gibi biyojen aminler salinir. Pineal bez, hipotalamus’ta yer alan
nucleus suprachiasmaticus ile biyolojik bir saat gibi ¢alisir. Pineal bez karanlikta
salgiladig1 melatonin ile viicutta giiniin veya yilin farkli zamanlarinda ki fizyolojik
sikluslarin diizenlenmesinde rol oynar (Kus ve Sarsilmaz, 2002). Pineal bezden
salinan melatonin gece- giindiiz ritmine bagli olarak sentez edilir. Saglikli bir ratda
24 saatte ortalama 10 pg melatonin salgilanmaktadir. Melatonin {iretimi ve salinimi
karanlik ile baslar, aydinlik ile sona erer. Bu nedenle melatonin icin felsefi yaklasim
olarak "Karanligin Kimyasal Anlatimi" veya "Endokrin Sistemin Drakulasi" gibi
isimler kullanilmaktadir. Aydinlik donemin uzamasi veya aniden 1s18a ¢ikilmasi
durumunda melatonin sekresyonu azalirken, geceleri ise, yiiksek bir artig gdsterir.

Yiikselmis melatonin diizeyinin yiiksek kalma siiresi ise, karanligin siiresi ile dogru
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orantihdir. Kis aylarinda, uzamis gecelerde, bu siire biraz daha uzundur.
Pinealektomi veya sempatik duyarsizlagtirma islem uygulamalar1 melatoninin gece
yiikselmesini onler (Arendt, 1998). Melatoninin siklik salinimi1 daima hipotalamusta
nucleus suprachiasmaticus’un sinirsel aktivasyonu sonucu gergeklesir. Ancak diyet,
uyku siliresi ve viicut postiirine gore melatonin sekresyonu bazi degisiklikler

gosterebilir (Ljubuncic ve ark., 2000; Kus ve Sarsilmaz, 2002).

Dolagim sisteminde ise melatonin pineal bezden sentezlendikten sonra
depolanmadan hizla dolagima verilir ve beyin omurilik sivis1 (BOS), tiikiiriik, safra
gibi viicut sivilarina gecer. Bu sivilarda serum diizeylerinden birkag¢ kat daha yiiksek
konsantrasyonda bulunur (Tan ve ark., 1999). Dolasimdaki melatoninin, %50-75"1
geri doniisiimlii olarak albiimin veya alfa-asit glikoproteine baglanarak fonksiyon
gosterir. Melatoninin yarilanma 6mrii 30 ile 60 dakika arasindadir. Digaridan verilen
melatoninin yarilanma 6mrii ise daha kisa olup 12 ile 48 dakika arasinda degisir.
Eksojen olarak verilen melatonin de endojen melatonin gibi ayni yollar1 kullanarak
metabolize olur (Cam ve Erdogan, 2003).

Pineal bezin ayni zamanda endokrin bezler iizerinede etkileri bulunmaktadir.
Bunlar; adenohipofiz, nérohipofiz, pankreastaki langerhans adaciklari, bobrek iistii
bezinin korteks ve medulla kisimlari, ovaryum ve testislerdir. Melatonin hormonu bu
organlara kan veya (BOS) ile ulasarak fonksiyonlarini genellikle inhibe edici yonde
etkiler (Arinci ve Elhan, 2006).

1.4. Melatonin

[k kez 1958 yilinda Amerikali dermatolog Aoran B. Lerner (Lerner ve ark., 1958)
cok sayida sigirin pineal bezinden amfibian olarak adlandirilan etkin maddeyi
tanimladi. Bu maddeye amfibian pigmentindeki melanoforlar1 kontrakte ettigi i¢in
melatonin adim1 verdi (Kappers, 1976; Arendt, 1988). Lerner bu maddeyi
Yunanca’da siyah anlamina gelen “melas” ve is anlamina gelen “tosos” kelimelerini

birlestirerek “melatonin” olarak da adlandirmistir (Lerner ve ark., 1960).
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Pinel bezden indolaminler ve peptidler olmak iizere iki grup endojen madde
salgilanmaktadir. indolaminlerin en onemlisi 232 molekiil agirlikli N-asetil-5

metoksitriptamin, diger bir deyisle melatonindir (Erlich ve ark., 1985). (Sekil 1.7)

0
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| CHy-CHy-NH—C—CH;
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H
Melatonin

Sekil 1.7. Melatoninin kimyasal yapisi
(http://www.quit-yer-snoring.com/melatonin-and-serotonin.html).

1.4.1. Melatoninin Biyosentezi ve Metabolizmasi

Melatonin hormonu, pineal bez yapisinda bulunan ve parankimal hiicrelerin
cogunlugunu olusturan pinealositler tarafindan sentezlenir. Bu hiicreler tarafindan
gergeklestirilen melatonin sentezi i¢in triptofan aminoasitine gereksinim vardir. Kan
dolasimindan pinealosit igerisine alman tirptofan, ilk Once triptofan 5-hidroksilaz
enzimi araciligiyla 5-hidroksitriptofan’a, 5-hidroksitriptofan ise L-aromatik
aminoasit dekarboksilaz (dopa dekarboksilaz) vasitasiyla 5-hidroksitriptamin’e
(serotonin) ¢evrilir. Serotonin de son olarak N-asetilserotonin, hidroksiindol-O-
metiltransferaz (HIOMT) enzimi tarafindan melatonine doniistiiriiliir (Sekil 1.8)
(Erlich ve Apuzzo, 1985; Cagnacci, 1996; Kelestimur, 1996; Kus ve Sarsilmaz
2002).

Pineal beze ulasan sempatik sinir lifleri parankimal hiicreler arasinda
sonlanmakta ve bu sinir uglarindaki en 6nemli ndrotransmitter norepinefrindir. Sinir
sonlanmalarindaki norepinefrin salinimi aydinlikta azalirken, karanlikta artis gosterir.
Norepinefrin, postsinaptik reseptdrler olan pinealosit membran yapisindaki  ve a-

adrenerjik reseptorlere baglanir. Pineal bez fonksiyonunun diizenlenmesinde o-
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adrenerjik reseptorlerin B-uyarmmi artirict bir gorevi vardir. Melatoninin % 85’1 B-

reseptorlerin aktivasyonu ile sentez edilirken, % 15’ i ise a-reseptorlerin aktivasyonu

ile sentez edilir. Hiicre i¢inde B ve a-adrenerjik reseptorlerin uyarilmasi ile c-AMP

ve Nasetiltransferaz (NAT) artis1 gozlenir (Erlich ve Apuzzo, 1985; Cagnacci, 1996;

Kelestimur, 1996; Kus ve Sarsilmaz 2002). (Sekil 1.9)
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Sekil 1.8. Melatonin hormonunun biyokimyasal sentezi (Kus ve Sarsilmaz 2002).
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Sekil 1.9. Pinealosit icerisinde gerceklesen melatonin iiretiminin kontrol mekanizmasi (Kus ve
Sarsilmaz, 2002). (TRH: Tractus retinohypothalamicus; NSC: Nucleus suprachiasmaticus; NPV:
Nucleus paraventricularis; GCS: Ganglion cervicale superius).

Melatonin hem yagda hem de suda ¢oziinebilir 6zellikte ve disiik molekiil
agirhigma sahip bir hormondur. Bu 6zelliginden dolay1 pinealositlerde tiretildikten
sonra pasif difflizyonla hizli bir sekilde hiicre disina atilir (Cagnacci, 1996). Lipofilik
yapisindan dolayr melatonin viicutta tiim doku ve sivilara kolayca dagilmaktadir.
Pineal bezde kan-beyin bariyeri bulunmaz bu sebeple salgilanan melatonin direk
olarak sistemik kan dolagimima gecer. Melatonin organizmanin biitiin biyolojik
sivilarma ve dokularma ulasir. Belirli antikorlarmn yardimi ile, melatonin varligi
beyin, retina, lens, koklea, harder bezi, deri, mide bagirsak, karaciger, bobrek, tiroid,
pankreas, timiis, dalak, bagisiklik sistemi hiicreleri, karotid cisim, solunum yolu
epitelinde, tireme yolu ve endotel hiicreleri dahil olmak iizere birden fazla pinealden
farkli dokularda tespit edilmistir. Bu dokularin ¢ogunda, melatonin sentezleyen
enzimler belirlenmistir. Melatonin, beyin omurilik sivisi, tiikiiriik, safra, eklem sivist,
amniyotik sivi ve anne siitli de dahil olmak iizere esas olarak tiim biyolojik sivilar
icinde bulunmaktadir. Bu sivilarm bir¢ogunda bulunan melatonin konsantrasyonlar1
kanda kabul edilen miktarlardan yiiksektir. Bu durum hiicresel diizeyde melatoninin
stirekli kullanilabilir olmasi, hiicre homeostazinin fizyolojik diizenlenmesi i¢in

onemlidir (Acuna-Castroviejo ve ark., 2014). Kandaki yarilanma siiresi 10-40 dakika


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Acu%C3%B1a-Castroviejo%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24554058
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olan melatonin hormonu baslica karacigerde ve bobreklerde metabolize olur.
Melatonin hormonunun % 90’1 karacigerde metabolize olarak mikrozomal enzimler
tarafindan 6-hidroksimelatonine doniistiiriilir. Bu bilesen siilfat veya glukoronik
aside baglanarak idrar yoluyla disar1 atilir (Cagnacci, 1996). 6-sulfatoksimelatonin
ise idrarda bulunan melatonin hormon metabolitidir (Erlich ve Apuzzo, 1985;
Kelestimur, 1996). Bu idrar bileseni 0zellikle ¢ocuklarda epifiz bezi islevlerinin

degerlendirilmesinde kullanilmaktadir (Webb, 1995).

1.4.2. Melatonin Sekresyonunun Diizenlenmesi

Melatonin  sekresyonunun sirkadiyan ritmi hipotalamusta yer alan nuc.
suprachiasmaticus tarafindan diizenlenir. Bu ¢ekirdek, 1518 siddetine bagli olarak
pineal bezdeki melatonin sentezini baskilar (Cagnacci, 1996). Isik siddetine baglh
olarak ortaya ¢ikan engelleme, karanhkta oratadan kalkar. Insan dahil tiim
memelilerde melatonin hormonu geceleri daha fazla miktarda salgilanmaktadir.
Melatonin sentezinin gerceklesmesinde rol oynayan pineal NAT ve HIOMT enzim

aktivasyonlarmin da geceleri ¢ok yiiksek oldugu belirtilmistir (Kelestimur, 1996).

Melatonin seviyesi Ozellikle gece saat 23.00-05.00 srralarinda en iist diizeye
ulagir ve kandaki konsantrasyonu 3-10 kat artar (Cam, 2003). Aksam 21.00-22.00
saatlerinde artmaya baslar, 02.00-04.00 saatlerinde en {ist seviyeye ulasir. Sabah
05.00-07.00 saatleri arasinda azalmaya baslar ve 07.00’den sonra tekrar bazal
seviyelere diiser (Sekil 1.10). Melatoninin kan konsantrasyonu giindiiz saatlerinde
yaklagik 0-20 pg/dl diizeylerinde deger gosterirken, gece saatlerinde 50-200 pg/dl
diizeylerine yiikselir. Gece boyunca ortalama 30 mg melatonin sentezlendigi

bildirilmistir (Cam, 2003; Claustrat, 2005; Mollaoglu, 2005).
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Sekill.10. Melatonin gece-giindiiz salmimi
(https://amandamariephelps.files.wordpress.com/2015/05/melatoninchart.jpg).

Kan melatonin diizeyleri yasa bagli olarak degisim gosterir. Yeni doganda kan
melatonin konsantrasyonu diisiik olup, {i¢iincii aya kadar artmakta ve bu aydan sonra

sirkadiyan melatonin ritmi belirginlesmektedir (Kelestimur, 1996).

1.4.3. Melatoninin Fizyolojik Fonksiyonlar Uzerine Etkisi

1.4.3.1. Melatoninin Endokrin Sistem Uzerine Etkisi

Pineal bez, organizmadaki endokrinolojik aktiviteyi hipofiz, tiroid, adrenal bez ve
gonadlar lizerinden diizenleyen bir yonetici konumundadir. Bu nedenle endokrin
organlardaki fonksiyon bozukluklarmma bagl olaylarla iliskilidir (Turgut ve ark.,
2002). Melatonin saliniminin, gonadal hormonlar1 etkiledigi, cok sayida ¢alisma ile
gosterilmistir (Ozturk ve ark., 2003; Oztekin ve ark., 2006). Eksojen melatonin, tiire,
yasa, doza ve uygulama zamanmna gore degiskenlik gostermekle beraber, liremeyi
etkiler (Turgut ve ark., 2002). Hipotalamustaki Gonadotropin Salgilatict Hormon
(GnRH) iiretimini baskilamakta ve On hipofizdeki Liiteinlestirici Hormon (LH)
salinimin1 inhibe etmektedir. Hem hipotalamus diizeyinde hem de o6n hipofiz
diizeyinde gostermis oldugu bu etki sonucu gonadal hormonlarin iiretimini de

azaltmaktadir. Hayvan calismalarinda dogrudan hipotalamus diizeyinde GnRH
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salgilanmas1 iizerindeki etkisiyle LH salgilanmasini inhibe ettigi belirlenen
melatoninin insanda da pubertenin baslamasinda benzer bir etki olusturacagi
ongoriilmektedir. Buna gore, plazma melatonin diizeyi yaklasik 500 pmol/I’nin altina
distigiinde GnRH’in salgilanmasi artmakta ve pubertenin baslamasi miimkiin
olmaktadir. Melatonin ayrica endorfin gibi GnRH salgilanmasini azaltan opioid

maddelerin sekresyonunu da artirmaktadir (Kelestimur, 1996; Baltaci, 2001).

Ratlarda yapilan ¢alismalarda, pinealektominin Leydig hiicrelerinde serum
testosteron seviyelerini kontrol gruplarma gore Onemli Olgiide artis gosterdigi
gbzlenmistir. Pinealektomi sonrasinda melatonin verilmesinin bunu azalttig:

bildirilmistir (Kus ve ark., 2002).

1.4.3.2. Melatoninin immiin Sistem Uzerine Etkisi

Melatonin hormonu hipotalamustaki Tiroid Uyaricti Hormon (TRH) sentezini ve
salgilanmasmi uyararak, immunomodiilator, timotropik ve anti-stres aktivitesini
olusturur. Pinealektomi isleminin melatonin sentezini engellemesiyle immun
fonksiyonlarda bir azalma goriildiigli, eksojen olarak disaridan uygulanan melatonin
hormonunun ise immun cevabi tekrardan uyardig: bildirilmistir. Melatonin, immun
sistem tlizerinde hiicresel bagisikligi hem direk hem de indirek olarak etkileyen bir
hormondur (Baltac1 ve ark., 2005). Yapilan bir¢ok laboratuar ¢aligmalarinda fare ve
sicanlara uygulanan melatoninin immun fonksiyonu arttirdigi deneysel olarak
incelenmistir. Bu sebeple melatonin uygulamasmin immun fonksiyonlar i¢in
ozellikle hiicresel immunitenin aktivasyonunda etkili oldugu diisiiniilmektedir (Rohr

ve Herold, 2002).

Melatonin immun cevabr artirr ve immun yetmezlik durumlarinda
uygulandiginda, belirgin bir sekilde immun aktivasyonuna yol agmaktadir. Immun
parametreler lizerine olumsuz etkileri oldugu bilinen akut stres ve immunsupresif

farmakolojik ajanlarmm  uygulanmasiyla olusan immun yetmezlik durumlari,
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melatonin ile kontrol altma almabilmektedir (Olmez ve ark., 2000). Dogal immunite
disardan melatonin verilmesi ile stabil tutulabilir. Dogal Oldiiriicii (NK) hiicre
aktivitesinin farelerde pinealektomi islemi sonrasinda azaldig1 gozlenmistir.
Melatoninin, kemik iliginde de bulunmas1 NK hiicrelerinin ve monositlerin gelismesi
iizerine module edici etkisine isaret eder. Geng erkek farelere eksojen melatonin
verildikten 7-14 giin sonra hem NK hiicrelerinde, hem de monosit sayilarinda artis
gbzlenmistir. Ayn1 zamanda melatonin makrofaj tiretimi ve fonksiyonunu saglar.
Makrofaj olarak bilinen TNF-a ve IL-1p gibi sitokinlerin iiretimi disardan melatonin
verilmesi ile arttirilabilir veya azaltilabilir. Melatoninin immiin fonksiyonlar1 direk
olarak etkileyebilecegi yer ise T hiicreleridir. Melatonin T hiicrelerinin apopitosisini
azaltr ve T hiicrelerinin aracilik ettigi sitokin ekspresyonunu artirir. Melatonin
verilmesi TH1 hiicreleri {izerinden IFN-y, IL-2 ve 10 TNF-a salmimmni uyarir. insan
monositlerinde de benzer sekilde bahsedilen sitokinlerin tiretimi melatonin tarafindan

artirilir (Hotchkiss ve ark., 2002).

1.4.3.3. Melatoninin Antioksidan Etkisi

Melatoninin bir antioksidan oldugu literatiirde ilk kez 1991 yilinda Ianas ve
arkadaglar1 tarafindan One siiriilmiis ve daha sonra yapilan in vitro ve in Vivo
calismalarla bu hipotez desteklenmistir. Melatonininin antioksidan etkileri genel
olarak incelendiginde, adhezyon molekiillerinin ve proinflamatuar sitokinlerin
sentezlerini azaltmayi da igeren oldukca genis spektruma sahip bir antioksidan
oldugu goriilebilir (Iands ve ark., 1991). Melatoninin prooksidatif aktivitesi yoktur bu
yiizden, melatonin molekiili kolayca oksitlenmez, otooksidasyona ugramaz ve
redoks dongiisiine, hidroksil radikali iireten reaksiyonlara girmez. Melatoninin OH
radikalini ndtralize etme Ozelligi glutatyondan 5 kat, mannitolden 15 kat, peroksit
radikal tutucu Ozelligi ise E vitamininden 2 kat daha giiclii oldugu saptanmistir
(Palaoglu ve ark., 1998). Daha da 6nemlisi, diger antioksidanlarin aksine, ¢ok yiiksek
dozlarda (300 mg/giin) ve 5 y1l gibi uzun siire kullanimda bile, melatoninin toksik bir

etki gostermemesidir (Reiter, 1993).
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Melatoninin bu antioksidan 6zelligi, yasam dongiisiinde olduk¢a 6nemli olan
DNA’y1 oksidatif hasardan korumakta ve timdr olusumunu inhibe etmektedir. Bu
durum, birka¢ sekilde agiklanabilir. Birincisi melatoninin giiclii bir serbest radikal
tutucu veya siipiiriicii olmasidir. Ikincisi ise; zehirli ve kimyasal maddeleri

uzaklagtiran yollar1 aktiflestirmesidir (Kerman, 2005).

Melatonin, immun sistem {izerine hiicresel immuniteyi hem direk hem de indirek
yollarla etkileyen bir hormondur. Melatonin, lipofilik ve hidrofilik 6zellikte olmas1
nedeniyle biitiin morfofizyolojik bariyerleri gegerek organizmada ¢ok genis bir
alanda antioksidan etki gosterebilmektedir (Reiter, 2003; Biilbiiller ve ark., 2005;
Konturek ve ark., 2007).

Kolaylikla kan-beyin bariyerini ve plasentay1 gegebilen melatonin igin bilinen
hicbir morfofizyolojik bariyerin olmamasi, melatoninin tiim intraselliiler
komponentlere rahatlikla ulasabilmesini saglamaktadir. Boylece melatonin hiicre
zarmi, organelleri ve ¢ekirdegi etkin bir sekilde serbest radikallerin hasarindan
koruyabilmektedir (Biilbiiller ve ark., 2005; Konturek ve ark., 2007). Hiicre
membrani ile temas ettiginde, fosfolipid tabakanin dis yiizeyine tutunan melatonin,
radikallerle membrandan dnce temasa gecerek onlar1 detoksifiye eder ve membrani
korur. Melatonin varliginda, mitokondriyal solunum zincirinden kaynaklanan O27,
H,O, ve OH" gibi radikallerin iiretimi de azalmaktadir (Reiter, 1993; Reiter, 2003;
Konturek ve ark., 2007). Melatoninin antioksidan 6zelligi, yapisinda bulunan pirol
halkasindan kaynaklanmaktadir. Fizyolojik sartlarda pek c¢ok indol melatonine
benzer sekilde yikilsa da, O2- varliginda, melatoninin pirol halkasinin indolamin 2,3-
dioksijenaz ile enzimatik ya da hemin ile nonenzimatik olarak yikimi, yiiksek
reaktiviteye sahip,N1-asetil-N2-formil-5-metoksikiniiramin (AFMK) olusumuyla
sonu¢lanmaktadir (Konturek ve ark., 2007). Melatoninin H,O; varliginda da AFMK
olusturdugu ve bu metabolitin radikal tutucu aktivite gosterdigi belirlenmistir.
AFMK, daha sonra Arilamin Formamidaz (AFA)’in katalizledigi reaksiyonla N1-
asetil-5-metoksikiniiramine (AMK) ¢evrilmektedir. Kiniiramin tiirevi olan AFMK ve
AMK gibi metabolitler de, melatoninin antioksidan ve anti-inflamatuar 6zelliklerine
sahiptir (Konturek ve ark., 2007). Cekirdege kadar ulasabilme 6zelligi, DNA’nin
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oksidatif hasara karsi korunmasinda, melatonine bir {stiinliik saglamaktadir.
Genomdaki reseptorleri etkileyerek (CAT), (SOD), (GPx), (GRx) ve a-Glutamil
Cysteine Sentetaz (GCS) gibi antioksidan enzim sistemlerinin gen ekspresyonlarini
ya da aktivitelerini arttiran uyarict etkisi vardir. Bu etkileriyle hiicreyi oksidatif
hasardan korur, inflamasyonu azaltir ve doku 6demini geriletir (Biilbiiller ve ark.,

2005; Konturek ve ark., 2007).

1.4.3.4. Melatoninin Yaslanma Uzerine Etkisi

Bir¢ok bilimsel makale insanlarda plazma melatonin konsantrasyonunun yas ile
diistiigiinii rapor etmektedir (Touitou 2001; Turgut ve ark., 2002). Kan melatonin
konsantrasyonu sekiz yas civarlarinda maksimum diizeylere ulasir. Puberta
doneminde belirgin bir sekilde azalan melatonin diizeyleri, yas ile birlikte siirekli bir
azalis gosterir (Erlich ve Apuzzo, 1985). Yaslanma ile melatonin sentez ve
salmimminda azalisa paralel olarak melatoninin sirkadiyan ritmi bozulmaktadir.
Touitou (2001) nun bildirdigine gore yash insanlarda 6lgiilen plazma melatonin
konsantrasyonu normal degerinden yaklasik % 40-50 daha diisiik bulunmaktadir.
Deney hayvanlarinda da hayvan yaslandikc¢a sirkadiyan ritmin bozuldugu, giindiiz ve
geceye ait serum melatonin diizeylerinin hemen hemen esit diizeye geldigi

saptanmustir (Turgut ve ark., 2002).

Melatonin seviyelerinin yaslanma ile diismesinin mekanizmasi heniiz tam olarak
anlagilamamistir, ¢ok sayida faktoriin bu azalmadan sorumlu olabilecegi

diistiniilmektedir. Bu faktorler:

e Pubertal déonemden itibaren pineal bezde kalsiyum depolar1 géze carpar.
Yaslanmayla beraber pineal bezin kalsifikasyonu goriiliir. Pineal bezin
kalsifikasyonu ¢ogunlukla kalsiyum depolarindaki kalsiyumun ¢okelmesi

sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Sonug olarak pineal bezde kalsiyum taslarmin
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olusmasi bezin kalsifikasyonuna yol ag¢an en Onemli etken olarak
goriilmektedir.

e Diger bir faktor de, yash kemirgenlerde de aciklandigi gibi, yasla birlikte
pinealosit membranindaki [ adrenerjik reseptorlerin sayilar1 ve/veya
norepinefrine kars1 tepkileri azalabilir.

e Melatonin sentezinden sorumlu anahtar enzim olan NAT aktivitesi yash
siganlarda, melatoninin azalmasina paralel olarak sirkadiyan durum ne olursa

olsun azalig gostermistir (Touitou, 2001).

1.4.3.5. Melatoninin Uyku Uzerine Etkisi

Pineal bezden melatonin salgilanma ritmi, normal uyku aligkanlig1 saatleri ile dogru
orantilidir. Kanda ki melatonin diizeyi geceleri giindiize oranla 10 kat daha ytiksektir.
Uyku bozuklugu olan yaslilarda, serum melatonin konsantrasyonu uyku problemi

olmayan ayni1 yastakilere oranla daha diisiik bulunmustur (Olmez ve ark., 2000).

Riemann ve ark. (2002) uykusuzluk problemi olan hastalarda noktural melatonin
konsantrasyonunun diistiigtinii gostermislerdir. Mac Farlage ve ark. (1991) kronik
uykusuzlugun tedavisinde yiiksek dozda melatonin (75 mg) kullannminin etkisini
arastirmislar ve melatonin verilen grupta toplam uyku siirelerinin arttigini
bulmuslardwr. Diisiik dozda melatoninin de ayn1 zamanda uykusuzlugun tedavisinde
etkili oldugu gosterilmistir. Goniillii hastalara 0,3 mg ve 1 mg dozlarinda melatonin
verilmis ve her iki doz seviyesinde de melatoninin uykuya dalmak icin gereken

zamani azalttig1 gosterilmistir (Birdsall, 1996).

Jet lag, denizasir1 ugak seyahatleri sonrasinda viicut ritminin bozulmasma bagl
olarak gelisen uykusuzluk ve grip benzeri semptomlarla kendini gdsteren bir
rahatsizliktir. Beraberinde konsantrasyon ve oryantasyon bozuklugu, kan basincinda,
kan sekeri diizeyinde diisme, enerji, uyaniklik ve hormon diizeylerinde degisiklikler

gbzlenebilir (Rohr ve Herold, 2002; Olmez ve ark.,2002). Melatonin verilmesinin
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denizagir1 yolculuk yapanlarda jet lag etkilerini en aza indirgedigi bildirilmistir

(Birdsall, 1996).

1.5. Tezin Amaci

Yaygin olarak kullanilmakta olan organofosfat insektisitlerin kullanimi
sonucunda siklikla toksik etkiler ortaya c¢ikabilmektedir. Bu toksik etkilerden
korunma ve zararl etkilerin en aza indirilmesi amaciyla cesitli antioksidan ve
koruyucu faktorlerin incelendigi ¢aligmalar mevcuttur. Bir organofosfat insektisit
olan fenthion, uzun yillardir kullanilmakla birlikte, bu insektisitin zararli etkileri ve
bu etkilerden korunmayr amaglayan calismalar devam etmektedir. Insektisitlerin
toksik etkilerinin azaltilmasma yonelik uygulanan tedaviler, olusacak doku ve organ
hasarlarmi1 da en aza indirerek, insektisitlerin hem zararli etkilerinden korunmaya

hem de tedavi maliyetinin azaltilmasina olanak saglayacaktir.

Bu tezin amaci, akut fenthion maruziyetine bagli olusan toksisite lizerine gii¢lii
bir antioksidan olan melatoninin koruyucu etkilerini aragtirmaktir. Bununla birlikte
fenthion ile olusabilecek toksisitenin melatonin varliginda nasil Onlenebilecegini

arastirmak ve endojen ve eksojen kaynakli melatonini karsilastirmak amaglanmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Hayvan Materyali ve Gruplar

Bu calisma Siileyman Demirel Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretimi ve Deneysel
Arastirma Laboratuvar1 (SDU-HUDAL) tarafindan temin edilen Wistar Albino cinsi
4-6 haftalik / 200-250 gr erigkin erkek ratlar lizerinde gerceklestirildi. Calismaya
Siileyman Demirel Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (SDU-
HADYEK)’ndan 04.12.2014 tarihinde alinan “07” sayil1 onay karar1 ile baglandi.

Toplam 63 adet rat kullanilan arastirmada gruplar asagidaki sekilde olusturuldu:
Grup 1, (n:8) Kontrol Grubu: Giindiiz 12.00°da Fizyolojik Tuzlu Su (FTS) (%
0,9 NaCl) ile sulandirilmis % 10’luk etanol’den 0,1 ml intraperitoneal (i.p) olarak

enjekte edilen ratlar 24 saat sonra sakrifiye edildi.

Grup 2, (n:11) Fenthion ve Endojen Melatonin Uygulanan Grup: Endojen
melatonin salgisinin yiiksek oldugu gece saat 00.30’da, kirmiz1 los 1s1k altinda oral
gavaj yoluyla misir yagmda ¢oziinmiis tek doz 54 mg/kg fenthion uygulanan ratlar 24

saat sonra sakrifiye edildi.

Grup 3, (n:11) Fenthion, Endojen ve Eksojen Melatonin Uygulanan Grup:
Iki giin siireyle, giindiiz 12.00’da giinde tek doz 10 mg/kg ip melatonin
uygulandiktan sonra endojen melatonin salgisinin yiiksek oldugu gece saat 00.30°da,
kirmiz1 los 151k altinda oral gavaj yoluyla misir yaginda ¢6ziinmiis tek doz 54 mg/kg

fenthion uygulanan ratlar 24 saat sonra sakrifiye edildi.

Grup 4, (n:11) Pinealektomi Grubu: Cerrahi olarak pinealektomi islemi

uygulandi. Otuz giin iyilesme siirecinden sonra iki giin siireyle giindiiz saat 12.00°de
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Fizyolojik Tuzlu Su (FTS) (% 0,9 NaCl) ile sulandirilmis % 10’luk etanol’den 0,1 ml
I.p olarak enjekte edilen ratlar 24 saat sonra sakrifiye edildi.

Grup 5, (n:11) Pinealektomili Fenthion Uygulanan Grup: Cerrahi olarak
pinealektomi islemi uygulandi. Otuz giin iyilesme siirecinden sonra oral gavaj yoluyla
misir yaginda ¢Oziinmiis tek doz fenthion 54 mg/kg uygulanan ratlar 24 saat sonra

sakrifiye edildi.

Grup 6, (n:11) Pinealektomili Eksojen Melatonin ve Fenthion Uygulanan
Grup: Cerrahi olarak pinealektomi islemi uygulandi. Otuz giin iyilesme siirecinden
sonra 2 giin siireyle giinde tek doz 10 mg/kg i.p melatonin uygulandi. Melatonin
uygulamasindan sonra oral gavaj yoluyla misir yaginda ¢oziinmiis tek doz fenthion 54

mg/kg uygulanan ratlar 24 saat sonra sakrifiye edildi.

2.2. Deney Hayvanlan ve Beslenmeleri

Calismamizda kullanilan deney hayvanlari grup halinde barindirilacagi igin
kafeslerinin taban alanlar, birey basma 250 cm?® olacak sekilde 6zel celik kafeslere
yerlestirildi. Kafeslere altlik olarak aga¢ talasi kullanildi. Yemler 6zel ¢elik kaplarda
normal rat yemi (pellet halinde) olarak; su, cam biberonlarda normal ¢esme suyu

olarak verildi.

Ratlar noktiirnal hayvanlar olduklar1 i¢in gece/gilindiiz dongiisii bu hayvanlarin
normal fizyolojik davraniglarini etkileyebilir. Bu yiizden ratlar, dogal 151k dongiisiinii
algilamalar1 igin 12 saat 151k (7.00-19.00) ve 12 saat karanlkta (19.00-7.00) olmak
iizere aydinlik/karanlik dongiisii olan 1yi havalandirilmis, % 60 rdlatif nem oranina ve

21°C ortam sicakligina sahip odalarda barindirildi.
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2.3. Deneysel Uygulamalar

2.3.1. Pinealektomi

Pinealektomi Kuszack ve Rodin’in (Kuszak ve Rodin, 1997) belirledigi metoda uygun
bir sekilde yapildi. Hayvanlar, 60 mg/kg ketamine hydrochloride (Alfamine %10) ve 5
mg/kg xylazine (Rompun, Bayer) karisim solusyonu ile anestezi edildi. Genel anestezi
altina alman ratlar sterno abdominal pozisyonda kafatasi sabitlenerek, kafatasi
derisinin istii tiraglandi. Daha sonra longitudinal olarak oksipital ¢ikintiya ulasacak
sekilde medialde 1,75 cm’lik bir enzisyon yapildi. Sagittal ve lambdoid siiturlarin
bulundugu kemiklerin periostlar1 temporal kaslara kadar kazindi. Sonrasinda disci
matkab1 ile kafatasi kemigi rostrokaudal olarak ortalama 1,25 cm dik ag¢ili bir
dikdortgen ve 0,75 cm mediolateral olacak sekilde kesildi. Parietal ve oksipital
kemikleri de icine alan dikdortgen seklindeki kemik flebinin ¢ikarilmasi iglemine
gecildi (Sekil 2.1). Bu islemde, li¢ kenar1 elektrikli testere ile kesilerek kemik flebi
rostral acgidan tutularak, kaldirildi. Duray1r zedelememek ve sinilislerde hemoraji
olusturmamak igin kemik flebi posteriora dogru kaldirilirken 6zen gosterildi. Kemik
uzaklastirildiktan sonra gazli bez ile kanama koruma altma alindi. Transvers siniisiin
mediorostral kenarindan sagittal venin lateral kenarlar1 boyunca dura kesildi. Dura
mater kanalin altina sokulan 0,2 mm uzunlukta uca sahip keskin kenarli bir kanca
yardimiyla sinus longitudinalisin her iki tarafindan kaldirilarak ince kdseli bir pensetin
sinus altina girebilmesine izin verecek genislikte a¢ildi. Siniisiin ligatiire edilen kaudal
kism1 posterior olarak yer degistirilerek sagittal ve transversal siniislerin birlesme
yerinin hemen altindaki pineal beze ulasildi. Vakit kaybetmeden forseps yardimiyla
pineal bez sap kismindan tutularak uzaklastirildi (Sekil 2.2). Vendz siniisler orijinal
konumlarina getirildikten sonra kemik flebi tekrar yerine yerlestirildi ve sagittal venin
her iki ucu birbirine baglanarak kafatasi derisi 5-0 ipekle dikildi (Yilmaz ve ark.,

2011).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kuszak%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=844591
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rodin%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=844591
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Sekil 2.1. Pinealektomi dncesi kemik flebinin agilmig hali.

Sekil 2.2. Pinealektomi islemiyle alinan pineal bez 6rnegi.

2.3.2. Dokularin Alinmasi, Korunmasi, Homojenizasyonu ve Hazirlanmasi

Sakrifiye edilen deney hayvanlarindan alman dokular (beyin, bobrek ve karaciger)
hizli bir sekilde 2 m1’lik ependorf tiiplerin igerisine konulup ependorfun kapagi kapali
olacak sekilde sivi azot tankmin igerisine daldirilip ¢ikartilarak donduruldu. Daha
sonra -80°C’de biyokimyasal ¢alisma yapilana kadar muhafaza edildi. Calismamizda

kullanilan cihazlar Tablo 2.1° de gosterilmistir.
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Tablo 2.1. Deneyde kullanilan cihazlar.

Sogutmali santrifiij Hettich Rotina 420 R(Almanya)

Santrifiij Hettich Micro 200 R (Almanya)

Derin dondurucu (-80) [Niive (Tiirkiye)

Hassas terazi Sartorius (Kanada)

Vorteks Scilogex (USA)

Otomatik pipetler Eppendorf (Amerika) ve ThermoScientific (Finlandiya)
Spektrofotometre Shimadzu UV 1800 (Japonya)

Homojenizator Ultra Turrax T18 (Almanya)

Manyetik karistirici IKA; RTC (Almanya)

Ultrasonik su banyosu | Niive (Ttirkiye)

2.3.2.1. Homojenizasyonda Kullanilan Reaktifler

pH 7,5, 0,2 mM Tris-HCI tamponu; 0,2 mM olarak hazirlanan Tris soliisyonu ve
hidroklorik asit (HCIl) soliisyonu, 50/39,9 (v/v) oraninda karistirilarak hazirlandi

(Akkus, 1997). Deneyin tiim asamalarinda hazirladigimiz ayni1 tampon kullanildi.

2.3.2.2. Homojenizasyonda Yapilan islemler ve Numunelerin Hazirlanmasi

Hassas terazide yas agirliklar1 tartilan dokular (Sekil 2.3) sogukluklar1 muhafaza
edilerek cam tiiplere aktarildi. Doku tizerine 2 ml Tris-HCl tamponu eklendi.
Homojenizasyon esnasinda enzimlerin isidan zarar gérmemesi i¢in cam tiip, buz
doldurulmus plastik kap icerisine yerlestirildi. Cam tiipteki dokular 13.500
devir/dakika hizda homojenize edildi. Son hacim, doku agirliklariyla orantili olarak
doku agirliklarinin 2,5 ya da 10 kat1 olacak sekilde tampon ilave edildi. Yas doku
agirhigr ve ilave edilen tampon miktarlar1 kaydedildi. Dokular tekrar homojenize
edilerek homojenizasyon siiresi 3 dakikaya tamamlandi. Elde edilen homojenatlardan

MDA ve homojenat protein tayini (Lowry metodu ile) yapildi.
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Sekil 2.3. Dokularin hassas terazide yas agirliklariim 6lgimii.

Homojenatlar, 3200 devir/dakika hizinda 30 dakika siireyle +4°C sogutmali
santrifiijde santrifiij edilerek slipernatant elde edildi. Ayrilan slipernatantlarin CAT ve
protein tayinleri yapildi. Siipernatant 1/1 (v/v) oraninda kloroform/etanol (3/5, v/v) ile
vortekslenip cam tiipte 3200 devir/dakika hizinda 40 dakika siireyle +4°C 'de santrifiij
edildi. Ust kisimda olusan etanol fazindan protein ve SOD enzim aktivite tayini

yapildi.

2.4. Biyokimyasal Olciimler

Enzim aktiviteleri ve MDA miktar1 tayinleri multidisipliner laboratuarinda

spektrofotometre ile yapildi.

2.4.1. Siiperoksit Dismutaz Enzim Aktivitesinin Tayini

SOD aktivitesi Sun ve ark.’nin metoduna (Sun ve ark., 1988.) ve Durak ve ark.’nin

tarif etmis oldugu modifikasyona gore yapildi (Durak ve ark., 1993).
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Kullanilan Reaktifler ;
SOD reaktifi [0,3 mmol/litre ksantin, 0,6 mmol/litre EDTA (2 Na tuzu), 150 pmol/litre
NBT, 400 mmol/litre Na,COs, 1g/litre bovine serum albumin (BSA)], 167 Ullitre
ksantin oksidaz (XO), 0.8 mmol/litre CuCl,.

2.4.2. Katalaz Enzim Aktivitesinin Tayini

Metodun prensibi: CAT aktivitesi Aebi'nin metoduna gore calisildi (Aebi, 1974.).
H,0; 240 nm dalga boyunda maksimum absorbans verir. Deney ortamina ilave edilen
H,0, katalaz tarafindan su ve oksijene pargalanir, bu ise ultraviyole spektrumda
absorbans azalmasi seklinde goriilmektedir. Absorbanstaki bu azalma CAT enziminin

aktivitesi ile dogru orantilidir. Reaksiyon su sekildedir;

CAT
[ PO —— » H,O + 0O,

Kullanilan reaktifler;
Fosfat tamponu (pH 7,5 mM), absorbansi 0,500 nm'ye tampon ile ayarlanmis olan
H,0, 'li fosfat tamponu (H,0, ¢ozeltisi).

2.4.3. Malondialdehit Miktarimin Tayini

Deneyin prensibi: Wasowicz ve ark.’nin metodu ile calisildi (Wasowicz, ve ark.,
1993). Malondialdehit, 90°C’de tiyobarbutirik asit ile reaksiyona girer ve reaksiyon
sonucunda pembe bir renk olusur. Numuneler 90°C’de on bes dakika inkiibe edildikten
sonra hizla sogutulduktan sonra spektrofotometrik olarak absorbanslarmin 532 nm’de

okunmastyla sonuglar elde edildi.

Kullanilan reaktifler:

29 mmol/litre tiyobarbitiirik asit (TBA) ¢ozeltisi (pH's1 2,8), 6 M HCI ve n-Butanol.
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2.4.4. Ekstraksiyonlu ve Ekstraksiyonsuz Numunelerde Protein Tayini

Deneyin prensibi (Lowry Metodu): Alkali ¢ozeltide bakir-protein kompleksi olusarak
fosfomolibdat-fosfotungstat reaktifini (Folin-Ciocalteu-Phenol reaktifi) rediikler ve
koyu mavi bir renk olusur. Rengin koyu olmasi ortamdaki protein konsantrasyonu ile

dogru orantilidir (Lowry ve ark., 1951).

Kullanilan kimyasallar:

CuSO0Oq4, NasSitrat, Na,COs, NaOH, Phenol-Folin-Ciocalteu reaktifi.

2.5. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz Rstudio programi (v.0.98.501) ve R script dili kullamlarak yapilda.
Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu analitik yontemler (Kolmogorov-Smirnov/Shapiro-
Wilk testleri) kullanilarak yapildi. Tanimlayici istatistik; degiskenlerin ortalama + standart
sapma seklinde gosterildi. Degiskenlerin normal dagilim gostermedigi durumda iki bagimsiz
grubun karsilastiriimasinda Mann-Whitney U testi kullanildi ve ikiden fazla bagimsiz grubun
karsilagtirilmasinda ise Kruskal-Wallis H testi kullanildi. p degerinin 0,05’in altinda oldugu

durumlar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Karaciger Dokusu Biyokimyasal Analiz Sonuclarn
Karaciger dokusundaki CAT ve SOD enzim aktiviteleri ve MDA miktarlar1 Tablo

3.1’de, gruplar arasindaki karaciger CAT, SOD ve MDA degerlerinin

karsilagtirilmasi Tablo 3.2°de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Calisma gruplarinin karacigerdeki CAT, SOD enzim aktiviteleri ve MDA

diizeyleri.
CAT SOD MDA
(k/g protein) (U/mg protein) (nmol/g protein)
Grup 1 (n=8) 0,93+0,31 0,10+0,03 3,68+0,74
Grup 2 (n=11) 1,53+0,33 0,13+0,02 5,21+1,80
Grup 3 (n=11) 1,08+0,32 0,12+0,02 3,15+0,73
Grup 4 (n=11) 0,93+0,14 0,10+0,01 2,79+0,30
Grup 5 (n=11) 0,93+0,23 0,10+0,01 3,70+1,30
Grup 6 (n=11) 1,07£0,15 0,09+0,01 4,9241,49

CAT: Katalaz, SOD: Siiperoksit Dismutaz, MDA: Malondialdehit.
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Tablo 3.2. Calisma gruplarmin karaciger CAT, SOD ve MDA degerlerinin karsilagtirilmast.

CAT SOD MDA
(k/g protein) (U/mg protein) (nmol/g protein)
Gruplve? 0,002 0,091 0,032
Grup1ve3 0,058 0,131 0,117
Gruplved 0,322 0,283 0,004
Gruplve5 0,509 0,364 0,620
Grup1ve6 0,248 0,099 0,099
Grup2ve3 0,006 0,364 0,003
Grup2ve4d 0,000 0,000 0,001
Grup 2 ve 5 0,001 0,000 0,053
Grup 2 ve 6 0,002 0,000 0,870
Grup3ve4 0,011 0,003 0,250
Grup 3ves 0,071 0,006 0,491
Grup 3ve 6 0,450 0,000 0,003
Grup 4 ve 5 0,670 0,768 0,123
Grup 4 ve 6 0,071 0,008 0,001
Grup 5ve 6 0,094 0,011 0,071

CAT: Katalaz, SOD: Siiperoksit Dismutaz, MDA: Malondialdehit.
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3.1.1. Katalaz

Karaciger dokusu gruplar arast CAT aktivitesi Sekil 3.1°de gosterilmistir. Fenthion
verilen grubun (Grup 2) katalaz aktivitesinin, kontrol grubuna (Grup 1) gore anlamli
derecede yiikseldigi (Pg1-62=0,002) goriildii. Fenthion 6ncesi melatonin uygulanan
grup (Grup 3) ile Fenthion grubu karsilastirildiginda (Grup 2), katalaz aktivitesinde
anlamli bir diisiis oldugu saptandi (Pg2-63=0,006).

Pinealektomi uygulanan grubun (Grup 4) katalaz aktivitesinde, kontrol grubuna
gore anlamli bir farklilik goriilmedi (Pgi1-64=0,322). Pinealektomi (Grup 4) ile
Pinealektomi+Fenthion uygulanan grup (Grup 5) arasinda anlamli bir farklilik

goriilmedi (Pg4.65=0,670).

Pinealektomi+fenthion uygulanan grup (Grup 5) ile Grup 1 katalaz aktiviteleri
arasinda anlamli bir farklilik goriilmedi (PG1-65=0,509).
Pinealektomi+Fenthion+Melatonin grubu (Grup 6) ile Grup 1, Grup 4 ve Grup 5
katalaz aktiviteleri arasinda anlamli degisiklik goériilmedi (Pg1-66=0,248; Pgs.c6=0,

094; PG4-G6=O,O7)-

CAT (k/g protein)
2
1,8
1,6
1,4
1,2 F T
) T T
0,8
0,6
0,4
0,2
0 T T T T T 1
1 2 3 4 5 6

Sekil 3.1. Karaciger dokusu CAT enzim aktiviteleri.
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3.1.2. Siiperoksit Dismutaz

Karaciger dokusu gruplar arast SOD enzim aktivitesi Sekil 3.2°de gdsterilmistir.
Grup 2 SOD enzim aktivitesinde Grup 1’e gore anlamli olmayan bir artig saptandi
(P61-62=0,091). Grup 3 SOD enzim aktivitesinin Grup 2’ye gore anlamli olmayan
sekilde azaldig1 goriildi (Pg2-63=0,364). Grup 4 SOD enzim aktivitesi Grup 1’e gore
(Pc1-64=0,283); Grup 5 SOD enzim aktivitesi Grup 1 ve Grup 4’e gére anlamli bir
degisiklik gostermedi (Pg1-65=0,364; Pgs. 5=0,768). Grup 6 SOD enzim
aktivitesinde Grup 4 ve Grup 5’e gore anlamli bir azalma goriildii (Pg4-66=0,008; Pgs.
c6=0,011).

SOD (U/mg protein)
0,16
0,14 T
0,12 [
0,1 i s
0,08 -
0,06 -
0,04 -
0,02 -
0 - T T T T T )
1 2 3 4 5 6

Sekil 3.2. Karaciger dokusu SOD enzim aktiviteleri.



50

3.1.3. Malondialdehit

Karaciger dokusu gruplar arast MDA aktivitesi Sekil 3.3’de gosterilmistir Grup 2
MDA diizeyinde Grup 1’¢ gore anlaml bir artig goriildii (Pgi1-62=0,032). Grup 3
MDA diizeyi Grup 2 ile karsilastirildiginda, anlamli bir sekilde azalma oldugu
saptandi (Pg2-63=0,003). Grup 5’in MDA diizeyinde, Grup 4’e gore anlamli olmayan
bir artig goriildii (Pgs.c4=0,123). Grup 6 MDA diizeyinde, Grup 4’e gore anlamli bir
artig saptandi (Pg4.gs =0,008).

MDA (nmol/g protein)

1 2 3 4 5 6

O L N W M U O N

Sekil 3.3. Karaciger dokusu MDA diizeyleri.
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3.2. Bobrek Dokusu Biyokimyasal Analiz Sonug¢larn
Bobrek dokusundaki CAT ve SOD enzim aktiviteleri ve MDA miktarlar1 Tablo

3.3°de; gruplar arasindaki bobrek CAT, SOD ve MDA degerlerinin karsilastirilmasi
ise Tablo 3.4’de gosterilmistir.

Tablo 3.3. Calisma gruplarinin bobrekteki CAT, SOD ve MDA degerleri.

CAT SOD MDA

(k/g protein)  (U/mg protein)  (nmol/g protein)
Grup 1 (n=8) 0,71+0,15 0,07+0,01 9,53+1,56
Grup 2 (n=11) 0,83+0,38 0,07+0,01 7,61+1,98
Grup 3 (n=11) 0,73+0,54 0,07+0,01 8,15+1,92
Grup 4 (n=11) 0,88+0,13 0,08+0,01 9,63+1,96
Grup 5 (n=11) 0,79+0,13 0,08+0,01 9,74+1,57
Grup 6 (n=11) 0,87+0,12 0,08+0,01 8,83+1,54

CAT: katalaz, SOD: siiperoksit dismutaz, MDA: malondialdehit.

Tablo 3.4. Calisma gruplarinin bobrek CAT, SOD ve MDA degerlerinin karsilagtiriimast.

CAT SOD MDA
(k/g protein) (U/mg protein)  (nmol/g protein)
Grup 1lve?2 0,790 0,286 0,041
Gruplve3 0,099 0,160 0,186
Gruplved 0,032 0,283 0,563
Gruplveb5 0,186 0,680 0,934
Grup 1ve 6 0,039 1,000 0,322
Grup 2 ve3 0,291 0,573 0,573
Grup 2 ve 4 0,231 0,024 0,029
Grup2ve5 0,673 0,041 0,029
Grup 2 ve 6 0,291 0,139 0,105
Grup 3 ve 4 0,002 0,014 0,108
Grup 3ve5 0,008 0,045 0,045
Grup 3 ve 6 0,001 0,094 0,375
Grup 4 ve 5 0,140 0,412 0,870
Grup 4 ve 6 0,768 0,670 0,279
Grup5ve6 0,224 0,670 0,224

CAT: Katalaz, SOD: Siiperoksit Dismutaz, MDA: Malondialdehit.
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3.2.1. Katalaz

Bobrek dokusu gruplar arast CAT aktivitesi Sekil 3.4’de gosterilmistir Grup 2
katalaz aktivitesi, Grup 1 ile karsilastirildiginda anlamli olmayan bir artis (Pgi-
62=0,790); Grup 3 katalaz aktivitesi Grup 2 ile karsilagtirildiginda anlamli olmayan
bir diisiis saptandi (Pg2-63=0,291). Grup 5 Kkatalaz aktivitesinin Grupl ve Grup4 ile
arasinda anlamli bir farklilik olmadig1 goriildii (Pg1-65=0,186; Pg1.64=0,032; Pga-
65=0,140). Grup 6 katalaz aktivitesinin, Grup 4 ve Grup 5 ile arasinda anlamli bir
farklilik olmadig1 goriildii (Pgs-g6=0,768; Pgs.c6=0,224). Grup 6 katalaz aktivitesinin
Grup 1’e gore (Pg1-66=0,039); Grup 4 katalaz aktivitesinin de Grup 1’e gore anlamli
olarak daha yiiksek oldugu goriildii (Pg1-64=0,032).

CAT k/g protein

1,4
1,2

1
0,8 1
0,6
0,4
0,2

0 T T T T T

Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grup5 Grup6

Sekil 3.4. Bobrek dokusu CAT enzim aktiviteleri.



53

3.2.2. Siiperoksit Dismutaz

Bobrek dokusu gruplar arast SOD enzim aktivitesi Sekil 3.5’te gosterilmistir. Grup 2
SOD enzim aktivitesinde, Grup 1’e kiyasla gére anlamli olmayan bir diigme saptandi
(P61-62=0,286). Grup 3 SOD enzim aktivitesinde, Grup 1’e gore anlamli olmayan bir
azalma oldugu ancak, Grup 2 ile arasinda anlamli bir fark olmadig1 goriildi (Pei-
63=0,160; Pg2-63=0,573). Grup 5 SOD enzim aktivitesinde, Grup 2 ve Grup 3’e gore
anlamli bir artis oldugu goriildii (Pg2.65=0,041; Pg3.¢5=0,045).

SOD (U/mg protein)

0,1

0,09
0,08

-
] T
0,07 -
0,06 -
0,05 -
0,04 -
0,03 -
0,02 -
0,01 -
0 - T T T T T
1 2 3 4 5

Sekil 3.5. Bobrek dokusu SOD enzim aktiviteleri.
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3.2.3. Malondialdehit

Bobrek dokusu gruplar arast MDA aktivitesi Sekil 3.6’da gosterilmistir. Grup 2
MDA diizeyinin Grup 1’e gore anlamli olarak azaldigi goriildi (Pgi-g2= 0,041).

Grup 3 MDA diizeyi, Grup 2 ile karsilastirildiginda anlamli olmayan bir sekilde
azaldig1 goriildii (Pg2.63=0,573).

Grup 5 ile Grup 4 MDA diizeyleri arasinda anlamli bir degisiklik goriilmedi
(PG4-65=0,870). Grup 6 ile Grup 4 MDA diizeyleri arasinda anlamli olmayan sekilde
azalma oldugu goriildii (Pgs-ge=0,279).

MDA (nmol/g protein)

14

12

ol i | I i

. [

6

4

2

0 T T T T T )
1 2 3 4 5 6

Sekil 3.6. Bobrek dokusu MDA diizeyleri.
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3.3. Beyin Dokusu Biyokimyasal Analiz Sonug¢lar
Beyin dokusundaki CAT, SOD enzim aktiviteleri ve MDA diizeyleri Tablo 3.5’de;

gruplar arasindaki beyin CAT, SOD ve MDA degerlerinin karsilastirilmas1 Tablo
3.6’da gosterilmistir.

Tablo 3.5. Calisma gruplarinin beyindeki CAT, SOD ve MDA degerleri.

CAT SOD MDA

(k/g protein)  (U/mg protein)  (nmol/g protein)
Grup 1 (n=8) 0,05+0,02 0,10£0,01 11,16£2,09
Grup 2 (n=11) 0,04+0,01 0,11+0,02 12,48+3,08
Grup 3 (n=11) 0,03+0,01 0,10+0,03 9,64+1,85
Grup 4 (n=11) 0,04+0,02 0,118+0,01 11,11£2,18
Grup 5 (n=11) 0,05+0,03 0,10+0,02 12,49+1,93
Grup 6 (n=11) 0,05+0,02 0,11+0,01 12,8543,58

CAT: Katalaz, SOD: Siiperoksit Dismutaz, MDA: Malondialdehit.

Tablo 3.6. Calisma gruplarinin beyin CAT, SOD ve MDA degerlerinin karsilastiriimasi.

CAT SOD MDA
(k/g protein)  (U/mg protein)  (nmol/g protein)

Grup 1lve? 0,409 0,048 0,563
Grup1lve3 0,026 0,804 0,117
Gruplved 0,069 0,058 0,934
Gruplve5 0,322 0,509 0,137
Gruplveb6 1,000 0,010 0,248
Grup2ve3 0,045 0,030 0,009
Grup2ved 0,140 0,491 0,491
Grup2ve5 0,577 0,309 0,622
Grup2ve6 0,768 0,224 0,533
Grup3ve4d 0,670 0,033 0,094
Grup3ve5 0,224 0,533 0,004
Grup3veb6 0,071 0,014 0,020
Grup4veb 0,393 0,189 0,082
Grup4veb6 0,200 0,131 0,178
Grup5ve6 0,577 0,017 0,818

CAT: Katalaz, SOD: Siiperoksit Dismutaz, MDA: Malondialdehit.
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3.3.1. Katalaz

Beyin dokusu gruplar arast CAT aktivitesi Sekil 3.7’ de gosterilmistir. Grup 2 katalaz
aktivitesinde Grup 1’e gore anlamli bir degisiklik goriillmedi (Pgi-c2 =0,409). Grup 3
katalaz aktivitesinde, Grup 1’¢ gore anlamli bir azalma saptandi (Pgi.c3 =0,026).
Grup 5 katalaz aktivitesi ile Grup 1 ve Grup 4 arasinda anlamli bir fark goriilmedi
(P61-65=0,322. Pgs.cs = 0,393). Grup 6 katalaz aktivitesi ile, Grup 1, Grup 4 ve Grup 5
arasinda anlamli bir fark saptanmadi (Pg1-66=0,100; Pgs.gs =0,200; Pgs.c6=0,577).

CAT (k/g protein)

0,09
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Sekil 3.7. Beyin dokusu CAT enzim aktiviteleri.
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3.3.2. Siiperoksit Dismutaz

Beyin dokusu gruplar arast SOD enzim aktivitesi Sekil 3.8’de gosterilmistir. Grup 2
SOD enzim aktivitesinde, Grup 1’e gore anlamli sekilde artis saptandi (Pgi-
62=0,048). Grup 3 SOD enzim aktivitesinin Grup 2’ye gore anlamli sekilde azaldig1
saptandi (Pg2-63=0,030). Grup 5 SOD enzim aktivitesinde, Grup 4’¢ gore anlamli
degisiklik goriilmedi. Grup 6 SOD enzim aktivitesinde Grup 5’e gore anlamli artig
oldugu saptandi (Pgs.c6=0,017).

SOD (U/mg protein)

0,16
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Sekil 3.8. Beyin dokusu SOD enzim aktiviteleri.



58

3.3.3. Malondialdehit

Beyin dokusu gruplar arast MDA aktivitesi Sekil 3.9°da gosterilmistir. Grup 2 MDA
diizeyinde Grup 1’e gore anlamli olmayan bir artis goriildii (Pg;1-62=0,563). Grup 3
MDA diizeyinin Grup 2’ye gore anlamli sekilde azaldig1 saptandi (Pg2-g3= 0,009).
Grup 5 MDA diizeyinde Grup 4’c gore anlamli olmayan bir artig gorildii (Pgs-
65=0,082). Grup 6 MDA diizeyinin Grup 5 ile arasinda anlamli bir fark olmadigi
saptandi (Pgs.cs =0,818).

MDA (nmol/g protein)
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Sekil 3.9. Beyin dokusu MDA diizeyleri.



59

4. TARTISMA

4.1. Katalaz

4.1.1. Karaciger

Oksidatif stres sonucu artan serbest radikallerden H,0,, CAT enzimi tarafindan
oksijen ve suya doniistiiriilmektedir (Chance ve ark., 1979; Duthie, 1989; Halliwell
ve Gutteridge, 1999). Fenthion uygulamasi ile oksidatif stres olusmakta ve CAT
enzim aktivitesi artmaktadir (Sefi ve ark., 2013). Bizim calismamizda karaciger
dokusunda fenthionun neden oldugu serbest oksijen radikallerindeki artis sonucunda

fenthion uygulanan grubun (Grup 2) CAT aktivitesinde artis gdzlenmistir.

Buyukokuroglu ve ark. yapmis oldugu ¢alismada melatonin, antioksidan etkisi
ile oksidatif stresi azaltarak CAT enzim aktivitesini azalttigi godzlenmistir
(Buyukokuroglu ve ark., 2008). Bu ¢alismaya paralel olarak ¢alismamizda fenthion
oncesi melatonin uygulanan grupta (Grup 3), melatoninin serbest radikal toplayici
etkisi sayesinde serbest oksijen radikalleri artis gdosterememis, buna paralel olarak da
karaciger dokusu CAT aktivitesinde fenthion grubuna (Grup 2) goére anlamli bir
azaliy gozlenmekle beraber kontrol grubuna (Grupl) gore anlamli degisiklik

gbézlenmemistir.

4.1.2. Bobrek

Calismamizda fenthionun neden oldugu serbest oksijen radikallerindeki artis
sonucunda fenthion grubu (Grup 2) bobrek dokusu CAT enzim aktivitesinde kontrol

grubuna gore anlamli olmayan artis gézlenmistir. Buyukokuroglu ve arkadaslari’nin
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yapmis oldugu ¢alismaya paralel olarak ¢alismamizda bobrek dokusunda, fenthion
oncesi melatonin uygulanan grupta (Grup 3), melatoninin serbest radikal toplayici
etkisi sayesinde serbest oksijen radikalleri artis gdsterememis, buna paralel olarak da
bobrek dokusu CAT enzim aktivitesinde fenthion grubuna (Grup 2) gore anlamli
olmayan bir azalis gézlenmis ve kontrol grubuna (Grup 1) gore anlamli degisiklik
gozlenmemistir. Calismamizda melatonin uygulamasinin, fenthion uygulamasi ile

olusan oksidatif strese kars1 koruyucu antioksidatif etki gosterdigi diistiniilebilir.

4.1.3. Beyin

Fenthion uygulamasi ile beyin dokusunda CAT aktivitesini arttiracak serbest radikal
miktarinda yeterli artis olmadigindan fenthion grubu (Grup 2) CAT enzim
aktivitesinde artig goriilmemistir. Bununla birlikte, fenthion+melatonin uygulanan
grubun (Grup 3) CAT enzim aktivitesindeki diislis, melatonin uygulamasi ile serbest

radikal olusumunda azalma sonucu gerceklesmis olabilir.
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4.2.SOD

4.2.1. Karaciger

Oksidatif strese neden olan faktorler SOD enzim aktivitesinde artisa neden
olmaktadir (Giiney ve ark., 2008). Sefi ve arkadaslarmin yapmis oldugu ¢aligmaya
paralel olarak fenthion uygulamasi ile oksidatif stres olusmakta ve SOD enzim
aktivitesi artmaktadir (Sefi ve ark., 2013). Bizim ¢alismamizda fenthion uygulanan
grupta (Grup 2) SOD enzim aktivitesi anlamli olmayan sekilde artis gostermistir.
Souzaa’nin yapmis oldugu bir arastirmada melatoninin, antioksidan etkisi ile
oksidatif stresi azaltarak SOD enzim aktivitesini azalttigini1 goézlemlemistir (Souzaa,
2014). Bizim ¢alismamizda ise fenthion ile birlikte uygulanan melatonin (Grup 3),
SOD enzim aktivitesini fenthion uygulanan gruba (Grup 2) gore anlamli olmayan

sekilde azaltmustir.

4.2.2. Bobrek

Bobrek dokusunda fenthion uygulanan grupta (Grup 2) SOD enzim aktivitesinde
anlamli degisiklik goriilmemistir. Uygulanan 54 mg/kg fenthion dozunun bobrek
dokusunda serbest radikal miktarinda yeterli artis1 gergeklestirememesi sonucu SOD
enzim aktivitesinde anlamli degisiklik goriilmedigi distniilebilir. Pinealektomi
uygulanan gruplarda (Grup 4; 5; 6), SOD enzim aktivitelerinde kontrol grubuna gore
(Grup 1) anlamh bir degisiklik goézlenmemistir. Fenthion uygulamasinin,
pinealektomili ve pinealektomisiz gruplarin bobrek dokularinda yeteri kadar

oksidatif hasar olusturmadigi diisiiniilebilir.

4.2.3. Beyin

Oksidatif strese neden olan faktorler SOD enzim aktivitesinde artisa neden

olmaktadir (Giiney ve ark., 2008). Sefi ve arkadaglarinin fenthion ile yapmis
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olduklar1 calismada, fenthion uygulamasi ile oksidatif stres olusmakta ve SOD enzim
aktivitesi artmaktadir (Sefi ve ark., 2013). Bizim ¢alismamizda fenthion uygulanan
grupta (Grup 2) SOD enzim aktivitesi anlamli olmayan sekilde artig gdstermistir.
Souza’nin yapmis oldugu calismada SOD aktivitesi melatonin uygulamasi ile
antioksidan etki gostererek oksidatif stresi azaltarak SOD enzim aktivitesini
azaltmaktadir (Souzaa, 2014). Bizim ¢alismamizda fenthion ile birlikte uygulanan
melatonin (Grup 3), SOD enzim aktivitesini fenthion uygulanan gruba (Grup 2) gére
anlamli sekilde azaltmistir. Melatoninin serbest radikal toplayici etkisi SOD

aktivitesindeki artiga engel oldugu diistintilmektedir.

Pinealektomi+fenthion grubunda (Grup 5) SOD aktivitesi, pinealektomi grubuna
(Grup 4) gore anlamli olmayan sekilde azalmistir. Pinealektomi+fenthion+melatonin
grubunda (Grup 6) SOD aktivitesi pinealektomi+fenthion grubuna (Grup 5) gore
anlaml sekilde artmistir. Pinealektomili ratlarda fenthion uygulamasi sonucu olusan
serbest radikaller SOD enziminin asm1 tiiketimi sonucu aktivitesinin diismesine
neden oldugu diisiiniilebilir. Bununla birlikte pinealektomili ratlarda fenthion ile
birlikte melatonin uygulamasimnin serbest radikal olusumunu azaltmasi sonucu SOD
enziminin tiiketimini engelleyerek aktivitesinin artisina neden oldugu diisiintilebilir.
Kus ve ark. da pinealektomili ratlarda SOD aktivitesinin diistiiglinii ve melatonin

uygulamasiyla normal degere ulastigini géstermislerdir (Kus ve ark; 2012).
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4.3. MDA

4.3.1. Karaciger

Oksidatif hasar1 gostermede yaygin olarak kullanilan MDA, lipit peroksidasyonu
sonucu olusan irliinlerden biridir. Oksidatif strese neden olan faktorler MDA
diizeyinde artisa neden olmaktadir (Kus ve ark., 2012). Fenthion uygulamasi ile
oksidatif stres olusmakta ve MDA diizeyi artmaktadir (Sefi ve ark., 2013).
Calismamizda fenthion uygulanan grupta (Grup 2) MDA diizeyi kontrol grubuna

(Grup 1) gore anlamli artis gdstermistir.

Melatonin, antioksidan etkisi ile oksidatif stresi azaltarak MDA diizeyini
azaltmaktadir (Col ve ark., 2010). Caligmamizda fenthion ile birlikte uygulanan
melatoninin (Grup 3), serbest radikal olusumunu azaltarak MDA diizeyinin fenthion
uygulanan gruba (Grup 2) gore anlamli sekilde azalmasini sagladigi

diistiniilmektedir.

Calismamizda pinealektomi+fenthion uygulanan grupta (Grup 5) MDA diizeyi
pinealektomi grubuna gore (Grup 4) anlamhi olmayan sekilde artis gostermistir.
Fenthion uygulamasi sonucu olusan oksidatif hasarin, MDA diizeyinin artisma neden
oldugu soylenebilir. Pinealektomi+fenthion+melatonin uygulanan grupta (Grup 6)
MDA diizeyi pinealektomi+fenthion grubuna (Grup 5) goére anlamli olmayan artis
gostermistir. Pinealektomi+fenthion uygulanan ratlarda, eksojen melatoninin (Grup

6) MDA diizeyindeki artis1 6nlemede yetersiz kaldig1 goriilmektedir.

4.3.2. Bobrek

Fenthion uygulamasi yaptigimiz grupta (Grup 2) serbest radikal artiginin MDA
diizeyinde artiga neden olmasi beklenirdi. Fenthion uygulamasinin bobrek dokusunda

belirgin bir oksidatif hasar olugturmadig: diisiiniilebilir.
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4.3.3. Beyin

Kus ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢aligmada oksidatif strese neden olan
faktorler MDA diizeyinde artisa neden olmaktadir (Kus ve ark., 2012). Sefi ve
arkadaslarinin galismasinda ise fenthion uygulamasi ile oksidatif stres olugsmakta ve
MDA diizeyi artmaktadir (Sefi ve ark., 2013). Calismamizda fenthion uygulanan
grupta (Grup 2) MDA diizeyi kontrol grubuna (Grup 1) gore anlamli olmayan artis

gostermistir.

Melatonin, antioksidan etkisi ile oksidatif stresi azaltarak MDA diizeyini
azaltmaktadir (Col ve ark., 2010). Calismamizda fenthion ile birlikte uygulanan
melatoninin (Grup 3), serbest radikal olusumunu azaltarak MDA diizeyinin fenthion
uygulanan gruba (Grup 2) gore anlamli sekilde azalmasini sagladigi goriilmektedir.
Pinealektomi+fenthion uygulanan grupta (Grup 5) MDA diizeyi pinealektomi
grubuna goére (Grup 4) anlamli olmayan sekilde artis gOstermistir.
Pinealektomi+fenthion+melatonin uygulanan grupta (Grup 6) MDA diizeyi
pinealektomi+fenthion grubuna (Grup 5) gore anlamli olmayan artis gostermistir.
Pinealektomili ratlarda uygulanan eksojen melatoninin (Grup 6) MDA diizeyindeki

artis1 Onlemede yetersiz kaldig1 goriilmektedir.

Akut fenthion toksisitesinin karaciger ve bobrek iizerindeki etkilerini arastiran
bir calismada, 50 mg/kg fenthion uygulamasinin ratlarda belirgin toksik ekti
gostermedigi, ancak 75 ve 100 mg/kg fenthion uygulanan grupta belirgin karaciger
ve bobrek toksisitesi olustugu gézlenmistir (Kerem ve ark; 2007). Calismamizda da
54 mg/kg uygulanan fenthion, bobrek dokusunda belirgin hasar olusturmadigi igin
CAT ve SOD enzim aktivitelerinde degisiklikler ve MDA diizeylerinde artig

gbézlenmemistir.

Pinealektomi yapilan gruplarda uygulanan melatonin, yeterli antioksidan etkiyi

gosterememistir. Pinealektomili gruplara melatonin uygulamas1 diger gruplara
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benzer sekilde fenthion uygulamasindan iki giin 6nce baslanmis ve pinealektomisiz
gruplarla ayn1 dozda 10 mg/kg olarak uygulanmistir. Pinealektomi yapilmis ratlar
iizerindeki ¢alismalarda melatonin bir hafta slireyle 20 mg/kg olarak
uygulanmaktadir (Col ve ark; 2010). Calismamizda pinealektomili gruplarda gerek
melatonin uygulama siiresi, gerekse uygulama dozunun pinealektomisiz gruplarla
ayni olmasi, melatonin dozu ve siiresinin yetersiz kaldigini1 ve boylece yeterli

antioksidan etkinin saglanamadigini diisiindiirmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Calismamizda tarim alaninda kullanilan bir organofosfat insektisit olan fenthion
uygulamasi sonucu dokularda olusan antioksidan enzim aktivite degisiklikleri ve lipit
peroksidasyon iirlinii olana MDA diizeyleri degerlendirilerek oksidatif hasar
gosterilmeye c¢alisildi. Fenthion uygulamasi ile ratlarda karaciger ve beyin
dokusunda belirgin; bobrek dokusunda ise hafif derecede olmak iizere oksidatif hasar
olustugu, buna bagli olarak da, SOD ve CAT enzim aktivitelerinde degisiklikler ve
MDA diizeylerinde artis oldugu gorildii. Endojen melatonin salgisinin yiiksek
oldugu gece yarisinda verilen eksojen melatoninin, dokularda olusan oksidatif hasar1
biiyiik 6lciide 6nledigi; ancak pinealektomili ratlara uygulanan eksojen melatoninin

yeterli antioksidatif etkiyi gdsteremedigi goriildii.

Fenthion maruziyetinin olusturdugu oksidatif hasar1 6nlemek amaciyla, fenthion
ile karsilasma Oncesi oksidatif hasar1 koruyucu etkisi olan eksojen melatoninin
verilmesi, doku hasarini engelleyici etki gosterebilir. Eksojen melatonin uygulamasi,
Ozellikle endojen melatonin salgisinin yiiksek oldugu gece gec saatlerde yapilirsa,
antioksidatif koruyucu etki daha da giiglenecektir. Ayrica, muhtemel fenthion
maruziyeti, endojen melatonin salgismin yiiksek oldugu gece ge¢ saatlerde

gergeklesirse, endojen melatoninin koruyucu etkisinden de yararlanilabilecektir.

Dokularda olusan oksidatif hasar, histopatolojik, immiinohistokimyasal ve
molekiiler diizeyde degisikliklerle birlikte goriilebilmektedir. ileriki ¢alismalarda bu
acilardan da degerlendirmeler yapilarak, doku hasar1 ve diger degisiklikler daha net

bi¢gimde ortaya konulabilir.
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OZET

Endojen Melatoninin ve Pinealektomili Ratlarda Eksojen Melatoninin Organofosfat Insektisit
Fenthion Ile Olusturulan Toksisite Uzerine Koruyucu Etkisi

Bir organofosfat insektisit olan fenthion, uzun yillardir kullanilmakla birlikte, bu insektisitin zararlh
etkileri ve bu etkilerden korunmayi amaglayan c¢alismalar devam etmektedir. Bu ¢aligmanin amaci,
akut fenthion maruziyetine bagh olusan toksisite {izerine endojen ve eksojen melatoninin koruyucu
etkisini siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve malondialdehit (MDA) parametreleri ile
degerlendirmektir.

Wistar-albino cinsi 63 adet erkek rat, kontrol grubu 8, diger gruplar 11’°er adet olmak tiizere alt1
gruba ayrildi: kontrol (Gl), fenthion (G2), fenthion + melatonin (G3), pinealektomi (G4),
pinealektomi+fenthion (G5), pinealektomi+fenthion+melatonin (G6). Endojen melatoninin etkisini
gorebilmek icin fenthion oral yoldan tek doz 54 mg/kg olarak gece verildi. Melatonin ise iki giin
stireyle giinde tek doz 10 mg/kg intraperitoneal olarak giindiiz uygulandi. Fenthion uygulamasindan
24 saat sonra ratlar sakrifiye edildi. Karaciger, bobrek ve beyin doku 6rneklerinde SOD, CAT enzim
aktiviteleri ile MDA seviyeleri spektrofotometrik yontemle belirlendi. Istatistiksel olarak iki bagimsiz
grubun karsilastirilmasinda Mann-Whitney U testi, ikiden fazla bagimsiz grubun karsilastiriimasimda
ise Kruskal-Wallis H testi kullanildi. Anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.

Karaciger dokusunda fenthion uygulamasi ile G2 CAT ve MDA degerlerinde anlamli artig
gozlenirken, SOD enzim aktivitesinde anlamli fark saptanmadi (CAT; Pg;.6,=0,002; Pg).63=0,006)
(MDA; Pg1.62=0,032; Pg,.63=0,003). Karaciger G6 SOD enzim aktivitesinde, G4 ve G5’e gore anlamli
derecede azalma gozlendi (Pgs.66=0,008; Pgs.g6=0,011). Bobrek G1,2,3 gruplar1 arasinda CAT ve
SOD aktivitelerinde anlamli fark gozlenmedi. Pinealektomili gruplarin (G4,5,6) CAT ve SOD
aktivitelerinin diger gruplara gore anlamli derecede arttigi gozlendi (CAT; Pg1.64=0,032, Pgi-
66=0,039) (SOD; Pg2.65=0,041, Pg3.65=0,045). Beyin dokusunda fenthion uygulamasi ile (G2) SOD
aktivitesinde anlaml artig goriiliirken, melatonin uygulamasi ile (G3) normale dondiigii gozlendi
(CAT, P62.63:0,026, SOD, PGl-G2:01048| PGZ-G3: 0,030, MDA; PGZ-G3:O:009)-

Fenthion uygulamasi ile ratlarda karaciger ve beyin dokusunda belirgin; bobrek dokusunda ise
hafif derecede olmak ftizere oksidatif hasar olustugu, buna bagli olarak da, SOD ve CAT enzim
aktivitelerinde degisiklikler ve MDA diizeylerinde artis oldugu goriildii. Endojen melatonin salgisinin
yiiksek oldugu gece yarisinda verilen eksojen melatoninin, dokularda olusan oksidatif hasar1 biiyiik
oOlgiide onledigi; ancak pinealektomili ratlara uygulanan eksojen melatoninin yeterli antioksidatif
etkiyi gosteremedigi goriildii.

Anahtar Kelimeler: fenthion, melatonin, pinealektomi, siiperpoksit dismutaz, katalaz.
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SUMMARY

Protective Effect of Endogenous Melatonin and Exogenous Melatonin in Pinealectomized Rats
on Toxicity Induced with Organophosphate Insecticide

Fenthion is an organophosphate insecticide which has been used for many years. Yet studies on the
harmful effects of fenthion and their prevention are still being conducted. The aim of this study is to
evaluate toxicity induced through acute fenthion exposure and the protective quality of exogenous and
endogenous melatonin. This will be tested using following parameters; superoxide dismutase (SOD),
catalase (CAT) and malondialdehyde (MDA).

63 male rats from genus of wistar-albino were separated into 6 groups where control group had 8
rats while other groups were given 11 rats each: control (G1), fenthion (G2), fenthion + melatonin
(G3), pinealectomy (G4), pinealectomy+fenthion (G5), pinealectomy+fenthion+melatonin (G6). In
order to observe the effects of endogenous melatonin, fenthion was administered orally one day before
with a dosage of 54mg/kg. Melaronin was administered for two days intraperitoneally during daytime
in a single dose of 10 mg/kg. 24 hours following the application of fenthion, rats were sacrificied.
Liver, kidney and brain tissue samples’ SOD, CAT and enzyme activities and MDA levels were
determined with spectrophotometric method. Statistical comparison of two independent groups were
done with Mann-Whitney U test and whenever more than two independent groups were compared,
Kruskal- Wallis H test was used. Meaningfulness level was determined to be p<0.05.

Upon administariton of fenthion on liver tissue, a significant increase in G2 CAT and MDA
values was detected while no significant difference was observed in SOD enzyme values. (CAT; Pg1.
62=0,002; Pg,.63=0,006) (MDA Pg1.6,=0,032; Pg,.63=0,003). G6 Liver SOD enzyme activity recorded
a significant decrease compared to G4 and G5. (Pgs.66=0,008; Pgs.c6=0,011). G1-G2-G3 kidney
groups showed no significant difference in their CAT and SOD activities. Pinealectomized groups’
CAT and SOD values had a significant increase compared to other groups. (CAT; Pg1.64=0,032, Pg1.
6=0,039) (SOD; Pg,.65=0,041, Pg3.65=0,045). Fenthion application on brain tissue resulted in a
significant increase in (G2)’s SOD activitiy while application of melatonin in (G3) caused it to move
to normal levels. (CAT, Pc2.63=0,026, SOD; Pg1.62=0,048, Pgy.g3= 0,030, MDA; PGZ.(33=O,009).

Administration of fenthion to rats caused an apparent oxidative damage in liver and brain tissues
while the oxidative damage was mild in the kidney and therefore we have observed changes in SOD
and CAT enzyme activities and an increase in the MDA levels. Exogenous melatonin which was
given at midnight when the endogenous melatonin secretion was high, greatly prevented oxidative
damage in tissues however it was observed that pinoalectomized rats did not see enough anti oxidative
effect of exogenous melatonin.

Key words: fenthion, melatonin, pinealectomy, superoxide dismutase, catalaz.
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