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Pineal Bez ve Melatonin Sicanlarda Serum Element Metabolizmasi ile iliskilidir
Pineal Gland and Melatonin are Associated with Serum Element Metabolism in Rats
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Girig ve Amag: Bu calismanin amaci pinealektomize sicanlarda melatonin
desteginin serum element metabolizmasiyla iliskisinin arastiriimasidir.

Yontem: Arastirma Spraque - Dawley cinsi 32 adet eriskin erkek
sican Uzerinde gergeklestirildi. Calisma protokolt lokal hayvan etik
kurulu tarafindan onaylandi. Hayvanlar esit sayida dort gruba ayrildi.
Kontrol (Grup 1), Melatonin (Grup 2), Pinealektomili “Px” (Grup 3),
Pinealektomi+melatonin (Grup 4). Grup 2 ve 4'u olusturan hayvanlara
intraperitonel (ip) melatonin destegi verildi (4 hafta/gin; 3 mg/kg
melatonin). Grup 3 ve 4'U olusturan hayvanlara genel anestezi altinda
pinealektomi uygulandi. Uygulamalarin bitiminde sakrifiye edilen
hayvanlardan alinan kan 6rneklerinde serum element diizeyleri atomik
emisyonda (ug/dl) tayin edildi.

ABSTRACT

Bulgular: Pinealektomi (Grup 3) sicanlarda krom ve mangan seviyelerini
artirirken (p<0,001), magnezyum, kalsiyum ve ginko diizeylerinde 6nemli
baskilanmaya yol acti (p<0,001). Pinealektomize hayvanlara melatonin
destegi verilmesi (Grup 4) bahsedilen parametrelerdeki bozulmalari
kontrol degerlerine ulastirarak tedavi etti.

Sonug: Mevcut calismanin sonuglari pineal bezden salgilanan melatonin

hormonunun serum element metabolizmasi Uzerinde diizenleyici
bir etkiye sahip oldugunu gosterir. Bu ¢alisma pineal bez ve element

metabolizmasi arasindaki iliskiyi bir butin olarak inceleyen ilk
arastirmadir.
Anahtar Sozciikler: Element metabolizmasi, melatonin destegi,

pinealektomi, sican

Introduction: The aim of this study is to investigate the relationship
of melatonin supplementation with serum element metabolism in
pinealectomized rats.

Methods: The research was conducted on 32 adult male Spraque-
Dawley rats. The study protocol was approved by the local animal ethics
committee.

Animalswere divided into fourequal groups. Control (Group 1), Melatonin
(Group 2), Pinealectomy “Px” (Group 3), Pinealectomy+melatonin (Group
4). Animals in groups 2 and 4 were given intraperitoneal (ip) melatonin
support (4 weeks/day; 3 mg/kg melatonin). Animals in groups 3 and 4
underwent pinealectomy under general anesthesia. At the end of the
applications, serum element levels were determined by atomic emission
(ug/dl) in the blood samples taken from the sacrificed animals.

Results: While pinealectomy increased chromium and manganese levels
in Group 3 (p<0.001), it caused significant suppression of magnesium,
calcium and zinc levels (p<0.001). Melatonin supplementation in
pinealectomized animals (Group 4) treated the impairments in the
mentioned parameters.

Conclusion: The results of the current study show that the melatonin
hormone secreted from the pineal gland has a regulatory effect on
serum element metabolism. This study is the first to examine the
relationship between the pineal gland and element metabolism as a
whole.

Keywords:  Elements metabolism, melatonin  administration,

pinealectomy, rat
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GiRiS

Pineal bezde triptofan amino asidinden sentezlenen melatonin
hormonunun en iyi bilinen islevlerinden biri, aydinlk-karanlhk
déngtistintin yani biyolojik ritimlerin diizenlenmesidir (1). Ayni zamanda
glcli bir serbest radikal temizleyici olan melatoninin antioksidan
aktivitesi de canli organizma igin kritik neme sahiptir (2). Pinealektomi,
epifiz bezinin cerrahi olarak ¢ikarilmasi anlamina gelir. Bu islem 6ncelikle
pineal bezden salgilanan melatonin hormonunun sistemik dolasimdan

cekilmesini saglar (3). Melatoninin sistemik dolasimdan cekilmesi
sirkadiyen ritim, antioksidan aktivite, ireme sistemi ve immdin reaksiyonlar

gibi bu hormonun kontrol ettigi bircok fizyolojik mekanizmada eksiklige
neden olur (3). Bu nedenle pinealektomi deneysel calismalarda siklikla
kullanilan bir yéntemdir.

Melatoninin bilinen etkilerinin yani sira memeli organizmasindaki
elementlerle de iliskili olabilecegi Dbildirilmektedir (4). Melatonin
biyosentezinde kalsiyum iyonlarinin aktif rol oynadigi bilinmektedir (5).
Melatonin hormonunun canli organizmalarda kadmiyum, krom, kursun,
demir ve bakir gibi elementlerin neden oldugu toksik etkileri dnleyebildigi
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One Cikan Noktalar

» Pinealektomi sicanlarda serum element metabolizmasini
onemli 6lglide bozar.

* Melatonin desteginin serum element metabolizmasi
tizerinde diizenleyici etkisi vardir.

+ Calisma element metabolizmasi ve pineal bezin iliskisini
arastiran ilk calismadir.

gosterilmistir (4,6-8). Popovic ve ark. (9)1 melatoninin yaslilikta azaldig
gerceginden yola cikarak yash sicanlar tzerinde yaptiklari ¢alismada
karaciger dokusunda baskilanan antioksidan aktiviteye paralel olarak
Cu, Zn ve Mn duzeylerinde azalma meydana geldigini bildirmislerdir.
Melatonin ve element metabolizmasini arastiran yayinlarda cinko
metabolizmasi ile ilgili yayinlar éne c¢ikmaktadir. Melatonin ve cinko
arasindaki iliskiye carpici bir 6rnek olarak yasli sicanlarin bébrek ve
pankreas dokusunda azalan ¢inko diizeylerinin melatonin takviyesi ile
tedavi edildigini bildiren rapor verilebilir (10). Pinealektomize sicanlarda
azalan kan cinko dizeylerinin melatonin takviyesi ile 6nlendiginin
gosterilmesi, pineal bez ile cinko metabolizmasi arasindaki kritik iliskiye
dikkat cekmektedir (11). Bazi elementlerin toksik etkilerini tedavi
etmenin disinda melatonin hormonunun cinko disindaki elementlerin
metabolizmasini nasil etkiledigine dair neredeyse hicbir calisma yok. Bu
calismanin amaci da pinealektomize sicanlarda melatonin takviyesinin
serum element metabolizmasi ile iliskisini arastirmaktir.

YONTEM

Hayvan Materyali ve Gruplar

Mevcut calisma, Yeditepe Universitesi Deneysel Tip Arastirma
Enstitisi’'nde 32 vyetiskin erkek Spraque-Dawley sicani Uzerinde
gerceklestirildi. Calisma protokolu ayni kurumun Deney Hayvanlar Etik
Kurulu tarafindan onaylandi (2009-21/12).

Hayvanlar dort esit gruba ayrildi. Kontrol (Grup 1), Melatonin (Grup 2),
Pinealektomi “Px” (Grup 3), Pinealektomi+melatonin (Grup 4). Grup 2
ve 4'teki hayvanlara intraperitoneal (ip) melatonin destegi (4 hafta/gun;
3 mg/kg melatonin) verildi. Grup 3 ve 4'teki hayvanlara genel anestezi
altinda pinealektomi uygulandi.

Deney Hayvanlari ve Beslenmeleri

Deney hayvanlari herhangi bir kisitlama olmaksizin standart sican yemi
(pelet formunda) ile beslendi. Deney hayvanlari 12 saat karanlik, 12 saat
aydinlik ve standart oda sicakhiginda (21+1 °C) ortamda tutuldu. Tim
enjeksiyonlar sabah ayni saatler (09:00-10:00) arasinda yapildi. Dort
haftalik calismalarin sonunda tim hayvanlar sakrifiye edilerek gerekli
analizlerde kullanilmak Gzere serum o6rnekleri alindi. Alinan serum
ornekleri analize kadar -80°C'de sakland.

Ustlin ve ark. Pineal Bez ve Element Metabolizmasl

Deneysel Uygulamalar

Melatonin uygulamasi

Kirk miligram melatonin (Sigma M-5250) 3 ml saf etanol igerisinde
cozuldikten sonra bu suspansiyon karanlikta bekletildi ve kullanim
zamanina kadar dondurucuda saklandi. Siganlara sabah saat 09:00'da stok
soltisyondan 0,1 ml alinarak tizerine 0,9 ml NaCl (3 mg/kg/gtin) eklendi
ve subkutan olarak enjekte edildi. Melatonin deney hayvanlarina igme
suyunda, derialti veya intrapertoneal enjeksiyon yoluyla verilebilmektedir.
Bu calismada melatoninin cilt alti emilebilirligi ve kolay uygulanmasi
nedeniyle cilt alti uygulamasi tercih edildi (12). Melatonin uygulamasi dort
hafta boyunca ayni saatlerde yapildi. Deneysel ¢alismalarda melatoninin
fizyolojik doz uygulamalar 1-3 mg/kg araligindadir. Ancak deneysel
calismalarda 1 mg/kg'dan (13), 50-100 mg/kg'a, hatta 300 mg/kg'a kadar
(13) uygulanan melatonin dozlar mevcuttur. Ozellikle doku hasari ile
ilgili calismalarda oksidatif stresi &nlemek icin ylksek dozda melatonin
kullanilmaktadir (14). Bu calismada hayvanlara fizyolojik doz olarak kabul
edilen 3 mg/kg oraninda melatonin takviyesi dozu uygulandi.

Pinealektomi

Deney hayvanlarinda pinealektomi genel anestezi altinda Kuszack ve
Rodin’in (15) belirledigi yonteme gére yapildi. (60 mg/kg dozunda
ketamin hidroklorur “Ketalar, Parke-Davis” ve 5 mg/kg dozunda ksilazin
“Rompun, Bayer” kombinasyonu).

Biyokimyasal Analiz

Atomik emisyon cihazinda serum element analizi

Sakrifiye edilen deney hayvanlarindan cinko, kursun, kobalt, molibden,
krom, kukirt, magnezyum, manganez, sodyum, potasyum, fosfor, bakir,
demir, kalsiyum ve selenyum seviyelerini belirlemek icin kan 6rnekleri (2
ml) alindi. Kan 6rnekleri santrifij edilip serumlari ayrildiktan sonra plastik
kapakl tuplerde -80°C'de analiz anina kadar saklandi.

Hayvanlardan elde edilen serum 6rnekleri, endktif olarak eslesmis bir
plazma emisyon spektrofotometresinde (ICP-AES; Varian Australia Pty
LTD, Avustralya) belirlendi. Sonuglar ug/dl olarak verildi.

istatistiksel Yontemler

Arastirmada elde edilen bulgularin istatistiksel olarak analiz edilmesi
icin bilgisayar paket programi kullanildi. Oncelikle elde edilen verilerin
aritmetik ortalamalari ve standart hatalari hesaplandi. Gruplar arasindaki
farkliliklar ortaya koymak igin varyans analizi uygulandi. istatistiksel
olarak anlamli varyans analizi sonuglarinda grup ortalamalarinin
karsilastirlmasini belirlemek amaciyla en az anlamli fark testi (LSD)
kullanildi. P<0,05teki farkliliklar anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Calisma gruplarinin serum kobalt, molibden, nikel, kursun, fosfor, bakir,
demir ve selenyum duzeyleri birbirinden farkl degildi. Serumdaki en
yiksek krom, mangan ve magnezyum degerleri Grup 3'te elde edildi
(p<0,001), Grup 1, 2 ve 4'Un ayni parametreleri birbirinden farkli degildi.
Serumdaki en dusik potasyum, sodyum, kikirt ve cinko degerleri
pinealektomi yapilan Grup 3'te elde edildi (p<0,001). Diger gruplar

Tablo 1. Calisma gruplarinin serum kobalt, molibden, krom ve nikel dizeyleri (ug/dl)

Gruplar Kobalt Molibden Krom Nikel
Kontrol (G1) 0,04+0,01 0,10+0,03 0,11+0,018 0,24+0,13
Melatonin (G2) 0,05+0,03 0,11£0,09 0,12+0,048 0,27£0,19
Px (G3) 0,04£0,02 0,11£0,09 0,28+0,144 0,24+0,18
Px+Melatonin (G4) 0,05+0,03 0,11£0,09 0,12+0,048 0,27£0,19
P<0,001; A>B.

*Ayni stitunda degisik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamhidir.
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Tablo 2. Calisma gruplarinin serum mangan, magnezyum, kursun ve fosfor diizeyleri (ug/dl)
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Gruplar Mangan Magnezyum Kursun Fosfor
Kontrol (G1) 0,09+0,008 29,30+3,28* 0,16+0,06 258,4+22,8
Melatonin (G2) 0,09+0,03® 27,511,104 0,16+0,05 261,2+26,1
Px (G3) 0,19+0,11* 16,44+3,998 0,17+0,08 261,9+25,7
Px+Melatonin (G4) 0,09+0,03® 27,38£2,17* 0,15+0,07 260,8+23,5

P <0,001;A> B.

*Ayni stitunda degisik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamlidir.

Tablo 3. Calisma gruplarinin serum potasyum, sodyum, kukiirt ve kalsiyum dtizeyleri (ug/dl)

Gruplar Potasyum Sodyum Kikiirt Kalsiyum
Kontrol (G1) 436,4+34,8 4164,3+174,0 995,7+56,6* 118,74+24,958
Melatonin (G2) 43722514 4167,9+134,94 983,1+47,6" 120,45+25,874
Px (G3) 312,5+32,4¢ 3585,3+164,4° 613,2+43,58 78,90+28,30°
Px+Melatonin (G4) 435,7+34,6* 4170,5+140,3* 985,4+40,6" 121,40+23,54*
P <0,001; A>B.

*Ayni stitunda degisik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farkllik istatistiksel olarak anlamhidir.

Tablo 4. Calisma gruplarinin serum bakir, demir, selenyum ve cinko duzeyleri (ug/dl)

Gruplar Bakir Demir Selenyum Cinko
Kontrol (G1) 2,11+0,25 8,57+1,42 0,77+0,41 2,00£0,22%
Melatonin (G2) 2,18+1,15 8,70+2,15 0,78+0,45 2,01£0,24~
Px (G3) 2,13+0,30 8,57+1,65 0,72+0,48 1,38+0,21®
Px+Melatonin (G4) 2,18+1,20 8,59+1,85 0,76+0,40 2,01+0,294

P <0,001; A>B.

*Ayni situnda degisik harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farkllik istatistiksel olarak anlamhidir.

arasinda ayni parametreler agisindan anlaml bir farklilik saptanmadi.
Melatonin uygulanan Grup 2 ve 4'tin serum kalsiyum duzeyleri grup 1 ve
3'e gore anlamli derecede yUksekti (p<0,001, Tablo 1, 2, 3 ve 4).

TARTISMA

Calismamizda en yiiksek serum krom, mangan ve magnezyum degerlerini
pinealektomi yapilan Grup 3'te elde ettik. Kromun yiiksek dozlarinin
doku hasarina neden oldugu (16), benzer sekilde manganin dokularda
biyik miktarlarda birikerek toksik etkilere neden oldugu ve oksidan
hasari artirdigi gosterilmistir (17). Calismamizda pinealektomi sonrasi
elde ettigimiz krom ve manganez dizeylerinin artmasi vurgulanmasi
gereken carpici bir sonug olarak degerlendirilebilir. Bizim ¢alismamizla
uyumlu olarak Cemek ve ark. (18), kan ve dokularda biriktiginde lipit
peroksidasyonuna neden olan krom ve mangan diizeylerinin melatonin
uygulamasiyla azaldigini ve bunun sonucunda doku hasarinin énlendigini
bildirmislerdir. Calismamizda pinealektomili sicanlarda (Grup 3) elde
etti§imiz krom ve mangan dizeylerindeki artis muhtemelen pineal
bezin ¢ikariimasi sonucu melatonin diizeylerinin azalmasi sonucu ortaya
¢tkmaktadir. Sadece melatonin uygulanan Grup 2 ve pinealektomi
sonras! ekzojen melatonin uyguladigimiz Grup 4'tin krom ve manganez
duzeyleri kontrollerden farkli degildi. Bu bulgu pinealektomi grubu olan
Grup 3'te elde ettigimiz krom ve manganez diizeyindeki artisin melatonin
eksikliginden kaynaklandiginin kaniti olarak sunulabilir. Benzer sekilde
calismamizda en yuiksek magnezyum duizeyini pinealektomi grubunda
(G3) elde ettik. Pineal bezleri alinan civcivlerde serum magnezyum
duzeylerinde artis oldugu ancak serum magnezyumunun vicut
magnezyum durumunu yansitmada 6nemli olmadigi gosterilmistir (19).

Calismamizda Grup 3'te elde ettigimiz artmis magnezyum duzeyleri
Turgut ve ark/nin raporuyla uyumludur (19).

Calismamizda en disuk serum potasyum, sodyum, kikirt ve cinko
degerleri pinealektomi uygulanan Grup 3'te elde edildi. Sodyum
ve potasyum iyonlari melatonin biyosentezinde aktif rol almakta
ve ayni zamanda bu hormonun hicreye girisini kolaylastirarak etki
mekanizmasinda rol almaktadir (3). Calismamizda elde ettigimiz azalmis
potasyum ve sodyum degerleri melatonin ile bu maddeler arasindaki
etkilesimin tek yonlu olmadigini gostermektedir. Pinealektomi sonrasi
sicanlarin serum sodyum dizeylerinde anlaml azalma oldugu raporu
(20) da bu dustinceyi desteklemektedir. Calismamizda pinealektomi
grubu (Grup 3) en dusuk kukurt degerlerine sahipti. Taramalarimizda bu
bulguyu dogrudan karsilastirabilecegimiz bir literatiire rastlayamadik.
Ancak bazi calismalar sinirli da olsa epifiz bezinin kan ve dokulardaki
element metabolizmasi Uzerinde duzenleyici etkisinin olabilecegine
isaret etmektedir (4,19). Calismamizda sadece melatonin uyguladigimiz
Grup 2 ve pinealektomi sonrasi melatonin uyguladigimiz grup 4'tin
potasyum, sodyum ve kikirt degerleri hicbir uygulama yapilmayan
kontrol grubundan farkl degildi. Dolayisiyla pinealektomize hayvanlarda
(Grup 3) elde ettigimiz azalmis potasyum, sodyum ve kikurt duzeylerinin
melatonin eksikliginden kaynaklanabilecegi ve pineal bez ile bu
maddelerin serum regiilasyonu arasinda énemli bir iliskinin olabilecegi
sonucuna varilabilir.

Pineal bez beyinde ¢inko agisindan en zengin bélgedir (21). Bu nedenle
pineal bez ile ¢inko arasindaki iliskiye dair pek ¢ok yayin bulunmaktadir.
Mocchegiani ve ark. (22), pinealektominin hayvanlarin viicut ¢inkosunda
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azalmaya neden oldugunu ve pinealektomize farelere bir ay streyle
melatonin (100 pg/fare) uygulanmasinin farelerde viicut ginko havuzunu
negatiften pozitif degere degistirdigini bildirmislerdir. Ayni farelere
melatonin uygulamasinin bir ay stireyle kesilmesi, negatif cinko havuzunun
yeniden ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Yukarida bahsedilen calismanin
sonuglari pineal bez ile ¢inko arasindaki iliskiye dair kritik bilgilerdir. Ayni
zamanda bu rapor, calismamizda pinealektomize hayvanlarda (Grup 3)
elde ettigimiz azalmis ¢inko duzeyleriyle paralellik goéstermektedir.
Galismamizda pinealektomize hayvanlarda (Grup 3) azalan serum ¢inko
diizeyleri melatonin destegi ile tedavi edildi. Melatoninin bu tedavi edici
etkisi hem melatonin uyguladigimiz Grup 2'de, hem de pinealektomi
sonrasi melatonin uyguladigimiz grup 4'te gordld.

Calismamizin ¢inko parametresine iliskin bulgular da Mocchegiani ve
ark/nin calismasiyla uyumludur (22).

Calismamizda melatonin uygulamalari Grup 2 ve 4'te serum kalsiyum
duzeylerinde artisa neden olmustur. Cemek ve ark. (14), melatonin
uygulamasinin  sicanlarin  gesitli dokularinda kalsiyum  diizeylerini
artirdigini bildirmistir. Benzer sekilde Pawlak ve ark. (23), hem kontrol hem
de diyabetik hayvanlarda melatonin uygulamasinin ve testis hiicrelerinin
uyarilmasinin kalsiyum diizeylerinde artisa yol agtigini gostermislerdir.
Melatonin uygulamasiyla elde ettigimiz artan serum kalsiyumu, yukarida
raporlari sunulan arastirmacilarin bulgulariyla da uyumludur.

Melatoninin serumdaki element metabolizmasi ile kombine iligkisini
arastiran  bir calisma bulunmamaktadir. Ancak metal elementleri
baglayan bir protein olan metallothioneinlerin melatoninden etkilendigi
bilinmektedir (24). Pinealektomide azalan metallothionein dtzeyleri
melatonin destegi ile tersine cevrilmektedir (24). Melatoninin 6zellikle
toksik etkiye neden olan metal elementleri baglayan bir protein olan
metallothionein gen ifadesini artirarak doku hasarini ve doku toksisitesini
onleyebildigi bir¢ok calismada rapor edilmistir (24-26). Bu calismada
metallothionein gen ekspresyonu belirlenmemistir. Ancak melatoninin
serum element diizeylerindeki degisikliklere etkisinde metalotiyoneinlerin
onemli bir araci olabilecegi séylenebilir.

Sonug olarak birlikte ele alindiginda, ¢calismamizin sonuglar sicanlarda
pinealektominin serum element metabolizmasini 6nemli 6lcude
bozdugunu ve melatonin uygulamasinin viicut element metabolizmasi
Uzerinde duzenleyici etkiye sahip olabilecegini gostermektedir. Bu
calisma eser elementlerin metabolizmasi ile pinealektomi ve melatonin
uygulamasini bir bitiin olarak degerlendiren ilk calismadir.
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