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Pinealektomili Siganlarda Prefrontal Kortekste Olusan Oksidatif
Doku Hasari Ve Melatonin Hormonunun Koruyucu Etkisi

Oxidative Tissue Damage in the Prefrontal Cortex of
Pinealectomized Rats and Protective Effects of Melatonin
Hormone

OZET

Amagc: Calismamizda, pinealektomili ve pinealektomi sonrast melatonin uygulanan siganlara
ait prefrontal korteks doku 6rneklerinin biyokimyasal diizeyde incelenmesi amaglandi.

Gerec ve Yontem: 21 adet Wistar-Albino cinsi erkek siganlar ti¢ esit gruba ayrildi. Grup I’deki
sicanlar kontrol (sham-pinealektomi) olarak kullanildi. Grup II’ye ait hayvanlara cerrahi olarak
pinealektomi yapildi. Grup III’deki siganlara ise pinealektomi sonrasi giinliik olarak, {i¢ ay
boyunca, melatonin hormonu (1 mg/kg/) intraperitoneal yoldan enjekte edildi. Deney siiresi
sonunda biitiin sicanlar dekapite edilerek 6ldiiriildii ve prefrontal korteksleri ¢ikartildi. Prefrontal
korteks doku drneklerinde siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzim
aktiviteleri ile malondialdehit (MDA) seviyeleri biyokimyasal olarak belirlendi.

Bulgular: Pinealektomili sicanlarda, prefrontal korteks SOD ve GSH-Px enzim degerlerinin
kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde azaldigi, MDA diizeylerinin ise yine istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde arttig1 tespit edildi. Pinealektomi sonrasi melatonin enjekte edilen sicanlarda
ise, doku SOD ve GSH-Px enzim aktivitelerinin yiikseldigi, MDA seviyelerinin de azaldig1
tespit edildi.

Sonug: Bu ¢alisma sonucunda, siganlarda pinealektomiye bagli olarak prefrontal korteks’te
meydana gelen oksidatif doku hasarmin melatonin enjeksiyonu ile 6nlendigi tespit edildi.
Anahtar Kelimeler: Prefrontal korteks, melatonin, pinealektomi, sigan.

ABSTRACT

Aim: An attempt was made to investigate the tissue samples of prefrontal cortex from
pinealectomized rats and melatonin applied rats following pinealectomy in biochemical basis.
Materials and Methods: Twenty-one, male Wistar rats were divided equally into three groups.
Rats in Group I were used as control (sham-pinealectomy). Rats in Group II were
pinealectomized. Rats in Group III were injected daily with melatonin (I mg/kg/)
intraperitoneally for 3 months following pinealectomy. At the end of the experimental period,
all rats were killed by decapitation and the prefrontal cortexes of rats were removed. Superoxide
dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GSH-Px) enzyme activities and malondialdehyde
(MDA) levels were determined at biochemical levels in the prefrontal cortex specimens.
Results: The levels of SOD and GSH-Px in the prefrontal cortex tissue were significantly
decreased and MDA levels were significantly increased in pinealectomized rats compared with
those of the controls. However, increased activities of SOD and GSH-Px enzymes and decreased
levels of MDA were detected in the rats administered melatonin following pinealectomy.
Conclusion: As a result of this study, pinealectomy-induced oxidative damage in the prefrontal
cortex tissue in rats were prevented by administration of melatonin hormone.

Keywords: Prefrontal cortex, melatonin, pinealectomy, rat

GIRIS

Merkezi sinir sistemi boliimlerinden olan prefrontal korteks, anatomik olarak gyrus
frontalis superior, gyrus frontalis medius ve gyrus frontalis inferior’un biiylik bir
boliimii ile gyri orbitales ve gyrus cinguli’nin 6n yarisini ihtiva eder. 9. 10. 11. ve 12.
Brodmann sahalarini i¢ine alacak sekilde premotor alanin 6niinde bulunur (1, 2).
Prefrontal korteks, 6grenme, hafiza, dikkatin siirdiiriilmesi, bilgilerin analizi ve
diisiincelerin olgunlastirilmasi gibi kognitif fonksiyonlardan sorumludur. Ayrica
gelecegi tahmin etme, motor hareketlerin uygulanmadan sonucunun kestirilmesi,
karmasik soyut problemlerin ¢oziilmesi ve davranislarin toplumsal kurallara gore
denetlenmesi gibi islevlerde de gorev alir. Bu nedenle prefrontal korteks’te meydana
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gelebilecek  bir hasar, belirtilen fonksiyonlarda
bozukluklarim olusmasina yol agabilir (3-5).

Merkezi sinir sistemine ait dokular, oksidatif hasardan en
cok etkilenen bolgelerdir. Beyin, viicut agirliginin oldukga
kiiciik bir yiizdesine (%2) sahip olmasina ragmen, solunan
oksijenin bilyiik bir bolimiinii (%20) tiiketir. Oksijenin yan
driinleri son derece toksiktir ve sinir dokusunun bu
toksisiteden daha fazla etkilendigi bilinmektedir. Merkezi
sinir sistemine ait noral dokulardaki antioksidan enzim
seviyeleri nispeten daha diisiiktiir. Ayrica, beyin oksidatif
stirecin rahatlikla baslatilabilecegi ve kendi kendine devam
edebilecegi coklu-doymamis yag asitlerini de oldukga
yiiksek konsantrasyonlarda igerir. Bu nedenle, serbest
radikal aracili hastaliklara ve erken yaslanmaya karsi
korunabilmenin yolu, organizmanin oksidatif hasar
siirecinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan molekiiler
bozulmaya kars1 koyabilme yeteneginde saklidir (6).
Melatonin, pineal bez tarafindan sirkadiyan ritimde ve
karanlikta salgilanan bir hormondur. Viicutta endokrin
sistemin diizenlenmesi, immun fonksiyonun arttirilmasi,
diiz kas tonusunun ayarlanmasi ve gonadal fonksiyonlarin
baskilanmasi gibi bir ¢ok fizyolojik islevlerde gorev alir
(7-12). Ayrica, melatonin hormonunun giiglii bir
antioksidan oldugu (13-16) ve dokularda lipid
peroksidasyon sonucu olusan oksidatif hasart 6nledigi
bildirilmistir (17-19). Bu hormon hem yagda hem de suda
¢ozlinebilir 6zellige sahip oldugu ig¢in, niikleus dahil
hiicrenin her organeline ulasabilir. Bu 6zellik, DNA’nin
oksidatif hasara karst korunmasinda, melatonine bir
istlinliik saglamaktadir (7, 8). Bunun yani sira, kan-beyin

bariyerini kolaylikla gegebilen, dolayisiyla beyin
dokularinda da antioksidan o&zelligini gosteren bir
hormondur (20, 21). Melatonin  hormonunun

salgilanmasinda olusabilecek bir engel sinirsel dokularda
oksidatif bir siirecin baglamasina neden olabilir.

Bu yiizden, yapmis oldugumuz bu arastirmada,
pinealektomi yapilan ve pinealektomi sonras1 melatonin
uygulanan siganlarda prefrontal korteks yapisinin oksidatif
hasar yoniiyle incelenmesi amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM

Arastirma igin Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik
Kurul onayr alindi (13.05.2009/38). Arastirmamizda,
agirliklart 230-250 gr olan Wistar-Albino cinsi 21 adet
erkek sigan kullanildi. Hayvanlar ii¢ gruba ayrildi. Grup 1
(n=7) ve Grup II (n=7) smrasiyla kontrol (sham-
pinealektomi) ve pinealektomili siganlar olarak diizenlendi.
Bu hayvanlara giinliik olarak ve intreperitoneal yolla FTS
(Fizyolojik Tuzlu Su) ile sulandirilmis 0.1 ml %10’luk
etanol enjekte edildi. Grup III (n=7) deki siganlara da
pinealektomi sonrasi giinliik dozu 1 mg/kg olan melatonin
(Sigma Chemical Co.), FTS ile sulandirilmis 0.1 ml etanol
icerisinde yine intraperitoneal olarak enjekte edildi.

Ucg aylik deney siiresi sonunda tiim siganlar dekapitasyon
yontemiyle oOldiirildi. Sicanlarin  beyinleri hizla
cikartilarak prefrontal korteks doku 6rnekleri soguk (+4 °C)
0.15 M’lik potasyum kloriir (KCI) ile yikand1 ve kurutma
kagidi ile kurutuldu. Daha sonra dokular homojenizator ile
(Ultra Turrax Type T25-B, IKA Labortechnic, Germany)

0.15 M’lik KCI ¢ozeltisi iginde 16000 rpm’de 3 dakika
homojenize edildi. Homojenizasyon bir buz kabinin
icerisinde gergeklestirildi. Homojenat 5000xg’de 1 saat
(+40C’de) santrifiijlenerek siipernatan elde edildi ve analiz
zamanina kadar (1 hafta) —40 oC’de bekletildi. Siiperoksit
dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve
malondialdehit (MDA) aktiviteleri  silipernatanda
spektrofotometrik olarak tayin edildi.

SOD tayini: Stiperoksit dismutaz enzim degerleri Sun ve
ark. (22)’nm modifiye ettigi metotla belirlendi. Bu metodun
prensibi nitroblue tetrazolium’un (NBT) siiperoksit
iireticisi olan ksantin-ksantinoksidaz sistemi tarafindan
indirgenmesi esasina dayanmaktadir. Caligmamizda SOD
aktivitesi tinite/gram (U/g) doku proteini olarak ifade
edildi.

GSH-Px tayini: Glutatyon peroksidaz aktivitesi Paglia ve
ark. (23)’nin metoduna gore ¢alisildi. GSH-Px hidrojen
peroksit varliginda rediikte glutatyonun (GSH) okside
glutatyona (GSSG) yiikseltgenmesini katalize eder.
Hidrojen peroksidin bulundugu ortamda GSH-Px’in
olusturdugu GSSG, glutatyon rediiktaz ve NADPH yardimi1
ile GSH’a indirgenir. GSH-Px aktivitesi, NADPH’1n
NADP+’ya yiikseltgenmesi sirasindaki absorbans
azalmasinin 340 nm’de okunmasiyla hesaplandi ve
tinite/gram (U/g) doku proteini seklinde belirtildi.

MDA tayini: Lipid peroksidasyon &l¢iim metodu olan
Esterbauer metodu  uygulanarak  yapildt  (24).
Tiyobarbutirik asit ile 90-95 0C’de reaksiyona giren
malondialdehit, pembe renkli kromojen olusturmaktadir.
On bes dakika sonra hizla sogutulan numunelerin
absorbanslar1 532 nm’de spektrofotometrik olarak okundu.
Sonuglar nmol/g doku proteini olarak ifade edildi.
Istatistiksel analiz: Biyokimyasal degerlerin (SOD, GSH-
Px, MDA) analizi i¢in “SPSS 9.05 for windows” istatistik
programi kullanildi. Gruplarin dagilimlari, non-parametrik
testlerden one-sample Kolmogorov-Smirnov Test ile
degerlendirildi. Gruplar normal dagilim gosterdiginden
degerlerin karsilastirilmasinda parametrik testlerden one-
way ANOVA ve Post Hoc testlerden LSD kullanildi.
[statistiksel anlamlilik igin p<0.05 olan degerler anlamli
kabul edildi. Elde edilen veriler aritmetik ortalama =+
standart sapma (SS) seklinde tabloya gegirildi.

BULGULAR

Calisma gruplarindaki tiim siganlara ait prefrontal korteks
doku orneklerinde, antioksidan savunma sisteminin
iiyelerinden olan SOD ve GSH-Px enzim aktiviteleri
spektrofotometrik olarak belirlendi. Ayrica, lipid
peroksidasyonu sonucu olusan ve dokudaki oksidatif
hasarin ortaya konmasinda dnemli bir parametre olarak
kullanilan MDA diizeyleri de yine ayni yontemle 6l¢iildi.
Pinealektomili sicanlarda, prefrontal korteks’e ait SOD ve
GSH-Px enzim aktivitelerinin kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlaml bir sekilde azalmis oldugu tespit
edildi (p<0.05). Diger taraftan, pinealektomi sonucu
prefrontal korteks MDA seviyelerinin ise yine kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigi
goriildii (p<0.05) (Tablo 1).
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Tablo 1: Calisma gruplarina ait SOD (U/g protein), GSH-Px (U/g protein) ve MDA (nmol/g protein) degerleri

Kontrol Pinealektomi Pinealektomi + Mel,
PARAMETRE
Mean + SEM Mean + SEM Mean + SEM
SOD 118 + 0.01 63 + 0.04° 141 + 0.07°
GSH-Px 196 + 11 92+ 17° 174 + 15*
MDA 10,9+ 0.5 18.2 + 0.9° 11.4+ 0.2%

n: denek sayist. Degerler ortalama = SS seklinde werildi. *:
**: p<0.05 (Pinealektomi grubu ile karsilagtirildiginda).

karsilastirildiginda);

Pinealektomi sonrast melatonin enjekte edilen
sicanlara ait biyokimyasal degerler incelendiginde ise,
prefrontal korteks SOD ve GSH-Px enzim degerlerinin
yiikseldigi, MDA seviyelerinin de distiigi belirlendi
(p<0.05) (Tablo 1).

TARTISMA

Biyokimyasal diizeyde yapmis oldugumuz bu arastirmada,
pinealektomili ve pinealektomi sonrasti melatonin
uygulanan si¢anlara ait prefrontal korteks doku 6rnekleri
oksidatif hasar yoniiyle incelenmistir.

Canl1 biinyesinde, herhangi bir patolojik olay sonucunda
ya da normal fizyolojik siiregte olusan serbest radikaller ile
bunlarin kovucusu olan antioksidan savunma sistemi
arasindaki dengenin serbest radikaller lehine kaymasi
oksidatif stresin meydana geldigini gosterir. Organizma,
kendini oksidatif hasara kars1 enzimatik ve nonenzimatik
antioksidan sistem ve molekiillerle korumaktadir. Hiicre
seviyesinde etkili olan enzimatik antioksidan sistemler
igcerisinde siliperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) yer alir (25).

Yapmis oldugumuz bu ¢alismada, pinealektomi sonrasi
prefrontal korteks doku drneklerine ait SOD ve GSH-Px
enzim aktivitelerinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
azaldig tespit edilmistir. SOD ve GSH-Px enzimlerindeki
bu azalma, dokudaki antioksidan savunma mekanizmasinin
pinealektomi sonucu bozuldugunu ortaya koymaktadir.
Malondialdehit (MDA), lipid peroksidasyonu sonucu
olusan iiriinlerden biridir ve oksidatif hasar1 gdstermede
yaygin olarak kullanilan bir parametredir (26).
Aragtirmamizda da, pinealektomi yapilan siganlarda MDA
diizeylerinin kontrol grubuna goére anlamli bir sekilde
arttigt  goriilmistir. MDA diizeyindeki bu artis,
pinealektominin prefrontal korteks’te lipid
peroksidasyonuna ve dogal olarak oksidatif hasara yol
actigini ifade etmektedir.

Delibag ve ark.(6), siganlar iizerinde yapmis olduklar
caligmalarinda, fonksiyonel pinealektomi sonrasi beyin
dokularinda SOD enzim aktivitesinin azaldigini, MDA

p<0.05 (Kontrol grubu ile

diizeylerinin ise arttigini bildirmislerdir. Ates ve ark. (27),
yine deneysel olarak yaptiklari ¢aligmalarinda pinealektomi
sonucu hipokampusta oksidatif hasarin meydana geldigini
ve doku MDA diizeylerinin yiikseldigini ifade etmislerdir.
Benzer seckilde Reiter ve ark. (28) da sicanlarda
pinealektomi sonucu hipokampusta lipid
peroksidasyonunun meydana geldigini bildirmislerdir.
Rennie ve ark. (40) da, pinealektomili sicanlarin gyrus
dentatus’larinda norodejenerasyonun meydana geldigini
bildirmislerdir. Tung ve ark. (41) ise, pinealektomi sonrasi
cerebelleum granulosa hiicre sayilarinda bir azalmanin
olustugunu ifade etmislerdir. Benzer sekilde Turgut ve ark.
(42) da, pinealektominin siyatik sinirde kollajen lif
sayilarinda azalmaya ve ndrodejenerasyona yol agtigini
bildirmislerdir. Ayrica, yapilan diger arastirmalarda
pinealektomi sonrasi ndral dokularda antioksidan savunma
sisteminin bozuldugu ifade edilmistir (29, 30). Yapmis
oldugumuz bu ¢aligmanin bulgulari, pinealektominin
prefrontal korteks’te oksidatif hasar olusturmasi yoniiyle
yukaridaki arastirmalarla (6,27, 28, 40-42) uyum
gostermektedir.

Pineal bez tarafindan salgilanan melatonin hormonunun,
giiclii bir antioksidan oldugu (13, 15, 16, 19) ve dokularda
lipid peroksidasyon sonucu olusan oksidatif hasar1 6nledigi
yapilan ¢aligmalarda ortaya konmustur (17-19). Kan-beyin
bariyerini kolaylikla gegebilen, dolayisiyla beyin
dokularinda da antioksidan 6zelligini gosteren melatonin
giiclii antioksidan etkisinin yani sira, siiperoksit dismutaz,
glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz gibi antioksidan
enzimlerin aktivitesini de stimiile eder (20, 21).

Sinir sistemine ait dokular tizerinde yapilan arastirmalarda
da melatoninin antioksidan ozelligi vurgulanmisg ve
melatonin hormonunun oksidatif strese bagli olarak olusan
noronal hasara karst koruyucu etkisinin oldugu
bildirilmistir (20, 21, 35-42). Kabuto ve ark.(35) sicanlar
izerinde yapmis olduklart in vitro ¢aligmalarinda, beyin
korteksinde demirle indiikklenmis oksidatif hasarin
melatonin uygulamasi ile engellendigini tespit etmislerdir.
Mason ve ark. (37) ise, sigan beyincigindeki granulosa
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hiicrelerinde oksidatif strese bagli olarak olusan
apoptozisin melatonin uygulamasi ile inhibe oldugunu
ifade etmislerdir. Skaper ve ark. (21) da, yaglanmaya bagl
olarak meydana gelen noronal hasarmn melatonin ile
engellendigini gdstermislerdir. Yine sig¢anlar iizerinde
deneysel olarak yapilan baska bir arastirmada, beyin
korteksinde gama-radyasyona bagli olarak gelisen MDA
diizeylerindeki artigin, melatonin uygulamasi ile azaldigini
ve lipid peroksidasyonun engellendigi gosterilmistir (39).
Benzer sekilde, sicanlarda formaldehit maruziyeti sonucu
prefrontal kortekste olusan oksidatif doku hasarinin
melatonin enjeksiyonu ile geriledigi bildirilmistir (43, 44).
Rennie ve ark. (40) da, sicanlar iizerinde gerceklestirmis
olduklart arastirmalarinda, pinealektomi sonucu gyrus
dentatus’ta meydana gelen nérodejenerasyonun melatonin
uygulamasiyla dnlendigini ifade etmislerdir. De Butte ve
Pappas (30) ise, pinealektomi sonucu hipokampus’ta olusan
pyramidal hiicre kayiplarinin melatonin enjeksiyou ile
giderildigini gostermislerdir.

Yapmis oldugumuz bu ¢aligmada da, pinealektomi sonrasi
melatonin hormonu uygulanan hayvanlara ait prefrontal
korteks SOD ve GSH-Px enzim degerlerinin yiikseldigi,
MDA seviyelerinin de diistiigii belirlendi. Melatonin
hormonunun ndroprotektif etkinligi yoniiyle baktigimizda,
caligmamizin bulgular1 daha Once yapilmis olan
aragtirmalar ile paralellik gostermektedir.

Sonu¢ olarak, pineal bezi cerrahi olarak ¢ikartilan
sicanlarda, prefrontal korteks antioksidan savunma
sisteminin zayifladig1 ve dokuda oksidatif hasarin meydana
geldigi tespit edilmistir. Ayrica, pinealektomiye bagli olarak
prefrontal korteks yapisinda olusan oksidatif hasarinin,
melatonin enjeksiyonu ile dnlendigi ortaya konmustur.
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