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Deneysel Kadmiyum Toksisitesinde Melatonin Hormonunun Karaciger
Uzerindeki Koruyucu Etkisi: Immunohistokimyasal Bir Calisma
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OZET

Kadmiyum (Cd) endiistride yaygin olarak kullanilan ve insan sagligini olumsuz etkileyen agir metallerden
biridir. Bu ¢alismada, siganlarda, kadmiyumun indiikledigi akut karaciger toksisitesine karsi melatonin hormonunun
koruyucu etkisinin arastirilmasi amaglandi. Ortalama 170-220 gr. agirliginda 21 adet Wistar-Albino cinsi yetiskin erkek
sigan, rastgele ti¢ esit gruba ayrildi: Kontrol, kadmiyum kloriir (CdCl12), kadmiyum ve Melatonin (Cd+Melatonin).
Kadmiyum grubu siganlara, Kadmiyum (1 mg/kg) 30 giin boyunca subkutan yoldan enjekte edilirken, Cd+Melatonin
grubunda yer alan hayvanlara ise Cd (1 mg/kg) subkutan yoldan ve Melatonin (25mg/kg) 30 giin boyunca, her giin,
intraperitonel yoldan enjekte edildi. Kontrol grubu sicanlara ise salin enjekte edildi. Karaciger dokulari,
immunohistokimyasal yontem ile Is1 Sok proteini 70 (ISP70) immunoreaksiyonu i¢in boyandi. Kadmiyum grubu
siganlarda, kadmiyum toksisitesine bagli olarak karacigerde, ISP70 immunoreaksiyonunu gosteren yogun bir boyanma
goriildii. Kadmiyum ile birlikte melatonin enjekte edilen siganlara ait karaciger doku kesitlerinde ise minimal ISP70
boyanmasi tespit edildi. Melatonin hormonunun, kadmiyumun toksik etkisininin gdstergesi olan ISP70
immunoreaksiyonunu dnemli dlgiide azalttig1 ve karaciger hasarina kars1 koruyucu rol oynadigr tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Kadmiyum, melatonin, karaciger, ISP70.

The Protective Effects Of Melatonin Hormone Against Experimental Cadmium
Toxicity In The Liver: An Immunohistochemical Study

ABSTRACT

Cadmium (Cd) is one of the heavy metals which widely used in industry and adversely affecting human health.
The potential for protective effects of melatonin on cadmium-induced acute liver injury in rats was investigated in this
work. Twenty-one male Wistar-Albino rats were randomly divided into three equal groups: control, cadmium chloride
(CdC12), cadmium and melatonin (Cd+Melatonin). Rats in Cd group were injected subcutaneously with Cd (1 ml/kg)
for 30 days, while rats in Cd+Melatonin group were injected subcutaneously with Cd (1 mg/kg) and injected
intraperitoneally plus melatonin (25 mg/kg) for 30 days. Control rats were injected salin. Hepar tissues were stained
with heat shock protein 70 (Hsp70) immunohistochemically performed. A dense staining indicating Hsp70
immunoreaction was observed in the liver depending on the toxicity of cadmium in the rats of cadmium group. The
liver tissue sections of rats injected with melatonin and Cd, the HSP70 staining was detected minimal. It was detected
that Melatonin hormone significantly reduced Hsp70 immunoreaction which is an indicator of cadmium toxicity and
plays a protective role against the liver damage.
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GIRiS

Kadmiyum (Cd), havada, toprakta ve
yiyeceklerde bulunan agir bir metaldir. Cd, sigara, batarya,
boya maddeleri vb. gibi endiistriyel riinlerin iginde
bulunmaktadir. Sigara 6nemli bir kadmiyum kaynagidir ve
bir adet sigara 1-2 ;g kadmiyum igerir (1). Cd, ince
bagirsaklardan absorbe olur ve idrarla atilir (2). Karaciger
ve bobrek, sistemik kadmiyumun elimine edilmesinde rol
oynayan birincil organlardir (3). Viicuda giren kadmiyum,
kan dolasimindaki proteinlere ve kan hiicrelerine
baglanarak taginir (4). Viicutta karaciger fibrozisi, bobrekte
tiibiiler disfonksiyon, hipertansiyon, osteoporoz ve kanser
gibi baz1 patolojik durumlara sebep olabilir (5).
Kadmiyumun olusturdugu sitotoksik etkilerden, serbest
radikaller olusturmasi ve antioksidan savunma sisteminde
bozukluga neden olmasi sorumlu tutulmaktadir (6,7).
Serbest radikaller hiicrede proteinleri, DNA’y1 ve membran
lipitlerini  etkileyerek hiicre fonksiyonlarmin ve
biitinliglinlin ~ bozulmasina  neden  olmaktadir.
Kadmiyumun toksik etkilerine kars1 melatonin (8), taurin
(9), naringenin (10), ¢inko ve bazi vitaminlerin (selenyum)
(11) etkileri arastirilmis ve farkli sonuclar elde edilmistir.
Melatonin (N-acetyl-5-methoxytryptamine), 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
bircok fizyolojik islevlerde gorev alir (12). Melatonin hem
lipofilik hem de hidrofilik olmasindan dolay1 viicudun her
hiicresine girebilme 6zelligi bulundugundan, deoksiribo
niikleik asidi (DNA), mebran lipitlerini ve sitozolii
korumaktadir (13). Melatoninin farkli organ ve dokularda
direkt serbest radikal siipiiriici ve indirekt antioksidan
etkiye sahip oldugu yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir (8,
14). Melatonin antioksidan 6zelligini, stiperoksit dismutaz
(SOD), glutatyon peroksidaz (GPx) ve glukoz-6 fosfat
dehidrogenaz (G6PD) gibi enzimleri aktive ederek gosterir
(15).

Ist soku proteinleri (ISP), sitoplazmada,
mitokondride ve endoplazmik retikulumda proteinlerin
birlesmesine, paketlenmesine, tasinmasina, yikimina ve
toplanmasina yardim eden molekiiler kavalyelerdir (16,17).
Ilk olarak hiicrelerde 1s1 sokuyla tespit edildikleri i¢in ISP
adiyla anilirlar (18). Bu protein ailesinden olan 70 kDa’lik
ISP70 (HSP70), stressiz  hiicrelerde c¢ok diisiik
miktarlardayken, stresi takiben hizli bir yiikselme
gosterdigi i¢in en sik ¢alisilan ISP’dir. Bu proteinler
herhangi bir stres sebebiyle hiicre zarar gordiigiinde, hiicre
i¢gi proteinlerini  onararak  yapilarimi  korur ve
fonksiyonlarinin devamini saglarlar (19). Dokularda
ISP70’in immunoreaktivitesinin artmasi, herhangi bir
nedenle olusan toksik etkinin ISP sentezini indiikledigini
ifade etmektedir. Boylece ISP70’in dokudaki ve hiicredeki
immunolokalizasyonunun immunohistokimyasal olarak
gosterilmesi o hilicrede oksidatif hasarin oldugunun bir
gostergesidir.

Bu c¢alismada, sicanlarda, kadmiyum’un
hepatotoksik etkisine karst melatonin hormonunun
koruyucu etkisinin, immunohistokimyasal yontemle,

karacigerde ISP70 protein sentezi analiziyle ortaya
konulmasi amaglandi.

GEREC VE YONTEM

Caligmamizda, agirliklar: 170-220 gram arasinda
degisen toplam 21 adet yetiskin erkek Wistar-Albino cinsi
sican kullanildi. Rastgele {i¢ esit gruba ayrilan siganlar, 6zel
hazirlanmis kafeslerde, 1s1s1 ayarlanmig (22+1 °C), 12 saat
glines 15181 alan ve 06zel havalandirma tertibati olan
ortamda, yeterli miktarda su ve sigan yemi ile beslendi.
Kontrol grubu sicanlara, 30 giin boyunca ve her giin
subkutan (sc) yoldan salin enjekte edildi. Kadmiyum grubu
siganlara 30 giin boyunca, her giin kadmiyum klortr
(CdC12) (1 mg/kg, sc) uygulandi. Cd+melotonin grubunda
yer alan hayvanlara ise ayni siire ve dozda kadmiyum yani1
sira 25 mg/kg Melotonin (0.1 ml. alkol i¢inde ¢oziildii)
intraperitonel (ip) yoldan enjekte edildi. Tlag etkilesimini
ve ila¢ emilimini etkilememek i¢in kadmiyum
enjeksiyonlar1 sabah, melatonin enjeksiyonlari ise ayni giin
Ogleden sonra yapildi.

Immunohistokimyasal Analiz

30 giinliik deney siiresi sonunda tiim sigcanlar
dekapitasyon yontemiyle oldiriildii. Aliman karaciger
dokular1 Bouin soliisyonunda tespit edildi. Doku 6rnekleri
rutin histolojik doku takip islemlerinden gegcirilerek,
parafine gomiildii. Parafin bloklardan 5;m. kalinlkta
kesitler alindi. Kesitler poly-L-lysine ile kaplanan lamlar
iizerine alindi. Daha sonra lamlar immiinohistokimyasal
olarak boyandi. Boyamada ABC Metodu kullanildi. Bu
yontemde preparatlar deparafinizasyondan sonra, sirasiyla
distile suda 5 dakika, pH’1 7.6 olan fosfat tamponlu tuzlu
su (PBS)’da 5 dakika yikandi. “Antijen retrieval” iglemi
750 W dalga boyuna ayarlanmis mikrodalga firinda Citrate
Buffer (pH=6.0) icinde 5 dakika uygulandi. Daha sonra,
%3’lik H202’de (Sigma) 5 dakika, tekrar PBS’de 5 dakika
(pH = 7.6) yikand1. Daha sonra ISP70 primer antikoruyla
(Biogenex San Ramon, CA) oda 1sisinda 30 dakika inkiibe
edildi. PBS’de 5 dakika (pH = 7.6) bekletildi ve ardindan
30 dakika sekonder antikor (Biogenex San Ramon, CA)
uygulandi. Streptavidin peroksidaz, AEC kromojen
(Sigma) uygulamasidan sonra, Mayer’s hematoksilen ile
z1t boyama yapildi ve dehidratasyon isleminden sonra 6zel
kapatma maddesi (CC/MOUNT, DBS, Pleasanton, CA,
USA) ile kapatildi. Immiinohistokimyasal boyamada
primer antikor olarak Biogenex firmasimin kullanima hazir,
rabbit, monoklonal ISP70 kullanildi. Kesitler 1s1k
mikroskobik olarak Olympus BX50 mikroskobuyla
patoloji uzmani tarafindan degerlendirildi.
Immiinohistokimyasal ~boyamanin degerlendirilmesi
boyanma yogunluguna gore yapildi. Boylece dokularda
veya hiicrelerde ISP70’in fazla immunoreaksiyonu, koyu
boyanma ile kendini géstermektedir. Immunohistokimyasal
olarak ISP70 boyanma reaksiyon siddeti, 0’dan +5’¢ kadar
semikantitatif olarak derecelendirildi (Tablo 1).

BULGULAR

Calismamizda, kadmiyum toksisitesine bagl
olarak karacigerde ortaya ¢ikan oksidatif doku hasarimin ve
bu hasar iizerine melotonin hormonunun koruyucu etkisini
ortaya koymak amaciyla, immunohistokimyasal olarak
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ISP70 ile boyanmis kesitler gdzden gegirildi. Saptanan
immunoreaksiyon yogunluguna gore degerlendirme
yapildi.  Kontrol grubuna ait karaciger dokularinda
ISP70 boyanmasina rastlanmadi (0) (Sekil 1). Kadmiyum
grubu sicanlarin  karaciger dokularinda ISP70
immunoreaksiyonunu gosteren yogun bir boyanma
goriildi (+5) (Sekil 2-3). Cd+melotonin grubunda ise
minimal ISP70 boyanmasi goérildii (+1) (Sekil 4).

Tablo 1: immunohistokimyasal boyanma
yogunlugunun derecelendiriimesi.

Derece Anlam
0 Yok
+1 Minimal
+2 Az
+3 Orta
+4 Cok
+5 Siddetli

Sekil 1: Kontrol grubuna ait siganlarin karaciger
dokusunun gérinima X40

Sekil 2: Kadmiyum toksisitesi sonucu karaciger
dokusunda siddetli ISP70 boyanmasi X40

Sekil 3: Kadmiyum toksisitesi sonucu karaciger
dokusunda yogun ISP70 boyanmasi X40
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Sekil 4: Kadmiyum ile birlikte melatonin uygulanan
siganlarin karaciger dokusunda minimal diizeyde ISP70
boyanmasi X40

TARTISMA

Kadmiyuma bagli karaciger toksisitesinin
olusmasinda oksidatif stres 6nemli rol oynar. Oksidatif stres
sonucu agiga cikan serbest oksijen radikalleri, hiicre
membran lipit ve proteinlerini yikarak, hiicre membranini
sertlestirip hiicre fonksiyonunu engelleyerek, niikleer
membrani ge¢ip nukleustaki genetik materyale etki edip
DNA'y1 kirllma ve mutasyonlara agik hale getirerek viicutta
ciddi hasarlara neden olabilirler. Lipitler serbest radikal
hasarina kars1 en hassas yapilardir. Serbest radikaller, yag
asitlerindeki doymamis baglarla kolayca reaksiyona girerek
lipitlerin peroksidasyonuna neden olurlar. Hiicre i¢i ve
hiicre dis1 membranlarda lipit peroksidasyonunun artmasi
organ, doku ve hiicrelere zarar vermektedir (8, 9, 14). Lipit
peroksidasyonu, uzun siireden beri kadmiyum toksisitesi
icin primer mekanizma olarak disiiniilmektedir (20).
Yapilan c¢aligmalarda, kadmiyumun karacigerde yag
dejenerasyonu, siniizoidlerde dilatasyon, nekroz, fibrozis,
mononiiklear hiicre infiltrasyonu, graniiler endoplazmik
retikulumda dilatasyon, fragmantasyon ve vezikiilasyon
gibi patolojik sonuglara neden oldugu gésterilmistir (8, 10).
Kadmiyumun, karaciger, akciger gibi dokularda, lipid
peroksidasyonun bir gostergesi olan malondialdehit (MDA)
seviyelerinde artisa, antioksidan enzimlerden olan

stiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-
Px) degerlerinde ise azalmaya neden oldugu ifade
edilmistir (8). Kadmiyum toksisitesini tespit etmeye
yonelik yapilan baska bir ¢aligmada ise kadmiyumun
dokularda ISP70 proteinlerinde asir1 bir uyarilmaya neden
oldugu belirtilmistir 21). Calismamizin
immunohistokimyasal analiz sonuglarinda da; kadmiyum
toksisitesi sonucu karacigerde siddetli ISP70 boyanmasinin
oldugu tespit edildi. Bu nedenle kadmiyuma bagl olarak
karacigerde olusan toksik etki yoniiyle calismamiz daha
once yapilmis olan arastirmalarla uyum goéstermektedir.
Kadmiyumun olusturdugu hasar1 6nlemeye veya ortadan
kaldirmaya yonelik yapilan caligmalar incelendiginde,
kullanilan antitoksik ajanlarin, antioksidan veya serbest
radikal giderici Ozelliklerinden yararlanildigi goriiliir.
Antioksidan savunma sisteminin bozuklugu, kadmiyum
bagl hepatotoksisitede kritik bir olay olarak kabul edilir
(10). Melatoninin direk serbest radikal stiptricii etkisi,
kadmiyumun olusturdugu toksik etkiyi onlemede 6nemli
bir 6zelliktir (8). Viicutta birgok fizyolojik fonksiyonlarin
diizenlenmesinde gorev alan melatonin hormonunun gii¢lii
bir antioksidan oldugu ve dokularda lipid peroksidasyon
sonucu olusan oksidatif hasar1 6nledigi bildirilmistir (8,
14). Yapilan ¢aligmalarda karbon tetraklortir ile indiiklenen
karaciger hasarma karst melotoninin koruyucu etkisi
oldugu, melatonin hormonunun, serum AST, ALT, ALP,
total biluribin ve direkt biluribin seviyelerini azalttigi
belirtilmistir (22, 23). Baska bir ¢alismada, melotoninin,
kadmiyumun olusturdugu karaciger hasarmi ve yag
peroksidasyonunu azalttigi ve antioksidan enzimler olan
siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz’
(GSH-Px) artirarak olusan toksik etkiye kars1 karacigeri
korudugu belirtilmistir (8, 9, 14). Bu caligmada da
kadmiyumun indiikledigi karaciger hasarna karsi
melatoninin hepatoprotektif etkisi immunohistokimyasal
analiz ile ortaya konuldu. Melatonin enjekte edilen
sicanlarin karacigerlerinde, hiicre hasarmin bir gostergesi
olan ISP70 boyamasinin minimal diizeyde oldugu tespit
edildi.

Immunohistokimyasal diizeyde yapmis oldugumuz bu
calisma sonucunda, kadmiyum maruziyeti sonucu
karacigerde meydana gelen toksik etkiye kars1 melatonin
homonunun koruyucu bir rolii oldugu tespit edildi.
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