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ÖZET
Bu çalışmada, akciğer dokusu üzerindeki karbon tetraklorür (CCl4) toksisitesine karşı melatonin
hormonunun koruyucu etkisinin incelenmesi amaçlandı. 24 adet Wistar-Albino cinsi erkek
sıçanlar üç eşit gruba ayrıldı. Grup I’deki sıçanlar kontrol olarak kullanıldı. Grup II’deki
hayvanlara gün aşırı olarak ve derialtı yolla CCl4 uygulandı. Grup III’deki sıçanlara ise CCl4
enjeksiyonu ile birlikte yine gün aşırı olarak ve derialtı yolla melatonin verildi. Dört haftalık
deney süresi sonunda bütün sıçanlar dekapite edilerek akciğerleri çıkartıldı. Biyokimyasal
incelemeler için, akciğer doku örneklerinin bir bölümünde süperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) enzim aktiviteleri ve malondialdehit (MDA) seviyeleri spektrofotometrik
olarak belirlendi. Mikroskobik incelemeler için, doku örnekleri rutin histolojik prosedürlerden
geçirilerek parafine gömüldü. CCl4 enjeksiyonu yapılan sıçanlara ait akciğer doku
örneklerindeki SOD ve GSH-Px enzim aktivitelerinin kontrol grubuna göre istatistiksel olarak
anlamlı bir şekilde azaldığı, MDA düzeylerinin ise arttığı tespit edildi. Mikroskobik incelemede
ise, CCl4 maruziyetinin akciğerde pulmoner interstisyumda hemoraji’ye, polimorf çekirdekli
lökosit ve makrofaj infiltrasyonuna neden olduğu görüldü. CCl4  enjeksiyonu ile birlikte
melatonin uygulanan hayvanlarda, SOD ve GSH-Px enzim aktivitelerinde bir artışın meydana
geldiği, MDA değerlerinde ise anlamlı bir düşüşün olduğu gözlendi. Işık mikroskobik
incelemelerde, CCl4 toksisitesinin neden olduğu histopatolojik değişikliklerin melatonin
uygulamasıyla düzeldiği görüldü. CCl4 toksisitesinin akciğerlerde önemli ölçüde oksidatif doku
hasarına yol açtığı ve bu hasarın melatonin uygulamasıyla önlenebildiği tespit edildi.
Anahtar kelimeler: Akciğer, CCl4, Oksidatif hasar, Sıçan.

SUMMARY
In this study, it was aimed to investigate the protective effects of melatonin hormone against to
carbon tetrachloride (CCl4)-induced toxicity in lung tissue.  Twenty-four male Wistar-Albino
rats were randomly divided into three equal groups. Rats in group I were used as control. Rats
in group II were injected subcutaneously every other day with CCl4. Rats in group III were
injected subcutaneously every other day with CCl4 and melatonin. At the end of four weeks of
experimental period, all animals were killed by decapitation and their lungs were removed. For
biochemical examination, superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GSH-Px)
enzyme activities and malondialdehyde (MDA) levels were determinated by a
spectrophotometer in some of the lung tissue specimens. For light microscopic examination,
tissue specimens were embedded in paraffin blocks following routine histological procedures.
In lung tissue samples of rats treated with CCl4, SOD and GSH-Px enzyme activities were
significantly lower and malondialdehyde (MDA) levels were significantly higher than the
control group. Microscopically, interstitial pulmonary hemorrhage, leucocytes with polymorphic
nuclei and macrophage infiltration were observed in the lung specimens of rats exposed to CCl4
alone.There is a statistically significant increase in SOD and GSH-Px enzyme activities, and a
decrease in MDA levels in rats treated with CCl4 and melatonin. Histopathological changes
caused by CCl4 toxicity were not observed in rats treated by melatonin. It is concluded that
CCl4 creates oxidative damage in lung tissue and melatonin has protective effects against this
CCl4 induced damage.
Anahtar kelimeler: Lung, CCl4, oxidative stress, rat

GİRİŞ
Karbon tetraklorür (CCl4), renksiz, berrak ve uçucu bir sıvı olup, petrol
ürünleri, vernik, cila, reçine çözücüsü ve organik bileşiklerin imalatında yaygın
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olarak kullanılan bir kimyasaldır. Kuru temizleme,
yangın söndürme, tahıl dezenfeksiyonu ve böceklerle
mücadelede sıklıkla kullanılmaktadır (1-3). İnsan
vücudunun çevreden günlük ortalama 0.1 µg CCl4
girişine maruz kaldığı bildirilmiştir (1). Birleşik
Devletler Çevre Koruma Dairesi (EPA) hayvan
deneylerinden elde edilen sonuçlara dayanarak,
CCl4’ü insan için olası kanserojen madde sınıfına
dahil etmiştir (1-3).
CCl4 solunan hava, su, gıda alımı ve deriden temas
yoluyla vücuda girer. Karaciğer, beyin, böbrek, kaslar,
yağ dokusu ve kanda daha yüksek konsantrasyonlarda
olmak üzere tüm vücuda dağılır (1). CCl4’ün
sitokrom P450 enzimi aracılığıyla serbest radikallere
yıkılımı hücre hasarını başlatır (2-5). Vücuttan atılımı
başta solunum yoluyla ve çok az miktarlarda dışkı ve
idrar yoluyladır (1). Deneysel olarak yapılan
çalışmalarda, CCl4 uygulamasına bağlı olarak akciğer
dokusunda da oksidatif hasar ve histopatolojik
değişikliklerin meydana geldiği bildirilmiştir (6-13).
Vücutta pineal bez tarafından salgılanan melatonin
hormonu, endokrin sistemin düzenlenmesi, immun
fonksiyonun arttırılması, düz kas tonusunun
ayarlanması ve gonadal fonksiyonların baskılanması
gibi birçok fizyolojik işlevlerde görev alır (14-17).
Bununla birlikte, melatonin hormonunun güçlü bir
antioksidan olduğu (18, 19) ve dokularda lipid
peroksidasyon sonucu oluşan oksidatif hasarı önlediği
bildirilmiştir (20, 21). Hem yağda hem de suda
çözünebilir özelliğe sahip olan melatonin, çekirdek
dahil hücrenin her organeline kolaylıkla ulaşabilir. Bu
özellik, DNA’nın oksidatif hasara karşı
korunmasında, melatonine bir üstünlük sağlamaktadır
(14).
Biyokimyasal ve ışık mikroskobik düzeylerde yapmış
olduğumuz bu çalışmada, CCl4 maruziyetinin akciğer
üzerindeki toksik etkileri ve aynı zamanda bu toksik
etkilere karşı melatonin hormonunun koruyucu rolü
araştırılmıştır.
GEREÇ ve YÖNTEM

Bu çalışmada, 24 adet Wistar-Albino cinsi
erkek sıçan üç eşit gruba ayrıldı. Kontrol grubu (Grup
I) sıçanlara deney boyunca günaşırı subkutan (sc) saf
zeytinyağı (1 ml/kg) tatbik edildi. CCl4 grubu
sıçanlara (Grup II) dört hafta süresince günaşırı olarak
zeytinyağı içinde CCl4 (0.5 ml/kg, sc) uygulandı.
CCl4+Melatonin grubunda (Grup III)  yer alan
hayvanlara ise aynı süre ve dozda CCl4’ün yanı sıra,
serum fizyolojik ile 1/10 oranında sulandırılmış 25
mg/kg dozundaki melatonin (Sigma Chemical Co.)
yine subkutan yolla günaşırı olarak enjekte edildi.
Deney süresi sonunda tüm sıçanlar dekapitasyon
yöntemiyle öldürüldü. Hayvanlardan alınan akciğer
doku örneklerinin bir kısmı biyokimyasal analiz için,

bir bölümü de mikroskobik incelemeler için
kullanıldı.
Biyokimyasal analiz
Sıçanların akciğerleri hızla çıkartılarak doku örnekleri
soğuk (+4 °C) 0.15 M’lık potasyum klorür (KCI) ile
yıkandı ve kurutma kâğıdı ile kurutuldu. Daha sonra
dokular homojenizatör ile (Ultra Turrax Type T25-B,
IKA Labortechnic, Germany) 0.15 M’lık KCI
çözeltisi içinde 16000 rpm’de 3 dakika homojenize
edildi. Homojenizasyon bir buz kabının içerisinde
gerçekleştirildi. Homojenat 5000 g’de 1 saat (+4
°C’de) santrifüjlenerek süpernatant elde edildi ve
analiz zamanına kadar (1 hafta) –40 °C’de bekletildi.
Süperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) enzim aktiviteleri süpernatanda,
malondialdehit (MDA) aktiviteleri ise homojenatta
spektrofotometrik olarak tayin edildi.
SOD tayini: Süperoksit dismutaz enzim değerleri Sun
ve ark. (22)’nın modifiye ettiği metotla belirlendi. Bu
metodun prensibi nitroblue tetrazolium’un (NBT)
süperoksit üreticisi olan ksantin-ksantinoksidaz
sistemi tarafından indirgenmesi esasına
dayanmaktadır. Çalışmamızda SOD aktivitesi
ünite/gram (U/g) doku proteini olarak ifade edildi.
GSH-Px tayini: Glutatyon peroksidaz aktivitesi Paglia
ve ark. (23)’nın metoduna göre çalışıldı. GSH-Px
hidrojen peroksit varlığında redükte glutatyonun
(GSH) okside glutatyona (GSSG) yükseltgenmesini
katalize eder. Hidrojen peroksidin bulunduğu ortamda
GSH-Px’in oluşturduğu GSSG, glutatyon redüktaz ve
NADPH yardımı ile GSH’a indirgenir. GSH-Px
aktivitesi, NADPH’ın NADP+’ya yükseltgenmesi
sırasındaki absorbans azalmasının 340 nm’de
okunmasıyla hesaplandı ve ünite/gram (U/g) doku
proteini şeklinde belirtildi.
MDA tayini: Lipid peroksidasyon ölçüm metodu olan
Esterbauer metodu uygulanarak yapıldı (24).
Tiyobarbutirik asit ile 90-95 °C’de reaksiyona giren
malondialdehit, pembe renkli kromojen
oluşturmaktadır. On beş dakika sonra hızla soğutulan
numunelerin absorbansları 532 nm’de
spektrofotometrik olarak okundu. Sonuçlar nmol/g
doku proteini olarak ifade edildi.
Mikroskobik inceleme
Sıçanlardan alınan akciğer doku örnekleri % 10’luk
formaldehit ile fikse edildi. Daha sonra doku örnekleri
rutin histolojik işlemlerden geçirilerek parafine
gömüldü. Parafin bloklardan alınan kesitler
Hematoksilen-eozin ile boyandı ve preparatlar
Olympus BH-2 araştırma mikroskobunda incelenerek
fotoğrafları çekildi.
İstatistiksel analiz:
Biyokimyasal parametre (SOD, GSH-Px, MDA)
sonuçlarının analizi için “SPSS 15.0 for Windows”
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istatistik programı kullanıldı. Grupların dağılımları,
non-parametrik testlerden one-sample Kolmogorov-
Smirnov Test ile değerlendirildi. Gruplar normal
dağılım gösterdiğinden değerlerin karşılaştırılmasında
parametrik testlerden one-way ANOVA ve Post Hoc
testlerden LSD kullanıldı. İstatistiksel anlamlılık için
p<0.05 olan değerler anlamlı kabul edildi. Elde edilen
veriler aritmetik ortalama ± standart hata (SH)
şeklinde tabloya geçirildi.
BULGULAR

Biyokimyasal bulgular
CCl4 enjekte edilen sıçanlara ait akciğer doku

örneklerindeki SOD ve GSH-Px enzim miktarlarının
kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı bir
şekilde düştüğü tespit edildi (p<0.05). Bu gruba ait
MDA düzeylerinin ise yine kontrol grubuna göre
istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde arttığı görüldü
(p<0.05). Diğer taraftan, CCl4 enjeksiyonu ile birlikte
melatonin verilen sıçanlarda, akciğer SOD ve GSH-
Px enzim aktivitelerinin arttığı, MDA seviyelerinin de

azaldığı gözlendi (p<0.05). (Tablo 1). Araştırmamızın
biyokimyasal sonuçları, CCl4’ün akciğer dokusunda
oksidatif hasara yol açtığını ve meydana gelen bu
hasarın melatonin enjeksiyonu ile önlendiğini ortaya
koydu.

Işık mikroskobik bulgular
Kontrol grubu sıçanlarda, akciğer doku

yapısının normal olduğu gözlendi (Şekil 1). CCl4
uygulanan sıçanlarda ise pulmoner interstisyumda
hemoraji tespit edildi (Şekil 2). Ayrıca, yine bu grupta
polimorf çekirdekli lökosit ve makrofaj
infiltrasyonunun olduğu görüldü (Şekil 3). CCl4
toksisitesi ile birlikte melatonin uygulanan
hayvanlarda ise akciğer doku görünümünün kontrol
grubuna benzediği ortaya kondu (Şekil 4).
Mikroskobik incelemelerde elde ettiğimiz bu
sonuçlar, CCl4 toksisitesinin akciğerlerde
histopatolojik değişikliklere neden olduğunu ve
oluşan bu dokusal bozulmaların melatonin tarafından
düzeldiğini gösterdi.

GÜLCEN ve Ark.

Tablo 1. Gruplara ait akciğer doku örneklerindeki SOD, GSH-Px ve MDA
değerleri (her grup için n=8).

Şekil 1. Kontrol grubu sıçanlarına ait akciğer dokusunun normal
görünümü. H.E. X240.
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TARTIŞMA
Başta karaciğer ve böbrek olmak üzere birçok

organda doku hasarına yol açan CCl4, son derece
toksik bir kimyasal maddedir (2, 4, 5, 25-27). Bu
maddenin, dokularda hasar oluşturma mekanizması,
CCl4’ün sitokrom P450 enzimi aracılığıyla oldukça
toksik triklorometil (CCl3) ve triklorometil peroksil
(CCl3O2) serbest radikallerine dönüşümü sonrası

başlayan lipit peroksidasyonu ile ortaya çıkan
oksidatif hasar olarak açıklanmıştır (2-5).
Vücutta, fizyolojik ortamda veya herhangi bir
patolojik olay sonucunda oluşan serbest radikaller ile
bunların koruyucusu olan antioksidan savunma
sistemi arasındaki dengenin serbest radikaller lehine
kayması oksidatif stresi gösterir. Organizma, oksidatif
hasara karşı enzimatik ve nonenzimatik antioksidan
sistem ve moleküllerle korunur. Hücre seviyesinde
etkili olan enzimatik antioksidan sistemler içerisinde
süperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz yer alır
(28).
Deneysel olarak gerçekleştirilmiş daha önceki
araştırmalarda, CCl4 maruziyetinin akciğerlerde
oksidatif doku hasarına ve lipid peroksidasyonuna yol
açtığı bildirilmiştir (6, 29). Yapmış olduğumuz bu
çalışmada da, CCl4 toksisitesine maruz kalan
sıçanlarda, akciğer doku örneklerine ait SOD ve
GSH-Px enzim değerlerinin istatistiksel olarak
anlamlı bir şekilde azaldığı belirlenmiştir. SOD ve
GSH-Px enzimlerindeki bu düşüş, CCl4’ün akciğer
dokusundaki antioksidan savunma mekanizmasını
bozarak oksidatif hasara neden olduğunu göstermiştir.
MDA, lipid peroksidasyonu sonucu oluşan ürünlerden
biridir ve oksidatif hasarı göstermede yaygın olarak
kullanılan bir parametredir (30). Araştırmamızda da,
CCl4 enjekte edilen grupta akciğer MDA düzeylerinin
kontrol grubuna göre anlamlı bir şekilde arttığı tespit
edilmiştir. MDA düzeyindeki bu artış, CCl4’ün
akciğerde lipid peroksidasyonuna ve doğal olarak
oksidatif hasara yol açtığını ortaya koymuştur. Benzer
şekilde, Ganie ve ark. (29) da, sıçanlar üzerinde
yaptıkları çalışmalarında CCl4 maruziyetinin
akciğerlerde lipid peroksidasyonuna neden olduğunu
bildirmişlerdir.

GÜLCEN ve Ark.

Şekil 2. CCl4 maruziyetine bağlı olarak pul-
moner interstisyumda hemorajinin meydana
geldiği görülmekte. H.E. X480.

Şekil 3. CCl4 verilen sıçanlarda, pulmoner interstisyumda polimorf çekirdekli lökosit (ince ok) ve
makrofaj infiltrasyonunun oluştuğu (kalın ok) gözlenmekte. H.E. X240.
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Ayrıca, daha önce yapılmış olan benzer çalışmalarda,
CCl4 toksisitesine bağlı olarak akciğer dokusunda
histopatolojik değişikliklerin de meydana geldiği
ortaya konmuştur. Paakko ve ark. (7, 8) sıçanlar
üzerinde yapmış oldukları benzer çalışmalarda,
intraperitoneal yolla uygulanan CCl4’ün, akciğerde
interstisyel fibrozis, alveolar dejenerasyon, hemoraji
ve ödeme yol açtığını göstermişlerdir. Miyamoto (9)
CCl4 maruziyeti sonucu akciğerde fibrozise bağlı
olarak ağırlık artışının ve pneumoninin meydana
geldiğini bildirmiştir. Frukawa ve ark. (10) ise
sıçanlarda derialtı yolla verilen CCl4’ün akciğerde
lenfosit infiltrasyonuna neden olduğunu tespit
etmişlerdir. Chen ve ark. (11) da, sıçanlar üzerinde
gerçekleştirmiş oldukları çalışmalarında, CCl4
uygulamasının akciğer tip II pneumositlerinde hasara
yol açtığını bildirmişlerdir. Elde edilen bu
histopatolojik bulgular daha sonra yine deneysel
olarak yapılmış olan diğer araştırmalarda
doğrulanmıştır (12, 13).

Yapmış olduğumuz bu araştırmada da CCl4
maruziyeti sonucu akciğerlerde histopatoloijk
bulgular elde edilmiştir. Bir başka ifadeyle, CCl4
uygulanan sıçanların akciğer doku örnekleri
incelendiğinde; pulmoner interstisyumda hemoraji,

polimorf çekirdekli lökosit ve makrofaj
infiltrasyonunun olduğu tespit edilmiştir. CCl4’ün
akciğerlerde oluşturduğu toksik etki yönüyle,
çalışmamızın bulguları daha önce yapılmış olan
araştırmaların sonuçları ile paralellik arz etmektedir.
Vücutta birçok fizyolojik fonksiyonların
düzenlenmesinde görev alan melatonin hormonunun
güçlü bir antioksidan olduğu (18, 19) ve dokularda
lipid peroksidasyon sonucu oluşan oksidastif hasarı
önlediği ifade edilmiştir (20, 21). Bu hormonun güçlü
antioksidan etkisinin yanı sıra, süperoksit dismutaz,
glutatyon peroksidaz ve glutatyon redüktaz gibi
antioksidan enzimlerin aktivitesini de stimüle ettiği
bildirilmiştir (31).
Deneysel olarak daha önce yapılmış olan
çalışmalarında, CCl4 toksisitesi sonucu karaciğer ve
böbrek dokularında meydana gelen oksidatif hasarın
melatonin enjeksiyonu ile engellendiği ifade
edilmiştir (32-34). Ayrıca, yapılan bu araştırmalarda
CCl4 maruziyeti sonucu karaciğer ve böbreklerde
meydana gelen mikroskobik bozulmaların melatonin
tarafından düzeldiği bildirilmiştir. Gerçekleştirmiş
olduğumuz bu çalışmada da, CCl4 enjeksiyonuna
bağlı olarak akciğerlerde meydana gelen oksidatif
hasarın melatonin uygulaması ile baskılandığını
gösteren biyokimyasal sonuçlar elde edilmiştir. Bir
başka ifadeyle, CCl4 maruziyeti ile birlikte melatonin
hormonu enjekte edilen sıçanlarda, akciğer doku
örneklerine ait SOD ve GSH-Px enzim aktivitelerinin
arttığı, MDA düzeylerinin ise azaldığı tespit
edilmiştir. Ayrıca mikroskobik incelemelerimizde,
CCl4 uygulamasına bağlı olarak akciğerlerde
meydana gelen histopatolojik bulguların melatonin
enjeksiyonu ile düzeldiği ortaya konmuştur.
Sonuç olarak; biyokimyasal ve ışık mikroskobik
düzeylerde gerçekleştirmiş olduğumuz bu
araştırmada, CCl4 toksisitesine bağlı olarak
akciğerlerde oksidatif doku hasarının ve
histopatolojik değişikliklerin meydana geldiği,
meydana gelen bu hasarın ise melatonin tarafından
önlendiği belirlenmiştir.
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