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SUMMARY The aim of this study was to investigate the effects of intraperitoneal applications NAC that is a GSH precursor,
determine the effects of some lectins expression and localization of the liver. Liver toxicity of CCls in rats in
order to create, intraperitoneal (i.p.) 1 ml/kg 1/1 ratio of olive oil in the form of solution injected 3 times with
an interval of one day. 24 hours after CCls injection, liver tissue taken under ether anesthesia. In order to
determine the protective effect of N Acetyl Cysteine, N Acetyl Cysteine application (i.p. 50 mg/kg/day) 3 days
prior to CCls injection started and continued during the experimental period. Animals liver tissue were taken
24. hours after the last injection under the ether anesthesia. Galactose (EEL), Lactose (R II) and Mannose (GNL)
specific oligosaccharides were determined using biotinylated labeled lectins in liver tissue sections. Evaluation
of the reaction was performed by light microscopy. Histochemically, the reactions have been observed in
centrilobular vein sinusoidal capillaries of liver tissue. No staining was detected in hepatocytes. Compared with
controls, CCls group were more intense staining. NAC reduced the staining intensity. As a result, cells increase
their oligosaccharide units to protect them self from the liver damage of CCls. It was observed that NAC had
protective and therapeutic effects against damage induced by CCls in rats hepatic cells.
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OZET Deneysel Karaciger Intoksikasyonunda N Asetil Sisteinin Karacigerdeki Bazi
Lektinlerin Ekspresyonu ve Lokalizasyonu Uzerine Etkileri

Yapilan ¢alismada karaciger dokusunda, GSH Onciisii NAS intraperitonal uygulamalarinin, karacigerdeki bazi
lektinlerin ekspresyonu ve lokalizasyonu iizerine etkilerinin belirlenmesi amag¢lanmistir. Karaciger toksisitesi
olusturmak amaciyla, siganlara CCls, periton i¢i (i.p.) 1 ml/kg 1/1 oraninda, zeytinyagindaki ¢6zeltisi seklinde,
birer giin ara ile 3 defa enjekte edildi. CCla enjeksiyonundan 24 saat sonra eter anestezisi altinda, karaciger
dokusu alindi. N Asetil Sisteinin koruyucu etkisinin belirlenmesi amaciyla, NAS uygulamasi (periton i¢i 50
mg/kg/giin) CCls enjeksiyonundan 3 giin 6nce basladi ve deney siiresince devam etti. Hayvanlarin son
enjeksiyondan 24 saat sonra eter anestezisi altinda karaciger dokular1 alindi. Karaciger dokusundan alinan
kesitlerde Galaktoza (EEL), Laktoza (RCA I) ve Mannoza (GNL) spesifik oligosakkarit iiniteleri biotinlenmis
isaretli lektinlerin kullanilmasi ile belirlendi. Reaksiyonlarin degerlendirilmesi 151k mikroskobunda
gerceklestirildi. Histokimyasal olarak reaksiyonlar; sentralobiiler damar ve karaciger dokusunun, siniisoidal
kapillerlerinde gozlemlendi. Hepatositlerde boyanma tespit edilmedi. Kontrollere gore CCls grubunda, daha
yogun bir boyama tespit edildi. NAS ise boyama yogunlugunu azaltti. Sonug olarak, hiicrelerin CCls’e bagh
karaciger hasarindan kendilerini korumak icin oligosakkarit tnitelerini artirdig1 goériildii. NAS'1n, si¢anlarin
hepatik hiicrelerinde CCls ile olusturulan hasara karsi1 koruyucu ve tedavi edici etkileri oldugu gézlemlendi.

Anahtar Kelimeler: CCly, EEL, GNL, NAS, Rat, RCA |

GiRiS Karaciger sirozu, ¢ok cesitli nedenlerden kaynaklanan
. . o kronik karaciger hastaliklariin son patolojik yoludur (Qua
Karaciger, karin boslugunda yer alan en biiytik i¢c organ ve Goh 2011).

olarak onemli fonksiyonlar gosterir (Kayali 1992).
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Deneysel karaciger sirozun olusumunda kullanilan
kimyasallardan biri karbon tetrakloriirdiir (CCls). Karbon
tetrakloriir renksiz, seffaf, kolay buharlasan ve yanici
olmayan bir sividir (Kus ve ark. 2005).

N Asetil Sistein (NAS), L-sisteinin N asetillenmis tiirevi olup
molekiiler yapisi sayesinde hiicrelere kolayca girerek ve
onemli bir antioksidan olan glutatyon (GSH) olusumunda
onciil rol oynadigl, oksidan strese karsi dokularin
savunmasini destekledigi, yapisinda bulunan serbest tiyol
gruplar ile direkt antioksidan etki gosterdigi bilinmektedir
(Sener ve ark. 2003; Zafarullah ve ark. 2003).

i1k defa 1888’de Stillmark tarafindan ‘Ricin’ ismi ile bilinen
ve toksik etkisi olan bitkiden elde edilerek eritrositleri
coktlirdiigii  bilinmektedir (Kilpatrick 2002). Lektin
kelimesinin anlami, segmektir ve Latince kokenlidir (Franz
1986). Lektinler; bakteri, bitki, virus, mantar, insan ve
hayvanlarda degisik cesitlerde bulunurlar (Bulgakow ve
ark. 2004).

Lektinler, patolojik dokular ile normal dokular arasindaki
farkliliklarin  tespit edilmesinde, hastaliklarin teshis
edilmesinde, biyokimya, hiicre biyolojisi, immunoloji gibi
alanlarda ve histokimyasal boyamalarda kullanilirlar
(Scillitani ve ark. 2007).

Lektinlerin histokimyada c¢okg¢a kullanilmasiin nedeni,
glikolipid ve  glikoproteinlerin  ucunda  bulunan
karbonhidratlara baglanmalari ve hiicreye yerlesmeleridir
(Murnane ve ark. 1989).

Hiicrelerin  yiizey  reseptorlerindeki  karbonhidrat
birimlerine baglanan lektinler, hiicrelerin ¢ékmelerine
neden olan molekiillerdir (Lis ve Sharon 1986). Bir lektinin,
karbonhidrat zincirlerinden sadece birine baglanmasi,
agliitine edici etkisinin sekillenebilmesi icin yeterli olmayip,
en az iki karbonhidrat yapisina baglanmasi gerekir.
Lektinler, kendilerine spesifik olan monosakkaritler ile
etkilesime girerler (Basu ve ark. 1987; George ve ark. 2007).
Hiicre ylizeyindeki oligosakkaritlere baglanirlar ve boylece
hiicrelerin farklilasmasini, gelismesini, biyolojik bilgilerin
kodlanarak iletilmesini, degisik patolojilere yanit vermesini
gerceklestirirler. Lektinler ve tanidiklar hiicre i¢i ve disi
reseptorler ile ilgili yapilan ¢alismalar, bu nedenle giderek
onemsenmektedir (Harrison 1991).

Lektinler, hiicreleraras: iletisim ve iliski kurulmasi,
dokularin sekillenmesinde olduk¢a 6nem tasimaktadir.
Membran yiizeylerindeki siyalik asitin yarattigi negatif
yikten dolayi, hiicrelerin hemen hepsi birbirleriyle
dogrudan iletisim saglayamazlar. Hiicreler iletisimlerini
zarlardaki karbonhidratlar, lektinler, laminin gibi bir¢ok
aract molekil iizerinden kurarlar (Wieser ve Brunner
1982).

Yapilan ¢alismada karaciger dokusundaki hiicrelerin, hiicre
ylizeyi ve ektraselliiler matriksinde bulunan glikokonjugat
Unitelerinde meydana gelen degisikliklerin izlenmesi
amagclanmigtir. Boyle bir ¢alismanin yapilmasi karaciger
toksisitesi olusturulduktan sonra NAS uygulanan sicanlarin
karacigerindeki glikokonjugat iinitelerindeki karbonhidrat
rezidiilerinin ekspresyon ve lokalizasyonunda meydana
gelen degisimler belirlenmistir.

Karacigerde CCls ile olusturulan toksisite modelinde;
Galaktoza (EEL), Laktoza (RCA I) ve Mannoza (GNL) spesifik
lektinlerin ekspresyon ve lokalizasyonlarina, N Asetil
Sisteinin etkisinin olup olmadig1 incelenmistir.

MATERYAL ve METOT

Bu ¢calismada, deney hayvani olarak 28 adet, 15-17 haftalik,
170-210 gram agirhginda erkek Sprague-Dawley tiiri sigan
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kullanildi. Deney hayvanlar1 22 + 2 2C'de, 12 saat karanlik,
12 saat aydinlik ortamda, standart kafeslerde, serbest pelet
yem ve su alimi saglanarak barindirildi. Hayvanlar, ¢alisma
baslamadan 3 hafta 6nce standart kafeslere konularak
ortama alismalari i¢in bekletildi. Calismada, 4 grupta, 7’ser
hayvandan olusan toplam 28 hayvan kullanildi.

Calismanin  hayvanlar {izerinde gergeklestirilebilmesi
amaciyla BAU-HADYEK'ten gerekli izinler 28.11.2011
tarihinde almmistir (Karar No: 2011/12).

Karaciger toksisitesi olusturmak amaciyla CCls, periton ici
(i.p) 1 ml/kg 1/1 oraninda zeytinyagindaki c¢ozeltisi
seklinde, birer giin ara ile 3 defa enjekte edildi. Karaciger
toksisitesi olusturulup N Asetil Sisteinin koruyucu etkisinin
belirlenmesi amaciyla CCls i.p. 1 ml/kg 1/1 oraninda
zeytinyagindaki ¢ozeltisi seklinde, birer giin ara ile 3 defa
enjekte edilip, N Asetil Sistein uygulamasi (i.p. 50
mg/kg/giin), CCls enjeksiyonundan 3 giin énce baslad ve
deney siiresince devam etti. Kontrol gruplarinda ise 1
ml/kg zeytinyagl i.p. birer giin ara ile 3 defa enjekte edildi.
N Asetil Sistein uygulamasma (i.p. 50 mg/kg/giin)
zeytinyagl enjeksiyonundan 3 giin 6nce baslandi ve deney
siiresince devam etti.

Hayvanlar, son enjeksiyondan 24 saat sonra eter
anestezisine alinarak karaciger dokular1 alindi. Ratlardan
alman  karaciger ornekleri  %10'luk  formaldehit
¢Ozeltisinde, 24 saat tespit edildi. Daha sonra ornekler,
distile su ile yikandi ve alkol serilerinden (%70 %80 %90,
%100’liik alkol) gecirilerek dehidrasyonu yapildi. Parafin
gdmme ortamima alindi Parafin gdmme ortamindaki
bloklardan, mikrotom ile 5 mikron kalinliginda Kkesitler
alindi ve polilizinli lam tizerine konuldu.

Polilizinli lam {izerine alinan Kkesitler, 70 °C etiivde, 30
dakika tutularak parafini eritildi. Kesitlerdeki parafin
artiklari, once saf ksilolde sonra % 96’lik alkolde, 30’ar
dakika bekletilip uzaklastirildi. Deneylerde, fosfat tamponu
(Phosphate-Buffer Saline, PBS) (pH: 7.4) hem soliisyonlarin
hazirlanmasinda, hem de boyama islemi sirasinda,
kesitlerin yikanmasinda kullanildi.

Kesitler ilk olarak, endojen peroksidazlarin bloke edilmesi
icin H202'de (hidrojen peroksit) 10 dakika bekletildi. Uygun
konsantrasyonlarda (1:200 oraninda) hazirlanan lektin
(EEL, GNL, RCA 1) soliisyonlarinda Kkesitler, 1 saat
bekletildi. Kesitler, PBS ile 30 dakikada (10 dakika
araliklarla) 3 kez yikandi. Avidin-Biotin-Peroksidaz enzim
kompleksi ile kesitler, 45 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon
sonunda kesitler, 10 dakika aralarla, PBS ile 3 kez yikandi
(30 dakika). Sonra hazirlanmis Diaminobenzidin’de (DAB)
kesitler, 5 dakika inkiibe edildi. Daha sonra Kesitler,
Hematoksilen’de 5 sn bekletilerek zit boyand: ve yikandu.
Boyanmis kesitler 151k mikroskobunda incelendi.

Euonymus Europaeus Lectin (EEL), tip 1 ya da tip 2 zincir
kan grubu B yapilara dogru bir karbonhidrat baglanma
0zglinliigline sahiptir ama galaktosil (a-1,3) galaktoz iceren
diger oligosakkaritleri de baglar.

Galanthus Nivalis Lectin (GNL), kardelen soganlarindan
izole edilmistir (Van Damme ve ark. 1987). Galanthus
nivalis lektin, karbonhidrat igcermeyen 12.5 kDa alt
liniteden olusan tetramerik bir proteindir (Van Damme ve
Peunians 1988).

Ricinus communis agglutinin I (RCA I), hintyag: bitkisinin
(R. communis) tohumlarindan ftiretilen bir glikoproteindir.
Yaklasik 120 kDa bir molekiil agirlhigina sahip olan bu lektin,
A tipi ve B tipi olarak iki zincirden olusan bir tetramerdir
(Baenziger ve Fiete 1979; Liener ve ark. 1986).
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BULGULAR

Deneysel karaciger intoksikasyonunda, N Asetil Sisteinin
karacigerdeki  baz1  lektinlerin  ekspresyonu ve
lokalizasyonu {izerine etkileri histokimyasal olarak
semikantitatif degerlendirme yontemi ile belirlenmistir.

Sekillerde 1, 2 ve 3’de gorildiigi iizere; EEL, GNL ve RCA |
icin reaksiyonlar, sentralobiiler damar ve Kkaraciger
dokusunun siniisoidal kapillerlerinde  gdzlemlendi.
Hepatositlerde boyanma tespit edilmedi. Semikantitatif
olarak yapilan degerlendirmelerde kontrollerde daha hafif
boyanma gozlemlenirken, karbon tetrakloriiriin boyama
yogunlugunu arttirdifn belirlendi. N Asetil Sistein
uygulamasi, boyanma yogunlugunun azalmasina neden
oldu. 220p (10x)

TARTISMA ve SONUC

Yapilan ¢alismada, deneysel karaciger intoksikasyonunda,
N Asetil Sisteinin karacigerdeki bazi lektinlerin
ekspresyonu  ve lokalizasyonu  {zerine  etkileri
arastirilmistir.

Karbon tetrakloriiriin lektinlerin ekspresyonu, boyama
yogunlugunu artirdigl, NAS uygulamasinin ise boyama
yogunlugunun azalmasina neden oldugu tespit edilmistir.
Hiicrelerin, CCls’e bagh karaciger hasarindan kendilerini
korumak icin kendi oligosakkarit {nitelerini artirdigi
gorilmustir.

NAS’1n, siganlarin hepatik hiicrelerinde CCls ile olusturulan
hasara karsi koruyucu ve tedavi edici etkileri oldugu
gozlemlenmistir.

Tiim zehirli maddelerin detoksifikasyonu, karacigerde yer
alir. Bu nedenle karaciger, CCls gibi zararh kimyasal
maddelerin ortadan kaldirilmasi i¢in merkezi bir organdur.
Histopatolojik incelemeler, CCl4'lin akut ve kronik karaciger
hasarina neden oldugunu ortaya koymustur (Rojkind 1973;
Handa ve Sharma 1990).

N Asetil Sistein, kolayca hiicrelere girebilen bir antioksidan
olarak in vivo ve in vitro ¢alismalarda kullanilmistir. NAS,
GSH duzeylerini artirarak karaciger hiicrelerini korur
(Howard ve ark. 1987). Daha 6nce yapilan ¢alismalarda da
CCl4"lin verdigi zararlara karsi, NAS'in karaciger hiicrelerini
korudugu belirlenmistir (Kelly 1998). Calismada elde
edilen bulgular ile yapilan ¢alisma sonuglar1 uyumludur

Kursunlu (2011) tarafindan yapilan bir ¢calismada; galaktoz
uinitelerine spesifik EEL lektin ile yapilan boyamalarda, hem
kontrol grubundaki, hem de deney grubundaki hayvanlarin
bag dokusunda bulunan bazi hiicrelerin, tek tiik reaksiyon
verdikleri belirtilmistir. Reaksiyonlarin siddetinin her iki
grupta da c¢ok hafif oldugu bildirilmistir. Arastirmaci,
galaktoz initelerinin diseti dokusundaki miktar1 ve
lokalizasyonu ile kan glikoz konsantrasyonu arasinda bir
iliskinin bulunmadigini belirtmistir.

Aksit ve ark. (2015) yaptiklar1 bir ¢alismada; CCls ile
olusturulan karaciger hasarindaki oksidatif zarari
onarmada, NAS'In oksidan strese Kkarsi dokularin
savunmasini destekleyebilecegi ayrica oksijen radikallerini
uzaklastirarak reaktif oksijen tiirlerinin zararl etkilerinden
korumada yararh olabilecegi, GSH ve GSH ile iligkili
enzimlerin aktivitesinde artisa neden olabilecegi ve direkt
antioksidan etki gosterebilecegi bildirilmistir. Bu baglamda,
tespit edilen veriler 1518iInda, NAS uygulamasinin,
antioksidan metabolizmay1 destekleyerek karaciger hasarl
olgularda hasarin rejenerasyonu siirecinde olumlu etkiler
yapabilecegi belirtilmistir.

Zaccone ve ark. (1987) yaptiklar1 bir ¢calismada; Ambistoma
tirinum larvalarinin epidermis hiicrelerini, ¢esitli lektinlerle

boyamislardir. Epidermis hiicrelerinin apikal zarlarina
lektinlerin kuvvetli baglandigy, lateral ve bazal ylizeylerine
ise sadece Ricinus communis Agglutinin (RCA I) lektininin
kuvvetli baglandigini  belirtmislerdir. Hiicre ylizey
polaritesine bagl olarak hiicrelerin apikal yiizeylerinde
notral kompleks karbohidratlarin, lateral ve bazal
ylzeylerinde ise asidik karbohidratlarin bulundugunu
bildirmislerdir. Yapilan arastirmada ise karaciger sirozu
olusturulmus ve lektinlerin kuvvetli baglandig1 NAS'in ise
bu baglanmay1 azalttig1 belirlenmistir.

Setshedi ve ark. (2011) yaptiklar1 bir hayvan deneyinde;
etanol ile birlikte NAS verilmesinin, karacigerde
inflamasyonu azalttigini, steatozu mikrovezikiiler formdan
makrovezikiiler forma dogru degistirdigini,
proinflammatuvar sitokin gen ekspresyonunu azalttigini ve
IGF-1 ve IGF-2 dlzeyini artirdiin1 gostermislerdir.
Arastirma bulgularimizda da NAS verilmesinin karacigerde
lektinlerin ekspresyonunu azalttigi belirlenmis olup
uyumlu sonuglar elde edilmistir.

Hormia ve Virtanen (1989); WGA, RCA120’yi de iceren 14
farkl lektin ile insan gingiva dokusu iizerine yaptiklar1 bir
calismada, bu lektinlerin baglanmas: ile ilgili yapilan
calismada elde edilen sonuglarla paralel bulgular ortaya
koymuslardir. Diseti bag dokusunun RCA, WGA lektinleri ile
baglandigini bildirmislerdir.

Bampton ve ark. (1991) yaptiklar bir ¢alismada; 15 farkl
lektin kullanarak sulkular epitelyum, gingival epitelyum,
bag dokusu ve bazal membran ile olan baglanma iliskileri
hakkinda arastirma yapmislardir. N-Asetil Glikozamin’e
spesifik WGA'min gingival, sulkular ve bag dokusu
epitelyumunda pozitif oldugunu, bazal membranda ise
negatif oldugunu bildirmislerdir.

Even ve Pusztai (1999) tarafindan yapilan bir arastirmada;
sican bagirsak epitelinde GNL iizerine ¢alhsilmistir.
Mannoza spesifik GNL, jejunum ve ileumda pozitif aktivite
gosterdigini bildirmislerdir.

Mayanski ve ark. (1993) yaptiklari bir calismada; CCls bagh
karaciger sirozu olan siganlarda kan temizlenme oraninda
2 kat azalma ve kolloidal karbon pargaciklarini alan Kupffer
hiicrelerinin sayisinda da 4 kat bir azalma oldugunu
gozlemlemislerdir. Zimosan uyariminin, CCls sirotik
karacigerdeki graniilom benzeri yapilara yol a¢madigy,
sirotik sicanlarda kontrollerden farkh olarak, karaciger
dokusunun katepsin D etkinliginin zimosan muamele ile
¢ok az arttigin1 ve kolajenolitik aktivitede herhangi bir
artisin hemen hemen hi¢ olmadigini belirtmislerdir.

Bacigalupo ve ark. (2013) yaptiklar1 bir calismada;
galektinlerin (Galektin1, 3, 4, 8, 9) kronik inflammasyon ve
fibrozis ile iliskili diger karaciger patolojilerinde kilit rol
oynadigini belirtmislerdir. Bu alandaki arastirmalarin yeni
baslamis olmasina ragmen, hepatoselliiler karsinom (HCC)
biyolojisinde hayvan modellerinden ve insan érneklerinden
biriken kanitlarin genis bir yelpazesiyle galektinlerin
rolini  dogrulamislardir. Yapilan c¢alismamizda ise
karaciger patolojisinde lektinlerin ekspresyonunda artis
tespit edilmesi arastirmacilarin sonuglarini
desteklemektedir.

Lektinlerle ilgili yapilan ¢ok fazla sayida ¢alisma olmasina
ragmen N Asetil Sistein, sican karacigerleri ve lektinler
arasindaki iligkiler hakkinda ve Kkaraciger sirozu ile
Galaktoza spesifik EEL, Mannoza spesifik GNL ve Laktoza
spesifik RCA 1 lektinler arasindaki iliskiye dair yapilan
calismalar, yok denecek kadar azdir.
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Sekil 1. A) CCls uygulanan grupta EEL baglanma bélgeleri; B) CCls + NAS uygulanan grupta EEL baglanma bélgeleri; C) Kontrol
(Zeytinyag1) grubunda EEL baglanma bélgeleri; D) Kontrol (Zeytinyag: + NAS) grubunda EEL baglanma bdlgeleri.

Figure 1. A) The binding sites of EEL in CCl4 treated group; B) The binding sites of EEL in CCls + NAC treated group; C) The
binding sites of EEL in Control (Olive oil) group; D) The binding sites of EEL in Control (Olive oil + NAC) group.

Sekil 2. A) CClsuygulanan grupta GNL baglanma bélgeleri; B) CCls + NAS uygulanan grupta GNL baglanma bélgeleri; C) Kontrol
(Zeytinyag1) grubunda GNL baglanma bélgeleri; D) Kontrol (Zeytinyagi + NAS) grubunda GNL baglanma bdlgeleri.

Figure 2. A) The binding sites of GNL in CCls treated group; B) The binding sites of GNL in CCls + NAC treated group; C) The
binding sites of GNL in Control (Olive oil) group; D) The binding sites of GNL in Control (Olive oil + NAC) group.
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Sekil 3. A) CCls uygulanan grupta RCA I baglanma bélgeleri; B) CCls4 + NAS uygulanan grupta RCA I baglanma bélgeleri; C)
Kontrol (Zeytinyag1) grubunda RCA I baglanma bélgeleri; D) Kontrol (Zeytinyag: + NAS) grubunda RCA I baglanma bélgeleri.

Figure 3. A) The binding sites of RCA I in CCls treated group; B) The binding sites of RCA Iin CCls + NAC treated group; C) The
binding sites of RCA I in Control (Olive oil) group; D) The binding sites of RCA I in Control (Olive oil + NAS) group.

Hiicrelerin, CCls’e bagh karaciger hasarindan kendilerini
korumak icin kendi oligosakkarit {nitelerini artirdigi
goriildi. NAS'in, sigcanlarin hepatik hiicrelerinde CCls ile
olusturulan hasara karsi koruyucu ve tedavi edici etkileri
oldugu, CCls'tin olusturdugu karaciger patolojisine bagh
olarak lektinlerin ekspresyonunu arttirdigi, NAS'in ise bunu
azalttigl gozlemlendi.
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