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OZET

Amag: Sigara toksikasyonunun trakea dokusunda olusturdugu yapisal ve biyokimyasal degisiklikler iizerine C vitamini ve melatoninin koruyucu
etkilerinin belirlenmesi amaglandi.

Gere¢ ve Yontem: Bu caligmada 24 adet Wistar cinsi ergin disi sigan kullanildi. Siganlar 4 gruba ayrildi. Birinci grup siganlar kontrol olarak
kullanildi, ikinci grup siganlara sigara inhale ettirildi. Sigara soluyan iigiincii ve dordiincii grup siganlara ise hergiin sirasiyla melatonin ve C vitamini
enjekte edildi. Deney sonunda siganlardan eter anestezisi altinda trakea dokular1 ve kan ornekleri alindi. Dokularin bir kismi rutin histolojik
prosediirlerden gegirilerek 151k mikroskobunda incelendi. Biyokimyasal olarak, malondialdehit (MDA) ve glutatyon diizeyleri ile katalaz aktiviteleri
belirlendi.

Bulgular: Isik mikroskobik incelemelerde ikinci grupdaki sicanlarin trakea limeninde kan ve epitelyal hiicre dokiintiileri, epitel tabakasinda
apoptozise giden hiicrelere ve aktive olmus graniillii hiicrelere rastlandi. Submukozadaki serdz bezlerde aktivasyon tespit edildi. Ugiincii ve dordiincii
gruplarda melatonin ve C vitamininin trakea dokusunu sigara toksikasyonuna kars1 kismen korudugu gozlendi. Yapilan biyokimyasal incelemelerde,
sigara inhale eden grupta MDA diizeylerinin kontrol grubuna gore onemli dlgiide arttigi, C vitamini ve melatonin enjeksiyonunun ise artan MDA
diizeyini azalttig1 saptandi. Katalaz aktivitesi ve glutatyon diizeyi ise sigara inhale eden grupta kontrol grubuna gore diisiis gosterirken, C vitamini ve
melatoninin bu diisiisii onemli derecede etkilemedigi gozlendi.

Sonug: Sigara inhalasyonunun, lipid peroksidasyonunu ve antioksidan sistemi artirdigi, trakea dokusunda yer yer yapisal degisiklikler olusturdugu
tespit edildi. C vitamini ve melatoninin ise sigara toksikasyonuna kars1 kismen koruma sagladig1 gézlendi. ©2005, Firat Universitesi, Tip Fakiiltesi
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ABSTRACT

Effects of Melatonin and Vitamin C on Cigarette-Induced Structural Changes in the Trachea

Objectives: This study was undertaken to investigate smoke-induced structural and biochemical changes and protective effects of co-administred of
melatonin and vitamin C in rat trachea.

Materials and Methods: Twenty-four Wistar female rats were used. Animals were divided into four groups. The first group of rats used as control.
The second group of rats were inhalated cigarette. Cigarette inhalated third and fourth group of rats recieved melatonin and vitamin C respectively. At
the end of the study trachea tissues and blood samples were taken under the anesthesia. Tissues were prepared and examined by light microscopy.
And biochemically, malondialdehyde and glutathione levels and catalase activities were determined.

Results: Microscopically, blood and desquamation of epithelial cells in the tracheal lumen, activated granular cells and apoptotic cells in the epithelial
layer and activated serous gland in the submucosal layer were detected in the group II. In the group III and IV melatonin and vitamin C relatively
protected the trachea tissue against smoke intoxication. Biochemical examination showed malondialdehyde levels in the group II higher than group I,
melatonin and vitamin C injection to group III and IV caused to decrease of malondialdehyde. Glutathione levels and catalase activity in the group II
were less than group I. Melatonin and vitamin C injection did not change the decrease of the glutathione levels and catalase activities in group III and
Iv.

Conclusion: As a result, cigarette inhalation increased lipid peroxidation and antioxidant system and caused structural changes. However, melatonin
and vitamin C administration obtained relative protection against smoke.©2005, Firat Universitesi, Tip Fakiiltesi
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Cevremizde maruz kaldigimiz en yaygin toksik maddelerden mesine ragmen, dzellikle solunum sisteminde toksikasyona yol
biri olan sigaranin akciger, 6zafagus, mesane, renal pelvis, agmaktadir. Sigara i¢imi insan fibroblastlarinda apoptozis,
pankreas, kemik ve serviks kanserlerine neden oldugu rapor DNA fragmantasyonu ve oksidatif stresin tetikleyicisidir.
edilmektedir (1-2). Sigara organizmada birgok sistemi etkile- Meydana gelen bu degisikliklerin pulmoner amfizeme yol

acabilecegi rapor edilmektedir (3). Sigara icimi ile artan
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oksidatif stres sonucunda makrofajlarda apoptozisin arttigi ve
bu apoptozisin glutatyon, askorbik asit ve alfa-tokoferol gibi
anti-oksidanlar tarafindan inhibe edildigi bildirilmektedir (4).
Sigara dumani direkt olarak hava yolu epiteline toksik etkilidir.
Sigara maruziyeti sonucu hava yolu 6demi, alveolar atelektazi,
alveolar O6dem, PaO2’de azalma, malondialdehit (MDA)
diizeyinde artma ve katalaz aktivitesinde azalma meydana
gelmektedir (5). Sigara invitro olarak trakeada hizli bir sekilde
lipid peroksidasyonuna neden olur ve bu durum sigara miktar-
tyla direkt olarak iliskilidir (6). Sigara 4700 tanimlanmis
bileseniyle kompleks bir karigimdir. Sigara i¢imi sirasinda ¢ok
sayida serbest radikal ve reaktif oksijen Ornekleri iretilir.
Serbest radikaller hiicrelerde membran lipitleri, proteinler,
karbonhidratlar ve DNA {izerine ¢ok sayida farkli molekiiller
yoluyla oksidatif hasara neden olmaktadir (7).

Pineal bezin salgis1 olan melatoninin sirkadiyen ritmin,
uyku, tireme, ruhsal durum ve davranigin diizenlenmesi gibi
birgok fizyolojik etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Degisik
serbest radikalleri detoksifiye etmede oldukca etkili oldugu
bilinen antioksidan etkiye sahiptir. Kan-beyin ve kan-plasenta
bariyerlerini gecebilir ve hiicreler boyunca dagilir. Bu
ozellikleri melatoninin antioksidan etkisini artirmaktadir (8).

Askorbik asit kollajen, karnitin ve norotransmiter
biyosentezi i¢in gerekli olan suda ¢odziinen O6nemli vitamin-
lerden biridir. Askorbik asidin antioksidan, anti-aterojenik,
anti-karsinojenik  ve  immunmodulatér  etkileri  vardir.
Sigaranm, C vitamini dongiisiinii serbest radikaller ve reaktif
oksijen tiriinleri yoluyla artirdig: bildirilmistir (9).

Bu c¢aligmada, sigara toksikasyonu sonucu trakea
dokusunda olusan yapisal ve biyokimyasal degisiklikler ve bu
degisiklikler iizerine melatonin ve C vitamininin etkilerinin
belirlenmesi amaglandi.

GEREC ve YONTEM

Caligmayla ilgili olarak Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Etik
Kurulundan onay alindi ve “Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals” prensiplerine uyularak hayvan haklarinin
korunmasiyla ilgili gereken titizlik gosterildi. Bu ¢aligmada 24
adet Wistar cinsi ergin disi sigan kullanildi. Siganlar 4 gruba
ayrildi. Birinci grup kontrol; ikinci grup 3 ay boyunca giinde
iki kez 1’er saat ikiger adet sigara (Birinci-Tekel) soluyan;
liclincii grup 3 ay boyunca giinde iki kez 1’er saat ikiser adet
sigara soluyan ve 4mg/kg intraperitoneal melatonin enjekte
edilen; dordiincii grup ise 3 ay boyunca giinde iki kez 1’er saat
ikigser adet sigara soluyan ve 40mg/kg intraperitoneal C
vitamini enjekte edilen siganlardan olusturuldu. Siganlara
sigara solutmak i¢in ebatlar1 50x35x36 cm, kalinligi 0.5 mm ve
i¢ hacmi yaklagik 0.060m’ olan cam kabin hazirlanarak silikon
ile izole edildi. Kabin i¢ine bir ucu disarida akvaryum
motoruna bagli olan plastik boru yerlestirildi. Sigara soluyacak
olan siganlar cam kabin i¢ine alindi. Plastik borunun kabin
igindeki ucuna her uygulamada iki adet yanan sigara takilip
motor ile puflandi. Deney sonunda, siganlardan eter anestezisi
altinda trakea dokulari alindi. Trakea dokularmm bir kismi
serum fizyolojik (% 0,9’luk NaCl) ile yikandiktan sonra %
1,15 KCI ile 1:10 oranda sulandirilarak homojenize edildi.
Homojenat sogutmali santrifiijde (Sorvall RC-5B) 1.000 g’de
15 dakika santrifiij edilerek siipernatant alindi. MDA diizeyi
Ohkawa ve ark. (10)’min modifiye ettigi ydnteme gore
saptandi. Yag asidi peroksidasyonunun son iiriinii olan MDA,
tiyobarbitiirik asit ile reaksiyona girerek pembe renkli bir
kompleks olusturmaktadir. Olusan bu pembe renk 532 nm’de
okunmaktadir.

Ozan ve Ark.

H202’in katalaz tarafindan yikim hizi, H202’in 240 nm
dalga boyunda 15181 absorbe etmesinden yararlanilarak
spektrofotometrik olarak Aebi (11) yontemi ile olgildi.
Glutatyon (GSH) diizeyi Elman yontemine gore tayin edildi
(12).

Sonuglar Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi.
Gruplar arasi farkliliklar igin p<0,05 degeri anlamli olarak
kabul edildi.

Dokularin bir kismi ise %10°luk formaldehit ile 24 saat
siireyle tespit edildi. Takiben 24 saat boyunca musluk suyunda
yikanan dokular, dereceli alkol serilerinden gegirilerek
dehidrasyon saglandi. Dokular ksilolde seffaflagtirildi ve
parafin infiltrasyonu yapildiktan sonra bloklandi. Parafin
bloklardan alinan Sum kesitler Hematoksilen-Eozin ve Mas-
son’nun i¢li boyast ile boyandi ve Olympus BH2
fotomikroskopla incelenerek fotograflar elde edildi.

BULGULAR

Kontrol grubuna ait kesitlerde trakea normal yapida gozlendi
(Sekil 1).

Sekil 1. Kontrol grubu. Trakea normal yapida izlenmekte. H&E X
10.

Deney siiresince sadece sigara soluyan grupta trakea
liimeninde kan ve epitelyal hiicre dokiilmeleri saptandi (Sekil
2).

Sekil 2. Grup Il. Sigara intoksikasyonu sonucu intratrakeal
kanama (*), epitelyal hlicre dokilmesi (ok) ve solunum epitelinin
apikalinde mukus (m) ayirt ediimekte. H&E X 10.
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Trakea epitelinde apoptozise giden hiicrelere ve graniillii
hiicrelere siklikla rastland1 (Sekil 3,4).

¢ ¢
L §

Sekil 3. Grup Il. Solunum epitelinde apoptozise giden hiicre (tek
ok) ve granulli hiicre (gift ok) gézlenmekte. H&E X 100.

Sekil 4. Grup Il. Solunum epitelinde degraniile olan grandlli
hiicre (ok) izlenmekte. Masson’un Ugli boyasi X 100.

Bu grupta ayrica submukozadaki seréz bezlerin aktive
oldugu ayirt edildi (Sekil 5).

Sekil 5. Grup Il. Submukozal bezlerin aktive oldugu ayirt
edilmekte. H&E X 20.

Ozan ve Ark.

Epitelyal hiicre dokiilmelerine ve graniilli hiicre
aktivasyonuna sigara ile birlikte melatonin ve C vitamini
uygulanan gruplarda da rastlandi (Sekil 6,7).

- —

Sekil 6. Grup lll. Solunum epitelindeki granulli hicrelerin aktive
oldugu (ok) ve epitel tabakasinin apikalinde mukus (m) biriktigi
g6zlenmekte. H&E X 100.

w g

Sekil 7. Grup IV. Solunum epitelinde apopitotik goérinimlu
hicreler (tek ok), grandlli hicre (gift ok) ve epitel tabakasinin
apikalinde mukus (m) ayirt edilmekte. H&E X 100.

Tablo 1. Trakea dokusunda malondialdehit ve glutatyon
diizeyleri ile katalaz aktiviteleri (**°: ayni siitunda farkli harfleri
taslyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (P<0,05)

MDA Glutatyon Katalaz (k/ml)

(nmol/ml) (nmol/ml)
Kontrol 1,05+0,064°  174,0+2,94° 0,065 £ 0,006*
Sigara 431£0,10° 141,66 +0,88°  0,032+0,019°
Vitamin C 3,31 £0,20° 153,0+£4,70° 0,038+ 0,004°
Melatonin 3,57+0,18°¢ 150,67 +3,7° 0,029 + 0,006 °

C vitamini uygulanan grupta ayrica sigara soluyan grupta
oldugu gibi trakea limeninde kan da saptandi. Yapilan
biyokimyasal incelemelerde, sigara inhale eden grupta MDA
diizeylerinin kontrol grubuna goére onemli dlgiide arttigi, C
vitamini ve melatonin enjeksiyonunun ise artan MDA diizeyini
azalttigr saptandi (p<0,05). Katalaz aktivitesi ve glutatyon
diizeyi ise sigara inhale eden grupta kontrol grubuna gore
diistis gosterirken, C vitamini ve melatoninin bu diislisii Snemli
derecede etkilemedigi gozlendi (p>0,05) (Tablo I).
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TARTISMA

Sigaranin o6zellikle solunum sistemi iizerine toksik etkili
oldugu daha 6nce yapilan calismalarda gosterilmistir. Ug hafta
boyunca giinde 6 saat sigaraya maruz kalan gebe ratlarin
akcigerlerinde amfizem, inflamasyon, metaplastik degisiklikler
ve respiratuar brongial epitel boyunda kisalma gdzlenmistir
(13). Yine uzun siire sigara soluyan ratlarin pulmoner
dokusunda peribronsioler ve perivaskiiler lenfosit ve makrofaj
infiltrasyonunun oldugu, alveolar alanda azalma, alveolar
septada kalinlagma, alveol iginde siirfaktan benzeri materyal
birikmesi ve bu degisikliklere bagli olarak pulmoner fonksiyon
bozuklugu saptanmustir (14). Hubbard ve ark. (15) sigara
maruziyetinin trakea ve bronsglarda 6dem, progresif nekrotik
trakeobronsit, yalanci membran tesekkiili ve hava yolu
obstruksiyonuna neden oldugunu belirlemiglerdir. Bu
inflamatuar ve tikayici degisiklikleri; konjesyon, alveolar
alanda 6dem, atelektazi ve bronkopndmoninin izledigini ve tip
I hiicrelerde intraselliiler 6dem ve tip II hiicrelerin membrana
bagli  vakuollerinde  degisiklikler —meydana  geldigini
gozlemlemislerdir.

Yapilan elektron mikroskobik bir calismada sigara
inhalasyonu sonucunda, trakea epitel yiizeyinde belirgin mukus
artis1 oldugu ve epitel ylizeyinden ¢ok sayida silya dokiilmesi
tespit edilmigtir (16). Yine baska bir c¢alismada sigara
uygulanmas:t sonucu trakea epitelinde 6dem ve daginik
katmanlagma, silyalarda daginiklik ve ¢omaklasma, aktif bazal
hiicreler ve lamina propriada amorf cisimcikler ve ¢ok sayida
vakuole rastlanmistir (17). Sigara maruziyeti sonucu goblet
hiicrelerinde, trakeal bezlerde ve salgilarinda artis oldugu
birgok caligmada gosterilmistir (18-21). Lewis ve ark. (22)
sigara i¢cimi sonucu trakea submukozal bez hiicrelerinde i¢i
amorf materyalle dolu olan ¢ok sayida genislemis granillii
endoplazmik retikulum sisternasi, yogun salgi graniilleri ile
dolu golgi kompleksi ve artmis mukus sekresyonu tespit
etmisglerdir. Sigara normalde steril olan alt hava yollarina
floranin penetrasyonunu saglar (23). Yapmis oldugumuz bu
calismada, deney siiresince sadece sigara soluyan grupta,
trakea limeninde kan ve epitelyal hiicre dokiilmeleri, trakea
epitelinde apoptozise giden hiicrelere, aktive olmus granillii
hiicrelere ve submukozal bezlere rastlandi. Bu granilli
hiicrelere normal sartlarda az rastlandig1 ve hipoksi durumunda
aktive olarak sekratuar igeriklerini bosalttiklar1 bildirilmektedir
(24). Apoptozis daha Onceden programlanmis bir sekilde
zamani gelince hiicrelerin dlmesidir. Apoptozis hem fizyolojik,
hem de patolojik sartlar altinda meydana gelebilir. Yapilan
calismalarda sigaranin bronsiyal epitel hiicrelerinde, fibroblast-
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larda, alveolar makrofajlarda, plasentada ve endotel
hiicrelerinde apoptozisi artirdig1 tespit edilmistir (25-28).

Sigara kullanilmasinin karaciger, akciger ve bdbrek
dokusunda lipid peroksidasyonuna neden oldugu ve bu
organlarda olusan serbest oksijen radikallerinin zararli etkisine
kars1  antioksidan  enzimlerin  seviyesinin  yiikseldigi
saptanmuistir (29). Yildiz ve ark. (30) pasif ve aktif sigara
icenlerde eritrosit oksidan sistemi {izerine yaptiklar1 ¢aligmada;
superoksit dismutaz ve katalazin sigara i¢enlerde azaldigini ve
glutatyon peroksidazin arttigini tespit etmislerdir. Pasif sigara
icenlerin, aktif sigara icenler kadar sigaradan etkilendigi
sonucuna varmiglardir. Sigara i¢enlerde oksidatif stres artmis
olarak bulunur. Bu ¢alismanin biyokimyasal incelemelerinde,
sigara inhale eden grupta MDA diizeylerinin kontrol grubuna
gore onemli Olglide arttif1, katalaz aktivitesi ve glutatyon
diizeyinin ise sigara inhale eden grupta kontrol grubuna gore
azaldig saptandi.

Melatonin endokrin ritmin diizenlenmesi, antigonadal
etki, degisik immun fonksiyonlarin ndroendokrin diizenlenmesi
gibi aktivitelerinin yaninda, antioksidan 6zellige de sahip olan
pineal bezden salgilanan bir hormondur (31-33). Yapilan
¢aligmalar sonunda melatoninin yiiksek sekilde reaktif olan OH
radikalini detoksifiye etmede ¢ok etkili oldugu kanitlanmistir
(34-35). C vitamini (askorbik asit) suda ¢oziinen Onemli
vitaminlerdendir. Fizyolojik fonksiyonunu biiyiik 6lgiide
oksido-rediiksiyon yoluyla gosterir. C vitamini serbest oksijen
radikallerinin etkisini 6nemli derecede azaltan ve diet yoluyla
alman bir antioksidandir (36-38). Calismamizda sigara
toksikasyonuna karsi koruyucu amagla melatonin ve C vitamini
uygulanan gruplarda epitelyal hiicre dokiilmelerine ve graniillii
hiicre aktivasyonuna rastlandi, ama submukozal bez
aktivasyonuna rastlanmadi. Biyokimyasal tetkiklerde sigara ile
birlikte C vitamini ve melatonin enjeksiyonunun sigara
toksikasyonu sonucu artan MDA diizeyini azalttig1 saptandi,
ancak katalaz aktivitesi ve glutatyon diizeyindeki azalmaya
fazla bir etkisinin olmadig1 gozlendi.

Sonug olarak bu ¢aligmada sigara intoksikasyonuna bagli
olarak epitelyal hiicrelerde dokiilme, belirgin mukus artisi
oldugu saptandi. Sigaranin yol agtig1 hipoksiye bagl olarak
epitel tabakasindaki graniilli hiicrelerin aktivasyonunun ve
epitelyal hiicrelerdeki apoptozisin indiiklendigini diistinmek-
teyiz. Antioksidan Ozellikleriyle bilinen ve sigaranin toksik
etkilerine karst koruyucu amagla uygulanan melatonin ve C
vitamininin ise trakeadaki yapisal degisiklikler {izerine kismen
etkili oldugu saptandi.
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