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Deneysel Karbon Tetraklorlr Zehirlenmesinde Akciger Doku
Hasari ve Melatonin Hormonunun Koruyucu Rolu: Isik
Mikroskobik ve Biyokimyasal Bir Calisma

Lung Tissue Damage in the Experimental Carbon Tetrachloride
Toxicity and Protective Role of Melatonin Hormone: A light
Microscopic and Biochemical Study

OZET

Bu calismada, akciger dokusu tizerindeki karbon tetrakloriir (CCl4) toksisitesine karsi melatonin
hormonunun koruyucu etkisinin incelenmesi amaclandi. 24 adet Wistar-Albino cinsi erkek
sicanlar U¢ esit gruba ayrildi. Grup I’deki sicanlar kontrol olarak kullanildi. Grup 11’deki
hayvanlara guin asiri olarak ve derialti yolla CCl4 uygulandi. Grup I11’deki siganlara ise CCl4
enjeksiyonu ile birlikte yine giin asiri olarak ve derialti yolla melatonin verildi. Dort haftalik
deney siresi sonunda btiin siganlar dekapite edilerek akcigerleri cikartildi. Biyokimyasal
incelemeler igin, akciger doku 6rneklerinin bir bolimiinde stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) enzim aktiviteleri ve malondialdehit (MDA) seviyeleri spektrofotometrik
olarak belirlendi. Mikroskobik incelemeler igin, doku érnekleri rutin histolojik prosedirlerden
gecirilerek parafine gomuldi. CCl4 enjeksiyonu yapilan sicanlara ait akciger doku
orneklerindeki SOD ve GSH-Px enzim aktivitelerinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml bir sekilde azaldigi, MDA diizeylerinin ise artti§i tespit edildi. Mikroskobik incelemede
ise, CCl4 maruziyetinin akcigerde pulmoner interstisyumda hemoraji’ye, polimorf cekirdekli
Iokosit ve makrofaj infiltrasyonuna neden oldugu gortildi. CCI4 enjeksiyonu ile birlikte
melatonin uygulanan hayvanlarda, SOD ve GSH-Px enzim aktivitelerinde bir artisin meydana
geldigi, MDA degerlerinde ise anlamli bir distsin oldugu gozlendi. Isik mikroskobik
incelemelerde, CCI4 toksisitesinin neden oldugu histopatolojik degisikliklerin melatonin
uygulamasiyla diizeldigi gortldi. CCl4 toksisitesinin akcigerlerde 6nemli 6lciide oksidatif doku
hasarina yol actigi ve bu hasarin melatonin uygulamasiyla énlenebildigi tespit edildi.
Anahtar kelimeler: Akciger, CCl4, Oksidatif hasar, Sican.

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 | were used as control. Rats
in group Il were injected subcutaneously every other day with CCl4. Rats in group 111 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 malondialdenyde (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 CCI4 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

GIRIS
Karbon tetraklorir (CCl4), renksiz, berrak ve ugucu bir sivi olup, petrol
urunleri, vernik, cila, regine ¢ozlclsu ve organik bilesiklerin imalatinda yaygin
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olarak kullanilan bir kimyasaldir. Kuru temizleme,
yangin sondirme, tahil dezenfeksiyonu ve boceklerle
miicadelede siklikla kullaniimaktadir (1-3). insan
viicudunun ¢evreden ginlik ortalama 0.1 ug CCl4
girisine maruz kaldigr bildirilmistir (1). Birlesik
Devletler Cevre Koruma Dairesi (EPA) hayvan
deneylerinden elde edilen sonuclara dayanarak,
CCI4’0 insan icin olasi kanserojen madde sinifina
dahil etmistir (1-3).

CCl4 solunan hava, su, gida alimi ve deriden temas
yoluyla viicuda girer. Karaciger, beyin, bobrek, kaslar,
yag dokusu ve kanda daha yuksek konsantrasyonlarda
olmak Uzere tum vicuda dagihr (1). CCl4’Un
sitokrom P450 enzimi araciligiyla serbest radikallere
yikihmi hiicre hasarini baslatir (2-5). Viicuttan atilimi
basta solunum yoluyla ve ¢ok az miktarlarda diski ve
idrar yoluyladir (1). Deneysel olarak yapilan
calismalarda, CCl4 uygulamasina bagl olarak akciger
dokusunda da oksidatif hasar ve histopatolojik
degisikliklerin meydana geldigi bildirilmistir (6-13).
Vicutta pineal bez tarafindan salgilanan melatonin
hormonu, endokrin sistemin diizenlenmesi, immun
fonksiyonun arttiriimasi, diz kas tonusunun
ayarlanmasi ve gonadal fonksiyonlarin baskilanmasi
gibi bircok fizyolojik islevlerde gorev alir (14-17).
Bununla birlikte, melatonin hormonunun gugcli bir
antioksidan oldugu (18, 19) ve dokularda lipid
peroksidasyon sonucu olusan oksidatif hasari 6nledigi
bildirilmistir (20, 21). Hem yagda hem de suda
cozunebilir 6zellige sahip olan melatonin, ¢ekirdek
dahil hicrenin her organeline kolaylkla ulasabilir. Bu

Ozellik, DNA’nin  oksidatif hasara  karsl
korunmasinda, melatonine bir Ustinlik saglamaktadir
(14).

Biyokimyasal ve isik mikroskobik diizeylerde yapmis
oldugumuz bu ¢alismada, CCl4 maruziyetinin akciger
tzerindeki toksik etkileri ve ayni zamanda bu toksik
etkilere karsli melatonin hormonunun koruyucu roli
arastiriimustir.
GEREC ve YONTEM

Bu calismada, 24 adet Wistar-Albino cinsi
erkek sigan (¢ esit gruba ayrildi. Kontrol grubu (Grup
I) sicanlara deney boyunca giinasiri subkutan (sc) saf
zeytinyagl (1 ml/kg) tatbik edildi. CCI4 grubu
sicanlara (Grup 1) dort hafta stiresince giinasiri olarak
zeytinyag! icinde CCIl4 (0.5 ml/kg, sc) uygulandi.
CCl4+Melatonin grubunda (Grup II1) yer alan
hayvanlara ise ayni stre ve dozda CCI4’(in yani sira,
serum fizyolojik ile 1/10 oraninda sulandiriimis 25
mg/kg dozundaki melatonin (Sigma Chemical Co.)
yine subkutan yolla ginasiri olarak enjekte edildi.
Deney stlresi sonunda tiim sicanlar dekapitasyon
yontemiyle élduruldu. Hayvanlardan alinan akciger
doku 6rneklerinin bir kismi biyokimyasal analiz icin,

bir bolimu de mikroskobik incelemeler
kullanildi.

Biyokimyasal analiz

Sicanlarin akcigerleri hizla ¢ikartilarak doku 6rnekleri
soguk (+4 °C) 0.15 M’lik potasyum klortr (KCI) ile
yikandi ve kurutma kagidi ile kurutuldu. Daha sonra
dokular homojenizator ile (Ultra Turrax Type T25-B,
IKA Labortechnic, Germany) 0.15 M’k KCI
cozeltisi icinde 16000 rpm’de 3 dakika homojenize
edildi. Homojenizasyon bir buz kabinin igerisinde
gerceklestirildi. Homojenat 5000 g’de 1 saat (+4
°C’de) santrifiijlenerek stipernatant elde edildi ve
analiz zamanina kadar (1 hafta) —40 °C’de bekletildi.
Siperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) enzim aktiviteleri  supernatanda,
malondialdehit (MDA) aktiviteleri ise homojenatta
spektrofotometrik olarak tayin edildi.

SOD tayini: Stperoksit dismutaz enzim degerleri Sun
ve ark. (22)’nin modifiye ettigi metotla belirlendi. Bu
metodun prensibi nitroblue tetrazolium’un (NBT)
stperoksit dreticisi olan ksantin-ksantinoksidaz
sistemi tarafindan indirgenmesi esasina
dayanmaktadir. Calismamizda SOD aktivitesi
tnite/gram (U/g) doku proteini olarak ifade edildi.
GSH-Px tayini: Glutatyon peroksidaz aktivitesi Paglia
ve ark. (23)’nin metoduna gore calisildi. GSH-Px
hidrojen peroksit varliginda redikte glutatyonun
(GSH) okside glutatyona (GSSG) yukseltgenmesini
katalize eder. Hidrojen peroksidin bulundugu ortamda
GSH-Px’in olusturdugu GSSG, glutatyon rediiktaz ve
NADPH yardimi ile GSH’a indirgenir. GSH-Px
aktivitesi, NADPH’In NADP+’ya yukseltgenmesi
sirasindaki absorbans azalmasinin 340 nm’de
okunmasiyla hesaplandi ve Unite/gram (U/g) doku
proteini seklinde belirtildi.

MDA tayini: Lipid peroksidasyon 6lcim metodu olan
Esterbauer metodu uygulanarak vyapildi (24).
Tiyobarbutirik asit ile 90-95 °C’de reaksiyona giren
malondialdehit, pembe renkli kromojen
olusturmaktadir. On bes dakika sonra hizla sogutulan
numunelerin absorbanslari 532 nm’de
spektrofotometrik olarak okundu. Sonuglar nmol/g
doku proteini olarak ifade edildi.

Mikroskobik inceleme

Sicanlardan alinan akciger doku ornekleri % 10’luk
formaldehit ile fikse edildi. Daha sonra doku drnekleri
rutin histolojik islemlerden gegirilerek parafine
gémuldu. Parafin  bloklardan alinan kesitler
Hematoksilen-eozin ile boyandi ve preparatlar
Olympus BH-2 arastirma mikroskobunda incelenerek
fotograflari cekildi.

istatistiksel analiz:

Biyokimyasal parametre (SOD, GSH-Px, MDA)
sonuclarinin analizi i¢in “SPSS 15.0 for Windows”

icin
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istatistik programi kullanildi. Gruplarin dagilimlari,
non-parametrik testlerden one-sample Kolmogorov-
Smirnov Test ile de@erlendirildi. Gruplar normal
dagilim gosterdiginden degderlerin karsilastiriimasinda
parametrik testlerden one-way ANOVA ve Post Hoc
testlerden LSD kullanild. istatistiksel anlamhlik igin
p<0.05 olan degderler anlamli kabul edildi. Elde edilen
veriler aritmetik ortalama + standart hata (SH)
seklinde tabloya gegirildi.
BULGULAR

Biyokimyasal bulgular

CCl4 enjekte edilen si¢anlara ait akciger doku
orneklerindeki SOD ve GSH-Px enzim miktarlarinin
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde distugu tespit edildi (p<0.05). Bu gruba ait
MDA dizeylerinin ise yine kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlaml bir sekilde arttigi goraldi
(p<0.05). Diger taraftan, CCI4 enjeksiyonu ile birlikte
melatonin verilen sicanlarda, akciger SOD ve GSH-
Px enzim aktivitelerinin arttigi, MDA seviyelerinin de

azaldigi gozlendi (p<0.05). (Tablo 1). Arastirmamizin
biyokimyasal sonuclari, CCl4’{in akciger dokusunda
oksidatif hasara yol actigini ve meydana gelen bu
hasarin melatonin enjeksiyonu ile 6nlendigini ortaya
koydu.

Isik mikroskobik bulgular

Kontrol grubu sicanlarda, akciger doku
yapisinin normal oldugu gozlendi (Sekil 1). CCl4
uygulanan siganlarda ise pulmoner interstisyumda
hemoraji tespit edildi (Sekil 2). Ayrica, yine bu grupta
polimorf  gekirdekli ~ I6kosit ve  makrofaj
infiltrasyonunun oldugu gordldu (Sekil 3). CCl4
toksisitesi ile birlikte melatonin  uygulanan
hayvanlarda ise akciger doku géruniimintn kontrol
grubuna benzedigi ortaya kondu (Sekil 4).
Mikroskobik incelemelerde elde ettigimiz bu
sonuclar, CCl4  toksisitesinin  akcigerlerde
histopatolojik degisikliklere neden oldugunu ve
olusan bu dokusal bozulmalarin melatonin tarafindan
dizeldigini gosterdi.

Tablo 1. Gruplara ait akciger doku érneklerindeki SOD, GSH-Px ve MDA

degerleri (her grup igin n=8).

CClL
PARAMETRE KONTROL CClL : 3
MELATONIN
S0D (U/g protein) 164,18 + 11,55 87.00+ 1027* 156,19 & 13 72%=
GSH-Px (U/g protein) 21421+ 10,24 126,63 = 8.54* 201,11 + 12,50
MDA (nmol'g i £
sl 194032 635+122 2.05+148

* p<005 (Kontrol grubu ile karglastrildigmda); **:

karsilastirddigmda).

p<0.05

(CCl4 grubu ile

Sekil 1. Kontrol grubu su;anlarlna alt akC|ger do'kusunun normal

gbrinumu. H.E. X240.
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Sekil 2. CCl4 maruziyetine bagh olarak pul-
moner interstisyumda hemorajinin meydana
geldigi gorulmekte. H.E. X480.

TARTISMA

Basta karaciger ve bobrek olmak tizere bircok
organda doku hasarina yol acan CCl4, son derece
toksik bir kimyasal maddedir (2, 4, 5, 25-27). Bu
maddenin, dokularda hasar olusturma mekanizmasi,
CCIl4’0in sitokrom P450 enzimi aracihgiyla oldukca
toksik triklorometil (CCI3) ve triklorometil peroksil
(CCI302) serbest radikallerine dénisumu sonrasl

baslayan lipit peroksidasyonu ile ortaya c¢ikan
oksidatif hasar olarak agiklanmistir (2-5).

Vicutta, fizyolojik ortamda veya herhangi bir
patolojik olay sonucunda olusan serbest radikaller ile
bunlarin koruyucusu olan antioksidan savunma
sistemi arasindaki dengenin serbest radikaller lehine
kaymasi oksidatif stresi gosterir. Organizma, oksidatif
hasara kars! enzimatik ve nonenzimatik antioksidan
sistem ve molekiillerle korunur. Hiicre seviyesinde
etkili olan enzimatik antioksidan sistemler icerisinde
stiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz yer alir
(28).

Deneysel olarak gerceklestirilmis daha o6nceki
arastirmalarda, CCIl4 maruziyetinin akcigerlerde
oksidatif doku hasarina ve lipid peroksidasyonuna yol
actigi bildirilmistir (6, 29). Yapmis oldugumuz bu
calismada da, CCl4 toksisitesine maruz kalan
sicanlarda, akciger doku orneklerine ait SOD ve
GSH-Px enzim degerlerinin istatistiksel olarak
anlaml bir sekilde azaldigi belirlenmistir. SOD ve
GSH-Px enzimlerindeki bu dusts, CCI4’ln akciger
dokusundaki antioksidan savunma mekanizmasini
bozarak oksidatif hasara neden oldugunu gostermistir.
MDA, lipid peroksidasyonu sonucu olusan Grunlerden
biridir ve oksidatif hasari géstermede yaygin olarak
kullanilan bir parametredir (30). Arastirmamizda da,
CCl4 enjekte edilen grupta akciger MDA diizeylerinin
kontrol grubuna gére anlamli bir sekilde arttigi tespit
edilmistir. MDA duzeyindeki bu artis, CCl4’in
akcigerde lipid peroksidasyonuna ve dogal olarak
oksidatif hasara yol actigini ortaya koymustur. Benzer
sekilde, Ganie ve ark. (29) da, sicanlar tzerinde
yaptiklari  calismalarinda CCl4  maruziyetinin
akcigerlerde lipid peroksidasyonuna neden oldugunu
bildirmislerdir.

g
: o
Sekil 3. CCl4 verilen sicanlarda, pulmoner interstisyumda polimorf ¢ekirdekli I6kosit (ince ok) ve
makrofaj infiltrasyonunun olustugu (kalin ok) gézlenmekte. H.E. X240.
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Sekil 4. CCl4 maruziyeti ile birlikte melatonin
enjekte edilen sicanlarda, akciger mikroskobik
yapisinin kontrol grubuna benzedigi dikkati ¢ek-
mekte. H.E. X240.

Ayrica, daha 6nce yapilmis olan benzer ¢alismalarda,
CCl4 toksisitesine bagli olarak akciger dokusunda
histopatolojik degisikliklerin de meydana geldigi
ortaya konmustur. Paakko ve ark. (7, 8) sicanlar
tzerinde yapmis olduklari benzer calismalarda,
intraperitoneal yolla uygulanan CCI4’0n, akcigerde
interstisyel fibrozis, alveolar dejenerasyon, hemoraji
ve 6deme yol actigini gostermislerdir. Miyamoto (9)
CCl4 maruziyeti sonucu akcigerde fibrozise bagl
olarak agirlik artisinin ve pneumoninin meydana
geldigini bildirmistir. Frukawa ve ark. (10) ise
sicanlarda derialti yolla verilen CCl4’n akcigerde
lenfosit infiltrasyonuna neden oldugunu tespit
etmislerdir. Chen ve ark. (11) da, sicanlar tzerinde
gerceklestirmis olduklari calismalarinda, CCl4
uygulamasinin akciger tip 11 pneumositlerinde hasara
yol actigini  bildirmislerdir. Elde edilen bu
histopatolojik bulgular daha sonra yine deneysel
olarak yapilmis olan diger arastirmalarda
dogrulanmistir (12, 13).

Yapmis oldugumuz bu arastirmada da CCl4
maruziyeti sonucu akcigerlerde histopatoloijk
bulgular elde edilmistir. Bir baska ifadeyle, CCl4
uygulanan sicanlarin akciger doku Ornekleri
incelendiginde; pulmoner interstisyumda hemoraji,

polimorf  gekirdekli ~ I6kosit ve  makrofaj
infiltrasyonunun oldugu tespit edilmistir. CCI4’tn
akcigerlerde olusturdugu toksik etki yonuyle,
calismamizin bulgulari daha ©6nce yapilmis olan
arastirmalarin sonuglari ile paralellik arz etmektedir.
Vicutta  bircok  fizyolojik  fonksiyonlarin
diizenlenmesinde gdrev alan melatonin hormonunun
gucli bir antioksidan oldugu (18, 19) ve dokularda
lipid peroksidasyon sonucu olusan oksidastif hasari
onledigi ifade edilmistir (20, 21). Bu hormonun gtiglu
antioksidan etkisinin yani sira, stiperoksit dismutaz,
glutatyon peroksidaz ve glutatyon reduktaz gibi
antioksidan enzimlerin aktivitesini de stimule ettigi
bildirilmistir (31).

Deneysel olarak daha o©nce yapilmis olan
calismalarinda, CCl4 toksisitesi sonucu karaciger ve
bobrek dokularinda meydana gelen oksidatif hasarin
melatonin enjeksiyonu ile engellendigi ifade
edilmistir (32-34). Ayrica, yapilan bu arastirmalarda
CCl4 maruziyeti sonucu karaciger ve bobreklerde
meydana gelen mikroskobik bozulmalarin melatonin
tarafindan duzeldigi bildirilmistir. Gergeklestirmis
oldugumuz bu ¢alismada da, CCl4 enjeksiyonuna
bagh olarak akcigerlerde meydana gelen oksidatif
hasarin melatonin uygulamasi ile baskilandigini
gosteren biyokimyasal sonuclar elde edilmistir. Bir
baska ifadeyle, CCl4 maruziyeti ile birlikte melatonin
hormonu enjekte edilen sicanlarda, akciger doku
orneklerine ait SOD ve GSH-Px enzim aktivitelerinin
arttigr, MDA duzeylerinin ise azaldi§i tespit
edilmistir. Ayrica mikroskobik incelemelerimizde,
CCl4 uygulamasina bagh olarak akcigerlerde
meydana gelen histopatolojik bulgularin melatonin
enjeksiyonu ile duzeldigi ortaya konmustur.

Sonuc olarak; biyokimyasal ve 1sik mikroskobik

dizeylerde  gergeklestirmis  oldugumuz  bu
arastirmada, CCIl4 toksisitesine bagh olarak
akcigerlerde  oksidatif doku hasarinin  ve

histopatolojik degisikliklerin meydana geldigi,
meydana gelen bu hasarin ise melatonin tarafindan
onlendigi belirlenmistir.
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