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ARASTIRMA

Deneysel Karbon Tetraklorir Toksisitesi Sonucu
Karacigerdeki ISP70 Immunoreaksiyon Artisi Uzerine
Melatonin Hormonunun Etkisi

Amag: Karbon tetrakloriir (CCl;) bébrek ve Ozellikle karacigerde, doku hasarina yol agan ugucu
organik bir kimyasal ajandir. Bu c¢alisma, sicanlarda, CClsUn indUkledigi akut karaciger
toksisitesine karsi melatonin hormonunun koruyucu etkisinin arastirilmasi amaciyla yapildi.

Gereg ve Yontem: 24 adet Wistar-Albino cinsi yetiskin erkek sigan, rastgele Ug¢ esit gruba ayrildi:
Kontrol, CCl, ve CCls+Melatonin. CCl, grubu sicanlara, zeytinyadi icinde CCl, (0.5 mi/kg) subkutan
yoldan enjekte edilirken, CCl,+Melatonin grubunda yer alan hayvanlara ise CCls (0.5 ml/kg) ve
Melatonin (25mg/kg) bir ay boyunca, glinasiri, subkutan yoldan enjekte edildi. Kontrol grubu
sicanlara ise saf zeytinyagi enjekte edildi. Karaciger dokulari, Isi Sok proteini 70’in (ISP70)
immunoreaksiyonunu tespit etmek icin immunohistokimyasal olarak incelendi.

Bulgular: CCl, toksisitesi sonucu karacigerde ISP70 immunoreaksiyonunu gosteren yogun bir
boyanma goérildi. CCl, maruziyeti ile birlikte melatonin enjekte edilen siganlara ait karaciger doku
kesitlerinde ise minimal ISP70 boyanmasi tespit edildi.

Sonug: immunohistokimyasal diizeyde elde ettigimiz bu bulgular sonucunda; CCl, maruziyeti
sonucu karacigerde meydana gelen zararli etkinin, melatonin hormonu tarafindan 6nlendigi tespit
edildi.

Anahtar Kelimeler: Karbon tetrakloriir, melatonin, karaciger, ISP70.

The Effects of Melatonin on The Increased HSP70 Immunoreaction in The Liver
Induced by Experimental Carbon Tetrachloride Toxicity

Objective: Carbon tetrachloride (CCly) is a volatile organic chemical, which causes tissue damage,
especially to the liver and kidney. The potential for protective effects of melatonin on carbon
tetrachloride-induced acute liver injury in rats was investigated in this work.

Materials and Methods: Twenty-four male Wistar-Albino rats were randomly divided into three
equal groups: Control, CCly and CCl4 plus melatonin (CCls+Melatonin). Rats in CCl, group were
injected subcutaneously with CCl, 0.5 ml/kg in olive oil while rats in CCl,+Melatonin group were
injected subcutaneously with CCl, (0.5 ml/kg) plus melatonin (25 mg/kg) every other day for one
month. Control rats were injected olive oil. Hepar tissues were examined immunohistochemically to
detect heat shock protein 70 immunoreactivity.

Results: A dense staining indicating Hsp70 immunoreaction was observed in the liver depending
on the toxicity of CCls. The liver tissue sections of rats injected with melatonin and CCl,, the HSP70
staining was detected minimal.

Conclusion: As a result of these findings obtained from immunohistochemical study; 1t was
detected that CCl4 induced tissue damage in the liver were prevented by the hormone melatonin.

Key Words: Carbon tetrachloride, melatonin, liver, Hsp70.

Giris

Karbon tetrakloriir (CCls) saydam, yanici olmayan ve kolayca buharlasabilen renksiz
bir sividir (1). Deneysel olarak yapilan c¢alismalarda CCls'Gin karacigerde, mitotik
aktiviteyi artirdigl, hepatositlerde dejenerasyon, hepatik yag dejenerasyonu,
mononuklear hicre infiltrasyonu, fibrozis, siroza ve kansere neden oldugu gosterilmistir
(1-3). Olusturdugu karaciger dejenerasyonu, insandaki siroz gelisim slrecine benzerlik
gosterdigi icin CCls, kemirgenlerde deneysel galismalarda en ¢ok kullanilan kimyasal
ajandir. CCls’e bagli karaciger toksisitesinin olusmasinda oksidatif stres énemli rol oynar
(4). Yapilan calismalarda, CCls’lin toksik etkilerine karsi melatonin (5), Luffa acutangula
(2) losartan (6), ginkgo biloba ekstresi (7), siyah cay ekstresi (8) gibi ajanlarin etkileri
arastiriimis ve farkli sonuglar elde edilmistir.

Melatonin (N-acetyl-5-methoxytryptamine), pineal bez tarafindan sirkadiyan ritimde
ve karanlikta salgilanan bir hormondur. Vicutta endokrin sistemin diizenlenmesi, immun
fonksiyonun arttirimasi, diiz kas tonusunun ayarlanmasi ve gonadal fonksiyonlarin
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baskilanmasi gibi birgok fizyolojik islevlierde gorev alir.
Melatonin hormonu indolamine ailesinin bir Gyesidir ve
onun elektron-donor &zelliginden dolayr gugli  bir
antioksidan 0zelligine sahiptir (5, 9, 10). Melatonin
hormonu, hem yagda hem de suda ¢6zilinebilir 6zellige
sahip oldudu igin, niikleus dahil hiicrenin her organeline
ulagabilir. Bu 06zellik, DNA'nin oksidatif hasara karsi
korunmasinda, melatonine bir tstlinlik saglamaktadir (9,
11). Isi sok proteinleri (ISP) cesitli fonksiyonlari olan bir
protein ailesi olup, ortak 6zellikleri hicrelerin ani sicaklik
degisiklikleri, anoksi, reaktif oksijen metabolitleri ve
glukoz dizeylerinde degisiklik gibi cevresel faktorlere
maruz kaldiklari zaman uretilmeleridir (12). ISP'leri ¢esitli
stres uyarilarina cevap olarak butin canlilarin hicreleri
tarafindan (retilen bir grup proteindir. ilk olarak
hicrelerde 1s1 sokuyla tespit edildikleri icin ISP adiyla
anilirlar (13). Bu protein ailesinden olan ISP70 (HSP70),
sitoplazma, ¢ekirdek, endoplazmik retikulum ve
mitokondride protein taginmasina katilir. Stres altinda
proteinleri korur. Katlanmamis proteinlerin
kimelesmesini onler. Katlanmamis ve yanlis katlanmig
proteinler arasindaki dengeyi sagdlar. Polipeptitleri
birbirine baglar. ATP’ye baglanir ve ATPaz aktivitesi
gosterir (14). 70 kDa’'lik ISP (ISP70) stressiz hilcrelerde
¢ok dusuk miktarlardayken, stresi takiben hizli bir
yikselme gosterdidi icin en sik cahsilan ISP’dir.
Dokularda ISP70’in  immunoreaktivitesinin  artmasi,
herhangi bir nedenle olusan toksik etkinin ISP sentezini
induklediginin bir gdstergesidir. ISP70'in dokudaki ve
hiicredeki immunolokalizasyonu immunohistokimyasal
yontem ile gosterilmektedir.

Bu calismada, siganlarda, CCls'iin hepatotoksik
etkisine karsi melatonin hormonunun koruyucu etkisinin,
immunohistokimyasal ydntemle, karacigerde ISP70
protein sentezi analiziyle ortaya konulmasi amaglandi.

Gereg ve Yontem

Hayvanlar ve Tedavi: Calismamizda, agirliklari 170-
220 gram arasinda degisen toplam 24 adet yetiskin
erkek Wistar-Albino cinsi sigan kullanildi. Rastgele (g
esit gruba ayrilan siganlar, 6zel hazirlanmis kafeslerde,
Isisi ayarlanmis (22+1 °C), 12 saat glines 1s1g1 alan ve
6zel havalandirma tertibati olan ortamda, yeterli miktarda
su ve sican yemi ile beslendi. Kontrol grubu sigcanlara
deney boyunca 30 gun, gunasiri subkutan (sc) saf
zeytinyad! (1 ml/kg) enjekte edildi. CCls grubu siganlara
30 guin, glinasiri olarak zeytinyagi icinde CCls (0.5 ml/kg,
sc) uygulandi. CCls+melotonin grubunda vyer alan
hayvanlara ise ayni siire ve dozda CCls yani sira 25
mg/kg Melotonin (0.1 ml. alkol iginde ¢6ziildii) subkutan
yoldan enjekte edildi. Calismamiz Firat Universitesi Tip
Fakdltesi Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir.

immunohistokimyasal Analiz: 30 giinlik deney
suresi sonunda tim siganlar dekapitasyon ydntemiyle
oldurdldu. Alinan karaciger dokulari Bouin sollisyonunda
tespit edildi. Doku ornekleri rutin histolojik doku takip
islemlerinden gegirilerek, parafine gomdaldid. Parafin
bloklardan 5um. kalinlikta kesitler alindi. Kesitler poly-L-
lysine ile kaplanan lamlar Uzerine alindi. Daha sonra
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lamlar immunohistokimyasal olarak boyandi. Boyamada
ABC Metodu kullanildi. Bu yéntemde 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 ayarlanmig 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) yikandi. Daha sonra ISP70 primer antikoruyla
(Biogenex San Ramon, CA) oda isisinda 30 dakika
inkibe 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) uygulamasindan sonra, Mayer’s
hematoksilen ile zit boyama yapildi ve dehidratasyon
isleminden sonra 6zel kapatma maddesi (CC/MOUNT,
DBS, Pleasanton, CA, USA) ile kapatildi (15-17).
immiinohistokimyasal boyamada primer antikor olarak
Biogenex firmasinin kullanima hazir, rabbit, monoklonal
ISP70 kullanildi. Kesitler 1sik mikroskobik olarak
Olympus BX50 mikroskobuyla patoloji uzmani tarafindan
degerlendirildi. immiinohistokimyasal boyamanin
degerlendiriimesi boyanma yogdunluguna goére yapildi.
Boylece dokularda veya hicrelerde ISP70’in fazla
immunoreaksiyonu, koyu boyanma ile kendini
gostermektedir.  Immunohistokimyasal olarak ISP70
boyanma reaksiyon siddeti, 0dan +5e kadar
semikantitatif olarak derecelendirildi (Tablo 1).

Tablo 1. Immunohistokimyasal boyanma yogunlugunun
derecelendirilmesi.

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

Bulgular

CCI4’Un indikledigi ISP70 boyanmasi ile melatonin
hormonun etkisi Sekil 1-4'te gdsterilmigtir. Kontrol
grubuna ait karaciger dokularinda ISP70 boyanmasina
rastlanmadi  (0) (Sekil 1). CCls grubunda ISP70
immunoreaksiyonunu gdsteren yogun bir boyanma
goruldu (+5) (Sekil 2-3). CCls+melotonin grubunda ise
minimal ISP70 boyanmasi gortlda (+1) (Sekil 4).



Cilt : 25, Say1: 2

Kontrol grubuna ait siganlarin karacigef

Sekil 1.

dokusunun gorinimi X40.
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Sekil 3. CCl, toksisitesi sonucu karaciger dokusunda
yogun ISP70 immunoreaksiyonu X40.

Temmuz 2011

Sekil 4. CCly maruziyetiyle birlikte melatonin uygulanan
siganlarin karaciger dokusunda minimal diizeyde ISP70
boyanmasi X40

Tartisma

Oksidatif stres sonucu agiga ¢ikan serbest oksijen
radikallerine bagli olarak olusan lipid peroksidasyonunun;
kanser, aterosklerotik kalp hastaliklari, karaciger
hastaliklari ve toksik hlicre hasarlarinda olusan
patogenezden sorumlu oldugu bilinmektedir (18, 19).
CClyun dokularda hasar olusturma mekanizmasi,
CCly'un sitokrom P450 enzimi araciliiyla oldukga toksik
triklorometil (CCl3) ve ftriklorometil peroksil (CClz02)
serbest radikallerine doénlisimi sonrasi bagslayan lipit
peroksidasyonu ile ortaya gikan oksidatif hasar olarak
aciklanmistir ~ (20). Yapilan c¢alismalarda CCLs
uygulanmis siganlarda oksidatif stres ve karaciger kupfer
hiicrelerinin  inaktivasyonunun, karaciger fibrozisinde
o6nemli bir rol oynadigi goérilmustir (1, 18). Deneysel
galismalarda, CCls’Uin karaciger ve bobrek basta olmak
Uzere birgok organda doku hasarina yol actidi ve
ozellikle karaciger dokusunda koagilatif nekroz, agir
fibroz, monontiklear hiicre infiltrasyonu, hemoraji, yag
dejenerasyonu ve dejeneratif nodiler sekillenme gibi
klasik siroz histolojik bulgularina neden oldugu ayrica
serum AST ve ALT degerlerini de artirdiyi gézlenmistir
(1, 4, 20). Lee ve ark. (21), yaptiklari gaismada, CCl ile
olusturulan karaciger hasarinda ISP70 proteinlerinde
asirt  bir uyariima oldugunu tespit etmiglerdir.
Calismamizin immunohistokimyasal analiz sonuglarinda;
CCls toksisitesi sonucu karacigerde siddetli ISP70
boyanmasinin oldugu tespit edildi. Bu nedenle CClse
bagli olarak karacigerde olusan toksik etki yonuyle
galismamiz daha 6nce yapilmis olan arastirmalarla uyum
gOstermektedir.

CClg'in olusturdugu hasari 6nlemeye veya ortadan
kaldirmaya yoénelik ¢alismalar incelendiginde, kullanilan
antitoksik ajanlarin, antioksidan veya serbest radikal
giderici Ozelliklerinden yararlanildigi goérilir. Bunlardan
biri olan melatoninin, CCls’Gn olusturdugu intoksikasyon
sonrasinda bdbrek ve karacigerde olusan hasari azalttigi
rapor edilmistir (1, 20). Vdicutta birgok fizyolojik
fonksiyonlarin diizenlenmesinde goérev alan melatonin
hormonunun gugli bir antioksidan oldugu ve dokularda
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lipid peroksidasyon sonucu olusan oksidatif hasari
onledigi bildirilmistir (22, 23). Zavodnik ve ark. (5),
melatonin tedavisi sonrasinda, CCls'Un indikledigi
hepatotoksitite sonucu olusan hidropik distrofi Ozelligi
taslyan hepotositlerin sayisinin anlamli  bir seklide
azaldigini  belirtmislerdir. Bagka bir g¢alismada,
melotoninin karaciger hasarini ve yag peroksidasyonunu
azalttigl ve antioksidan enzimleri (SOD) artirarak olusan
toksik etkiye karsi karacigeri korudugu belirtilmistir (24).
Bu calismada da CClsUn indikledigi toksisiteye karsi
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