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OZET

Amag: Bu calismada sigara toksikasyonunun karaciger dokusunda olusturdugu yapisal ve biyokimyasal degisiklikler iizerine C vitamini ve
melatoninin koruyucu etkilerinin belirlenmesi amaglandi..

Gere¢ ve Yontem: Bu galigmada 24 adet Wistar cinsi ergin disi sigan kullamldi. Siganlar 4 gruba ayrildi. Birinci grup siganlar kontrol olarak
kullanilds, ikinci grup si¢anlara sigara inhale ettirildi. Sigara soluyan tiglincii ve dordiincii grup siganlara ise her giin sirastyla melatonin ve C vitamini
enjekte edildi. Deney sonunda siganlardan eter anestezisi altinda karaciger dokular1 ve kan ornekleri alindi. Dokularin bir kismu rutin histolojik
prosediirlerden gegirilerek 151k mikroskobunda incelendi. Bir kismu ise biyokimyasal tetkiklerle incelendi.

Bulgular: Istk mikroskobik incelemelerde ikinci grupdaki siganlarin karaciger dokularinda; sintizoidlerde dilatasyon ve konjesyon, yer yer
mononiiklear hiicre infiltrasyonu ve karyoreksise giden hepatositler tespit edildi. Sigara ile birlikte uygulanan melatonin ve C vitamininin kismen
koruma sagladig1 gozlendi. Yapilan biyokimyasal degerlendirmelerde ikinci gruba ait karaciger dokularinda malondialdehit ve glutatyon diizeyleri ile
katalaz aktiviteleri artmus olarak tespit edildi. C vitamini ve melatonin uygulamasinin; karaciger malondialdehit diizeyini anlaml: sekilde diisiirdiigii,
glutatyon diizeylerini anlamli bir sekilde artirdig, katalaz aktivitelerini ise etkilemedigi gézlendi.

Sonug: Sigara inhalasyonunun, lipid peroksidasyonunu ve antioksidan sistemi artirdig1, karaciger dokusunda yer yer yapisal degisiklikler olusturdugu
tespit edildi. Bununla birlikte, C vitamini ve melatonin uygulamasinin sigara toksikasyonuna karg: karacigerde kismi bir koruma sagladig: belirlendi.
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ABSTRACT

Effects of Melatonin and Vitamin C on Smoke Induced Structural Changes in Liver

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 the liver.

Materials and Methods: Twenty-four Wistar adult female rats were used in this study. Animals were divided into four groups. The first group rats
used as control. The second group of rats were inhaleted cigarette. Cigarette inhaleted third and fourth group rats recieved melatonin and vitamin C
respectively. End of experimental study liver tissues and blood samples were taken under the ether anesthesia. Tissues were prepared and examined
by light microscopy. And biochemicaly, malondialdehyde and glutatyon levels and catalase activity were determined.

Results: In the light microscopic observation, sinusoidal dilatation and congestion, mononuclear cell infiltration in some area and karyorectic
hepatocytes were detected in the groupe II In the cigarette inhaleted third and fourth group rats recieved melatonin and vitamin C respectively liver
tissues were protected againest smoke relatively. Biochemical examination showed us malondialdehyde and glutatyon levels and catalase activity in
the group II higher than group I. While malaondialdehyde levels were decreased by melatonin and vitamin C glutatyon levels were increased. Catalase
activity did not change in these groups.

Conclusion: As a result, it was determined that cigarette inhalation increased lipid peroxidation and antioxidant system and caused structural changes
in the liver. However, it was determined that administration of melatonin and vitamin C provided relative protection against smoke intoxication.
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Sigara giiniimiiziin en onemli halk sagligi problemlerinin
baginda gelmektedir. Sigara 4700 tammlanmis bileseniyle
kompleks bir karigimdir. Sigara i¢imi sirasinda ¢ok sayida
serbest radikal ve reaktif oksijen iiriinleri agiga ¢ikmaktadir
(1). Sigaranin akciger, larinks, orofarinks, bobrek, mesane,
testis ve meme kanserlerine neden oldugu rapor edilmektedir
(2-5). Sigaranin toksik bilesenlerinden en 6nemlisi nikotindir.

Nikotin doku ve serumda kolesterol, fosfolipid, trigliserid ve
trigliseritten  zengin lipoprotein sentezini artirmaktadir.
Nikotinin lipoprotein metabolizmasini etkileyerek
atheroskleroza yol agtig1 bildirilmektedir (6). Sigaranin iginde
bulunan ve oldukca toksik maddelerden biri de kadmiyumdur.
Uzun siireli kadmiyum maruziyeti bu metalin karaciger ve
bobrekte birikmesine neden olurken akut maruziyeti
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karacigerde birikmesine neden olmaktadir. Kadmiyum
uygulamas: karacigerde apoptozisi indiiklemektedir (7). Bu
baglamda sigara dumammnin uzun siire inhalasyonu karaciger
dokusunu etkilemektedir. Ratlarda yapilan deneyler sonucunda
sigaraya bagli olarak hepatositlerde lipid tanecikleri,
siniizoidlerde genisleme ve diizensizlik meydana geldigi
saptanmustir (8).

Melatonin yaslanma-karsiti, kimyasal karsinogenlere
karst DNA’y1 koruyucu etkisi olan ve pineal bezden salgilanan
bir hormondur. Antioksidan aktivitesi reaktif serbest
radikallere kars1 direk kovucu etkisinden daha ¢ok
antioksidatif enzimleri sitiimiile etme yetenegi ile ortaya
¢ikmaktadir (9). C vitamini kollagen, karnitin ve
norotransmitterlerin  biyosentezi igin gerekli olan suda
¢oziinebilen Onemli vitaminlerden biridir. Diyetle alinan
askorbik asit kalp hastaliklarindan dolayr olabilecek olim
insidansim azaltmaktadir. Stres, sigara, alkol, ates ve viral
enfeksiyonlar kan-askorbik asit diizeyinin hizla diismesine
neden olurlar (10)

Bu caligmada bir ¢ok organda kanserojenik etkisi oldugu
bilinen sigaranin, karaciger dokusunda olusturdugu hasara
karst uygulanan melatonin ve C vitamininin koruyucu
etkilerinin belirlenmesi amaglandi.

GEREC ve YONTEM

Calismayla ilgili olarak Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Etik
Kurulundan onay alind1 ve “ Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals” prensiplerine uyularak hayvan haklarimn
korunmastyla ilgili gereken titizlik gosterildi. Bu ¢alismada 24
adet Wistar cinsi ergin disi sigan kullamldi.

Siganlar 4 gruba ayrildi. Birinci grup kontrol; ikinci grup
3 ay boyunca giinde iki kez 1’er saat ikiser adet sigara (Birinci-
Tekel) soluyan; {iglincii 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 ikiger adet sigara soluyan ve 40mg/kg
intraperitoneal C vitamini enjekte edilen siganlardan
olusturuldu. Siganlara sigara solutmak igin ebatlar1 50x35x36
cm, kalinlig1 0.5 mm ve i¢ hacmi yaklasik 0.060m3 olan cam
kabin hazirlanarak silikon ile izole edildi. Kabin igine bir ucu
disarida  akvaryum motoruna bagli olan plastik boru
yerlestirildi. Sigara soluyacak olan siganlar cam kabin i¢ine
alind1.

Plastik borunun kabin i¢indeki ucuna her uygulamada iki
adet yanan sigara takilip motor ile puflandi. Deney sonunda,
sicanlardan eter anestezisi altinda karaciger dokular1 alindi.
Karaciger dokularmin 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 santrifijj
edilerek siipernatant alindi. MDA diizeyi Ohkawa ve ark.
(11)’mn modifiye ettigi yonteme 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.

H,0,’in katalaz tarafindan yikim hizi, H,O,’in 240 nm
dalga boyunda 15181 absorbe etmesinden yararlanilarak
spektrofotometrik olarak Aebi (12) yontemi ile 6l¢iildii.
Glutatyon (GSH) diizeyi Elman yontemine gore tayin edildi

(13).
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Sonuglar Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi.
Gruplar arasi farkliliklar i¢in p<0,05 degeri anlamli olarak
kabul edildi.

Dokularin bir kism1 ise %10’luk formaldehit ile 24 saat
slireyle tespit edildi. Takiben 24 saat boyunca musluk suyunda
yikanan dokular, dereceli alkol serilerinden gecirilerek
dehidrasyon saglandi. Dokular ksilolde seffaflagtirildi ve
parafin infiltrasyonu yapildiktan sonra bloklandi. Parafin
bloklardan alinan 5 m (mikrometre) kesitler Hematoksilen-
Eozin ve Masson’nun iiglii boyas: ile boyandi ve Olympus
BH?2 fotomikroskopla incelenerek fotograflar elde edildi.

BULGULAR

Caligmamizda 151k mikroskobik incelemelerde kontrol grubuna
ait karaciger dokular1 normal olarak gozlendi (Sekil 1).

Sekil 1. Grup |. Portal alan, sinlizoidler ve hepatositler normal
yapida izlenmekte. H&E X 240

Sekil 2. Grup Il. Sinlzoidlerde dilatasyon ve konjesyon
gozlenmekte (*). H&E X 240

Deney siiresince sadece sigara soluyan si¢anlarin
karaciger dokularinda; siniizoidlerde dilatasyon ve konjesyon
(Sekil 2), yer yer mononiiklear hiicre infiltrasyonu (Sekil 3,4)
ve karyoreksise giden hepatositler (Sekil 5) tespit edildi.
Yapilan biyokimyasal degerlendirmelerde bu gruba ait
karaciger dokularinda malondialdehit ve glutatyon diizeyleri ile
katalaz aktiviteleri artmig olarak tespit edildi (Tablo I).
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Tablo 1. Karaciger dokusunda Malondialdehit ve Glutatyon
dlzeyleri ve Katalaz aktiviteleri.

MDA Glutatyon Katalaz
(nmol/g yas ( mol/ml) (k/ml)
doku)
Kontrol 2,43+0,16 81,5+26,5 0,17+0,009*
Sigara 3,32+0,48* 99,5+7,59 4,12+0,28"°
Vitamin C ~ 0,65+0,28°  121,0+13,07 3,94+0,12°
Melatonin ~ 0,66+0,01° 105,0+1,0 2,32+0,04°
p P<0,05 p>0,05 P<0,05

Sekil 3. Grup Il. Mononlklear hiicre infiltrasyonu (ok) ayirt
edilmekte. H&E X 480

Sekil 4. Grup I1. Portal alandaki monontiiklear hiicre infiltrasyonu
(ince oklar) ve bu hiicreler arasinda bulunan yabanci cisim dev
hiicresi (kalin ok). Masson’un Ugli boyasi X 240

Sigara toksikasyonuna karsi koruyucu amagla sigara ile
birlikte C vitamini ve melatonin uygulanan gruplarda ise,
sinuzoidal dilatasyon devam etmekteydi (Sekil 6,7).

Bu gruplarda hiicre infiltrasyon alanlarina ve
karyoreksise giden hepatositlere rastlanmadi. Biyokimyasal
degerlendirmelerin sonucunda C vitamini ve melatonin
uygulamasimin; karaciger malondialdehit diizeyini anlaml
sekilde dusiirdiigii, glutatyon diizeylerini kontrol ve sigara
inhale eden gruplara gére anlamh bir sekilde artirdigi, katalaz
aktivitelerini ise etkilemedigi gdzlendi (Tablo I).
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Sekil 5. Sigara grubu (grup Il). Portal alan (P) etrafinda
karyoreksise giden hepatosit (ok) ayirt ediimekte. H&E X 480

Sekil 6. Grup lll. Portal alan (P) etrafinda genislemis sinlizoidler
(*) ayirt edilmekte Masson’un Ugli boyasi X 240

- »

Sekil 7. Grup IV. Sinlzoidlerde dilatasyon (*) ve Kupffer hiicre
aktivasyonu (ok) gézlenmekte. H&E X 240

TARTISMA

Sigara tiilketimi 19. yiizyiin ikinci yarisinda baslamis ve
dramatik bir sekilde artmaktadir. Giiniimiizde yaklasik olarak
bir milyar erkek ve yarim milyar kadin sigara igmektedir ve
her y1l 30 milyon civarinda insan sigara igmeye baslamaktadir.
Sigaranin organizmada bir¢ok doku tipinde kansere yol agtig1
daha onceki ¢aligmalarda gosterilmistir.
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Son yillarda yapilan vaka kontrolli ¢alismalarda
sigaranin akciger, oral kavite, farinks, larinks, 6zafagus,
pankreas, mesane ve renal pelvis kanserlerinin yam sira nazal
kavite, paranazal siniisler, nazofarinks, karaciger, mide,
bobrek, serviks uteri ve kolorektal kanserlerine de yol agtif
tespit edilmistir (14).

Altmis giin siire ile giinde iki saat sigara solutulan
sicanlarin  karaciger parankim hiicrelerinin endoplazmik
retikulumunda, genislemeler oldugu ve ¢esitli biiyiikliikte
vakuollerin ortaya c¢iktig1 gozlenmistir. Sitoplazma iginde
parcalanmis membranlar ve genislemis safra kanalikiilleri
saptanmustir (15). Sigaranin igerisinde bol miktarda bulunan ve
kanserojenik  etkisi  oldugu  bilinen  kadmiyumun
uygulanmasiyla karaciger hepatositlerinde mitokondriyal
yogunlasma, sisme ve lizis gdzlenmis. Graniiler endoplazmik
retikulumda dilatasyon, fragmantasyon ve vezikiilasyon ve
sitoplazmada ¢ok sayida biiyiik lipid damlaciklar1 ve bol
miktarda glikojene rastlanmustir (16). Kiiltire edilmis
karaciger parankim hiicreleri ve diiz kas hiicrelerinde sigaranin
etkisiyle gap junction alanlarmnin azaldig bildirilmektedir. Bu
olay hiicreler arast haberlesmeyi bozmakta ve timor
gelisiminde Onemli bir etken olmaktadir (17-19.) Czekaj ve
ark. {i¢ hafta boyunca haftada bes giin ve giinde alt1 saat sigara
dumanmna maruz birakilan gebe sicanlarin  karaciger
parankiminde Ozelliklede birinci ve ikinci zonda piknotik
nukleuslu  koyu  eozinofilik  boyanan  hepatositlere
rastlamislardir. Bu hiicrelerin apoptozisle sonuglanabilecegini
belirtmislerdir. Bu baglamda sigaranin karacigerde apoptotik
degisiklikleri artiran bir faktor olabilecegini vurgulamuslardir
(20). Kiikner ve ark. sigara dumam soluyan siganlarin
karaciger dokularinda oOzellikle portal alan ¢evresindeki
hepatositlerin, sitoplazmalarmda graniil igerdigini tespit
etmiglerdir (8). Bu caliymada sigara soluyan siganlarin
karaciger dokularinda; siniizoidlerde dilatasyon ve konjesyon,
yer yer mononiiklear hiicre infiltrasyonu ve karyoreksise giden
hepatositler tespit edildi. Sigara toksikasyonuna kars1 koruyucu
amagla sigara ile birlikte C vitamini ve melatonin uygulanan
gruplarda ise, sinuzoidal dilatasyon devam etmekteydi. Bu
gruplarda hiicre infiltrasyon alanlarmna ve karyoreksise giden
hepatositlere rastlanmadi.

Melatonin ¢ok sayida reaktif oksijen / nitrojen tiirevlerini
direkt olarak notralize edebilen ve birgok antioksidatif enzimi
sitimiile edebilen bir hormondur. Son yillarda yapilan
caligmalarda melatoninin mitokondrial oksidatif
fosforulasyonun etkinligini artirdigt ve serbest radikal
iretimini azalttig1 vurgulanmaktadir. Ayrica melatonin hasarli
dokularda notrofillerin infiltrasyonunu inhibe ederek ilave
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faydali etkiler de saglamaktadir (9). Askorbik asit karacigerde
kolesteroliin  katabolizmas: ic¢in gereklidir. Eksikliginde
kolesteroliin safra asitlerine doniigiimii yavaglamakta ve
karacigerde kolesterol birikimi olmaktadir (21). C vitamininin
lipofilik tiirevleri, daha ¢ok sigara igenlerde gozlenen lipid-
peroksit kaynakli endotelyal hasara karsi koruyucu etki
gostermektedir  (22). Askorbik asit antioksidan &zellik
tasimasimin yan sira peroksidasyon reaksiyonlarina karsi diger
antioksidanlarin da aktiflesmesinde etkinlik géstermektedir
(23). Sigaramn antioksidan sistemi etkileyerek dokularda
yapisal hasar meydana getirdigi birgok  calismada
gosterilmistir. Baskaran ve ark. sigara kullanilmasimn
karaciger,  akciger ve  bobrek  dokusunda lipid
peroksidasyonuna neden oldugunu ve bu organlarda olugan
serbest oksijen radikallerinin zararli etkisine karsi antioksidan
enzimlerin seviyesinin yiikseldigini saptamiglardir (24). Helen
ve ark. sigara inhalasyonu sonucu karacigerde malondialdehit
diizeyi, hidroperoksidaz aktivitesi, serbest yag asidinin,
vitamin A, glutatyon ve glutatyon peroksidaz aktivitesinin
arttigmi, siiperoksit dismutaz ve katalaz aktivitelerinin ve
vitamin E ve C igeriginin azaldigim tespit etmislerdir. Vitamin
C destegi uygulandiginda koruyucu enzim aktivitesinin ve
lipid peroksidasyon direncinin arttigini, glutatyon, vitamin C
ve serbest yag asitlerinin normal diizeye geldigini
saptamuglardir (25). Yapilan bir baska caligma aktif veya pasif
sigara i¢iminin, Ozellikle yetersiz C vitamini alanlarda,
askorbik asit havuzunu azalttigin1 gostermistir (26). Melatonin
antioksidan etkinligi olan bir hormondur. Nitekim karacigerde
iskemi ve reperfiizyon yoluyla olusturulan hasar1 melatoninin
azalttigr bildirilmektedir (27). Bu ¢alisma ile ilgili yapilan
biyokimyasal degerlendirmelerde sadece sigara inhale eden
gruba ait karaciger dokularinda malondialdehit ve glutatyon
diizeyleri ile katalaz aktiviteleri artmig olarak tespit edildi. C
vitamini  ve  melatonin  uygulamasmn;  karaciger
malondialdehit diizeyini anlamli sekilde diistirdiigii, glutatyon
diizeylerini kontrol ve sigara inhale eden gruplara gore anlaml
bir sekilde artirdigi, katalaz aktivitelerini ise etkilemedigi
gozlendi. Sigara inhalasyonuyla artan enzim aktiviteleri daha
onceki ¢aligmalarla uyumludur ve sigaranin dokularda oksidan
ve antioksidan sistemi etkilediginin bir kamtidir.

Sonug olarak sigara inhalasyonunun lipid
peroksidasyonunu ve antioksidan sistemi artirdigi, karaciger
dokusunda yer yer yapisal degisiklikler olusturdugu tespit
edildi. Sigara inhalasyonu sonucu serbest oksijen radikallerine
bagli olusan hiicresel hasarin azaltilmasinda C vitamini ve
melatonin gibi antioksidanlarin ilave olarak verilmesinin,
organizmanin koruyucu mekanizmalarina destek olacagi
diislincesindeyiz.
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