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ARASTIRMA

Karbon Tetraklorir ile Olusturulan Deneysel Akciger
Hasarinda Kafeik Asit Fenetil Esterin Koruyucu Etkinligi

Isik mikroskobik diizeyde yapilan bu calismada, akciger dokusu Uzerindeki karbon tetraklortr
(CCl4) toksisitesinin incelenmesi amaglandi. Bu toksisiteye karsi kafeik asit fenetil ester (CAPE)’'in
muhtemel koruyucu etkileri de degerlendirildi.

Calismamizda kullanilan toplam 24 adet Wistar-albino cinsi erkek sicanlar Ug¢ esit gruba ayrildi.
Kontrol grubu si¢anlara saf zeytinyagi derialti olarak uygulanirken, grup II'deki hayvanlara guin asir
olarak CCl, derialti yolla enjekte edildi. Grup lII'deki siganlara ise CCl, enjeksiyonu ile birlikte yine
glin asir olarak ve de intraperitoneal yolla CAPE verildi. Dort haftalik deney sulresi sonunda butun
siganlar dekapite edilerek akcigerleri ¢ikartildi. Mikroskobik incelemeler icin, doku 6rnekleri rutin
histolojik prosedurlerden gegirilerek parafine gémildu. Elde edilen parafin bloklardan alinan kesitler
hematoksilen-eozin ile boyanarak arastirma mikroskobunda incelendi.

Kontrol grubu siganlarina ait akciger doku yapisinin normal oldugu gorildi. CCls uygulanan
siganlarda ise brong ve bronsiol epitellerinde dokilme, pulmoner interstisyumda hemoraji, polimorf
cekirdekli 16kosit ve makrofaj infiltrasyonunun oldudu belirlendi. CCl, toksisitesi ile birlikte CAPE
verilen grupta ise, kiuguk hemorajik alanlar disinda bu histopatolojik degisikliklerin kayboldugu
g6zlendi.

Mikroskobik dliizeyde gerceklestirilen bu ¢alisma bulgularina gére, deneysel CCl, toksisitesi sonucu
akciger dokusunda olusan histopatolojik degisikliklerin CAPE uygulamasi ile 6nlenebildigi tespit
edildi.

Anahtar Kelimeler: Kafeik asit fenetil ester, karbon tetraklortr, akciger, sigan.

Protective Efficiency of Caffeic Acid Phenethyl Ester in Carbon Tetracloride-
Induced Experimental Lung Injury

In this study, it was aimed to investigate the toxic effects of carbon tetrachloride (CCl,) on the lung
tissue using light microscopy. Furthermore, potential protective effects of caffeic acid phenethyl
ester (CAPE) against this toxicity were evaluated.

A total of 24 adult male Wistar-albino rats used in our study were divided into three equal groups.
The control rats received pure olive oil subcutaneously (sc), rats in the second group were injected
with CCl, (sc) and rats in the third group were injected with CCl, plus CAPE (intraperitoneally, ip)
every other day. At the end of four weeks of experimental period, all animals were killed by
decapitation and their lungs were removed. For light microscopic examination, tissue specimens
were embedded in paraffin blocks following routine histological procedures. Sections obtained from
paraffin blocks were stained with hematoxylen-eosin and examined under a light microscope.

The evaluation of the lung sections of control rats showed normal structural integrity. Epithelial
desquamation in the bronchi and bronchioli, interstitial pulmonary hemorrhage, leucocytes with
polymorphic nuclei and macrophage infiltration were observed in the lung specimens of rats
exposed to CCl, alone. With exception of small hemorrhagic areas, these histopathological
changes were disappeared in rats treated with CCl, plus CAPE.

In view of the findings of the present microscopic study, it was determined that histopathological
changes in the lung tissue resulting from experimental CCl, toxicity could be prevented by CAPE
administration.

Key Words: Caffeic acid phenethyl ester, carbon tetrachloride, lung, rat.

Girig

Karbon tetrakloriir (CCls) renksiz, berrak, ugucu bir sividir (1). Onceleri kuru
temizleme, yangin soéndirme, tahil dezenfeksiyonu ve boceklerle micadelede
yararlanilan bu kimyasal bilesik; giinimuizde petrol rlnleri, gesitli yaglar, vernik, cila,
recine ¢Ozlcusu ve organik bilesiklerin imalatinda kullaniimaktadir (1-3). Cevreden
insan vicuduna gunlik ortalama 0.1 ug CCls girisi oldugu tahmin edilmektedir (1).
Birlesik Devletler Cevre Koruma Dairesi (EPA) hayvan deneylerinden elde edilen
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sonuglara dayanarak, CCls'U insan icin olasi kanserojen
(grup B2) sinifina dahil etmistir (1-3).

CCly solunan hava, su, gida alimi ve deriden temas
yoluyla vicuda girer. Karaciger, beyin, bébrek, kaslar,
yag dokusu ve kanda daha yliksek konsantrasyonlarda
olmak Uzere tum vicuda dagilr (1). CClsUn sitokrom
P450 enzimi araciliiyla serbest radikallere yikilimi hicre
hasarini baslatir (2-5). Vicuttan atilimi basta solunum
yoluyla ve ¢ok az miktarlarda digki ve idrar yoluyladir (1).
Deneysel olarak yapilan c¢alismalarda, CCl,4
uygulamasina bagli olarak akciger dokusunda da
oksidatif hasar ve histopatolojik degisikliklerin meydana
geldigi bildiriimigtir (6-13). CCls'lin toksik etkilerine karsi
melatonin (4), klofibrat (14), kolsisin (15), putresin (16),
losartan (17), ginkgo biloba ekstresi (18), siyah cgay
ekstresi (19), nigella sativa (20), somatostatin ve
oktreotid (21) gibi ajanlarin etkileri arastiriimis ve farkl
sonuglar elde edilmigtir.

Kafeik asit fenetil ester (CAPE), arilarin bitkilerden
topladigi 6zutln igerisinde bulunan keskin ve guzel
kokulu propolis maddesinin aktif bir bilesenidir.
Propolis’in antimikrobik, antienflamatuar,
immunmodiuilatér, antimutajenik ve antioksidan etkileri
cesitli calismalarla ortaya konmus, bu etkilerin gcogunun
propolis’in etkin maddelerinden biri olan CAPE’ye bagl
oldugu gosterilmistir (22-25). Az sayidaki deneysel
calisma ile CAPE’nin CCls hasarina karsi etkinligi tespit
edilmistir (26, 27).

Bu calismada, CClsin akciger dokusu Uzerindeki
toksisitesi ve bu toksisiteye karsi CAPE’nin muhtemel
koruyucu etkileri arastiriidi.

Gereg ve Yontem

Calismamizda, agirliklari 170-220 gram arasinda
degdisen toplam 24 adet erkek Wistar-albino cinsi sigan
kullanildi. Ug esit gruba ayrilan siganlar, 6zel hazirlanmis
kafeslerde, isisi ayarlanmis (22+1°C), 12 saat isik alan
ve Ozel havalandirma tertibati olan ortamda, yeterli
miktarda su ve ElaziJ Yem Fabrikasindan temin edilen
sican yemi ile beslendi. Kontrol grubu sigcanlara deney
boyunca glnasiri subkutan (sc) saf zeytinyagi (1 ml/kg)
tatbik edildi. CCls grubu sicanlara dort hafta slresince
glinasiri olarak zeytinyagi icinde CCls (0.5 ml/kg, sc)
uygulandi. CCl4+CAPE grubunda yer alan hayvanlara ise
ayni slre ve dozda CCls yani sira CAPE (10 umol/kg)
intraperitoneal olarak enjekte edildi. Calismada kullanilan
CAPE, Grunberger ve arkadaslarinin (28) teknigine goére
kimya laboratuarinda sentezlendi.

Deney sonunda tum siganlar dekapitasyon
yéntemiyle 6ldurildu. Hayvanlardan alinan akciger doku
ornekleri % 10’luk formaldehit ile fikse edildi. Daha sonra
doku ornekleri rutin histolojik iglemlerden gegirilerek
parafine gémuldi. Parafin bloklardan alinan kesitler
hematoksilen-eozin (H.E.) ile boyandi ve preparatlar
Olympus BH-2 arastirma mikroskobunda incelenerek
fotograflar gekildi.
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Bulgular

Kontrol grubuna ait akciger doku kesitleri
incelendiginde, brons, bronsiol, alveol ve pulmoner
interstisyum yapilarinin normal oldugu goérulda (Sekil 1).
CCls uygulanan sicanlarda ise brons ve bronsiollerin
epitellerinde dokilme ($ekil 2), pulmoner interstisyumda
hemoraji tespit edildi (Sekil 3). Ayrica, yine bu grupta
polimorf c¢ekirdekli I6kosit ve makrofaj infiltrasyonunun
oldugu gozlendi (Sekil 4 ve 5). CCl, toksisitesi ile birlikte
CAPE verilen siganlarda ise hafif hemorajik alanlar
disinda akciger doku yapisinin normal bir gdriinime
sahip oldugu ve kontrol grubuna benzedigi belirlendi
(Sekil 6 ve 7).

Sekil 1. Kontrol grubuna ait akciger dokusunun
gorinimu. Brongiol lumeni, epiteli ve duvari normal
yapida gorilmekte. H.E. X240.

Sekil 2. CCls uygulanan gruba ait akciger kesitlerinde,
bronsiol lumeninde epitelyal hicre dokulmesi (yildiz),
peribronsial alanda hemorajik odaklar (ok) gobze
carpmakta. H.E. X240.
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Sekil 3. CCl, toksisitesi sonucu pulmoner interstisyumda
belirgin bir hemoraiji (yildiz) gézlenmekte. H.E. X480.

Sekil 6. CCl; ve CAPE grubuna ait bir kesit. Pulmoner
interstisyumda kigik hemorajik alanlarin oldugu (ok)
gorulmekte. H.E. X480.

Sekil 4. CCl; uygulanan siganlarda, pulmoner
interstisyumda polimorf c¢ekirdekli 16kositler (ok) ayirt
edilmekte. H.E. X480.

Sekil 5. CCl; toksisitesine bagh olarak pulmoner
interstisyumda makrofaj infiltrasyonunun oldugu (ok)
goérulmekte. H.E. X240.

Sekil 7. CCls uygulamasiyla birlikte CAPE verilen
sicanlarda, bronsiol lumeni, epiteli ve duvar yapisinin
normal oldugu gozlenmekte. H.E. X240.

Tartisma

Karbon tetrakloriir (CCls), karaciger ve bobrek basta
olmak Uzere bircok organda doku hasarina neden
olmaktadir (2, 4, 5, 14, 16). Dokularda hasar olusturma
mekanizmasi, CCl4'ln sitokrom P450 enzimi araciligiyla
oldukga toksik triklorometil (CClz) ve triklorometil peroksil
(CCl302) serbest radikallerine dondsimi  sonrasi
baslayan lipit peroksidasyonu ile ortaya ¢ikan oksidatif
hasar olarak agiklanmistir (2-5).

Daha o6nce yapilmis olan deneysel calismalarda,
CCl,s toksisitesine bagh olarak akciger dokusunda da
histopatolojik degisikliklerin meydana geldidi ortaya
konmustur. Abraham ve ark. (6), 12 hafta boyunca CCl,4
soluyan siganlarin  akciderlerinde  oksidatif doku
hasarinin ve lipit peroksidasyonunun olustugunu ifade
etmiglerdir. Paakko ve ark. (7, 8) sicanlar Uzerinde
yapmis olduklari benzer c¢alismalarda, intraperitoneal
yolla uygulanan CCl4’ln, akcigerde interstisyel fibrozis,
alveolar dejenerasyon, hemoraji ve ddeme yol agtigini
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g6stermislerdir. Miyamoto (9) CCls toksisitesi sonucu
akcigerde fibrozise bagl olarak agirhk artisinin ve
pneumoninin meydana geldigini bildirmigtir. Frukawa ve
ark. (10) ise siganlarda derialti yolla verilen CCls’Gn
akcigerde lenfosit infiltrasyonuna neden oldugunu tespit
etmiglerdir. Chen ve ark. (11) da, siganlar Uzerinde
gergeklestirmis olduklari ¢aligsmalarinda, CCl4
uygulamasinin akciger tip Il pneumositlerinde hasara yol
actigini  bildirmislerdir. Elde edilen bu histopatolojik
bulgular daha sonra yine deneysel olarak yapilimis olan
diger arastirmalarla desteklenmistir (12, 13).

Yapmis oldugumuz bu ¢alismada da, deneysel CCl4
uygulamasinin akcigerlerde 6nemli 6lglide doku hasarina
yol actigi ve belirgin histopatoloijk degisikler sergiledigi
belirlendi. CCls uygulanan siganlarin akciger doku
orneklerinde; brons ve bronsiol epitellerinde dokiime,
pulmoner interstisyumda hemoraji, polimorf c¢ekirdekli
I6kosit ve makrofaj infiltrasyonu gbze g¢arpan bulgulardi.
CClyuin akcigerlerde olusturdugu toksisite yonuyle,
yapmis oldugumuz bu calismanin bulgulari daha énce
yapilmig olan arastirmalarin  sonuglari ile uyum
gOstermektedir.

Propolisin  aktif bilesenlerinden olan CAPE’nin,
hidroksil ve serbest oksijen radikallerinin yani sira blylik
olasilikla da peroksil radikali ve slperoksit anyonunun
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