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ARASTIRMA

Toliien Solutulan Siganlarin Karacigerinde Ghrelin
Ekspresyonu

Tolien endustride ¢ok sik kullanilan, badimlilik yapici ve toksik etkileri olan aromatik bir
hidrokarbondur. Ghrelin ise yakin zamanda kesfedilen birgok doku gibi karaciger dokusunda da
bulunan cok fonksiyonlu bir hormondur. Bu calismada, karaciger uzerine toksik etkileri oldugu
bilinen tolienin deneysel olarak siganlara uygulanmasi sonucunda karaciger dokusunda ghrelin
ekspresyonunun immiinohistokimyasal yontemlerle arastiriimasi amaglanmistir.

Bu amagla, 14 adet Wistar-Albino cinsi erkek sigan iki esit gruba ayrildi. Grup I'deki siganlar kontrol
olarak duzenlendi. Grup lIlI'deki sigcanlar, dort hafta boyunca solunum yoluyla tolien'e (3000
ppm/Isaat/gin) maruz birakildi. 30. gliniin sonunda tim ratlar dekapite edilerek karaciger dokulari
1stk mikroskobu takibi icin %10'luk nétral formalin ile fikse edilip, rutin histolojik takip serilerinden
gecirilerek parafin bloklara gdmuldi. Ghrelin dagihmini belilemek amaciyla parafin bloklardan 5
pm kahnliginda kesitler polilizinli lamlara alindi. Avidin-biotin-peroksidaz yéntemi ile ghrelin
imminreaktivitesi belirlendi.

Karaciger dokusunda ghrelin immunreaktivitesi Grup I'de siddetli (+3), Grup Il'de bazi
hepatositlerde hafif (+1) olarak izlenirken, bazi hepatositlerde ise immiinreaksiyon goézlenmedi.
Negatif kontrol icin yapilan boyamalarda, hepatositlerde herhangi bir imminreaktivite gérilmedi.
Pozitif kontrol olarak ise, mide dokusunda ghrelin immunreaktivitesi belirlendi.

Bu calismanin sonucunda, toliien maruziyetinin karaciger dokusunda ghrelin ekspresyonunu
azalttig belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Toliien, ghrelin, karaciger, sigan.

Ghrelin Expression in Liver of the Toluene Inhaled Rats

Toluene is an aromatic hydrocarbon has addictive and toxic effect that is used widely in the
industry. Ghrelin was a recently identified multifunctional hormone that is found in many organs,
including the liver. This study aimed to determine ghrelin expression via immunohistochemical
methods in rats that were experimentally administered toluene, a toxic agent for liver.

For this purpose, 14 adult male Wistar-albino rats were divided into two equal groups. Animals in
group | were used as control group. The rats in group Il were exposed toluene (3000
ppm/1hour/day) for four-weeks. Rats from both groups were decapitated 30 days after the
operation. The liver tissues were removed and fixed in % 10 neutral formalin solution. Then tissue
specimens were embedded in paraffin and sectioned (thickness, 5 ym). The sections were
immunohistochemically stained using avidin-biotin-peroxidase method for determination ghrelin
immunoreactivity.

Ghrelin immunoreactivity in the hepatocytes was determined as strong (+3) in the control group
and low (+1) or no staining in the toluene inhaled group. No immunoreactivity was observed in
negative control specimens. Ghrelin immunoreactivity was detected in sections of rat stomach used
as a positive control,.

The results obtained in our study indicate that toluene inhalation causes a decrease in ghrelin
expression in the liver.

Key Words: Toluene, ghrelin, liver, rat.

Giris

Tollen; berrak, renksiz, keskin ve hos kokusu olan ugucu bir sivi hidrokarbondur.
Ham petrolden benzin ve dider yakitlarin ayristirlmasi sirasinda ortaya ¢ikar (1, 2).
Endustride oldukga sik kullanilan tolien baslica; boyalar, boya incelticiler, vernik, pas
Onleyiciler, yapistiricilar, solvent tabanli temizleyicilerde ve ayrica kozmetik Urlinlerde
kullanilir (3, 4). Cok yaygin bir kullanima sahip olan tollien; ayakkabi iscileri, benzin
istasyonu, rafineri ve deri sanayisi ¢alisanlari, boyacilar, matbaacilar, kaportacilar, oto
sanayi galisanlari vb. meslek gruplarinda ¢aligan Kisileri etkiler (1).

“ 2nd International Liver Symposium, May 20-22, 2009 Isparta, Turkey.

151



TAS U. ve Ark.,

TollUenin en gok alinma sekli havada bulunan tollen
buharinin solunum yoluyla inhale edilmesidir. Bunun
disinda sindirim ve deri yoluyla da vicuda alinabilir (2,
5). Absorbsiyonu takiben, toliienin baglica yag ve yagdan
zengin dokular ile iyi kanlanan dokular olmak Uzere, tim
vicutta dagildigr gorulur. Tutkal soluyarak olen kisilerin
karaciger ve beyninde ylksek oranda toliene rastlanir
(1, 3). Yaklasik % 80'i karacijerde metabolize edilen
tolienin biylk kismi sitokrom P-450 oksidaz (CYTP-450
oksidaz) enzim sistemi yardimiyla hipplrik asit ve orto
krezole doénustirilerek baglica iki ana metabolit halinde
idrarla atilir (6). Tollenin 6zellikle santral sinir sistemi ve
karaciger basta olmak lzere birgok dokuya toksik etkileri
bulunmaktadir (2, 4, 7). Tolienin bu olumsuz etkileri
oksidatif strese yol acip antioksidan enzim sistemini
etkileyerek yaptigi gosterilmistir (8).

Ghrelin, blyime hormonu salgilatici etkisi olan,
enerji dengesi ve besin aliniminin dizenlenmesinde rol
oynayan 28 aminoasitli bir hormondur. Baslica midenin
oksintik bezlerinde bulunan 6zellesmis A-benzeri
hicreleri tarafindan salinir, bununla birlikte vicudun
diger bircok bdlgesinde az oranda da olsa salindigi
bildirilmistir (9). Karaciger dokusunda da bulunan ghrelin
¢ok fonksiyonlu bir peptit hormondur (10). Ghrelin
bliyume geriligi, kalp yetmezligi, kemik erimesi ve immdin
sistem baskilanmasi gibi birgok rahatsizlik durumlarinda
tedavi amaciyla kullanilabilmektedir (11). Bu etkilerinin
yaninda ghrelinin antioksidan etkiye sahip oldugunu
bdylelikle dokularda olusabilecek oksidatif stresi ve
apoptozisi 6nledigi gosterilmistir (12, 13).

Ghrelinin oksidatif stresi azalttigina dair ¢cok sayida
¢alisma olmasina ragmen, oksidatif strese yol agarak
doku hasarina yol agan ayni zamanda bir aromatik
hidrokarbon olan tollienin kargisinda nasil bir etki
gosterdigine dair herhangi bir calismaya rastlayamadik.
Bu yonuyle bir ilk olan ¢alismamizda, karaciger Uzerine
toksik etkileri oldugu bilinen tolienin deneysel olarak
siganlara uygulanmasi sonucunda karaciger dokusunda
ghrelin ekspresyonunun imminohistokimyasal yontem-
lerle arastiriimasi amaglandi.

Gereg ve Yontem

Bu calismada, 14 adet Wistar-albino cinsi erkek sican
kullanildi. Grup | (n=7)'deki sicanlar kontrol olarak
dizenlendi. Grup Il (n=7)'deki siganlar, 4 hafta boyunca
solunum yoluyla tolien'e maruz birakildi.  Tollen
konsantrasyonu Baydas ve arkadaslarinin (14) kullandigi
metoda gore (3000 ppm/l saat) gore ayarlandi. Tollen
konsantrasyonu gaz kromotografisi cihazi kullanilarak
(UNICAM, Cambridge, UK) 6lguldi. 30. glnin sonunda
tim ratlar dekapite edilerek karaciger dokulari 1s1k
mikroskobu takibi igin %10'luk ndétral formalin ile fikse
edilip, rutin histolojik takip serilerinden gegirilerek parafin
bloklara gémdldu. Ghrelin dagilimini belirlemek amaciyla
parafin bloklardan 5 um kalinhiginda kesitler polilizinli
lamlara alindi. Avidin-biotin-peroksidaz ydéntemi ile
ghrelin immunreaktivitesi belirlendi. Kesitler, Olympus
BH2 fotomikroskobunda incelenip fotograftandi.
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Bulgular

Isikk  mikroskobu dizeyinde yapilan c¢alismada,

karaciger dokusunda ghrelin immunreaktivitesi Grup I'de
siddetli (+3) (Sekil 1), Grup Il'de bazi hepatositlerde hafif
(+1) olarak izlenirken bazi hepatositlerde ise immunreak-
siyon gozlenmedi (Sekil 2). Negatif kontrol icin yapilan
boyamalarda hepatositlerde herhangi bir imminreaktivite
gorilmedi (Sekil 3). Pozitif kontrol olarak ise mide
dokusunda ghrelin immiinreaktivitesi belirlendi (Sekil 4).

i
Sekil 1. Kontrol grubuna ait karaciger dokusunda siddetli
(+3) ghrelin immunreaktivitesi x10.

"_ '1-- .;- .'I_-.-.' 9) "l""-‘.‘.
Sekil 2. Tollen solutulan gruba ait karaciger dokusunda
bazi hepatositlerde hafif (+1) ghrelin immunreaktivitesi
(ok) x10.

Tartisma

Karaciger, ilaclarin ve diger maddelerin metabolizma-
sinda ve detoksifikasyonunda 6nemli bir rol oynayan ayni
zamanda kendiside toksik etkilere karsi risk altinda olan
bir dokudur (15, 16). Tollien ve metabolitlerinin oksidatif
hasar yoluyla hepatositler Uizerine sitotoksik etki yaparak
karacier hasari olusturup karaciger enzimlerinin
seviyelerini artirdigi gérulmustur (17).



Cilt : 23, Sayi1: 3

(0) ghrelln |mmunreakt|V|teS|

$ekll. 3. Negatlf kontrol
x10.

Sekil 4. Pozitif kontrol. Mide dokusunda ghrelin
immunreaktif hiicreler (ok) x10.

Mattia ve ark. (8) intraperitoneal olarak toliien
uyguladiklari ratlarda, tolienin aldehit dehidrojenaz
tarafindan pargalanmasi sirasinda, superoksit anyonu-
nun artisina bagli olarak, karaciger ve beyin dokusunda
reaktif oksijen radikalleri olusumunun hizlandigini
gostermislerdir. Karaciger hasarinin arastirildigr baska
bir galismada toliienin, oksidatif stres etkisiyle dokudaki
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anti oksidanlarin dizeylerini ve etkinliklerini azaltarak lipit
peroksidasyon urinlerini artirdid1 tespit edilmistir (7).

Ghrelin ¢ok fonksiyonlu bir peptit hormonu olup,
karaciger dokusunda da bulunur (10). Son yillarda,
ghrelinin anti-apoptotik etkileri bildirilmis ve ghrelinin
sitotoksik ajanlarin toksik etkilerini azaltabilecegi ileri
surdlmastar (13, 18). Takeda ve arkadaslan (12),
ghrelinin IGF-1 aracili yolla iskemi sonucu meydana
gelen akut bébrek yetmezliginde, bébrek fonksiyonlarin-
da dizelme sagladigini gostermislerdir. Chung ve
arkadaslari (13) ise, ghrelinin iskemi sirasinda sitokrom ¢
ve caspaz 3 salinimini inhibe ederek, apoptotik yolagi
inhibe ettigini ve dolayisiyla da apoptozisi durdurarak
beyin dokusunu hasardan korudugunu tespit etmiglerdir.
Bunlara ek olarak ghrelinin iskemi reperflizyon sonrasi
meydana gelen hasardan mideyi ve kalbi korudugunu
gOsterir galismalarda bulunmaktadir (19, 20). Bu
calismalarin ¢ok buyuk bir kismi iskemi sonrasinda
meydana gelen oksidatif stres sonrasinda cesitli
dokularda hasar meydana geldigini, antioksidan etkinlige
sahip olan ghrelinin bu durumu tersine cevirdigini
gOstermektedir.

Bu calismada, aromatik bir hidrokarbon olan ve
cevrede oldukga fazla miktarda bulunan tollenin
solunum yoluyla alindiktan sonra karacigerde de bulunan
ve antioksidan etkinlige sahip olan ghrelinin ekspresyo-
nunda azalmaya yol actigi belirlendi. Tollen maruziyeti
sonrasinda SOD, GSH-Px gibi antioksidan enzim
dlzeylerinin azaldidi bildirilmis ancak ghrelin yogunlu-
gundaki degisiklige dair imminohistokimyasal diizeyde
herhangi bir calismaya rastlaniimamistir. Toksik madde
maruziyeti sonucu ghrelin yogunlugunun azalmasi olduk-
¢a 6nem arz eden bir bulgudur. Bu bulgu tolien ve
benzeri toksik maddelere maruz kalarak oélen Kisilerin
6lim nedenlerinin arastiriimasi sirasinda kullanilabilece-
gi gibi bu maddelere maruz kalan kisilerin tedavilerinde
ghrelinin kullanilabilecegi sonucunu da akillara getirmek-
tedir.

Sonug olarak, bu ¢alismanin bulgulari 1siginda toluenin
karacigerde ghrelin ekspresyonunu azalttigi kanisina
varilabilir.
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