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ARASTIRMA

Sican Prefrontal Korteksinde Toliienin Neden Oldugu
Apoptoza Karsi Melatoninin Koruyucu Etkisinin Arastiriimasi

Amag: Tollen endustride sik kullanilan, periferik ve santral sinir sistemi hasarina yol acabilen
solunabilir bir hidrokarbondur. Pineal bezin en temel hormonu olan melatonin gii¢li bir antioksidan
ve radikal giderici 6zelligi sahiptir. Bu calisma tollen solunumunun sigan prefrontal korteksi
Uzerindeki apoptotik etkisini ve melatonin hormonunun koruyucu etkisini arastirmak amaci ile
planlandi.

Gereg ve Yontem: Bu amagcla 21 adet Wistar-Albino cinsi erkek sican (200-220 g) 3 esit gruba
ayrildi. Grup | kontrol olarak kullanildi. Grup II' deki siganlar dért hafta boyunca tollene maruz
birakilirken (3000 ppm/1 saat/giin) Grup llI'deki sicanlara tolien ile birlikte melatonin verildi (10
mg/kg/gun, ip). Doért haftalik deney slresinin sonunda hayvanlar dekapitasyon yolu ile oldurildd.
Prefrontal korteks dokusu c¢ikarilarak %10’luk formalin sollisyonuna atildi. Doku 6rnekleri parafine
g6émilda ve kesildi (5 um kalinlkta). Apoptozisin tespit edilebilmesi igin kesitler TUNEL yontemi ile
boyandi.

Bulgular: Toluen soluyan siganlarin prefrontal korteks dokusunda apoptotik hiicre sayisinin arttigi
goruldi. Melatonin tedavisinin apoptotik hiicre sayisini belirgin bir sekilde azalttig1 gorilda.

Sonug: Sonugta bu imminohistokimyasal ¢alismada melatonin tedavisinin toltenin neden oldugu
sigan prefrontal korteksinde noéronal hasari 6nledigi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Tollien, melatonin, prefrontal korteks.

Investigation of protective effect of melatonin against toluene-induced
apoptosis in rat prefrontal cortex

Objective: Toluene is a volatile hydrocarbon that is principally used in industry and can cause
central and peripheral nervous system impairment. Melatonin, the principal secretory product of the
pineal gland, functions as a potent antioxidant and free radical scavenger. This study was designed
to investigate the harmful effects of toluene inhalation and protective effects of melatonin in the
prefrontal cortex of rats.

Material and Methods: For this purpose, 21 adult male Wistar-albino rats (200-220 g) were
randomly divided into three equal groups. Animals in group | were used as control group. The rats
in group Il were exposed toluene (3000 ppm/1hour/day) for 4 weeks, while the rats in group Il
treated with melatonin (10 mg/kg/day, ip) plus toluene inhalation. At the end of 4 weeks
experimental period, all rats were killed by decapitation. The prefrontal cortex tissues were
removed and fixed in % 10 neutral formalin solution. Then tissue specimens were embedded in
paraffin and sectioned (thickness, 5um). The sections were immunohistochemically stained using
TUNEL method for determination apoptosis.

Results: Increased numbers of apoptotic cell were observed in the prefrontal cortex of toluene
inhaled rats. Treatment of melatonin markedly reduced the the number of apoptotic cells.

Conclusion: In conclusion, in the present immunohistochemical study, we found that melatonin
treatment prevents toluene-induced neuronal damage in the prefrontal cortex of rats.

Key Words: Toluene, melatonin, prefrontal cortex.

Giris

TollGen, endistride yodun bir sekilde kullanilan renksiz, kokusuz solunabilir bir
hidrokarbondur. Benzin, tiner, tutkal ve temizlik ajanlari gibi birgok Uriinlin igerisinde
yiksek miktarda bulunur (1,2). Cogunlukla solunum yolu ile viicuda alinabilen tollienin
(1,3), yaklasik % 80'i oksidatif yolla karacierde metabolize edilerek idrarla atihr (4).
Tollenin &fori verici etkisinden dolayi toplumda bagimlihdina sik rastlaniimaktadir. Ucuz
ve kolay bulunabilir oldugundan dolayi bagimhlarin tercihi siklikla tutkal ve tinerdir (5).
Akut ve kronik maruziyetlerinde 6zellikle santral sinir sistemi ve karaciger basta olmak
Uzere birgok doku Uzerine toksik etkilerinin oldugu bilinmektedir (6, 7).

* 9. Ulusal Sinirbilimleri Kongresi, 13-17 Nisan 2010, Istanbul.
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Santral sinir sisteminin kisimlarindan prefrontal
korteks; gyrus frontalis superior, gyrus frontalis medius
ve gyrus frontalis inferior'un blyldk bolimu ile gyri
orbitales ve gyrus cinguli'nin 6n yarisini igine alir.
Ogrenme, hafiza, hareketlerin  planlanmasi  ve
dislincelerin olgunlastiriimasi gibi goérevleri vardir (8,9).
Ayrica prefrontal alanlarin  kisilk ve davraniglarin
diizenlenmesi, dikkatin surdiriimesi gibi birtakim biligsel
fonksiyonlari da vardir. Bununla birlikte karar alma,
gelecedi tahmin etme, motor hareketlerin sonucunun
kestiriimesi, karmagik matematik ve soyut problemlerin
¢ozulmesi ve daha birgok alanda goérev almaktadir
(10,11).

Melatonin (N-acetyl-5-methoxytryptamine)
memelilerde pineal bezde Uretilen ve sirkadiyen ritimle
salinan bir nérohormondur (12). Bu hormon lipofilik ve
hidrofilik aktiviteye sahip olmasindan dolayi plasenta ve
kan beyin bariyeri de dahil biyolojik membranlardan
kolaylikla gegebilir (13). Melatoninin endokrin ritmi
dizenleyici (14) ve néroprotektif etkiye (15) sahip oldugu
bildirilmekle, birlikte lipit peroksidasyonunu &nleyerek
dokulari korudugu da bilinmektedir (16).

Toluenin sinir sistemi tzerine etkilerini inceleyen ¢ok
sayida calisma olmasina ragmen spesifik olarak
prefrontal korteks dokusunda yaptigi hasari (apoptozis)
ve melatoninin koruyucu etkisini gosteren c¢aligmaya
rastlayamadik. Bu galismada tollenin prefrontal korteks
dokusunda olusturdugu hasar ve bu hasara karsi
melatonin hormonunun koruyucu etkisi TUNEL metodu
kullanilarak gosterilmeye calisildi.

Gereg ve Yontem

Toliien ve melatoninin veriligi: Calismada, 21 adet
Wistar-albino cinsi erkek sigan (200-220 gr) rastgele (¢
esit deney grubuna ayrilarak kullanildi. Grup I' deki
siganlar kontrol olarak diizenlendi. Grup II' deki siganlar,
4 hafta boyunca solunum yoluyla toliiene (3000
ppm/1saat/gin) maruz birakihirken Grup I’ deki
siganlara ise tolien uygulamasinin yani sira melatonin
(10 mg/kg/giin, ip) tedavisi uygulandi. Tollen
konsantrasyonu Yilmaz ve arkadaslarinin kullandigi
metoda gore ayarlandi (17). Tollen konsantrasyonu gaz
kromatografi cihazi kullanilarak (UNICAM, Cambridge,
UK) Olglldi. 4 haftalik deney slresinin  sonunda
hayvanlar dekapitasyon yolu ile o&ldurildi. Prefrontal
korteks dokusu ¢ikarilarak %10 luk formalin sollisyonuna
alindi. Doku 6érnekleri parafine gémiulerek parafin
bloklardan 5um kalinlikta kesitler alindi. Apoptozisin
tespit edilebilmesi igin kesitler TUNEL ybntemi ile
boyandi. Her hayvandan iki kesit olmak U(zere tim
hayvanlardan mikroskop altinda (x400) apoptotik
hiicreler sayildi. Apoptotik indeks hesaplanarak Sekil 1’
de ifade edildi.
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TUNEL Yontemi: Parafin bloklardan 5 pm
kalinhiginda alinan kesitler polilizinli lamlara alindi. Uretici
firmanin  talimatlari  dogrultusunda ApopTag Plus
Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit (Chemicon,
cat no: QIA33, USA) kullanilarak apoptoza giden
hicreler belirlendi. Xylene ile deparafinize edilen dokular,
dereceli alkol serilerinden gegirilerek dehidrate edilip
PBS ile yikandi. Yizde beslik proteinase K ile 10 dakika
inkiibe edilen dokular, endojen peroksidaz aktivitesini
engellemek igin % 3 hydrogen peroxide ile 5 dakika
inklibe edildi. PBS ile dokular yikandiktan sonra, 20
dakika Equilibration Buffer ile inklibe edilip, 37 °C’ de
nemli ortamda bekletildi. TdT Enzyme damlatilarak ile 37
°%C’ de nemli ortamda 90 dakika inkiibe edildi. Block
buffer da 10 dakika daha sonra Stop/Wash Buffer da 10
dakika bekletilen dokular, Anti-Digoxigenin-Peroxidase
ile 30 dakika inkiibe edildi. Diaminobenzidine (DAB)
substrati ile apoptotik hucreler gorintilendi. Methyl
green ile zit boyasi yapilan kesitler uygun kapatma
solusyonu ile kapatildi.Yesil ¢ekirdekli hiicreler normal
kabul edilirken kahverengi cekirdekler apoptozis lehine
degerlendirildi.

istatistik: Her hayvanda iki kesit, her kesitten ise 8
alan 400’ Iik bulydtme altinda taranarak apoptotik
hiicreler sayildi. Gruplardaki apoptotik hiicre sayilari
istatistiksel acidan degerlendirildi. istatistiksel
degerlendirmede SPSS 15.0 bilgisayar paket programi
(SPSS Inc. Software Chicago, IL, USA) kullanildi.
Gruplar arasi farkin anlamliligi Mann Whitney U testi ile
degerlendirildi. P<0.05 olan degerler anlamh kabul edildi.

Bulgular
Klinik bulgular: Tollen uygulanan kafeslere
konulduktan 15-20 dakika sonra  hayvanlarin

hareketlerinde azalma oldugu ve hareket ettiklerinde
dengelerini saglayamadiklari gorildi. Gunlik tolien
solutulmasinin sona ermesinden sonra, kafeslerinden
cikarilan hayvanlarin  kaslarindaki tonusun oldukca
azaldigi, salyalarinin aktigi, solunum sayilarinin ve kalp
atim hizlarinin arttigi gézlemlendi. Deneyin ilk glinlerinde
hayvanlar oldukga uysalken ikici haftanin sonlarina dogru
saldirgan hale geldikleri go6zlemlendi. Hayvanlarin
deneyin baslangicindaki ve sonundaki agirhklari
karsilastirildiginda gruplar arasinda fark olmasina
ragmen bu farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
tespit edildi.

TUNEL bulgulari: Gruplardaki apoptotik hiicre
sayilar istatistiksel agidan degerlendirildiginde tolien
grubundaki hayvanlarda apoptotik hiicre sayisinin kontrol
grubuna oranla anlamhl bir sekilde arttigi gorildi
(p<0.01). Tollen ile birlikte melatonin verilen grupta ise
apoptotik hicre sayisinin azaldigi, tolien grubu ile
tolien+melatonin grubunda anlamli bir fark oldugu tespit
edildi (p<0.01, Sekil 2).
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Sekil 1. Sigan prefrontal korteks dokusunda TUNEL boyamasini gdsteren doku fotograflari. Tollen verilen hayvan
dokularinda sayilari artmis TUNEL pozitif hiicreler (A), tolien ile birlikte melatonin tedavisi uygulanan dokularda toliien
grubuna oranla daha az sayida gorilen TUNEL pozitif hicreler (B). Kontrol hayvanlarinda az sayida TUNEL pozitif
hicre (C). 0.5 pg/ml actinomycin D ile 19 saat inkibe edilmis HL60 hicrelerininin boyanmasi ile elde edilmis pozitif
kontrol dokusu (D).
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Sekil 2. Her gruba ait dokulardaki apoptotik hiicre sayisi (TUNEL pozitif hepatosit) (p<0.01).
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Tartisma

Apoptozis DNA’nin pargalanmasi, hlicre membran
degisiklikleri, komsu hucrelere hasar vermeden ve
inflamasyona yol acmadan meydana gelen
programlanmis bir hicre 6lumidur (18).  Apoptotik
yolaklar genel olarak intrinsik (mitokondri aracili) ve
ekstrinsik (reseptor aracili) olarak ifade edilmektedir
(19,20). Pro apoptotik proteinler (Bax, Bak, Bad)
apoptoza gidisi hizlandirirken anti apoptotik proteinler
apoptozu yavaslatmaya calisirlar (21). Kaspazlar ise
apoptozun hem intrinsik hem de ekstrinsik yollarinda
gorev alirlar. Bunlardan her iki yolaginda ortak proteini
olan ve Cellat kaspaz olarak bilinen Caspase-3 ise,
kromatinlerin yogunlagsmasi, DNA'nin parcalanmasi ve
membran  proteinlerinin  yikilmasi  gibi  morfolojik
degisiklerin meydana gelmesinden sorumludur (22).
DNA'nin kirik uglarina baglanarak hasari gdsteren
TUNEL vyoéntemi ise apoptozisi gostermede ileri
yéntemlerden biridir.

Bizim c¢alismamizda da tollien verilen siganlarin
prefrontal korteks dokularinda TUNEL yontemi ile
apoptotik hiicre sayisinin énemli oranda arttigi gésterildi
(p<0,01).

Tolienin beynin degisik bolgelerinde apoptotik
nérodejenerasyona yol agtigi (7, 23), ayrica periferik sinir
sistemini de hasarladi§i gosterilmistir (24). Tollen
solutulan gebe sicanlarin serebellum, kalp, bdbrek,
karaciger dokularinda ve fetis dokularinda yuksek
oranda tollien tespit edilmistir (25). TolUenin serebellum
ve hipokampus dokusunda apoptotik nérodejenerasyona
yol actigi gosterilmistir (23). El-Nabi Kamel ve Shehata
(26) tollien verilen siganlarda en ¢ok etkilenen dokunun
beyin dokusu oldugunu, 6zellikle serebellum ve korteks
bdlgelerinin en fazla etkilenen yerler oldugunu kaspaz-3
miktarinin artigi ile gostermislerdir. Gotohda ve ark. (27)
tollienin hipokampus ve serebellum dokusunda GFAP
(Glial fibriler asidik protein) miktarinda artisa neden
oldugunu bildirmiglerdir. Fujita ve ark. (28) tollen
bagimlisi bir kiside serebrum, serebellum ve beyin
sapinda atrofi ve bununla orantih klinik bulgulara
rastlamiglardir (28). Tollenin frontal korteks ve beyin
sapinda hasara yol acarak caspase-3 aktivitesinde artisa
yol agtigi gosterilmistir (7). Tas ve ark. (29) kronik tollien
maruziyetinin Bax immune reaktivitesinde artisa yol
actigini  gostermislerdir (29). Tolliene maruz kalan
siganlarin akciger, beyin ve testis dokularinda TUNEL
pozitif hiicre sayisinda anlamh oranda artis oldugu
bildirilmistir (7, 30, 31).

Lipofilik 6zellige sahip olan tollien hicre duvarindaki
lipit yapisini degistirip proteinlerle etkilesime girerek ve
Na/K-ATPaz aktivitesini etkileyerek membran yapisini ve
akiskanhigini etkileyebilir (32). Doz cevap iliskisini
gOsterir cok fazla galisma olmadigindan doz cevap iliskisi
tam olarak belirlenememistir ancak yuksek dozlarda ilk
etkinin santral sinir sistemi depresyonu oldugu
bilinmektedir. Yiksek dozda maruziyetlerde diger ugucu
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maddelerle benzer olarak psikomotor hasarlanma,
lokomotor aktivitelerde eksitasyon ve daha sonra da
inhibisyon, ayakta durma refleksinin kaybolmasi ve
sedasyon gibi etkiler gérilir. TolUenin bu etkileri
gabaerjik, glutamaterjik, serotonerjik, dopaminerjik
yolaklari etkileyerek yaptig1 saniimaktadir (5,25).

Calismamizin sonuglari incelendiginde literattirdeki
calismalarla paralellik gosteriyordu.  Tollene maruz
kalan hayvanlarda akut doénemde lokomotor aktivitede
azalma, tagikardi ve hipersalivasyon gdézlemlenirken,
uzun dénemde hayvanlarda davranis degisiklikleri,
istahsizlik ve saldirgan hareketlerin arttigi gézlemlendi.

Reiter (33) melatoninin hem direk hem de dolayl
olarak antioksidan o6zellie sahip oldugunu belirtmistir.
Melatoninin  mitokondri  Uzerinde etki gostererek
yaslanmayla birlikte meydana gelen doku hasarini
onledigi (13), Parkinson ve diger ndrodejeneratif
hastaliklarda oldukca yuksek bir tedavi edici potansiyele
sahip oldugu da bilinmektedir (34). Iskemi-reperfiizyon
hasari gibi ¢ok fazla hasarin oldugu durumlarda bile
digaridan verilen melatoninin en az fizyolojik melatonin
kadar koruyucu etkisi oldugu iddia edilmektedir (35).
Melatoninin oldukga toksik etkili bir madde olan
formaldehitin bircok dokuda meydana getirdigi oksidatif
hasar 6nledigi de gosterilmistir (15). Baydas ve ark. (36,
37) % 60-70 oraninda tolien igeren tiner (3000 ppm/45
gliin) ile yaptiklari c¢alismalarda melatoninin artan
oksidatif stresin neden oldugu GFAP seviyelerini
distrdugind, hafiza 6grenme bozukluklarini azalttigini
g6stermislerdir. Kronik tollene maruz kalan sicanlarin
frontal korteks ve beyin sapi dokularinda apoptotik hiicre
sayisinin arttigi kaspaz-3 aktivitesinde artis ve TUNEL
pozitif hiicre sayisidaki artis ile gosterilmistir (7).

Bizim c¢alismamizda ise melatonin hormonunun bu
calismalara paralel bir etki gdstererek dokuyu korudugu
bunun neticesi olarak melatonin grubundaki sicanlarda
TUNEL pozitif hiicre sayilarinin kontrol grubuna yakin
olarak dustuk oldugu goruldi.

Bu calismada tolien verilen sicanlarda tollen
toksisitesi ile ilgili klinik belirtiler gézlemlenmistir. Bunun
yaninda apoptotik hicrelerin sayisinda artma olmasi
tollenin prefrontal korteks dokusunda ciddi hasara yol
actiginin bir goéstergesidir. Melatonin tedavisi ile bir
dizelmenin saglanmis olmasi melatoninin tollenin toksik
etkilerini azaltmada bir koruyucu ve tedavi secenegi
olabilecegini gbstermektedir.

Tollenin 6zellikle beyin ve karaciger olmak Uzere
bircok dokuda asiri derecede biriktidi dikkate alindiginda,
kan beyin bariyerini kolayca gegebilen, hicrenin
DNA’sina kadar kolayca niifuz edebilen bilinen en glgli
antioksidanlardan biri olan melatonin de tedavideki yeri
iyi degerlendirilmelidir.
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