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ÖZET
Kadmiyum (Cd) endüstride yaygın olarak kullanılan ve insan sağlığını olumsuz etkileyen ağır metallerden

biridir. Bu çalışmada, sıçanlarda, kadmiyumun indüklediği akut karaciğer toksisitesine karşı melatonin hormonunun
koruyucu etkisinin araştırılması amaçlandı. Ortalama 170-220 gr. ağırlığında 21 adet Wistar-Albino cinsi yetişkin erkek
sıçan, rastgele üç eşit gruba ayrıldı: Kontrol, kadmiyum klorür (CdCl2), kadmiyum ve Melatonin (Cd+Melatonin).
Kadmiyum grubu sıçanlara, Kadmiyum (1 mg/kg) 30 gün boyunca subkutan yoldan enjekte edilirken, Cd+Melatonin
grubunda yer alan hayvanlara ise Cd (1 mg/kg) subkutan yoldan ve Melatonin (25mg/kg) 30 gün boyunca, her gün,
intraperitonel yoldan enjekte edildi. Kontrol grubu sıçanlara ise salin enjekte edildi. Karaciğer dokuları,
immunohistokimyasal yöntem ile Isı Şok proteini 70 (IŞP70) immunoreaksiyonu için boyandı. Kadmiyum grubu
sıçanlarda, kadmiyum toksisitesine bağlı olarak karaciğerde, IŞP70 immunoreaksiyonunu gösteren yoğun bir boyanma
görüldü. Kadmiyum ile birlikte melatonin enjekte edilen sıçanlara ait karaciğer doku kesitlerinde ise minimal IŞP70
boyanması tespit edildi. Melatonin hormonunun, kadmiyumun toksik etkisininin göstergesi olan IŞP70
immunoreaksiyonunu önemli ölçüde azalttığı ve karaciğer hasarına karşı koruyucu rol oynadığı tespit edildi.
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The Protective Effects Of Melatonin Hormone Against Experimental Cadmium
Toxicity In The Liver: An Immunohistochemical Study

ABSTRACT
Cadmium (Cd) is one of the heavy metals which widely used in industry and adversely affecting human health.

The potential for protective effects of melatonin on cadmium-induced acute liver injury in rats was investigated in this
work. Twenty-one male Wistar-Albino rats were randomly divided into three equal groups: control, cadmium chloride
(CdCl2), cadmium and melatonin (Cd+Melatonin). Rats in Cd group were injected subcutaneously with Cd (1 ml/kg)
for 30 days, while rats in Cd+Melatonin group were injected subcutaneously with Cd (1 mg/kg) and injected
intraperitoneally plus melatonin (25 mg/kg) for 30 days. Control rats were injected salin. Hepar tissues were stained
with heat shock protein 70 (Hsp70) immunohistochemically performed. A dense staining indicating Hsp70
immunoreaction was observed in the liver depending on the toxicity of cadmium in the rats of cadmium group. The
liver tissue sections of rats injected with melatonin and Cd, the HSP70 staining was detected minimal. It was detected
that Melatonin hormone significantly reduced Hsp70 immunoreaction which is an indicator of cadmium toxicity and
plays a protective role against the liver damage.
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GİRİŞ
Kadmiyum (Cd), havada, toprakta ve

yiyeceklerde bulunan ağır bir metaldir. Cd, sigara, batarya,
boya maddeleri vb. gibi endüstriyel ürünlerin içinde
bulunmaktadır. Sigara önemli bir kadmiyum kaynağıdır ve
bir adet sigara 1-2 μg kadmiyum içerir (1). Cd, ince
bağırsaklardan absorbe olur ve idrarla atılır (2). Karaciğer
ve böbrek, sistemik kadmiyumun elimine edilmesinde rol
oynayan birincil organlardır (3). Vücuda giren kadmiyum,
kan dolaşımındaki proteinlere ve kan hücrelerine
bağlanarak taşınır (4). Vücutta karaciğer fibrozisi, böbrekte
tübüler disfonksiyon, hipertansiyon, osteoporoz ve kanser
gibi bazı patolojik durumlara sebep olabilir (5).
Kadmiyumun oluşturduğu sitotoksik etkilerden, serbest
radikaller oluşturması ve antioksidan savunma sisteminde
bozukluğa neden olması sorumlu tutulmaktadır (6,7).
Serbest radikaller hücrede proteinleri, DNA’yı ve membran
lipitlerini etkileyerek hücre fonksiyonlarının ve
bütünlüğünün bozulmasına neden olmaktadır.
Kadmiyumun toksik etkilerine karşı melatonin (8), taurin
(9), naringenin (10), çinko ve bazı vitaminlerin (selenyum)
(11) etkileri araştırılmış ve farklı sonuçlar elde edilmiştir.
Melatonin (N-acetyl-5-methoxytryptamine), pineal bez
tarafından sirkadiyan ritimde ve karanlıkta salgılanan bir
hormondur. Vücutta endokrin sistemin düzenlenmesi,
immun fonksiyonun arttırılması, düz kas tonusunun
ayarlanması ve gonadal fonksiyonların baskılanması gibi
birçok fizyolojik işlevlerde görev alır (12). Melatonin hem
lipofilik hem de hidrofilik olmasından dolayı vücudun her
hücresine girebilme özelliği bulunduğundan, deoksiribo
nükleik asidi (DNA), mebran lipitlerini ve sitozolü
korumaktadır (13). Melatoninin farklı organ ve dokularda
direkt serbest radikal süpürücü ve indirekt antioksidan
etkiye sahip olduğu yapılan çalışmalarla gösterilmiştir (8,
14). Melatonin antioksidan özelliğini, süperoksit dismutaz
(SOD), glutatyon peroksidaz (GPx) ve glukoz-6 fosfat
dehidrogenaz (G6PD) gibi enzimleri aktive ederek gösterir
(15).

Isı şoku proteinleri (IŞP), sitoplazmada,
mitokondride ve endoplazmik retikulumda proteinlerin
birleşmesine, paketlenmesine, taşınmasına, yıkımına ve
toplanmasına yardım eden moleküler kavalyelerdir (16,17).
İlk olarak hücrelerde ısı şokuyla tespit edildikleri için IŞP
adıyla anılırlar (18). Bu protein ailesinden olan 70 kDa’lık
IŞP70 (HSP70),  stressiz hücrelerde çok düşük
miktarlardayken, stresi takiben hızlı bir yükselme
gösterdiği için en sık çalışılan IŞP’dir. Bu proteinler
herhangi bir stres sebebiyle hücre zarar gördüğünde, hücre
içi proteinlerini onararak yapılarını korur ve
fonksiyonlarının devamını sağlarlar (19). Dokularda
IŞP70’in immunoreaktivitesinin artması, herhangi bir
nedenle oluşan toksik etkinin IŞP sentezini indüklediğini
ifade etmektedir. Böylece IŞP70’in dokudaki ve hücredeki
immunolokalizasyonunun immunohistokimyasal olarak
gösterilmesi o hücrede oksidatif hasarın olduğunun bir
göstergesidir.

Bu çalışmada, sıçanlarda, kadmiyum’un
hepatotoksik etkisine karşı melatonin hormonunun
koruyucu etkisinin, immunohistokimyasal yöntemle,

karaciğerde IŞP70 protein sentezi analiziyle ortaya
konulması amaçlandı.

GEREÇ VE YÖNTEM
Çalışmamızda, ağırlıkları 170-220 gram arasında

değişen toplam 21 adet yetişkin erkek Wistar-Albino cinsi
sıçan kullanıldı. Rastgele üç eşit gruba ayrılan sıçanlar, özel
hazırlanmış kafeslerde, ısısı ayarlanmış (22±1 ºC), 12 saat
güneş ışığı alan ve özel havalandırma tertibatı olan
ortamda, yeterli miktarda su ve sıçan yemi ile beslendi.
Kontrol grubu sıçanlara, 30 gün boyunca ve her gün
subkutan (sc) yoldan salin enjekte edildi. Kadmiyum grubu
sıçanlara 30 gün boyunca, her gün kadmiyum klorür
(CdCl2) (1 mg/kg, sc) uygulandı. Cd+melotonin grubunda
yer alan hayvanlara ise aynı süre ve dozda kadmiyum yanı
sıra 25 mg/kg Melotonin (0.1 ml. alkol içinde çözüldü)
intraperitonel (ip) yoldan enjekte edildi. İlaç etkileşimini
ve ilaç emilimini etkilememek için kadmiyum
enjeksiyonları sabah, melatonin enjeksiyonları ise aynı gün
öğleden sonra yapıldı.

İmmunohistokimyasal Analiz
30 günlük deney süresi sonunda tüm sıçanlar

dekapitasyon yöntemiyle öldürüldü. Alınan karaciğer
dokuları Bouin solüsyonunda tespit edildi. Doku örnekleri
rutin histolojik doku takip işlemlerinden geçirilerek,
parafine gömüldü. Parafin bloklardan 5μm. kalınlıkta
kesitler alındı. Kesitler poly-L-lysine ile kaplanan lamlar
üzerine alındı. Daha sonra lamlar immünohistokimyasal
olarak boyandı. Boyamada ABC Metodu kullanıldı. Bu
yöntemde preparatlar deparafinizasyondan sonra, sırasıyla
distile suda 5 dakika, pH’ı 7.6 olan fosfat tamponlu tuzlu
su (PBS)’da 5 dakika yıkandı. “Antijen retrieval” işlemi
750 W dalga boyuna ayarlanmış mikrodalga fırında Citrate
Buffer (pH=6.0) içinde 5 dakika uygulandı. Daha sonra,
%3’lük H2O2’de (Sigma) 5 dakika, tekrar PBS’de 5 dakika
(pH = 7.6) yıkandı. Daha sonra IŞP70 primer antikoruyla
(Biogenex San Ramon, CA) oda ısısında 30 dakika inkübe
edildi. PBS’de 5 dakika (pH = 7.6) bekletildi ve ardından
30 dakika sekonder antikor (Biogenex San Ramon, CA)
uygulandı. Streptavidin peroksidaz, AEC kromojen
(Sigma) uygulamasından sonra, Mayer’s hematoksilen ile
zıt boyama yapıldı ve dehidratasyon işleminden sonra özel
kapatma maddesi (CC/MOUNT, DBS, Pleasanton, CA,
USA) ile kapatıldı. İmmünohistokimyasal boyamada
primer antikor olarak Biogenex firmasının kullanıma hazır,
rabbit, monoklonal IŞP70 kullanıldı. Kesitler ışık
mikroskobik olarak Olympus BX50 mikroskobuyla
patoloji uzmanı tarafından değerlendirildi.
İmmünohistokimyasal boyamanın değerlendirilmesi
boyanma yoğunluğuna göre yapıldı. Böylece dokularda
veya hücrelerde IŞP70’in fazla immunoreaksiyonu, koyu
boyanma ile kendini göstermektedir. İmmunohistokimyasal
olarak IŞP70 boyanma reaksiyon şiddeti, 0’dan +5’e kadar
semikantitatif olarak derecelendirildi (Tablo 1).

BULGULAR
Çalışmamızda, kadmiyum toksisitesine bağlı

olarak karaciğerde ortaya çıkan oksidatif doku hasarının ve
bu hasar üzerine melotonin hormonunun koruyucu etkisini
ortaya koymak amacıyla, immunohistokimyasal olarak
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IŞP70 ile boyanmış kesitler gözden geçirildi. Saptanan
immunoreaksiyon yoğunluğuna göre değerlendirme
yapıldı.   Kontrol grubuna ait karaciğer dokularında
IŞP70 boyanmasına rastlanmadı (0) (Şekil 1). Kadmiyum
grubu sıçanların karaciğer dokularında IŞP70
immunoreaksiyonunu gösteren yoğun bir boyanma
görüldü (+5) (Şekil 2-3). Cd+melotonin grubunda ise
minimal IŞP70 boyanması görüldü (+1) (Şekil 4).

Şekil 1: Kontrol grubuna ait sıçanların karaciğer
dokusunun görünümü X40

Şekil 2: Kadmiyum toksisitesi sonucu karaciğer
dokusunda şiddetli IŞP70 boyanması X40

Tablo 1: İmmunohistokimyasal boyanma
yoğunluğunun derecelendirilmesi.

Şekil 3: Kadmiyum toksisitesi sonucu karaciğer
dokusunda yoğun IŞP70 boyanması X40
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TARTIŞMA
Kadmiyuma bağlı karaciğer toksisitesinin

oluşmasında oksidatif stres önemli rol oynar. Oksidatif stres
sonucu açığa çıkan serbest oksijen radikalleri, hücre
membran lipit ve proteinlerini yıkarak, hücre membranını
sertleştirip hücre fonksiyonunu engelleyerek, nükleer
membranı geçip nukleustaki genetik materyale etki edip
DNA'yı kırılma ve mutasyonlara açık hale getirerek vücutta
ciddi hasarlara neden olabilirler. Lipitler serbest radikal
hasarına karşı en hassas yapılardır. Serbest radikaller, yağ
asitlerindeki doymamış bağlarla kolayca reaksiyona girerek
lipitlerin peroksidasyonuna neden olurlar. Hücre içi ve
hücre dışı membranlarda lipit peroksidasyonunun artması
organ, doku ve hücrelere zarar vermektedir (8, 9, 14). Lipit
peroksidasyonu, uzun süreden beri kadmiyum toksisitesi
için primer mekanizma olarak düşünülmektedir (20).
Yapılan çalışmalarda, kadmiyumun karaciğerde yağ
dejenerasyonu, sinüzoidlerde dilatasyon, nekroz,  fibrozis,
mononüklear hücre infiltrasyonu, granüler endoplazmik
retikulumda dilatasyon, fragmantasyon ve vezikülasyon
gibi patolojik sonuçlara neden olduğu gösterilmiştir (8, 10).
Kadmiyumun, karaciğer, akciğer gibi dokularda, lipid
peroksidasyonun bir göstergesi olan malondialdehit (MDA)
seviyelerinde artışa, antioksidan enzimlerden olan

süperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-
Px) değerlerinde ise azalmaya neden olduğu ifade
edilmiştir (8). Kadmiyum toksisitesini tespit etmeye
yönelik yapılan başka bir çalışmada ise kadmiyumun
dokularda IŞP70 proteinlerinde aşırı bir uyarılmaya neden
olduğu belirtilmiştir (21). Çalışmamızın
immunohistokimyasal analiz sonuçlarında da; kadmiyum
toksisitesi sonucu karaciğerde şiddetli IŞP70 boyanmasının
olduğu tespit edildi. Bu nedenle kadmiyuma bağlı olarak
karaciğerde oluşan toksik etki yönüyle çalışmamız daha
önce yapılmış olan araştırmalarla uyum göstermektedir.
Kadmiyumun oluşturduğu hasarı önlemeye veya ortadan
kaldırmaya yönelik yapılan çalışmalar incelendiğinde,
kullanılan antitoksik ajanların, antioksidan veya serbest
radikal giderici özelliklerinden yararlanıldığı görülür.
Antioksidan savunma sisteminin bozukluğu, kadmiyum
bağlı hepatotoksisitede kritik bir olay olarak kabul edilir
(10). Melatoninin direk serbest radikal süpürücü etkisi,
kadmiyumun oluşturduğu toksik etkiyi önlemede önemli
bir özelliktir (8). Vücutta birçok fizyolojik fonksiyonların
düzenlenmesinde görev alan melatonin hormonunun güçlü
bir antioksidan olduğu ve dokularda lipid peroksidasyon
sonucu oluşan oksidatif hasarı önlediği bildirilmiştir (8,
14). Yapılan çalışmalarda karbon tetraklorür ile indüklenen
karaciğer hasarına karşı melotoninin koruyucu etkisi
olduğu, melatonin hormonunun, serum AST, ALT, ALP,
total biluribin ve direkt biluribin seviyelerini azalttığı
belirtilmiştir (22, 23). Başka bir çalışmada, melotoninin,
kadmiyumun oluşturduğu karaciğer hasarını ve yağ
peroksidasyonunu azalttığı ve antioksidan enzimler olan
süperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz’ı
(GSH-Px) artırarak oluşan toksik etkiye karşı karaciğeri
koruduğu belirtilmiştir (8, 9, 14). Bu çalışmada da
kadmiyumun indüklediği karaciğer hasarına karşı
melatoninin hepatoprotektif etkisi immunohistokimyasal
analiz ile ortaya konuldu. Melatonin enjekte edilen
sıçanların karaciğerlerinde, hücre hasarının bir göstergesi
olan IŞP70 boyamasının minimal düzeyde olduğu tespit
edildi.
İmmunohistokimyasal düzeyde yapmış olduğumuz bu
çalışma sonucunda, kadmiyum maruziyeti sonucu
karaciğerde meydana gelen toksik etkiye karşı melatonin
homonunun koruyucu bir rolü olduğu tespit edildi.
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