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KADMIiYUMUN RAT (Wistar albino) KARACIiGERINDE OLUSTURDUGU
HiSTOLOJIiK HASAR UZERINE ANTIiOKSIiDAN SELENYUMUN
ETKIiLERININ ISIK MiKROSKOBU DUZEYINDE ARASTIRILMASI

OZET

Bu calismada, en onemli endiistriyel ve c¢evresel kirleticilerden biri olan ve
canlilar iizerinde cesitli toksik etkilere neden olan kadmiyum ile gii¢lii bir antioksidan
olarak bilinen selenyumun karacigerde olusturdugu histolojik degisiklikler 11k
mikroskobu diizeyinde arastirilmistir.

Bu amagla kadmiyum, selenyum, kadmiyum+selenyum ve kontrol grubu olmak
tizere 4 grup hayvan kullanmilmistir. Ratlara (Wistar albino) kadmiyum ve selenyum
gavaj yoluyla verildikten sonra 1., 6., ve 28. giinlerde kardiyak perfiizyon isleminin
ardindan karacigerleri ¢ikarilmistir.

Karacigerlerin fiksasyonu %10’luk tamponlanmis nétral formalin ile yapildiktan
sonra rutin histolojik islemler uygulanmistir. Preparatlar hematoksilen-eosin (H-E),
Masson’un iiclii boyamasi ve periodik asit-schiff (PAS) teknikleri ile boyanmistir.

Calismamizdan elde edilen sonuglara gore; kadmiyumun etkisiyle, karacigerde
hidropik dejenerasyon, siniizoidlerde genisleme, inflamasyon odaklar1 gozlenmistir.
Sadece selenyum verilen gruplarda siniizoidlerde hafif siddette genislemeler disinda
karacigerde belirgin bir degisiklik olmamistir. Kadmiyum ve selenyumun birlikte
verildigi gruplarda ise, sadece kadmiyum verilen gruplara gore daha az histolojik
degisiklikler gozlenmistir.

Bu bulgular, bir serbest radikal siipiiriiciisii olan selenyumun, kadmiyumun
serbest radikal olusumunu indiikleyerek karacigerde meydana getirdigi oksidatif hasari

azalttigini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Kadmiyum, selenyum, karaciger, histolojik degisiklikler.
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LIGHT MICROSCOPIC INVESTIGATION OF ANTIOXIDANT EFFECTS OF
SELENIUM ON CADMIUM INDUCED HEPATOTOXICITY IN RAT (Wistar
albino) LIVER

ABSTRACT

In this study, histologic changes induced by cadmium which is the most
important industrial and environmental pollutive and caused various toxic effects in life
and selenium which is known as a strong antioxidant, were investigated under light
microscopy. For this purpose, four groups of animals were used as selenium, cadmium,
cadmium+selenium and control groups. Cadmium and selenium were given via gavage
rats (Wistar albino), their livers were removed at 1™, 6™, 28" after cardiac perfusion.
After isolated livers were fixed in %10 buffered neutral formalin, routin histological
processes were applied and sections were stained by hematoxilen-eosin (H-E),
Masson’s trichrome and Periodic asit-Schiff (PAS).

According to results obtained in our study; histologic changes such as hydropic
degeneration, dilation at sinuzoids and inflammatory focuses induced by cadmium were
determined. It was seen that using only selenium didn’t cause any obvious
differentiation on liver except mild siniizoidal dilation. When cadmium and selenium
were given together, the degree of histological changes induced by cadmium and
selenium, was less than cadmium alone.

These findings show that selenium, as a free radical sweeper, decreases the

oxidative damage that cadmium causes in liver by induced free radical formation.

Key Words: Cadmium, selenium, liver, histological changes.
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1.GIRIS

Cagimizda dogal dengeyi, insan, bitki ve hayvan saglhigini tehdit eden en 6nemli
tehlikelerin basinda c¢evre sorunlari gelmektedir. Bilimsel ve teknolojik gelismeler, bir
taraftan cok sayida kimyasal maddenin faydali amaclar i¢in kullanilmasina olanak verirken,
diger taraftan bircok sorunu da beraberinde getirmektedir. Sanayilesme ve dolayistyla daha
modern bir yasam saglama amaciyla siirdiiriilen tiim calismalar, gerekli ©Onlemler
alimmadiginda cevre kirliligine neden olmaktadir. Cevre kirliligine neden olan kimyasal
kirleticiler arasinda; cesitli kaynaklardan ortaya c¢ikabilmeleri, ¢cevre kosullarina dayanikli
olmalar1 ve daima biyolojik sistemlere yonelik etki gostermeleri nedeniyle agir metaller
ayrt bir onem tasir. Bu metaller kolaylikla besin zincirine girerek canlilarda artan
yogunluklarda birikebilir (Ceylan ve Sanli, 1980; Kamal ve ark., 2004). Agir metal
toksisitesi hemen hemen tiim fizyolojik mekanizmalar iizerine dogrudan ve dolayh etkilere
sahiptir ve toksisitenin patofizyolojisi genel olarak benzerdir ( EL-Sokkary ve ark., 2005).
Toksik metaller tarafindan olusan hasarin ¢ogu sebep olduklar1 oksidatif serbest
radikallerin artisindan kaynaklanmaktadir. Bu hasarlar artan lipit peroksidasyonunu, DNA
hasarim1 ve protein siilfidril gruplarinin oksidasyonunu icermektedir (Stohs ve Bagchi,
1995; Leonard ve ark., 2004). Toksisite olusumunda; doz, etkilenme yolu, etkilenme siiresi
ve siklig1 6nemlidir. Diger taraftan etkilenilen maddenin kimyasal sekli, diger kimyasallarla
etkilesimi, yasam bicimi, bagisiklik sistemi de toksisiteyi degistirebilir (Goyer ve Clarkson,
2001). Endiistriyel ve c¢evresel kirletici olarak onemi son yillarda daha da belirginlesen,
cevredeki en toksik agir metallerden biri kadmiyumdur (Prozialeck ve ark., 2006).

Kadmiyum; esansiyel olmayan, endiistriyel alanlarda, yiyeceklerde ve toprakta
konsantrasyonu yiiksek seviyelere ulasan, besin zincirine de dahil olabilen ve kaygi
uyandiran cevresel toksik bir metaldir (Thijssen ve ark., 2007). Bu metal endiistriyel olarak
nikel/kadmiyum pillerde, gemi sanayisinde, celiklerin kaplanmasinda, boya sanayisinde,
alasimlarda ve elektronik sanayisinde kullanilir. Bunun disinda fosfathi giibrelerde,
deterjanlarda ve rafine petrol tiirevlerinde bulunur ve bunlarin yaygin kullanimi sonucu
onemli miktarda kadmiyum Kkirliligi ortaya c¢ikar. Ayrica kadmiyum sigaradaki major
bilesiklerden biridir (Aydogdu ve ark., 2007). Kullanim alanlarinin yayginlig ve sigarada

da yiiksek miktarda bulunmasi, bu metalin toksik etkilerinin yaygin calisilan bir konu



haline gelmesine neden olmustur. (Satoh ve ark., 2002). Deneysel ve ¢evresel olarak bu
metalden etkilenilmesi halinde; testiste atrofi, renal fonksiyon kaybi, hepatik hasar, anemi,
solunum ve sindirim sistemi bozukluklar1 gibi ciddi rahatsizliklar ortaya ¢ikmaktadir (Yiin
ve ark., 1999; Nigam ve ark., 1999). Baz1 caligmalarda ise kadmiyumun mutajenik,
karsinojenik ve teratojenik etkilerinin oldugu bildirilmistir (Van Leeuwen ve ark., 1985;
Duttagupta ve Ghosh, 1984; Uysal ve Bahgesi, 1997). Kadmiyum; kas, beyin, kemik gibi
dokulara oranla daha ¢ok karaciger ve bobrek dokularinda birikmektedir. Karaciger ve
bobrek dokulart kadmiyumu baglayarak toksik etkisinin dnlenmesinde islev yapan diisiik
molekiil agirlikl proteinlerin (Metallotionein) baslica sentez yerleridir (Thomas ve ark.,
1983). Kadmiyumun olusturdugu hiicresel toksisitenin oksidatif stres ile iligkili oldugu,
stiperoksit, hidrojen peroksit, hidroksil radikali ve nitrik oksit liretimine yol actig1 ve lipit
peroksidasyonunu arttirdigi, antioksidan enzimlere zarar verdigi, thiol proteinlerde
degisikliklere yol actigi, enerji metabolizmasini inhibe ettigi, DNA yapisini ve membran
fonksiyonlarin1 bozdugu bildirilmistir (Hwang ve wang, 2001; Casalino ve ark., 2002;
Jurczuk ve ark.,2004; Mercan, 2004; Lopez ve ark., 2006). Kadmiyumun bu toksik

etkilerinden antioksidan sistemler yoluyla korunulabilir (Shaikh ve ark.,1999).

Selenyum; serbest radikallerin iiretimini 6nlemek icin gerekli olan, doymamis yag
asitlerinden tiireyen, peroksidleri yok ettigi diisliniilen, glutatyon peroksidaz enziminin
aktivitesinin saglanmasi i¢in gerekli olan Onemli bir kofaktordiir (Fox, 1992). Baz
metabolik hastaliklarin ve kanser tiirlerinin Onlenmesinde rol oynayan selenyumun
biyolojik Onemi, antioksidan Ozellikteki glutatyon peroksidaz (GSH- Px) enziminin ko-
faktorii olmasindan kaynaklanmaktadir. Her alt iinitesinde selenosistein seklinde bir adet
selenyum atomu igeren glutatyon peroksidaz, hiicre icerisinde hidrojen peroksitin suya
indirgenmesinde rol oynar (Gebre-Medhin ve ark., 1984). Son yillarda cevredeki ve
besinlerdeki seviyelerine baglhh olarak toksik veya gerekli element olarak insanda
bulunmasindan dolay: selenyum ile ilgili calismalar artmistir. Bu elementin siroz, kanser,
diabet veya kalp damar rahatsizliklarin1 dnlemek veya tedavi etmek icin optimum giinliik
alimimin ne kadar olacagi hakkinda cesitli farkli goriisler vardir. Bir ¢ok hayvanda ve
epidemiyolojik calismalardan elde edilen sonuglar birka¢ dejeneratif hastaliga karsi

selenyumun besinsel bir faktor olarak koruyucu etkisinin olabilecegi belirlenmistir



(Simonoff ve ark., 1992). Selenyum bagimli enzimlerin reaktif oksijen radikallerini yikarak
oksidatif hasar1 dnleyici etkiye sahip olduguna dair ¢ok sayida ¢aligma vardir. Insanlarda
bircok biyolojik fonksiyona sahip olan selenyumun en Onemli ve bilinen fonksiyonu
antioksidan etkisidir (Tapiero ve ark., 2003, Ramoutar ve Brumaghim, 2007).

Bu bilgiler 151g1nda bu calismada, en 6nemli endiistriyel ve cevresel kirleticilerden
biri olan kadmiyum ve serbest radikal siipiiriiciisii olarak dogada 6nemli bir antioksidan
olan selenyum gavaj yoluyla ratlara verilmistir. Kadmiyumun ratlarin (Wistar albino)
karacigerinde radikal kaynakli hiicre zedelenmesi olusturup olusturmadigr zamana bagh
olarak incelenmistir. Kadmiyuma bagl olarak olusabilecek olasi hiicresel hasarlarin
antioksidan olan selenyumun ayr1 ayr1 ve birlikte uygulanmasi ile giderilip giderilmeyecegi

151k mikroskobu diizeyinde aragtirilmagtir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Hiicre Zedelenmesi

Hiicreler yasamsal olaylarin siirekliligini saglayan karmagsik birimlerdir ve
bunlarin normal olarak is gérmeleri, bircok metabolik reaksiyonun duyarli bir sekilde
biitiinlesmesine baglidir (Anderson ve Kissane, 1997).

Hiicreler i¢ ve dis ortamlarinda degisikliklere yol acan bircok zedeleyici
etkenlerle karsilagirlar. Normal bir hiicre genetik yapisinin elverdigi olciide dis
ortaminda fizyolojik sinirlarda olusan degisikliklere karsi yapisal ve fonksiyonel
biitiinliigiinii etkili bir bi¢imde korumaya calisir. Hiicrenin bu sekilde dengede
kalmasina homeostazis denir. Hiicre fizyolojik smirlar disinda (normalde
karsilastigindan daha siddetli ya da zayif) fizyolojik uyart ya da patolojik uyar ile
karsilastiginda kendi i¢ Ozellikleri ve uyarinin cinsi, siiresi ve siddeti gibi faktorlere
bagh olarak yeni durumuna uyum saglayabilir (Kuzey,2007). Hiicrenin baglica uyum
yanitlari: hipertrofi, hiperplazi, atrofi ve metaplazidir. Fakat uyum yetenegi asilirsa
veya dis stres dogrudan zararliysa hiicre zedelenmesi meydana gelir (Kumar ve ark.,
2007). Hiicrede, hiicrenin normal homeostazda kalma ve adaptasyon kapasitesini asan
ya da adaptasyonuna izin vermeyen etkenlerle karsilastiginda ortaya ¢ikan yapisal ve
fonksiyonel bozukluklara hiicre zedelenmesi denir (Kuzey, 2007). Belirli sinirlar
icinde zedelenme geri doniisliidiir ve hiicreler stabil bir cizgiye donebilirler fakat agir
veya uzun siiren stres geri doniissiiz zedelenme ve etkilenen hiicrelerin 6limii ile
sonlanabilir. Hiicre zedelenmesine neden olan faktorler bir motorlu ara¢ kazasinin
neden oldugu gozle goriiliir fiziksel travmadan, metabolik bir hastaligin altinda yatan
kusurlu bir enzimin nedeni olan tek gen mutasyonuna kadar uzanir (Kumar ve ark.,
2007).

Hiicre zedelenmesinin nedenleri su sekilde gruplandirilabilir:
» Hipoksi (O, azlig)
» Fiziksel ajanlar (basing, sicaklik, radyasyon vs.)
» Kimyasal etkenler ve ilaglar
» Mikrobiyolojik etkenler
» Immiinolojik reaksiyonlar
» Genetik bozukluklar

> Beslenme bozukluklari



Spesifik bir stres sekli, ister adaptasyon olustursun ister geri doniisiimlii yada geri
doniisiimsiiz zedelenmeye neden olsun sonug sadece stresin 6zelligine ve siddetine degil
ayni zamanda spesifik hiicrenin yaralanmaya karsi hassasiyetine, farklilagsmasina, kan
ihtiyacina, beslenme durumu ve genetik 6zellikleri gibi diger bir ¢ok degiskenlere de

baglidir (Kumar ve ark., 2007).

2.2. Hiicre Zedelenme Sekilleri Ve Morfolojisi

Hiicre hasarina neden olan tiim stresler ve zararli etkiler, etkilerini Once
molekiiler diizeyde gosterirler. Hiicresel adaptasyon, zedelenme ve 6liimiin morfolojik
degisiklerinin olabilmesi icin gereken siire, bu degisiklikleri tespit etmek icin kullanilan
metotlarin duyarhiligina baglh olarak degisir. Histokimyasal veya ultrastriiktiirel
tekniklerle bu degisiklikler; 151k mikroskobunda goriilebilmesinden ¢ok daha Once
gosterilebilir. (Kumar ve ark., 2007).

Hiicre zedelenmesi sekilleri ve morfolojik bulgular su sekilde siralanabilir:

» Geri doniisiimlii (reversible) akut hiicre zedelenme sekilleri

» Nekroz olarak adlandirilan geri doniisiimsiiz (irreversible) zedelenmeden sonra
olusan hiicre oliimii

» Daha kronik veya kalic1 zedeleyici uyaranlara cevap olarak meydana gelen
organel degisiklikleri

» Lipit, karbonhidrat, protein, mineral ve elementlerin hiicre metabolizmasi
bozuklugu veya asir1 depolanma gibi sebepler sonucunda hiicre i¢i birikimleri

(Kumar ve ark., 2007).

2.2.1. Geri Doniisiimlii (Reversible) Hiicre Zedelenmesi

Biitiin zedeleyici etkenler etkilerini 6nce molekiiler diizeyde yaparlar. Molekiiler
diizeyde baslayan degisikliklerin hiicrenin yapisal komponentlerinde elektron
mikroskobu, 151k mikroskobu ya da makroskopik inceleme ile saptanabilen morfolojik
degisiklikler olusturmasi zedeleyici etken ve hiicrenin i¢ Ozelliklerinden kaynaklanan
bircok faktore baglh olarak farkli hiicrelerde farkli siirelerde gerceklesir (Kuzey, 2007).

Isik mikroskobunda geri doniisiimlii zedelenme ile iliskili hiicresel sisme ve yagh



degisiklik olmak iizere iki tip morfolojik sekil taninabilir. Hiicresel sisme, plazma
membranindaki enerjiye bagimli iyon pompalarinin yetersiz kalmasi yiiziinden iyon ve
stvi homeostazinin saglanamamasi nedeniyle olusur. Hipoksik zedelenme ile toksik
veya metabolik zedelenmenin cesitli sekillerinde olusan yagh degisme ise sitoplazmada
lipit vakuollerinin ortaya ¢ikmasi ile belirir. Bu durum daha ¢ok hepatositler ve kalp
kasi hiicreleri gibi yag metabolizmasinda yer alan ve bu metabolizmaya bagimli olan
hiicrelerde ortaya c¢ikar. Yagli degisikligin 6nemi, nedenine ve birikimin derecesine
baglidir. Hiicresel sisme, zedelenen hiicrelerin hemen hepsinde ortaya ¢ikan ilk
belirtidir. Mikroskobik olarak, sitoplazmada kiigiik, berrak vakuoller goriilebilir. Bunlar
endoplazmik retikulumun sisen parcalarini gosterir. Bu tip Oldiiriici olmayan geri
doniisiimlii  zedelenme hidropik degisiklik veya vakuoler dejenerasyon olarak

adlandirilir (Sekil 2.1.) (Kumar ve ark., 2007).

Sekil 2.1. Karacigerde hidropik degisiklikler (Kumar ve ark., 2007)
2.2.2. Geri Doniisiimsiiz (Irreversible) Hiicre Zedelenmesi

Geri doniislii zedelenmenin hiicresel bozukluklart onarilabilir ve zedeleyici
etkenin Uistesinden gelinebilirse, hiicre normale doner. Ancak, siiriip giden veya asiri
olan zedelenme, sinirlar1 belirsiz geri doniisii olmayan noktanin gec¢ilmesiyle geri
doniigsiiz zedelenmeye ve hiicre 6liimiine yol agar. Geri doniissiiz olmanin kesin bir
biyokimyasal veya morfolojik esdegeri yoksa da, onu tutarli bir bicimde karakterize

eden iki fenomen vardir. Bunlar; baslangictaki zedelenmenin ortadan kalkmasina karsin



mitokondri fonksiyonunun diizelmeyisi, oksidatif fosforilasyon ile ATP iiretiminin
olmamas:1 ve membran fonksiyonlarinda agir bozukluklardir (Kumar ve ark., 2007).
Geri doniisiimsiiz hiicre 6liimiiniin morfolojileri ve mekanizmalar farklilik gosteren iki
temel tipi vardir (Kuzey, 2007).

» Nekroz

» Apoptozis

2.2.2.1. Nekroz

Makroskobik ve histolojik olarak nekroz, geri doniisiimsiiz ekzojen zedelenme
sonucunda goriilen hiicre olimiidiir (Sen, 2005). Nekrozun gelisiminde, hemen hemen
es zamanli olarak gerceklesen hiicre ve organellerinin enzimatik sindirimi ile protein ve
diger makromolekiillerin denatiirasyonu rol oynar (Kuzey, 2007).

Sindirim 6lii hiicrelerden kaynaklanan hidrolitik enzimlerle olusursa otoliz,
nekroz alanina gelen Iokositlerin lizozomlarindan kaynaklanirsa heteroliz ad1 verilir. Bu
olaylarin gelismesi i¢in saatler gereklidir (Kumar ve ark., 2007). Nekroz sonucunda
piknoz, karyoliz ve karyoreksiz seklinde niikleer degisiklikler ortaya cikar. Piknozis,
kromatinin yogunlastigi, ¢ekirdegin biiziildiigli, yogun miktarda bazofilik bir hal aldigi
durumdur. Piknotik c¢ekirdegin daha sonra cok sayida kiiciik bazofilik partikiillere
parcalanmasi karyoreksiz, piknotik c¢ekirdegin lizozomal deoksiriboniikleaz etkisiyle
lizise maruz kalmasi karyolizisdir. Hizl1 bir sekilde meydana gelen nekrozda piknotik
durum goriilmeksizin ¢ekirdek lizise ugrar (Chandrasoma ve Taylor, 1995). Nekroz,
hiicrenin tipine, inflamatuvar cevap yetenegine gore, icinde bulundugu cevre sartlarina
gore ve biyolojik ajanlarin varligina goére farkli sekillerde sonuglanir. Olii hiicrede
tanimlanan bu erken degisiklikler bir kez meydana gelindiginde, nekrotik doku Kkitlesi,
enzim katabolizmasi ile proteinlerin niteliklerinin degismesi arasindaki baskinligin
hangi tarafta olduguna baghh olarak farkli morfolojik degisiklikler gdsterir.
Denatiirasyon primer sekilde oldugunda koagiilasyon nekrozu denilen nekroz gelisir.
Enzim sindiriminin hakim oldugu orneklerde sonuc likefaksiyon nekrozudur. Ozel

durumlarda kazedz nekroz veya yag nekrozu gelisebilir (Kumar ve ark., 2007)



2.2.2.2. Apoptozis

Apoptozis; embriyogenez asamasinda istenmeyen dokularin  ortadan
kaldirilmasinda ve dokunun yeniden sekillendirilmesinde, daha sonraki yillarda da
yasam siireci boyunca hasar gérmiis, transformasyona ugramis, enfekte olmus dokunun
ve yasam siiresini doldurmus saglikli dokunun elimine edilmesinde fonksiyon goren
programlanmis hiicre oliimiidiir (Khan ve ark., 2010). Apoptozis veya programli hiicre
Oliimii, cok hiicreli organizmalarin gelisiminin normal bir siirecidir. Homeostazinin ve
organ biiylikliiklerinin korunmasinda, konak savunmasinda embriyogenez, metamorfoz,
yaslanma da oldukc¢a onemlidir (Oztiirk, 2002).

Apoptozis hiicre icinde veya disindan gelen sinyallerle baslatilan ve birbirini
takip eden olaylar zinciri olarak seyreder. Hiicre i¢inden veya disindan gelen sinyaller,
kaspazlar1 aktive eder. Aktive olan kaspazlar hedef proteinlerini yikarak hiicre ici
degisikliklere neden olur. Sonugta cesitli morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerin
olusmasiyla hiicre parcalanarak apopitotik cisimlere ayrilir. Apopitotik cisimler
fagositoz yoluyla yok edilirler (Thompson, 1999)

Apoptozis tipik morfolojik ve biyokimyasal Ozelliklere sahiptir. Apoptotik
hiicrelerde meydana gelen karakteristik morfolojik degisiklikler en 1iyi elektron
mikroskobunda belirlenir. Apoptoziste elektron mikroskobik incelemede yapisal
degisiklikler iki evrede incelenmistir. Apoptotik cisimlerin olusmasi ve bunlarin
makrofajlar ya da diger komsu hiicreler tarafindan fagosite edilmesidir. Baslangicta
apoptozise gidecek olan hiicreler komsu hiicrelerden ayrilir, yiizey organelleri kaybolur.
DNA, endoniikleaz enzimlerinin aktive olmasiyla 180-200 baz cifti uzunlugunda,
interniikleozomal baglant1 noktalarindan kirilmaya baslar. DNA’nin bu kirilmasi agar
jel elektroforezinde tipik merdiven goriiniimii verir. Par¢calanmaya bagl olarak ¢ekirdek
kromatini dagilir. Cekirdek kromatini, ¢ekirdek zarindaki porlar1 kapatacak sekilde
yerlesim gosterir. Cekirdek zari parcalanir. Sitoplazmik proteinlerin yogunlagmasi ve
hacmin azalmasina baglh olarak hiicrede biiziilme gerceklesir. Hiicre zarinda c¢ikintilar
ve kivrimlar olusur. Buna karsilik mitokondrilerin yapisinda onemli bir degisiklik
gozlenmez. Endoplazmik retikulum genisler ve hiicre zari ile birleserek ylizeyde
kraterler olusturur. Ikinci evrede hiicre zarinda biiziismenin artmasi ve bunu takiben
hiicre parcalanmasi goriiliir. Parcalanmis, zarla cevrili, yuvarlak konumdaki bu yapilara

apoptotik cisim denir (Sekil 2.2. ) (Mountz ve Zhou, 2001).



Sekil 2.2. Apoptotik cisimciklerin elektron mikroskobik goriintiisii (Junqueira ve

Carneiro, 2003)

Apoptotik hiicreler, makrofajlar ve dogal oldiiriicii hiicreler tarafindan taninir ve
fagosite edilir (Vaux ve Strasser, 1996). Eger hiicreler fagosite edilmezlerse ikincil
nekroz olarak adlandirilan indirgenmeye ugrarlar (Goncii ve Pehlivan, 2001). Apoptozis
sirasinda hiicre yiizey molekiillerinde spesifik degisiklikler gozlenir. Ornegin
fosfatidilserinin (PS) ve belirli proteinlerin ekspresyonu, glikolipit ve glikoproteinlerin
seker zincirlerinde degisimler gibi. Bu degisimler farkli biyolojik fonksiyonlar 6zellikle
fagositik tanima ve apoptotik hiicrelerin fagositozunu destekler (Azuma ve ark., 2002).

Apoptozisin en dnemli biyokimyasal isareti, DNA’nin niikleozomal bolgelerden
yaklagik 180-200 baz c¢ifti veya bunun katlar1 seklinde DNA pargalar1 olusturacak
sekilde parcalanmasidir. Bu durum agaroz jel elektroforezinde merdiven goriintiisiiniin
ortaya cikmasina neden olur. Apoptotik hiicrelerde goriilen diger onemli degisiklik,
normalde plazma membraninin i¢ yiizeyinde bulunan fosfatidilserin apoptozisin erken
evresinde membranin dis yiizeyine gecer. Bu mekanizma apoptotik hiicrelerin komsu

hiicreler ve makrofajlar tarafindan taninmasini saglar (Goncii ve Pehlivan, 2001).
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Apoptozis 151k mikroskobik seviyede gozlenebilir. Hematoksilen-eosin boyama
teknigiyle boyanmis kesitlerde, koyu eozinofilik sitoplazmali, bir veya birkac¢ parcali
piknotik c¢ekirdekli olarak goriiliir. Kromatinin c¢ekirdek membraninin i¢ yiiziine
lokalize olmasi nedeniyle ¢ekirdek, yarimay seklinde gozlenir (Kumar ve ark., 2007;

Oztiirk, 2002).

2.3. Toksik Kimyasal Hasar

Kimyasal maddeler iki genel mekanizmadan biri ile hiicre zedelenmesi
olusturur:

1- Bazi kimyasal maddeler, dogrudan 6nemli bir molekiiler bilesene veya bir
hiicresel organele baglanarak etki ederler. Ornegin civa kloriir zehirlenmesinde civa,
hiicre membran1 ve diger proteinlerin siilfidril gruplarina baglanarak ATP bagimlh
transportu bozar ve membran gecirgenliginin artmasmna neden olur. Bir¢ok
antineoplastik kemoterapotik ajanlar ve antibiyotikler de dogrudan benzer sitotoksik
etkilerle hiicre hasar1 olusturur. Boyle durumlarda en biiyilk hasar bu bilesikleri
kullanan, absorbe eden, salgilayan veya yogunlastiran hiicrelerde goriiliir.

2- Diger bircok toksik kimyasal madde bagslangicta biyolojik olarak aktif
degildir. Ancak, reaktif toksik metabolitlere cevrildikten sonra hedef hiicreleri etkilerler.
Bu degisiklik genellikle karaciger ve diger organlardaki hiicrelerin graniilsiiz
endoplazmik retikulumunda bulunan P-450 fonksiyonlu oksidazlar1 tarafindan
gerceklestirilir. Metabolitler, protein ve lipitlere dogrudan kovalent baglanarak
membran ve hiicre zedelenmesine neden olurlarsa da hiicre zedelenmesinin en onemli

mekanizmasi reaktif serbest radikallerin olusumudur. (Kumar ve ark., 2007).

2.4. Hiicre Zedelenmesinde Serbest Oksijen Radikalleri

Serbest radikaller, dis yoriingelerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron
bulunduran, reaktif ve kisa Omiirlii olan atom veya molekiillerdir (Akkus, 1995;
Cheeseman ve Slater, 1993). Tek elektronunu bir baska molekiile verebilen bu
radikaller, kararl1 hale gecebilmek i¢in bir baska molekiilden elektron alarak elektron
cifti olusturabilirler. Boylece, radikal olmayan bir yapinin da radikal hale doniismesine

neden olurlar (Bay, 2001; Basaran, 2002; Mercan, 2004; Akyol, 2004)
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Organizmalarda birgok tipte serbest radikal olusabilir, ancak bunlar icerisinde
serbest oksijen radikalleri en yaygin olanlaridir (Bay, 2001). Sekiz elektron iceren
oksijen atomunun dis yoriingesinde eslesmemis iki elektron bulunmasi bu atomun diger
serbest radikallerle kolayca reaksiyona girmesini saglar (Abdollahi, 2004; Mercan,
2004). Oksijen molekiilii, elektron alicisi olarak aerob organizmalarin yasami igin
gerekli bir maddedir. Aerobik ¢ok hiicreli organizmalardaki ATP iiretiminin biiyiik bir
kismi mitokondriyal elektron transport sisteminde, oksijenin dort elektronunun su
olusturmak iizere indirgenmesiyle elde edilir. Fakat bu siirecte oksijenin %1-3’li tam
olarak suya doniisemez. Sonucta ara {iriin olarak serbest oksijen radikalleri ve bunlarin
da cesitli reaksiyonlar ile reaktif oksijen tiirleri meydana gelir (Cheeseman ve Slater,
1993).

Oksijen radikallerinin fazla yapiminin neden oldugu etkilerin toplami ‘oksidatif
stres’ olarak adlandirilir. Oksidatif hasar ise, siiper oksitten kaynaklanan radikaller ile
nitrik oksidin reaktif tiirlerinin neden oldugu hasarlarin bir toplamidir (Kiling, 1985). Bu
durum endojen veya ekzojen kaynaklar tarafindan ¢ok fazla ortaya ¢ikan reaktif oksijen
tiirlerine kars1 yetersiz kalan antioksidan savunma sisteminin yetersizligi sonucu olusur.
Eger tamamen kontrol edilmezse asir1 miktardaki reaktif oksijen tiirleri; hiicresel
lipitlerin, proteinlerin veya DNA’nin hasara ugramasina neden olabilir. Bunun
sonucunda sinyal iletim yollar1 ve genellikle normal hiicresel fonksiyonlar inhibe olur
(Sies, 1991). Invitro kosullardaki arastirmalarda H,O» oksidatif stres olusturmada iyi bir
model olarak bilinir (Bi ve ark., 2008). Hidrojen peroksit, oksidatif hasar1 ATP sentezini
bozarak ve serbest radikal olusumunu arttirarak gerceklestirir (Jiang ve ark., 2004).

Oksijenin reaktif tiirleri; siiperoksit radikali (O;’), hidroksil radikali (OH),
alloksi radikali (RO), peroksil radikali (ROO")’ dir (Reiter, 1998).

Oksijen radikalleri icinde en reaktif olan1 deoksiriboz ve DNA bazlari ile hizli
bir sekilde reaksiyona giren hidroksil radikalidir (Ashok ve Ali, 1999). Hidroksil
radikali, DNA’y1 da iceren bir¢cok biyomolekiilii hasara ugratan son derece reaktif bir
molekiildiir (Mandavilli ve ark., 2002). Yarilanma omrii ¢ok kisa olan bu radikal,
olustugu yerde oksidatif hasara sebep oldugu gibi yeni radikalleri de olusturabilir

(Meram ve Aktaran, 2002).
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2.4.1. Serbest Radikal Kaynaklar: ve Verdigi Hasarlar

Serbest radikaller; kanser, diabet, ateroskleroz, norodejeneratif hastaliklar gibi
bir¢ok hastaligin patogenezinde rol oynayan ve bu nedenle son zamanlarda iizerinde en
cok calisilan konular arasinda yer almaktadir (Aydilek ve Aksakal, 2003). Bu radikaller,
hiicrelerde endojen ve ekzojen kaynakli etmenlere baglh olarak olusurlar (Mercan,
2004).

Serbest radikallerin endojen kaynaklar1 arasinda, mitokondriyal elektron tagima
sistemi, endoplazmik retikulum ve niikleer membranda elektron transport sistemi,
peroksizomlar, plazma membranlari, oksidan enzimler, otooksidasyon enzimleri ve
fagositik hiicreler yer alir. Hava kirliligi, radyasyon, sigara toksinleri, kimyasallarin
etkisinde kalma, doksorubisin ve karbontetrakloriir gibi ila¢ oksidanlari ise bu
radikallerin ekzojen kaynaklarini olusturur (Reilly ve ark., 1991; Yu, 1994). Hiicrede
serbest radikallerin olusabilece8i  bolgeler; endoplazmik retikulum, plazma
membranlari, mitokondriler, lizozomlar ve peroksizomlari icerir (Halliwel, 1984).

Serbest radikaller asir1 miktarda tiretildiginde veya antioksidan savunma sistemi
yetersiz  kaldiginda; deoksiriboniikleik asidin tahrip olmasi, niikleotid yapili
koenzimlerin yikimu, tiyollere bagimli enzimlerin yap1 ve fonksiyonlarinin bozulmasi ve
hiicre ortaminin tiyol/disiilfit oraninin degismesi, enzim aktivitelerinde ve lipit
metabolizmasinda degisiklikler, mukopolisakkaritlerin yikimi, proteinlerin tahrip
olmast, lipit peroksidasyonu, steroid ve yaslilik pigmenti gibi bazi1 maddelerin birikimi,
zar proteinlerinin tahribi ve tasima sistemlerinin bozulmasi gibi hiicre ve dokularda
bircok hasara neden olurlar (Baykal ve Kocabalkan, 2000).

Serbest radikaller 6zellikle de aktive oksijen tiirevleri ile olusturulan zedelenme,
hiicre hasarinin 6nemli bir mekanizmasidir. Serbest radikaller hiicrelerde olustugu
zaman Ozellikle niikleik asitler ve yan1 sira ¢esitli membran molekiilleri ile etkileserek
onlar1 pargalarlar. Serbest radikaller ayrica otokatalitik reaksiyonlar1 baglatir. Serbest
radikallerle reaksiyona giren molekiiller sira ile serbest radikallere doniiserek, hasar
zincirini ilerleterek yayarlar (Kumar ve ark., 2007).

Serbest radikaller araciligi ile gelisen hiicre zedelenmesinde ozellikle ii¢

reaksiyon ilgilidir:
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1- Membranlarin Lipit Peroksidasyonu: Membranda cift bagli poliansatiire
lipitler oksijen tiirevi serbest radikallerin etkisi ile kolayca zedelenir. Lipit-radikal
etkilesmeleri degisken ve reaktif olan peroksitleri olusturarak otokatalitik zincir
reaksiyonlart meydana gelir.

2- Deoksiriboniikleik Asit (DNA) Lezyonlari: Timinle serbest radikal
reaksiyonlar1 niikleer ve mitokondriyonal DNA’da tek iplik kirilmalar1 olusturur. Bu
gibi DNA hasar1 hem hiicre 6liimii hem de hiicrelerin malign degisiminde rol alir.

3- Proteinlerin Capraz Baglanmasi: Serbest radikaller siilfidril aracili protein
capraz baglar1 olusturarak parcalanmanin artmasina veya enzimatik aktivitenin kaybina
neden olur. Serbest radikal reaksiyonlar: direkt olarak polipeptit par¢alanmasina da yol

acabilir (Kumar ve ark., 2007).

2.4.2. Reaktif Oksijen Tiirleri ve Diger Serbest Radikallere Karsi

Antioksidan Savunma Sistemleri

Viicutta reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi
hasar1 geciktirmek veya Onlemek icin gelistirilen savunma sistemleri antioksidanlar
olarak adlandirilir (Halliwel, 1990). Organizmada serbest oksijen radikalleriyle
(oksidan) antioksidanlar arasinda var olan dengenin oksidanlarin lehine kaymasi degisik
diizeylerde hiicresel hasarlara neden olmaktadir ((Blokhina ve ark., 2003).
Antioksidanlarin ilk belirlenen etkileri zar yapisinda bulunan lipitlerin peroksidasyona
karst korunmasi olmustur. Bunun sonucu olarak baslangicta antioksidanlar lipit
peroksidasyonunu engelleyen molekiiller olarak tanimlanmislardir. Giiniimiizde ise
antioksidanlarin tanimi lipitlerin yani sira proteinler, niikleik asitler ve karbonhidratlar
gibi diger hedef molekiilleri koruyucu etkilerini igerecek sekilde genisletilmistir.
Boylece antioksidanlar, hedef molekiillerdeki oksidan hasar1 engelleyen veya geciktiren
maddeler olarak tanimlanmakta ve bu tanimla baglantili olarak antioksidanlarin etkileri
farklh sekillerde olabilmektedir (Rangan ve Bulkley, 1993). Etkili bir antioksidanin iki
ozelligi vardir. Birincisi; serbest radikallerle hizli bir sekilde reaksiyona girerek yeni bir
radikal olusturmasidir. ikincisi ise; olusan yeni radikale, komsu dokulara zarar
vermeyen ve reaktif olmayan bir 6zellik kazandirmasidir (Burton ve ark., 1983). Baslica

antioksidan etki sekilleri sunlardir:
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1- Reaktif oksijen tiirlerinin enzim reaksiyonlart araciligiyla dogrudan
temizlenmesi

2- Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunun baskilama yoluyla engellenmesi

3- Metal iyonlarin baglanmasi ve boylece radikal olusumunun engellenmesi

4- Hedef molekiillerin tamiri ve hasar sonrasi temizlenmesi (Rangan ve Bulkley,
1993).

Antioksidan koruma sistemleri endojen ve ekzojen antioksidanlar olarak
siniflandirilabilir. Siiperoksitdismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz
(GPX) endojen antioksidanlara ©rnek olustururken, vitamin E, asetilsalisilik asit,
selenyum, melatonin ise ekzojen antioksidanlara Ornektir. Siiperoksitdismutaz SOD,
stiperoksit radikalinin, molekiiler oksijen ve daha az reaktif olan hidrojen peroksite
doniistimiinii katalizlemektedir (Rojkind ve Dominguez-Rosales, 2002). Siiperoksit
dismutaz, oksijeni metabolize eden biitiin hiicrelerde bulunur, viicut tarafindan iiretilen
en giiclii antioksidandir ve antioksidan savunmasinin belirteci olarak kullanilir (Bagis
ve ark., 2003). Katalaz enzimi hidrojen peroksiti su ve molekiiler oksijene
doniistiirmektedir (Alberts ve ark., 2002). Hiicrenin 6zellikle peroksizom partikiilleri ve
mitokondrilerinde, daha az yogunlukta ise sitoplazma ve endoplazmik retikulumunda
bulunur (Akyol, 2004). Bir diger antioksidan, glutatyonperoksidaz (GPX) enzimi;
viicutta  hidrojen  peroksitin  (H,O,) detoksifikasyonunda ve ayrica lipit
hidroperoksitlerin detoksifikasyonunda gorev alir. Bu nedenle bu enzim hiicreleri lipit
peroksidasyonuna karst korumada onemli bir role sahiptir (Rojkind ve Dominguez-

Rosales, 2002; Akyol, 2004).

2.5. Karaciger

Diyaframin hemen altinda yer alan, yaklasik 1,5 kilogram agirliginda olan
karaciger, viicuttaki en biiyiik bezdir (Junqueira ve Carneiro, 2006; Gartner ve Hiatt.,
1997). Karaciger, hilumdan kalinlasan ince bir bag dokusu kapsiilii (Glisson kapsiilii) ile
ortiiliidiir. Hilumda, organa portal ven ve hepatik arter girer, sag ve sol hepatik kanallar
ve lenfatikler c¢ikar. Bu damarlar ve kanallar, klasik karaciger lobiilleri arasinda
sonlandiklar1 portal alanlara kadar bag dokusu ile ¢evrilmistir. Bu noktadan itibaren
karaciger lobiillerindeki hepatositlere ve siniizoidal endotel hiicrelerine destek saglayan

ince bir retikiiler lif ag1 olusur (Junqueria ve Carneiro, 2006).
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Karaciger, gastrointestinal sistem ve dalaktan olusan besin maddeleriyle zengin
portal ven ve merkezi dolasimdan karacigere oksijence zengin kani tagiyan hepatik arter
olmak iizere iki kan dolasimina sahiptir (Burtis ve Ashwood, 1999). Hepatik portal ven
tarafindan dalaktan alinan kan hemoglobin parcalanma iriinleri bakimindan,
barsaklardan alinan kan, aminoasitler, lipitler, karbonhidratlar bakimindan zengindir
(Stevens ve Lowe, 1993; Noyan, 1995).

Karacigerin temel fonksiyonel hiicreleri hepatositlerdir. Bu hiicreler oldukca
fazla sayida metabolik, endokrin ve salgi fonksiyonlarimi gerceklestirirler. Kabaca
karaciger kiitlesinin % 80 ‘nini teskil ederler (Smith ve ark., 1988). Hepatositler biiyiik
poligonal hiicrelerdir ve her birinin ¢apr 20-30 mikrometre arasinda degisir (Ross ve
ark., 1995). Hepatositlerin cekirdekleri biiylik, yuvarlak ve merkezi yerlesimlidir.
Hematoksilen-Eozin ile yapilan boyamada hepatosit sitoplazmasi genellikle
asidofiliktir. Sitoplazmalarinda ¢ok sayida mitokondri ve graniilsiiz endoplazmik
retikulum bulunur (Ross ve ark., 1995). Hepatositler, karaciger lobiilii icinde 1sinsal
olarak bir duvarin tuglalarina benzer bi¢imde bir ya da iki hiicre kalinliginda bir tabaka
olusturacak bicimde dizilmislerdir. Bu hiicre plaklar1 lobiiliin periferinden merkezine
dogru yonlenmislerdir, labirent seklinde ve siinger benzeri bir yap1 olusturacak sekilde
serbestce anastomozlagmiglardir. Bu plaklar arasindaki boslukta kapillerler bulunur ve
bu kapillerlere ‘karaciger siniizoidleri’ denir (Gartner ve Hiatt, 1997). Siniizoidal
kapillerler; kesintili ve pencereli endotel tabakasindan olusan diizensiz olarak
genislemis damarlardir. Pencereler yaklasik 100 nm capindadir ve elege benzer bir
goriintii olusturan kiimeler halinde toplanmislardir (Junqueria ve Carneiro, 2006).

Hepatositlerin arasinda kalan siniizoidal bosluklar icinde kan yavas yavas
ilerlerken, siniizoidleri doseyen hiicreler tarafindan hepatositlerin dogrudan kanla temasi
engellenir. Karaciger siniizoid duvarinda; endotel hiicreleri, Kupffer hiicreleri ve yag
depolayici (Ito hiicreleri) hiicreler olmak iizere ii¢ tip hiicre bulunur. Endotel hiicreleri;
kiiciik, uzamis, koyu boyanan bir ¢ekirdek ile az miktarda sitoplazma icerirler (Aktac,
1999). Bu hiicreler, altinda bulunan hepatositlerden Disse aralig1 ad1 verilen bir boslukla
ayrilmistir. Bu aralikta hepatositlerin diizensiz mikrovilluslart bulunur. Hepatositlerin
bu bazal yiizeyindeki mikrovilluslar, yiizey alanim1 genisleterek hepatositler ve plazma
arasindaki madde degisimini alt1 kat arttirirlar (Ross ve ark., 1995). Sonug olarak kan
endotel duvarindan kolayca gecer ve hepatosit ylizeyi ile temas eder. Boylece siniizoid

liimeniyle karaciger hiicreleri arasinda makromolekiillerin aligverisi kolaylikla saglanir.
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Bu gecis sadece cok sayida makromolekiillerin (Orn: lipoproteinler, albumin,
fibrinojen) hepatositler tarafindan kana verilmesi nedeniyle degil, ayn1 zamanda bu
makromolekiillerin ¢ogunun hepatositlerce alinip katabolize edilmesi nedeniyle de
fizyolojik onem tasir. Siniizoid ince bir retikiiler lif kilifiyla sarilip desteklenmistir
(Junqueira ve Corneiro, 2006). Siniizoid duvarinda yer alan bir diger hiicre ¢esidi olan
Kupffer hiicreleri; monositlerden koken alan, endotel hiicrelerinin liimene bakan
yiizeyinde bulunan tipik makrofajlardir (Junqueira ve Carneiro, 2006; Akay, 2001).
Baslica fonksiyonlar1 yash eritrositleri metabolize etmek, hemoglobini sindirmek ve
immiinolojik olaylarla ilgili proteinleri salgilamaktir. Yag depolayici hiicreler (Ito
hiicreleri) ise Disse araligina yerlesmis yildizs1 hiicrelerdir. Bu hiicreler disaridan
sahiptir, ancak bu hiicrelerin A vitamini metabolizmasindaki rolii tam olarak
bilinmemektedir (Junqueria ve Carneiro, 2006).

Karacigerin yapisindaki diger fonksiyonel birim ise portal lobiildiir. Bu lobiiliin
merkezinde portal iiggen yer alir. Lobiiliin her kdsesinde bir santral ven ve birbirine
bitisik {i¢ hepatik lobiil bulunur. Hepatik lobiil poligonal olmasina karsin portal lobiil
ticgen seklindedir. Bu lobiilde safra lobiiliin merkezindeki portal tiggende bulunan safra
kanal1 icine bosalir (Fawcett, 1994).

Yasam icin gerekli bircok farkli fonksiyona sahip olan karaciger; sindirilen
aminoasitlerin, karbonhidratlarin, lipitlerin ve vitaminlerin islenmesi, serum
proteinlerinin  sentezi, endojen atik iriinlerin ve zararli ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonu ve safra ile atilmas1 gibi olaylarda ©nemli rol oynar (Kumar ve ark.,

2007).

2.6. Agir Metaller

Metaller insanlar icin bilinen en eski toksinlerdir. Metalleri diger toksik
maddelerden ayiran en onemli Ozellikleri, insanlar tarafindan ne olusturulabilir ne de
yok edilebilir olmalaridir (Goyer and Clarkson, 2001). Metaller bosaltim ortamlarindaki
canli yasam {izerinde konsantrasyonlarina bagli olarak hasara neden olurlar. Eser
miktarlarda bile sakincali olabilen metaller arasinda en 6nemli grubu agir metaller

olusturur (Johnston, 1976).
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Agir metallerin, genellikle yer kabugunun derinliklerinde bulunmalarindan
dolay1, dogal yollarla canlilara gegme olasilig diisiiktiir. Ancak insan faktorii nedeniyle
bu durum giiniimiizde tamamen ortadan kalkmis ve agir metaller ekosistemin her
tarafinda bulunur hale gelmistir (Dearth ve ark., 2004). Son yiizy1l icerisinde madencilik
faaliyetlerinin smirlandirilmamis olmasi, fosil yakitlarin kullanilmasi, sanayi ve
endiistriyel faaliyetlerin artmasi, bu faaliyetlerde agir metallerin kullanilmasi ve agir
metal iceren atiklarin dogrudan veya islem gordiikten sonra dogaya verilmesi gibi
nedenlerden dolay1 biyosferde biiyiik oranda agir metal kirliligi gerceklesmektedir ve
agir metallerin yasam i¢in olusturdugu tehdit her gecen giin artmaktadir (EI-Sokkary ve
ark., 2005). Dogal veya antropojenik yollar ile ekosistemlere yayilan metaller ve agir
metaller, biyolojik olarak parcalanamadiklar1 ve bazi organik kirleticilerin tersine daha
az zararh bilesiklere doniistiiriilemedikleri i¢cin cok onemli bir toksikant sinifi olarak
degerlendirilmektedir (Athar and Vohora, 1995; gmejkalové ve ark., 2003; Walker ve
ark., 2006). Ancak belirli konsantrasyonlarda, metal iyonlarinin organizmalar tarafindan
ornegin, metallotiyonin gibi bir protein igerisinde proteinlere baglanarak, hiicre ici
yapilarda ¢oziinmeyen formlarda depolanarak ya da feces ile atilarak
detoksifikasyonlar1 gerceklesebilmektedir (Walker ve ark., 2006).

Toksik metaller tarafindan olusan hasarin ¢cogu sebep olduklar1 oksidatif serbest
radikallerin artisindan kaynaklanmaktadir. Bu hasarlar artan lipit peroksidasyonunu,
DNA hasarim1 ve protein siilfidril gruplarinin oksidasyonunu icermektedir (Stohs ve
Bagchi, 1995; Leonard ve ark., 2004). Agir metal toksisitesi hemen hemen tiim
fizyolojik mekanizmalar tizerine dolayli ya da dogrudan etkilere sahiptir (El-Sokkary ve
ark., 2005). Toksik metaller tarfindan olusan hasarin ¢ogu neden olduklar1 oksidatif
serbest radikallerin artisindan kaynaklanmaktadir. Bu hasarlar artan lipit
peroksidasyonunu, DNA hasarin1 ve proteinlerin oksidasyonunu icrermektedir. Agir
metaller prooksidan/antioksidan dengesini degistirmekte ve proteinlerin siilfidril
gruplarina kars1 yiiksek ilgi gostermektedirler. Agir metallerin Siilfidril gruplarina
baglanmalar1 sonucu, glutatyon metabolizmasinin, enzimlerin ve hormonlarin
fonksiyonlarinin baskilanmasina yol agar (Stohs ve Bagchi, 1995).

Bir¢ok agir metal gerekli olsun ya da olmasin, canli organizmalar icin potansiyel
birer toksik ajandir (Kayhan, 2006). Epidemiyolojik calismalara gore kadmiyum en
toksik agir metallerden biridir (Katalay ve Parlak, 2004). Kadmiyum 1940’1 yillardan

bu yana endiistride genis kullanim alanina sahip, canlilar iizerinde toksik etkilere neden
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olan bir agir metaldir. Kullanim alanlarmin yayginlhigi ve sigarada da yiiksek
miktarlarda bulunmasi1 bu metalin yaygin calisilan bir konu haline gelmesine neden

olmustur (Satoh ve ark., 2002).

2.6.1. Kadmiyum

Kadmiyum canlilarda herhangi bir fizyolojik islevi olmayan, kanserojenik ve
mutajenik etkileri bilinen bir agir metaldir (Kay ve ark., 1986; Tort ve Torres, 1988).
Yirminci ylizyilin metali olarak tanimlanan kadmiyum, 1817 yilinda  Friedrich
Stromeyer adli bir Alman kimyaci tarafindan c¢inko elde etmek icin yapilan calismalar
sirasinda kesfedilmistir (Liu ve ark., 2002; Murugavel ve ark., 2007; Jackson ve
Alloway, 1992). Bu metal periyodik tabloda 2B grubunda bulunan bir ge¢is metalidir.
Orta sertlikte, beyaz renkli bir metal olan kadmiyum, dogada genellikle saf olarak
bulunmaz. Ancak; kadmiyum oksit, kadmiyum klorid, kadmiyum siilfat ve kadmiyum
siilfit seklinde mineral bilesigi olarak bulunur (Méndez-Armenta ve Rios, 2007).
Dogada ¢inko ve kursun filizlerinde bulunan kadmiyumun giiniimiizdeki endiistriyel
kullantm1 oldukg¢a artmistir (Liu ve ark., 2002; Murugavel ve ark., 2007). Bu metal
endiistriyel —olarak  nikel/kadmiyum pillerde, gemi sanayisinde, celiklerin
kaplanmasinda, boya sanayisinde, alasimlarda ve elektronik sanayisinde kullanilir.
Bunun disinda fosfatli giibrelerde, deterjanlarda ve rafine petrol tiirevlerinde bulunur ve
bunlarin yaygin kullanimi sonucu 6nemli miktarda kadmiyum kirlili§i ortaya cikar.
Ayrica kadmiyum sigaradaki major bilesiklerden biridir (Aydogdu ve ark., 2007).
Kadmiyumun organizmaya alinmasi i¢me suyu ve besin yoluyladir. Ayrica sigara
dumani da solunumla alinmasinda 6nemli bir aracidir (Yesilada ve Gelegen, 2000). Su,
agir metallerin tasinmasinda ve dagiliminda 6nemli rol oynamaktadir. Dolayisiyla
kadmiyum gibi agir metaller oncelikle sucul ortamlarda birikerek, besin zinciri yoluyla
iist trofik diizeylere tasinmaktadirlar (Simon ve ark., 2000).

Kadmiyumun cok diisiik ortam derisimleri bile canlilar iizerinde toksik etki
yaptigindan besin zincirinin ¢esitli basamaklarindaki dagilimini belirlemek biiyiik 6nem
tasimaktadir (Kay ve ark., 1986; Tort ve ark., 1988; Amiard ve ark., 1987; Legorburu ve
ark., 1988). Bu metalin diisiik derisimleri, duyarli canl tiirlerinde iiremenin durmasina
ve gelisimin yavaslamasina neden olabilmektedir (Eisler, 1985). Buna karsin;

kadmiyuma hoggoriisii yiiksek olan tiirlerde yiliksek metal derisimlerinin birikmesi ve bu
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tiirlerin daha {ist trofik diizeylerdeki tiirlerce besin olarak alinmalari, bu metalin besin
zincirinin iist basamaklarina daha derisik olarak aktarilmasina neden olmaktadir

(Sarkar, 1989; Ragan, 1990).

2.6.1.1. Kadmiyumun Metabolizmasi

Kadmiyum sindirim kanalindan ya da solunum yoluyla viicuda alindiktan sonra
kana karisir ve plazmada albumin araciligiyla tasinir (Katakai ve ark., 2001). Yapilan
bir ¢calismada kadmiyumun kalsiyum iyonlarina benzerligi nedeniyle, voltaj bagimli L
tipi kalsiyum kanallarindan hiicreye alindigr bildirilmistir (Blazka ve Shaikh, 1991).
Bunun disinda kadmiyumun ¢inko iyonlarina benzer 6zellikleri nedeniyle, ¢inko tasiyici
proteinler tarafindan hiicre icerisine alindig1 yoniinde bulgular vardir (Bridges ve Zalups
2005). Degisik yollardan canli biinyesine alinan agir metal iyonlari her organ ve dokuda
farkli diizeyde birikmektedir. Canli biinyesinde cesitli metabolik olaylara katildiktan
sonra viicut digina atilabilen metallerden fizyolojik 6neme sahip olanlar depolanir. Eger
bunlar toksik metallerden biri ise enzimlerin yapisini bozabilmekte ve bazen de hiicre
icerisinde Ozel bir sekilde baglanarak toksik etkileri ortadan kaldirilabilmektedir
(Yazkan, 2004).

Kadmiyum hiicre icerisine girdikten sonra, dort farkli formu bulunan ve metal
baglayic1 bir protein olan metallotionein tarafindan tutulur. Metallotionein biitiin
hiicrelerde bulunan, diisiik molekiil agirligina sahip ve sisteince zengin bir proteindir
(Katakai ve ark., 2001). Sistein rezidiileri metallotioneinin; agir metallerin
detoksifikasyonu ve metal metabolizmasinin diizenlenmesi gibi farkli fizyolojik
fonksiyonlar1 yerine getirmesinde onemli rol oynar. Metallotioneinin detoksifikasyon
yetenegi; cinko gibi eser elementlere, kadmiyum, bakir ve civa gibi agir metallere gore
daha diisiik ilgi ile baglanmasindan kaynaklanir. Dolayisiyla ortamda bu metallerin
bulunmas: durumunda metallotionein baglandig1 cinko iyonlarindan ayrilir ve agir
metallere baglanarak onlarin hiicre igerisinde serbest kalmasini engeller. Sonucta
hiicreyi, bu metallerin biyomolekiillerle etkilesmesi nedeniyle ortaya c¢ikacak
hasarlardan korur (Sato ve Kondoh, 2002).

Yapilan calismalarda kadmiyumdan etkilenen deney hayvanlarinin karaciger,
bobrek, akciger, bagirsak ve testisinde metallotionein salgilanmasinda artis oldugu

bildirilmistir (Karabulut-Bulan ve ark., 2004). Bu metal viicuda girisinden sonra ilk alt1
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saat icerisinde karacigere ulasir ve metallotioneine baglanir. Karacigerde meydana
getirilen kadmiyum-metallotionein kompleksi, diisiik molekiil agirlikli oldugu igin
plazma icerisinde serbest hareket eder. Glomeriiler membrandan kolayca tasinir ve
oncelikli olarak bobrek olmak iizere diger organlara da gecerek bu dokularda birikir ve

hasar olusturur (Kara ve ark., 2005).

2.6.1.2. Kadmiyumun Olumsuz Etkileri

Kadmiyumun en iyi bilinen yan etkisi nefrotoksisitedir (Suzuki, 1980; Friberg,
1984; Nordberg, 1984). Memeli bobreginin proksimal tiibiilleri, kadmiyum kaynakli
toksisitenin ana hedefidir. Bobrek hasarinin; kortekste kadmiyum konsantrasyonunun
agir metal baglayici proteinlerin kapasitelerine ulastigi ya da astigi durumda ortaya
ciktigt kabul edilmektedir. Kadmiyum kaynakli nefrotoksisiteden, karacigerde
sentezlenip dolasima gecen ve bobrek tiibiil hiicreleri tarafindan alinan kadmiyum-
metallotionein kompleksi sorumlu tutulmaktadir (Bobillier ve ark., 2006; Colakoglu ve
ark., 2004; Klaassen ve ark., 1999; Paksy ve ark., 1997; Park ve ark., 2001; Ren ve ark.,
2003). Bobrek proksimal tiibiillerinin S1 bolgesi, kadmiyum toksisitesinin ana
hedefidir. Proksimal tiibiil hiicrelerinin kadmiyum aliminda temel mekanizma;
kadmiyum-metallotionein kompleksinin apikal yoldan endositozudur. Kadmiyum
nefrotoksisitesinin molekiiler mekanizmasini agiga ¢ikarabilmek i¢in yapilan cok sayida
calisma mevcuttur (Friberg, 1984; Nordberg, 1984; Brzoska ve ark., 2003). Kadmiyum
tiyol gruplar ile reaksiyona girerek cinko ile yarigabilir. DNA kirilmalarina ve lipid
peroksidasyonuna neden olabilir. Ayrica yapilan calismalarda kadmiyum toksisitesinin
proksimal tiibiil hiicrelerinde apoptozise yol actig1 gosterilmistir (Suzuki, 1980).

Kadmiyumun toksik etkilerine dair aragtirmalar daha ¢ok nefrotoksisite iizerine
yogunlagsmistir. Ancak kadmiyum bobreklerden sonra en yiiksek konsantrasyonda
karacigerde birikim gosterdiginden, hepatotoksik etkilerinin de belirlenmesi 6nemlidir
(Sultan ve ark., 1998; Yamano ve ark., 1998). Kadmiyum toksisitesinin karacigerdeki
bulgularindan biri, mitokondriyal fonksiyonun bozulmasidir (Sultan ve ark., 1998).
Kadmiyumun mitokondri iizerine toksik etkisi, mitokondriyal i¢ zarin gecirgenliginin
artisindan daha c¢ok, kadmiyumun Kkaraciger hiicrelerinde glutatyon miktarini
arttirmasina ve glutatyon peroksidaz aktivitesini azaltmasina baglanmaktadir.

Kadmiyum hiicre lizozomlar iizerinde birikmektedir ve lizozomal zarin biitiinliigiiniin
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bozulmasma neden olmaktadir. Lizozomal proteazlarin ve fosfolipazlarin salinmasi,
hepatosit sitotoksisitesine neden olan bir dizi olaylar zincirini baslatmaktadir.
Kadmiyum karacigerde, hiicresel iletisimde onemli rol oynayan hiicreler arasi siki
baglantilar1 bozmaktadir (Marselt ve ark., 1986; Skowerski ve ark., 1997; Sultan ve
ark., 1998; Yamano ve ark., 1998; ). BoOylece bu metal, karacigerde hiicresel
homeostaziyi bozarak, hiicreleri apoptoza, nekroza ve hiicresel c¢ogalmaya
stiriklemektedir (Friberg, 1984; Nordberg, 1984; Skowerski ve ark., 1997; Sultan ve
ark., 1998).

Kadmiyum insanlar i¢in en etkin karsinojen metallerden biridir. Uzun siireli
etkilenildiginde; akciger, prostat, testis ve bobrek kanserine neden olur. Kadmiyumun
insandaki yarilanma siiresi 10-30 yil arasi oldugu icin, bu metalden etkilenme ortadan
kalksa da karsinojik etkisini gosterebilmektedir. Kadmiyumun karsinojenik etkisinin
hiicresel ve molekiiler mekanizmasi; tiimor baskilayan genlerin inaktivasyonu, hiicre
adezyon mekanizmasinin bozulmasi, apoptozisin tetiklenmesi, DNA onariminin
baskilanmasi, serbest radikal {iiretimi ve antioksidan sistemi etkileme seklindedir
(Il'yasova ve Schwartz, 2005; Waisberg ve ark., 2003). Kadmiyumun organizmada;
yasamsal fonksiyonlarin devami igin gerekli olan c¢inko, bakir ve demir gibi
elementlerle etkilestigi ve bu elementlerin homeostasisini degistirdigi bilinmektedir.
Kadmiyum toksisitesinin ortaya cikist bu elementlerin normal fonksiyonlarinin
bozulmasiyla ilgili olabilir. Kadmiyum emilimi ince bagirsakta kalsiyum, demir, bakir
ve cinko iyonlar1 ile aym1 mekanizmalar tarafindan gerceklestirilir. Dolayisiyla
kadmiyum bu biyoelementlerin emilimini, biyolojik siireglerini ve atilimlarini
degistirmek yoluyla metabolizmalarin1 etkileyebilir (Bridges ve Zalups 2005).
Kadmiyum toksisitesinin diger bir etkisi endokrin sistem ve iireme sistemi iizerinedir.
Yapilan calismalarda kadmiyumun gonadotropinler, adrenokortikotropik hormon
(ACTH), tiroid uyarict hormon (TSH) ve prolaktin tizerinde baskilayici bir etkiye sahip
oldugu gosterilmistir (Henson ve Chedrese 2004). Ureme sistemiyle ilgili olarak erkek
sicanlarla yapilan bir ¢aligmada ise; kadmiyumun testiste nekroz, sertoli hiicrelerinde
hasar, serum testesteron seviyelerinde azalma gibi bircok olumsuz etki ortaya
konmustur. (Satoh ve ark., 2002; Satarug ve Moore, 2004).

Kadmiyum toksisitesinin diger bir etkisi ise kemik hasari olup, bu metal
kalsiyum fosfat ve vitamin D metabolizmasini bozarak kemikler i{izerinde olumsuz

etkilere neden olabilmektedir. Kadmiyum toksisitesinde; osteoporoz ve osteomalazi gibi
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kemik metabolizmas1 bozukluklar1 goriilebilmektedir (Ohta ve ark., 2000; Brzoska ve
Moniuszko-Jakoniuk, 2001). Kadmiyum sinir sistemi iizerinde de cesitli olumsuz
etkilere sahiptir. Bu metal, kan-beyin bariyerinin koruyucu 6zelligi nedeniyle kolaylikla
beyin parankimasindan gecemez. Fakat uzun siireli olarak kadmiyumdan
etkilenildiginde kan-beyin bariyerinin gecirgenliginin arttigi ve sonugta kadmiyumun
beyin dokusunda biriktigi gosterilmistir (Shukla ve ark., 1996). Yapilan caligmalarda
kadmiyumun voltaj bagimli kasiyum kanallarin1 baskiladigi ve buna bagli olarak
norotransmitter salimiminda degisiklikler meydana getirebilecegi gosterilmistir
(Lafuente ve Esquifino, 1999). Bu degisiklikler 6zellikle glutamat ve aspartat gibi
norotransmitterlerin azalmasi seklindedir (Lafuente ve Esquifino, 1999; Minami ve ark.,
2001).

Kadmiyumun solunum sistemine etkileri iizerine yapilan ¢aligsmalarda ise bu
metalin Ozellikle alveol epitel hiicrelerinde yikici etkilerinin oldugu gosterilmistir.
Kadmiyumdan etkilenen bu hiicrelerde, DNA onarim basamaklarinda gorevli enzim
miktarlarinin diistiigii gézlenmistir (Hart ve ark., 2001).

Yapilan c¢alismalarda, kadmiyumun endotel ve diiz kas hiicrelerinde hasara
neden olarak ateroskleroza yol acabilecigi bildirilmistir. Ayrica kadmiyumla kontamine
olmus bolgelerde yasayan ya da kadmiyumun yaygin olarak kullanildig: endiistrilerde
calisan insanlarin, hipertansiyon ve kalp hastaliklarina yakalanma oranlarinda artig

oldugu ileri siiriilmiistiir (Houtman, 1993; Satarug ve ark., 2005).

2.6.1.3. Kadmiyumun Etki Mekanizmasi

Kadmiyumun toksik etki mekanizmast henliz tam olarak agikliga
kavusturulamamistir. Bu mekanizmanin ¢oziilmesi iizerine; kadmiyumun metallo
enzimlerdeki c¢inko, kalsiyum ve bakir iyonlariyla yer degistirmesi, kalmodulindeki
kalsiyumun yerini alarak kalmoduline baglh fonksiyonlar1 aktive etmesi ya da
diizenlemesi ve oksidatif stres gibi degisik mekanizmalar ileri siiriilmiistiir (Brzoska ve
Moniuszko-Jakoniuk, 2001; Lermioglu ve Bernard, 1998).

Kadmiyum icin 6zel tasima sistemleri yoktur. Bu nedenle basit difiizyona ek
olarak, tasinma islemleri icin kalsiyumla (ve c¢inko, bakir gibi diger esansiyel iyonlarla)
yarigir. Hatta kadmiyumun kalsiyumda oldugu gibi kalsiyum-ATPaz’lara benzer ilgi

gosterdigi bildirilmistir (Verbost ve ark., 1987). Ornegin kalsiyum tasgima sistemiyle



23

yarisma, kalsiyum homeostazinmi ve ilgili tiim homeostatik prosesleri bozabilir (Fischer,
1985). Ayrica kadmiyum kalmodulin gibi kalsiyum bagimli proteinlerden kalsiyumun
yerini almasiyla toksisiteyi uyarabilir (Vig ve Ratt, 1991). Kadmiyum-kalmodulin
kompleksinin  olusumu, kalmodulin bagimli enzimlerin aktivasyonu ya da
baskilanmastyla sonuglanir (Richard ve ark., 1985).

Yapilan caligmalarda kadmiyumun organizmada; kofaktor olarak bircok enzimin
yapisina katilan ¢inko ve norotransmitter salinimi, miyelinizasyon, hemoglobin iiretimi
icin gerekli bir element olan bakir ile etkilestigi ve bu elementlerin homeostazisini
degistirdigi bilinmektedir. Kadmiyum toksisitesinin ortaya c¢ikisi, bu elementlerin
normal fonksiyonlarinin bozulmasiyla ilgili olabilir (Bridges ve Zalups, 2005).

Kadmiyumun neden oldugu hiicresel toksisite ile ilgili bir diger mekanizma
oksidatif strestir. Oksidatif stres; reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri ile antioksidan sistem
arasindaki dengenin oksidan yoniinde bozulmasi ile gerceklesir (Sies, 1991). Kadmiyum
dogrudan serbest radikal iiretimine yol agmaz. Fakat cesitli mekanizmalarla dolayh
olarak siiperoksit ve hidroksil radikali gibi radikallerin olusumuna yol acar (Sekil 2.3.)

(Valko ve ark., 2005).

Kadmiyum

SN

Antioksidan — | Tiol durumunun

sisteme zarar | ®—— tikenmesi
EOTI
| UPITLER PROTEINLER DNA |
Lipit Protein Okside niikleik
peroksidasyonu | | oksidasyonu asitler
Zar Fonksiyon DNA tamirinin
hasan bozuklugu bozulmasi

PN

Hiicre OIUmﬂI Mutagenez/
Karsinogenez

Sekil 2.3. Kadmiyum etkisiyle olusan olas1 oksidatif stres (Valko ve ark., 2005)
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Kadmiyum; glutatyon gibi serbest radikal siipiiriiciilerin tiyol gruplarina
baglanir. Katalaz, siiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz gibi antioksidan
enzimleri baskilar. Bu metal; siiperoksit ve nitrik oksidin de i¢inde bulundugu bir¢ok
serbest radikalin iiretimine neden olarak, hiicre membranindaki yapilarin
peroksidasyonuna, DNA hasarina ve protein oksidasyonuna yol agar. Membran
lipitlerinin oksidasyonu; membran yapisinin polimerizasyonuna ve c¢apraz baglarla
bozulmasina neden olur. Mitokondri membranindaki hasar, kadmiyumun mitokondriden
hiicre icerisine saliverilmesini saglar. Bu da DNA hasarina, apoptoza ve nekroza yol
acan kaspaz-3 aktivasyonuna neden olur (Bridges ve Zalups, 2005; Waisberg ve ark.,
2003; Bertin ve Averbeck, 2006).

Kadmiyum hepatotoksisitesinin mekanizmas1 oksidatif stres olusumuyla
aciklanmaktadir. Kadmiyumdan etkilenildiginde; hepatositlerde reaktif oksijen
tirlerinin ve radikallerin olusumundan bir¢ok mekanizma sorumludur. Bu metal
hiicresel glutatyon diizeyini ya da katalaz ile siiperoksit dismutaz aktivitesini azaltarak
antioksidan savunma sistemine zarar verir. Kadmiyum, mangan siiperoksit dismutaz ve
katalazi kodlayan genleri baskilar. Demir, bakir gibi redoks aktif metallerle yer
degistirip, onlarin serbest hale gelmesini saglayarak dolayli yoldan reaktif oksijen
tiirlerinin tiretimini saglar. Ayrica molekiiler oksijenin rediiksiyonundan sorumlu ya da
stiperoksit radikalinin olusumunu saglayan ksantin oksidazin aktivasyonundan sorumlu
solunum zinciri bilesenlerini ve mitokondri membran igerigini degistirerek oksidatif

hasara neden olur (Liu ve ark., 2002).

2.7. Selenyum

Selenyum; insan ve hayvanlarin normal gelisimini siirdiirebilmeleri i¢in gerekli
olan esansiyel iz elementlerden biridir (Karakil¢cik ve Aksakal, 1993). 1807 yilinda
Isvecli kimyaci Berzelius tarafindan kesfedilen, atom numarasi 34 olan bu element,
periyodik tablonun 4. periyodunda ve 6A grubunda yer alir. Kimyasal ozellikleri
bakimindan ise kiikiirde benzer (Fox, 1992; Scwartz, 2003). Selenyum; serbest
radikallerin iiretimini Onlemek icin gerekli olan, doymamis yag asitlerinden tiireyen,
peroksitleri yok ettigi diisiiniilen glutatyon peroksidaz enziminin aktivitesinin
saglanmas1 icin onemli olan bir kofaktordiir (Fox, 1992). Selenyum; insanlar ve

hayvanlar icin gerekli bir element iken, bitkiler yasamlarini siirdiirebilmek igin bu



25

elemente ihtiya¢ duymazlar. Selenyuma, selenoproteinler olarak da bilinen selenyum
bagimli enzimlerin bircok fonksiyonu icin ihtiya¢ duyulur (Rayman, 2000).
Selenyumun organik ve inorganik olmak iizere iki formu vardir. Organik selenyum
formlar1; selenosistein, selenometiyonin, dimetilselenittir. Organik selenyum bilesikleri
agir metallere baglanir ve onlarin viicuttan atilmasina yardim eder. Inorganik selenyum
tuzlarindan en 6nemlileri ise; sodyum selenat ve sodyum selenittir. Inorganik selenyum
bitkisel kaynaklidir ve toprakta da bol miktarda bulunur (Suzuki ve Ogra, 1999).
Hayvanlar ve insanlar i¢in esasi bir iz element olan selenyum; tahil, hububat ve
sebzeleri iceren besin kaynaklarindan saglanir (Tapiero ve ark., 2003). Selenyum
biyolojik bir dongiiyle; topraktan bitkilere, hayvanlar ve insanlara geger (Sekil 2.4.).
Organizmada eser miktarda bulundugu i¢in disaridan alinmasi gerekmektedir
(Karakilgik ve Aksakal, 1993). Bu elementin asil kaynagi toprak oldugu icin
bitkilerdeki selenyum igerigi, topraktaki selenyum konsantrasyonuna gore farklilik
gostermektedir (Tapiero ve ark., 2003). Bitkiler selenyumu baslica selenometiyonine
(Se-Met) cevirirler. Se-Met, bitkilerin toplam selenyum iceriginin %50’sinden daha
azina karsilik gelmektedir. Yiiksek yapili hayvanlarda Se-Met sentez edilemez, yalnizca
selenit olarak verildiginde selenosisteine (Se-Cys) doniistiiriilebilmektedir. Memelilerde
sindirilen Se-Met, ince barsakta Na® bagimli nétral aminoasit transport sistemi

tarafindan absorbe edilmektedir (Burk ve ark., 1995; Tapiero ve ark., 2003).

Genel vicut proteinleri Selenit
ll Selenosistein olarak l
Selencproteinler GS5-5e-5G
Selenometicnin ] l
l o G5-SeH
selenosistein selenofosfat
| » H.Se
CH:SeH

l

[CH;),5¢ — Mefes alip verme

(CH;),Se+ —= idrar

Sekil 2.4. Bitki ve hayvanlarda selenyumun alinimi1 (Tapeiro ve ark., 2003)
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2.7.1. Selenyumun Emilimi, Dagilim ve Atilinu

Selenyum ince bagirsaklarda duodenum-ileum ve ileum-sekum arasindaki
bolgelerden emilir (Akkus ve ark., 1991). Emilimin homeostatik kontrolii olmadig1 i¢in,
plazma selenyum seviyeleri hemen degisir. Selenyum, emilimden sonra ¢ok hizli bir
sekilde eritrositler tarafindan tutulur, tioller tarafindan indirgenir ve plazma
proteinlerine baglanir (Fox, 1992). Bu proteinlerle kemik ve saglar1 da icine alan tiim
viicut dokularina o6zellikle de bobrek, karaciger, kalp, pankreas dokularina taginir.
Ayrica siit proteinlerine, alyuvarlara ve akyuvarlara da taginir (Karakilgik ve Aksakal,
1993; Raymond, 1986). Bu bolgelerde yeni sentez edilmis selenoproteinlerde kullanilir.

Selenyumun yarilanma Omrii 65-115 giindiir. Bu elementin dagilimi ve
konsantrasyonu Onemli derecede tiir ve yasa baglidir. Dokulardaki konsantrasyonu;
dokuya, diyetteki selenyum miktarina ve kimyasal sekline gore degismektedir.
Neoplastik dokularda daha yiiksek miktarlarda selenyum bulunmaktadir (Fox, 1992).

Selenyumun % 60’1 idrarla, % 35’1 fegesle ve geri kalam1 akciger ve salgi ile

atilir. (Fox, 1992).

2.7.2. Selenyumun Biyolojik Onemi ve Viicuttaki islevleri

Selenyumun 6nemi; glutatyon peroksidaz enziminin yapisinda bulunmasi ve bu
enzimin etkinligi icin gerekli bir element olmasindan kaynaklanmaktadir. Glutatyon
peroksidaz; doymamis yag asitlerinin yiikseltgenmesi sonucu olusan peroksitleri suya
doniistiirerek, hiicre yapisinit bozan ve hiicre zarina zarar veren serbest radikalleri yok
eder. Bu ozelligi ile kuvvetli bir antioksidandir (Cetin ve ark., 2002; Simsek ve ark.,
2004; Klapec ve ark., 2004). Bir selenoprotein olan glutatyon peroksidaz; en fazla
karaciger ve eritrositlerde aktivite gosterirken, kalp, mide, adrenal bezler, akciger,
bobrek, adipoz doku, beyin, iskelet kas1 ve testislerde daha az diizeyde aktivite gosterir
(Boyne ve ark., 1986; Combs ve Combs, 1986). Selenyum mide-bagirsak kanalindan
lipitlerin ve tokoferollerin normal emilimi icin gerekli olan pankreas lipazin iiretilmesi
ve pankreasin normal yapisi i¢in gereklidir (Karakil¢ik ve Aksakal, 1993). Bu element,
spermatozoanin Ozel bir proteininin yapisinda bulunur. Piirin ve pirimidin bazlarina
baglanabildigi icin RNA’nin yapisina girer. Ayrica prostaglandin sentezinde, elzem yag

asitleri metabolizmasinda rol oynar (Cetin ve ark., 2002). Esansiyel bir madde olan
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selenyum immiin sistemde de etkilidir. Ornegin; humoral ve hiicresel bagisiklik
sistemlerinde dnemli bir role sahiptir. Makrofajlarin lizozom membranlarinin glutatyon
peroksidaz icerdikleri ve selenyum yetersizliginde tahrip olduklari bildirilmistir (Boyne
ve ark., 1986; Combs ve Combs, 1986; Kremidjian-Schumacher ve ark., 1987).

Selenyumun bir diger 6zelligi de toksik agir metallerin etkisini yok etmesidir.
Her ne kadar mekanizmasi tam olarak bilinmese de selenyumun kadmiyum ve civanin
toksik etkisini Onledigi saptanmistir (O’Brien ve ark., 2003; Simsek ve ark., 2004;
Rayman, 2000).

Selenyumun fizyolojik gorevlerinden biri de, E vitamini tastyicisi olmasidir. Bu
elementin, E vitamininin emiliminde rolii oldugu ve buna baglh olarak da biyolojik
etkinligini arttirmada etkili olabilecegi belirtilmektedir (Karakilgik ve Aksakal, 1993).
Genel olarak seleno-enzimlerin; oksijen metabolizmasi, detoksifikasyon olaylari, kanser
hiicrelerindeki apoptozisin indiiklenmesi ve hiicre bdliinmesinin kontroliinde gorev
aldiklar1 bilinmektedir (Valko ve ark., 2006).

Selenyum ile kanser arasindaki iliski arastirildiginda; insanlardaki fizyolojik
diizeydeki selenyumun antikanserojen bir etki gosterdigi, kanserli hastalarin 6liim orani
ile kan selenyum diizeyleri arasinda zit bir iligkinin oldugu belirtilmistir (Karakil¢ik ve
Aksakal, 1993). Ayrica selenyumun Keshan hastaligi olarak tanimlanan kalp damar
hastalig: lizerinde de etkili oldugu bildirilmistir (O’Brien ve ark., 2003; Klapec ve ark.,
2004)

2.7.3. Selenyum Eksikligi ve Etkileri

Selenyum eksikliginde, glutatyon (GSH) metabolizmasi etkilenir. Bu durum
etkisini; glutatyonun sentezini ve Kkaracigerde serbest birakilmasini artirarak,
plazmadaki glutatyon seviyesinin yiikselmesiyle gosterir. Selenyum eksikligi aym
zamanda glutatyon peroksidaz aktivitesinde azalmaya neden olur (Tapeiro ve ark.,
2003). Bu elementin yetersizligi durumunda; mikrobiyal ve viral enfeksiyonlara karsi
direncin, antikor iiretiminin, fagositik hiicre fonksiyonlarinin azaldigi belirtilmektedir
(Kremidjian-Schmacher ve Stotzky, 1987).

Selenyum eksikligi olan hayvanlarda olusturulan deneysel enfeksiyonlarda; bu
hayvanlarin enfeksiyonlara karsi direngsiz olduklari, hayvanlara selenyum verilmesi

halinde ise enfeksiyonlara kars1 daha direngli hale geldikleri bildirilmistir (Rames ve
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ark., 2001). Selenyum yetersizligine bagl olarak hayvan ve insanlarin ¢ogu dokusunda;
dejeneratif bozukluklar, iireme ve biiylimede aksakliklar ve kalp kastaliklarina karsi
hassasiyet gozlenebilir (Keen ve Graham, 1989).

Selenyum eksikliginde; sicanlarda karaciger nekrozu, testislerde dejenerasyon,
gelismede yavaslama, bobreklerde tiibiiler dejenerasyonlarin sekillendigi bildirilmistir
(Karakilgik ve Aksakal, 1993).

Ayrica bu elementin eksikliginde; Keshan hastaligi, tirnak degisiklikleri, T ve B
hiicrelerinde fonksiyon bozuklugu, koroner arter hastaligi ve kas agris1 gibi hastalik

durumlar ortaya ¢ikabilir (Tapeiro ve ark., 2003).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Deneylerde Kullamilan Hayvanlarin Saglanmasi

Calisma, Ondokuz Mayis Universitesi Tip fakiiltesi Tibbi ve Cerrahi Arastirma
Merkezinde {iretilen Wistar albino tipi ratlar ile yapildi (Sekil 3.1.). Ratlar plastik
kafeslerde Samsun Yem Fabrikas1 tarafindan iiretilen standart rat yemi ile beslendi. 18—
22 °C oda sicakliginda 12 saat 1sik/karanlik saglandi. Ayni jenerasyondan olmalarina
0zen gosterilerek kullanilan 250-300 gr agirligindaki erkek ratlar gavajdan onceki 24

saat a¢ birakild1 ve su serbest olarak verildi.

Sekil 3.1. Wistar albino tipi ratlar

3.2. Ratlara Uygulanan Maddeler

Calismamizda kullandigimiz kadmiyum, kadmiyum Kkloriir (CdCl,, formunda
Sigma-Aldrich Germany firmasindan temin edilmistir. Ratlar i¢in, % 0.9’luk serum
fizyolojik ¢ozeltisindeki 4 mg/kg/giin dozu gavaj yoluyla verildi (Hofer ve ark., 2009).

Selenyum, L-selenometiyonin formu olarak Sigma-Aldrich Germany firmasindan
temin edilmistir. Ratlar i¢in, % 0.9’luk serum fizyolojik ¢ozeltisindeki 1 mg/kg/giin’liik
dozu gavaj yoluyla verildi (Antunes ve ark., 2001).
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3.3. Cahsmalarda Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismamizdaki histolojik takip, gdbmme ve boyama islemlerinde kullanilan
kimyasal maddeler; kadmiyum, hematoksilen, periyodik asit, eozin, pikrik asit, parafin
ve entellan Merk W. Germany firmasindan; selenyum, glasiyal asetik asit, biebrich-
scarlet, asit fuksin, demir (III) klorid ve fosfotungstik asit Sigma-Aldrich Germany
firmasindan; sitrik asit, kloral hidrat, amonyum aluminyum siilfat, bazik fuksin, anilin
mavisi, fosfomolibdik asit, potasyum metabisiilfit, aktif komiir, disodyumhidrojen
fosfat, sodyum dihidrojen fosfat, formaldehit ve HCI Carlo Erba firmasindan; Absolii
etil alkol J. T. Baker firmasindan; sodyum iyodat Fluka firmasindan; ksilen Ridel-de-

Haen firmasindan temin edilmistir.

3.4. Cahismalarda Kullanilan Aletler

Calismamizda; Ondokuz Mayis Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji
Boliimii, Histoloji Arastirma Laboratuvarinda bulunan:

Leica D 1000 151k mikroskobu

Leica DFC 290 Goriintii Aktarim Aparati

Dell Inspiron Bilgisayar

Sartorius CP 224 S Hassas Terazi

Reichert-Jung 2030 Rotary Mikrotom

Electromag M 6040 BP Inkiibator

Cyberscan 500 pH metre

Parafin Su Banyosu

Yellowline MSH 1sitici

Beko D 9330 NM Nofrost Buzdolabi

Vestel Hera 7021 P Bulasik Makinasi



3.5. Deney Protokolii

3.5.1. Arastirma Gruplarimin Olusturulmasi
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Calismamizda asagida tabloda gosterildigi gibi kontrol, kadmiyum, selenyum ve

kadmiyum+selenyum olmak {iizere dort grup olusturuldu (Tablo 3.1.). Her grupta

belirlenen giinlerde beser hayvan sakrifiye edildi.

Cizelge 3.1. Arastirma gruplarinin olusturulmasi

Gruplar
Selenyum
Giinler Kontrol Kadmiyum Selenyum +
Kadmiyum
1. Giin 5 5 5 5
6. Giin 5 5 5 5
28. Giin 5 5 5 5

3.5.2. Maddelerin Uygulanisi

Kadmiyum, selenyum, kadmiyum+selenyum ve kontrol grubu olmak iizere 4
ayr1 ¢alisma grubuna ayrilmis ratlardan, kadmiyum gruplarina 4mg/kg/giin madde gavaj
yoluyla verildi (Hofer ve ark., 2009). Selenyum gruplarina ise 1mg/kg/giin madde yine
gavaj yoluyla verildi (Antunes ve ark., 2001). Kadmiyum+selenyum gruplarindaki
ratlara, 4 mg/kg/giin dozdaki kadmiyum ve 1mg/kg/giin dozdaki selenyum birer saat
arayla gavaj yoluyla verildi. Kadmiyum ve selenyum maddeleri, tiim gruplardaki ratlara
sakrifiye giiniine kadar her giin aym saatte verildi. Kontrol gruplarina higbir islem

uygulanmadi.

3.5.3. Rat Karacigerlerinin Perfiizyonu, Cikarilmasi ve Fiksasyonu

Gavaj yoluyla her giin madde uygulama isleminden sonra her grup igin

belirlenen sayidaki ratlar, 1., 6. ve 28. giinlerde 75 mg/kg ketamin HCI anestezisi altina
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alindi. Kardiyak perfiizyon islemi i¢in; gogiis boslugu acilarak halen atmakta olan kalp
perikart kesesine yapilan kesi ile acik hale getirildi. Sol ventrikiil apeksden kesilerek
aortaya damar i¢i kateter yerlestirildi (Sekil 3.2.). Sag ventrikiil ve aurikula kesilerek
kanin disar1 akmasi saglandi. Aort yoluyla dncelikle % 0.9’luk serum fizyolojik verildi.
Daha sonra hayvanin biiyiikliigiine gore 400-700 ml arasinda % 10’luk tamponlanmis
notral formalin sol kalp yoluyla hayvana verildi. Tespit bagladiginda hayvanda istemsiz
kasilma hareketleri gozlendi. Perfiizyon isleminden sonra ¢ikarilan karaciger dokusu
151k mikroskobunda histopatolojik degerlendirme icin, 1 cm’’litk pargalara ayrildi ve
onceden etiketlenerek hazirlanmis icerisinde % 10’luk tamponlanmig nétral formalin

bulunan kavonozlar icerisinde gerekli fiksasyon siiresince bekletildi.

B)

Sekil 3.2. A) Rat karacigerinin perfiizyondan 6nceki goriintiisii. B) Rat karacigerinin
perfiizyondan sonraki goriintiisii.

3.5.4. Doku Takibi ve Dokularin Parafine Gomiilmesi

Fiksasyon islemi siiresi sonunda dokular histolojik doku takip kasetlerine
yerlestirildi ve fiksatifi uzaklastirmak i¢in 12 saat akan musluk suyu altinda yikama
islemi uygulandi. Fiksatif dokulardan uzaklastirildiktan sonra dokular dereceli alkol
serilerinden (%70, %80, %90, %96 %100, %100) gecirilerek dehidrate edildi. Bu islem
her bir seride birer saat uygulandi. Dehidratasyon isleminden sonra seffaflandirici
olarak ksilen kullamildi. 45’er dakikalik ksilen ve ksilen+parafin islemlerinden sonra
parafinizasyon islemine ge¢ildi. Yumusak parafin, yumusak+sert parafin ve sert parafin
icerisinde dokular birer saat bekletildi. Islemler sonunda L demirleri kullamilarak

dokular parafine gomiildii ve etiketlendi.
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3.5.5. Parafin Bloklardan Kesit Alinmasi

Parafin bloklardan Rotary mikrotomla Su kalinliginda kesitler alindi. Parafin

seritler halinde alman kesitler, 45-50 °C’ye ayarli su banyosunda acilmalari

saglandiktan sonra lam {izerine alindi.

3.5.6. Kesitlerin Boyanmasi

Alman kesitlerdeki dokular; genel doku goriinimiinii gozlemek igin

Hematoksilen-Eosin boyamasi, bag dokusunu gozlemek amaciyla Masson’un iiglii

boyamasi, hepatositlerdeki glikojeni degerlendirmek amaciyla Periyodik Asit-Schiff
(PAS) boyamasi ile boyandi (AFIP, 1992; Bancroft ve Stevens, 1996).

Mayer’in Hematoksilen-Eozin Boyama Psosediirii (AFIP, 1992).

1)

N

)
)
)
)
)

)
8)

N OO 0o AW

Kesitler 10’ar dakika iki ayr1 ksilen banyosunda bekletilerek deparafinize
edildi.

Alkol serilerinden (%100, %96, %90, %80, %70) gegirildi.

5 dakika musluk suyunda yikandi.

Mayer’in Hematoksileninde 3 dakika bekletildi.

%75’1ik alkolde 1 dakika bekletildi.

Eozinde 3-15 saniye bekletilerek boyama yapildi.

Alkol serilerinden (%70, %80, %90, %96, %100) gegirildi.

Kurutulduktan sonra ksilende bekletilerek entellanla kapatildi.

Boyama sonucunda; hiicrelerin ¢ekirdekleri mavi-mor, sitoplazma pembe, diger

doku kisimlar1 pembe olarak gozlenir.

Perivodik asit - Schiff (PAS) Boyamasi Prosediirii (Bancroft and Stevens,

1996)

1) Kesitler deparafinize ve hidrate edildi.

2) % 0,5’1ik periyodik asit soliisyonunda 5 dakika bekletildi.
3) Akarsuda 1 dakika yikandi.

4) Schiff soliisyonunda 15 dakika bekletildi.
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5) Akarsuda 5 dakika yikand.

6) Mayer’in hematoksileninde 3 dakika c¢ekirdek boyamasi yapildi..

7) Akarsuda yikandi.

8) Absolii alkolde bekletildi, kurutulup ksilende bekletildi, entellanla kapatildi.
Boyama sonucunda; hepatositlerin sitoplazmalarinda depolanmis olan glikojen

tanecikleri magenta rengi tanecikler olarak gozlenir.

Masson’un Uclii Boyamasi Prosediirii (AFIP, 1992)

1) Kesitler deparafinize ve hidrate edildi.

2) Bouin soliisyonunda 56°C’de 30 dakika bekletildi.

3) Ilik akarsuda yikama yapildi.

4) Weigert’in demirli hematoksilen boyasinda 7 dakika bekletildi.

5) Akarsuda 5 dakika yikandi.

6) Distile suda 1 dakika yikandi.

7) Biebrich Scarlett-asit fuksin soliisyonunda 2 dakika bekletildi.

8) Distile suda 1 dakika yikandi.

9) Fosfomolibdik Asit — fosfotunstik asit solusyonunda 10 dakika bekletildi.

10) Anilin mavisi solusyonunda 5 dakika bekletildi.

11) Distile suda 1 dakika yikandi.

12) %1°1ik asetik asit soliisyonunda 3-5 dakika bekletildi.

13) Distile suda yikandi.

14) Alkol serilerinden gecirildi, kurutulup ksilende bekletildi, entellan ile

kapatildi.
Boyama sonucunda; hiicrelerin ¢ekirdekleri siyah, sitoplazma kirmizi, kollajen mavi
olarak gozlenir (Bancroft ve Stevens, 1996).

Degerlendirilmede karacigerdeki hidropik dejenerasyon, inflamasyon odaklari,
siniizoidlerde genisleme, fibrozis, hepatositlerde glikojen yogunlugundaki degismeler
ve Kupffer hiicreleri dikkate alinarak, gruplar arasinda karsilagtirmali olarak bir
degerlendirme yapildi.

Pereparatlar, Leica DM 1000 1s1k mikroskobu ile degerlendirildikten sonra,
goriintiiler Leica DFC 290 goriintii aktarim aparati ile bilgisayara aktarildi ve
mikrofotograflar elde edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Kontrol Grubunun Karaciger Histolojisi

Karacigerin genel histolojisi 151k mikroskobuyla Hematoksilen-Eozin boyamada
gozlendi. Hepatositlerin, lobiil periferine dogru santral venden 1sinsal olarak diizenli bir
sekilde yerleserek remark kordonlar1 olusturdugu ve siniizoidlere paralel bir yerlesim
gosterdigi belirlendi. Bu hepatosit plaklarinin aralar1 damarlagsmis hepatik siniizoidler
tarafindan ayrildigi ve bunlarin santral venlere dogru acildigi gozlendi. Hepatosit
sitoplazmasinin ¢ogunlukla agik pembe renk boyandigi ve cekirdeklerinin biiyiik,
yuvarlak ve oldukc¢a oOkromatik oldugu tespit edildi (Resim 1). Portal sahalarda
rastlanan portal ven ile hepatik arterin dallar1 ve safra kanallar1 normal goriiniimdeydi.
Fibrozis, hidropik dejenerasyon ve inflamasyon odaklarina rastlanmadi.

PAS boyamada, glikojenin hepatositlerdeki dagiliminin fazla olmadigr ve
glikojenin koyu leylak rengi boyandigi belirlendi (Resim 2).

Masson’un iiclii boyamasinda periportal alanlarda ve santral ven c¢evresinde

yogun olmayan bag dokusu belirlendi (Resim 3).

4.2. Kadmiyumun Karaciger Uzerindeki Histolojik Etkileri

Bu gruba ait ratlarin karaciger dokulariin, 1sik mikroskobik incelenmesinde
Hematoksilen-Eozin boyama ile genel yapida 6nemli 6l¢iide bozukluklar gozlendi.

Kadmiyum 1. giin grubunda siniizoidlerde fazla olmayan genislemeler
goriilmekle birlikte, belirgin bir hasar olusumu gozlenmedi. Genel goriintiide santral
venden perifere dogru 1sinsal dizilim gosteren, yuvarlak cekirdekli, poligonal hiicrelerin
seklinde normal histolojik goriiniim belirlendi. Hidropik dejenerasyon ve inflamasyon
odaklarmma rastlanmadi. Ayrica fazla yogun olmayan Kupffer hiicreleri gozlendi.
Genelleme yapildiginda kontrol gruplarina yakin goriiniimde oldugu belirlendi (Resim
4). 6. giinde remark kordonlarinin diizensizlestigi, santral ven ve portal alan
cevresindeki hepatositlerin poligonal sekillerini kaybettikleri, hiicreler arasinda boyut
farkliliklarinin oldugu goriildii. Hidropik dejenerasyonda ise artis belirlendi (Resim 5).

Ayrica Kupffer hiicrelerinde ve inflamasyon odaklarinda artig goriildii (Resim 6). 28.
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giinde inflamasyon odaklarinda, hidropik dejenerasyonda 6. giine gore artis ve
sinlizoidlerde genislemenin daha fazla oldugu belirlendi (Resim 7).

PAS boyama ile kadmiyum verilmis gruplarin karacigerlerindeki glikojen
alanlar ve glikojen yogunlugunda fark edilebilir bir degisiklik gozlenmedi (Resim 8).

Masson’un ii¢lii boyamasiyla kadmiyum verilmis olan gruplarda fark edilebilir
bir fibrozis gdzlenmedi (Resim 9).

Hidropik dejenerasyon, inflamasyon odaklari, siniizoidlerdeki genislemeler ve
aktiflesen Kupffer hiicreleri, fibrozis ve hepatositlerdeki glikojen yogunlugu karaciger
kesitinde yar1 kantitatif olarak degerlendirildi. Degerlendirme her bir gruptaki
degisikliklerin modu alinarak yapildi (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Kadmiyum gruplarinin yar1 kantitatif degerlendirilmesi

Belirlenen degisiklikler 1. Giin 6. Giin 28. Giin
Hidropik dejenerasyon ) + S
Siniizoidlerde genisleme * * B
Inflamasyon odaklari i M -

+ ++ ++

Aktive olmus Kupffer hiicreleri
Hepatositlerdeki glikojen - - -
yogunlugu

Fibrozis

Santral ven ve portal bolge etrafindaki alanlarda  +

Santral ven ile portal bolge etrafindaki ve yakinindaki alanlarda  ++
Santral ven ile portal bolge etrafindaki ve daha uzaktaki alanlarda  +++
Tiim karacigerde  ++++

Higbir degisiklik yok -

4.3. Selenyumun Karaciger Uzerindeki Histolojik Etkileri

Hematoksilen-Eozin boyama ile 1. giin gruplart kontrol grubuyla
kiyaslandiginda, kontrol grubundan farkli bir histolojik goriiniim gozlenmezken, aktive
olmus fazla yogun olmayan Kupffer hiicreleri belirlendi. 6. ve 28. giinlerde santral ven
cevresindeki siniizoidlerde hafif siddette genisleme gozlendi (Resim 10 ve 11). Aktive

olmus kupffer hiicrelerinde fazla bir artis belirlenmedi.
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PAS boyama ile selenyum verilmis grublarin karacigerlerindeki glikojen alanlari
ve glikojen yogunlugunda fark edilebilir bir degisiklik gozlenmedi (Resim 12).
Masson’un {i¢lii boyamasiyla selenyum verilmis olan gruplarda fark edilebilir bir
fibrozis gozlenmedi (Resim 13).

Hidropik dejenerasyon, inflamasyon odaklari, siniizoidlerdeki genislemeler ve
aktiflesen Kupffer hiicreleri, fibrozis ve hepatositlerdeki glikojen yogunlugu karaciger
kesitinde yar1 kantitatif olarak degerlendirildi. Degerlendirme her bir gruptaki

degisikliklerin modu alinarak yapildi (Cizelge 4.2.).

Cizelge 4.2. Selenyum gruplarinin yar1 kantitatif degerlendirilmesi

Belirlenen degisiklikler 1. Giin 6. Giin 28. Giin

Hidropik dejenerasyon

Siniizoidlerde genisleme i M M

Inflamasyon odaklari

Aktive olmus Kupffer hiicreleri
Hepatositlerdeki glikojen - - -
yogunlugu

Fibrozis

* + ve — ifadeleri Cizelge 4.1.” de verildigi gibidir.

4.4. Kadmiyum+selenyumun Karaciger Uzerindeki Histolojik Etkileri

Hematoksilen-Eozin boyama ile 1. giinde inflamasyon odaklar1 ve hidropik
dejenerasyon gozlenmezken, siniizoidlerde hafif siddette genislemeler ve fazla olmayan,
aktive olmus Kupffer hiicreleri belirlendi. Genel goriiniim normale yakindi (Resim 14).
6. giinde, siniizoidlerde biraz genislemeler ve fazla olmayan hidropik dejenerasyon
gozlendi (Resim 15). Ayrica fazla olmayan inflamasyon odaklarina rastlandi (Resim
16). 28. giinde siniizoidlerde ¢ok hafif genislemeler disinda kontrol grubuna yakin
histolojik goriiniim elde edildi. Inflamasyon odaklarina ve hidropik dejenerasyona
rastlanmadi. Hepatosit 1s1nsal diizenlenmesinin normale yakin oldugu belirlendi (Resim

17).
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PAS boyama ile kadmiyum+selenyum verilmis gruplarin karacigerlerindeki
glikojen alanlar1 ve glikojen yogunlugunda fark edilebilir bir degisiklik gozlenmedi
(Resim 18).

Masson’un {ii¢lii boyamasiyla kadmiyum+selenyum verilmis olan gruplarda fark
edilebilir bir fibrozis gézlenmedi (Resim 19).

Hidropik dejenerasyon, inflamasyon odaklari, siniizoidlerdeki genislemeler ve
aktiflesen Kupffer hiicreleri, fibrozis ve hepatositlerdeki glikojen yogunlugu karaciger
kesitinde yar1 kantitatif olarak degerlendirildi. Degerlendirme her bir gruptaki

degisikliklerin modu alinarak yapild1 (Cizelge 4.3.).

Cizelge 4.3. Kadmiyum+selenyum gruplarinin yari kantitatif degerlendirilmesi

Aktive olmus Kupffer hiicreleri

Belirlenen degisiklikler 1. Giin 6. Giin 28. Giin
Hidropik dejenerasyon ) + )
o : + + +
Siniizoidlerde genisleme
Inflamasyon odaklari i i i
+ ++ +

Hepatositlerdeki glikojen
yogunlugu

Fibrozis

* 4+ ve — ifadeleri Cizelge 4.1.” de verildigi gibidir.
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Sekil 4.1. Kontrol grubunda karacigerin histolojik goriiniimii. Santral venden (sv)

1sinsal olarak uzanan hepatositler (a), hepatosit ¢ekirdegi (b), siniizoid (c). H-E x 200
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Sekil 4.2. Kontrol grubunda karacigerin histolojik goriiniimii. Baz1 hepatositlerde daha

yogun gozlenen glikojen (a), hepatosit cekirdegi (b), siniizoid (c), santral ven (sv). PAS
x 200
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Seksil 4.3. Kontrol grubunda karacigerin histolojik goriiniimii. Portal alan ¢evresindeki

bag dokusu (a), portal ven (pv). Masson’un Uclii Boyamas1 x 200
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gerin histolojik goriiniimii. Santral venden

Sekil 4.4. Kadmiyum 1. giin grubunda karaci

(sv) 1s1nsal olarak uzanan hepatositler (a), siniizoidler (b), Kupffer hiicresi (c). H-E x

200
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Sekil 4.5. Kadmiyum 6. giin grubunda karacigerin histolojik goriiniimii. Hepatositlerde

hidropik dejenerasyon (a), genislemis siniizoidler (b). Kupffer hiicresi (c). H-E x 200
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Sekil 4.6. Kadmiyum 6. giin grubunda karacigerin histolojik goriiniimii. Hepatositlerde

hidropik dejenerasyon (a), inflamasyon odagi (b). H-E x 100
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Sekil 4.7. Kadmiyum 28. giin grubunda karacigerin histolojik goriiniimii. Santral ven

(sv), hepatositlerde hidropik dejenerasyon (a), genislemis siniizoidler (b). H-E x 200
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Sekil 4.8. Kadmiyum 6. giin grubunda karacigerin histolojik goriinlimii. Bazi

hepatositlerde daha yogun gozlenen glikojen (a), hepatositlerde hidropik dejenerasyon
(b), PAS x 200
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Sekil 4.9. Kadmiyum 6. giin grubunda karacigerin histolojik goriiniimii. Santral veni

cevreleyen bag dokusu (a), santral ven etrafindaki hepatositlerde hidropik dejenerasyon

(b). Masson’un Uclii Boyamas1 x 400
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Sekil 4.10. Selenyum 6. giin grubunda karacigerin histolojik goriiniimii. Genislemis

siniizoidler (a), Kupffer hiicresi (b), santral ven (sv). H-E x 200



49

Sekil 4.11. Selenyum 28. giin grubunda karacigerin histolojik goriiniimii. Genislemis

siniizoidler (a). H-E x 200
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Sekil 4.12. Selenyum 6. giin grubunda karacigerin histolojik goriinlimii. Bazi

hepatositlerde daha yogun gozlenen glikojen (a), santral ven (sv), genislemis siniizoidler
(b). PAS x 200
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Sekil 4.13. Selenyum 28. giin grubunda karacigerin histolojik goriiniimii. Portal alan

cevresindeki bag dokusu (a), portal ven (pv). Masson’un Uclii Boyamasi x 200
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Sekil 4.14. Kadmiyum+selenyum 1. giin grubunda karacigerin histolojik goriintimii.

Siniizoidlerde hafif genislemeler (a), aktive olmus Kupffer hiicresi (b), H-E x 200
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Sekil 4.15. Kadmiyum+selenyum 6. giin grubunda karacigerin histolojik goriintimii.

Genislemis sinlizoidler (a), santral ven c¢evresindeki hepatositlerde hidropik

dejenerasyon (b), aktive olmus Kupffer hiicreleri (c). H-E x 200
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Sekil 4.16. Kadmiyum+selenyum 6. giin grubunda karacigerin histolojik goriiniimii.

Siniizoidler (a), santral ven (sv), inflamasyon odagi (b). H-E x 200
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Sekil 4.17. Kadmiyum+selenyum 28. giin grubunda karacigerin histolojik goriiniimii.

Hafif genislemis siniizoidler (a). H-E x 400
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gerin histolojik goriiniimii.

Sekil 4.18. Kadmiyum+selenyum 6. giin grubunda karaci

gun gozlenen glikojen (a). PAS x 200

Baz1 hepatositlerde daha yo
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Sekil 4.19. Kadmiyum+selenyum 6. giin grubunda karacigerin histolojik goriintimii.

Portal alan cevresindeki bag dokusu (a), portal ven (pv). Masson’un Uclii Boyamasi x

400
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5. TARTISMA

Calismamizda, en onemli endiistriyel ve cevresel Kkirleticilerden biri olan ve
canlilar iizerinde ¢esitli toksik etkilere neden olan kadmiyumun karacigerde olusturdugu
hiicresel hasar arastirllmis ve serbest radikal siipiiriiciisii olarak dogada 6nemli bir
antioksidan olan selenyumun bu hasar1 ne yonde ve ne derece etkiledigi belirlenmeye
calistlmistir. Bu amag¢ dogrultusunda; canlilarda herhangi bir biyolojik rolii olmayan,
kansorejen ve teratojenik etkileri bilinen kadmiyum ile serbest radikal siipiiriiciisii
olarak dogada dnemli bir antioksidan olan selenyum verilmis ratlarin (Wistar albino)
karacigerinde meydana gelen histolojik degisikler ayr1 ayr1 ve birlikte karsilastirmali
olarak arastirildi. Calismamizda kadmiyum ve selenyumun karacigerde olusturduklari
histolojik degisiklikler; hidropik dejenerasyon, inflamasyon odagi, siniizoidlerde
genisleme, fibrozis, hepatositlerde glikojen yogunlugundaki degisiklikler ve aktive
olmus Kupffer hiicreleri dikkate alinarak degerlendirildi.

Deneysel ve cevresel olarak kadmiyum metalinden etkilenilmesi halinde;
hepatik hasar, testiste atrofi, renal fonksiyon kaybi, anemi, solunum ve sindirim sistemi
bozukluklar: gibi ciddi rahatsizliklar ortaya ¢ikmaktadir (Yiin ve ark., 1999; Nigam ve
ark., 1999).

Karaciger toksik kimyasal maddelerin ve diger materyallerin atihm ve
detoksifikasyonunda rolii olan bir organdir ve ayn1 zamanda toksinlerin ilk hedefidir.
Ekzojen yollarla viicuda alinan toksik maddelerin, organizmada metabolize
edilememesi sonucu hiicrelerde agiga cikan serbest radikaller karaciger hasarina neden
olur (Ayla ve ark., 2009). Serbest radikal iiretimi kadmiyumun patofizyolojisinin bir
parcasidir. Kadmiyum; proteinler ve enzimler gibi tiyol (-SH) grubu iceren biyolojik
yapilara olan ilgisinden dolay1 bu yapilara baglanir ve aktivitelerini baskilar. Katalaz,
siiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimleri inhibe eder. Bu
nedenle siiperoksit ve nitrik oksitin de i¢cinde oldugu bircok serbest radikalin tiretimine
dolayli yoldan neden oldugu ve boylece hiicre membranindaki yapilarin
peroksidasyonuna, DNA hasarina ve protein oksidasyonuna yol a¢tig1 diisiiniilmektedir
(Brzéska ve Moniuszko-Jakoniuk, 2001; Lermioglu ve Bernard, 1998).

Kadmiyumun toksisitesinin mekanizmasint aydinlatmaya yonelik yapilan

caligmalar, bu agir metalin neden oldugu ¢esitli toksisitenin sebebinin serbest radikaller
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veya reaktif oksijen tiirleri ile ilgili oldugunu gostermektedir. Farkli dozlarla yapilan
calismalarla kadmiyumun sebep oldugu hasarlar ortaya ¢ikarilmstir.

Kadmiyum viicutta birikim yaparak toksisitesini gosterir. Calismamizda; yapilan
literatiir taramalar1 1s18inda bu metalin 1., 6. ve 28. giinlerde cesitli dejenerasyon
dereceleriyle kendini gosteren belli bir hiicresel hasara neden oldugu belirtilmis ve bu
yiizden bu giinlerin secilmesi uygun gériilmiistiir. U¢ ayr1 giin grubunun ¢alisiimasinin
nedeni ise kadmiyumun farkli siireclerde olusturacagi toksisiteyi karsilastirmak ve
selenyumun bu toksisite {izerindeki koruyuculugunu belirlemektir.

Calismamizda kadmiyum 1. giin grubunda siniizoidlerde fazla olmayan
genislemeler goriilmekle birlikte, hidropik dejenerasyon ve inflamasyon odaklarina
rastlanmadi. Genelleme yapildiginda kontrol gruplarina yakin goriiniimde oldugu
goriildii. 6. giinde remark kordonlarinin diizensizlestigi, hidropik dejenerasyonun arttigi,
santral ven ve portal alan cevresindeki hepatositlerin poligonal sekillerini kaybettikleri,
hiicreler arasinda boyut farkliliklarinin oldugu belirlendi. Ayrica Kupffer hiicrelerinde
ve inflamasyon odaklarinda artis oldugu gozlendi. 28. giinde 6. giine gore inflamasyon
odaklarinda, hidropik dejenerasyonda ve siniizoidlerin genisleme siddetinde artis
belirlendi. Caligmamizda ortaya ¢ikan degisikler yapilan diger calismalarin sonuglariyla
paralellik gostermektedir. Renugadevi ve Prabu, (2010) tarafindan yapilan 28 giinliik
calisma sonucunda kadmiyum (5 mg/kg) verilen grupta; infiltrasyon odaklari, hidropik
dejenerasyon, siniizoidlerde genisleme, yogun bir sekilde hepotositlerde diizensizlik,
piknotik cekirdek ve santral ven ¢evresinde dejenerasyon gibi bizim calismamiza benzer
bulgular gozlemislerdir. Gong ve ark., (2008) tarafindan yapilan 6 giinliik bir calismada
ise kadmiyum (1 mg/ kg) verilen grubun karacigerinde, 151k mikroskobik goriintiide
hepatositlerde hidropik dejenerasyon ve infiltrasyon odaklar1 gozlenmistir. El-Sokkary
ve ark., (2010) tarafindan yapilan bir ¢calismada da kadmiyumun neden oldugu karaciger
hasar1 icin; siniizoidlerde genisleme, hepatositlerde vakuollesme, infiltrasyon odaklari
kriter alinmstir.

Diger yandan oksidatif hasarin varliginin tespitinde 6nemli parametreler olan
antioksidan enzim aktivitlerinin belirlendigi c¢alismalarla kadmiyumun karacigerde
olusturdugu hepatotoksisite cok sayida calisma ile orta ¢ikarilmigtir. EI-Sokkary ve ark.,
(2010) tarafindan yapilan bir calismada Smg/kg kadmiyum 22 giin boyunca uygulanmis
ve karacigerdeki hasar; siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon (GSH) ve malondialdehid

(MDA) seviyeleriyle degerlendirilmis ve kadmiyumun karacigerde oksidatif hasara
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neden oldugu ayrica bu hasar iizerinde cesitli maddelerin hasari indirgeyici rol oynadigi
ortaya ¢ikarilmistir. Pari ve Shagirtha, (2010) tarafindan yapilan bir baska ¢alismada ise
3mg/kg kadmiyum 21 giin boyunca uygulanmis ve karaciger dokusunda; glutatyon
(GSH), glutatyon peroksidaz (GPx), siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz enzim
aktivitelerinin azaldigr gozlenmis, kadmiyumun oksidatif strese neden oldugu
belirlenmistir.

Oksidatif stresi azaltmak i¢in kullanilabilecek en uygun yontem antioksidan
maddelerin kullanilmasidir (Quiles ve ark., 2002). Kadmiyumun neden oldugu oksidatif
hasarlar iizerine cesitli antioksidan maddelerin etkilerinin arastirilmasi ¢ok sayida
calismaya konu olmustur. Viicut i¢in gerekli bir iz element olan selenyum, 6nemli bir
radikal siipiiriicii olan glutatyon peroksidaz (GSH-Px)’1n yapisina katilarak antioksidan
etki gostermektedir. Bu bilgiler dogrultusunda calismamizda, ratlara antioksidan madde
olarak selenyumun 1 mg/kg/’lik dozu (Antunes ve ark., 2001) uygulanmistir. Daha
sonra, kontrol gruplariyla karsilastirmali olarak selenyumun antioksidan etkisi
arastirtlmistir. 28 giinlik calisma siirecinde selenyum ve kadmiyum+selenyum
gruplarina hergiin, giinde bir kez olmak iizere gavaj yoluyla verilmistir. Selenyum 1.
giin gruplarnt kontrol grubuyla kiyaslandiginda, kontrol grubundan farkli olarak
siniizoidlerde hafif siddette genislemeler gozlendi. Hepatosit ¢ekirdekleri yuvarlak ve
hiicrenin tam ortasinda oldugu belirlendi. 6. ve 28. giinlerde ise siniizoidlerde hafif
siddette genisleme gozlendi. Aktive olmug Kupffer hiicrelerinin 1., 6. ve 28. giinde ayni
yogunlukta oldugu belirlendi. Selenyumun Wistar albino’da herhangi bir toksik etkiye
neden olmadig1 Messarah ve ark., (2010) ve Adesiyan ve ark., (2011)“n ratlarla yaptig1
calismalarla gosterilmistir. Buna paralel olarak calismamizda selenyum verilen ratlarin
karacigerlerinde, 1s1k mikroskobuyla yapilan incelemede siniizoidlerde hafif siddetteki
genislemeler disinda dikkate deger bir toksik etkinin olmadig gozlenmistir.

Dort haftalik deney siiresince; kadmiyumun segilen giinlere bagli olarak
karacigerde meydana getirdigi hasar iizerinde, selenyumun nasil bir etki yapacagini
belirlemek amaciyla kadmiyum+selenyum grubu olusturuldu. Calismamizda kadmiyum
ile birlikte selenyum uyguladigimiz gruplarda, kadmiyum gruplarinda gozlenen
degisikler kadar belirgin degisiklikler gozlenmedi. Selenyumun, kadmiyumun neden
oldugu hasarlar iizerinde koruyucu etkiye sahip oldugunu kanitlayan cesitli calismalar
bulunmaktadir. Newairy ve ark., (2007) tarafindan yapilan bir ¢calismada, intraperitonal

olarak uygulanan selenyumun, kadmiyuma bagh karaciger hasar iizerinde koruyucu
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etkisinin oldugu gosterilmistir. Ayrica Jihen ve ark., (2008) tarafindan yapilan bir
calismada da selenyumun kadmiyumun karacigerde olusturdugu oksidatif strese karsi

koruyucu etkiye sahip oldugu bildirilmistir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Calismamizda kadmiyumun organ iizerine spesifik etkisi arastirilarak, bu agir
metalin etki mekanizmasi1 anlasilmaya calisilmistir. Bu dogrultuda elde ettigimiz
sonuglarin ve bulgularin 1s181inda, kadmiyumun serbest radikal salinimini indiikleyerek
karacigerde meydana getirdigi oksidatif hasari, serbest radikal siipiiriiciisii etkilerinin de
oldugu bilinen selenyumun azalttigini soyleyebiliriz.

Kadmiyum ve antioksidan olarak etkilerini arastirdigimiz selenyumu ayr1 ayr1 ve
birlikte vererek yaptigimiz calismada, kadmiyumun serbest oksijen radikallerinin
salintmini1 uyararak dokularda histopatolojik degisikliklere neden oldugu diisiiniilebilir.
Kadmiyum ve antioksidan olarak verilmis selenyumun antioksidan 6zelliginden dolayi,
kadmiyumun neden oldugu serbest oksijen radikallerini siipiirdiigli, bu nedenle de
histolojik olarak karacigerde kadmiyumun meydana getirdigi hasart azalttig
sOylenebilir.

Kadmiyumun dokular iizerinde olusturdugu molekiiler ve histolojik degisiklikler
ve selenyumun bu etkiler lizerinde nasil bir rol oynayabilecegi bu maddelerin farkli
kombinasyonlar1 uygulanarak, farkli deney hayvanlar iizerinde yapilacak ¢aligmalarla

desteklenebilir.
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