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Bu c¢alismada, talyum toksisitesinin neden oldugu oksidatif strese karsi
metallotioneinlerin etkileri sigan karacigerinde incelenmistir. 200-250 g agirhigindaki
erkek Wistar cinsi siganlar; kontrol, talyum (32 mg/kg) toksisitesine maruz birakilmis,
metallotionein (1 ve 2.5 mg/kg) uygulanmis-talyum (32 mg/kg) toksisitesine maruz
birakilmis ve metallotionein (1 ve 2.5 mg/kg) uygulanmis hayvanlan icerecek sekilde 6
grup olarak calisilmistir. Deneylerde biyokimyasal ve histopatolojik teknikler
kullanilmigtir. Karaciger dokusundaki talyum konsantrasyonlart ve toplam protein
diizeyleri olciilmistiir. Toplam glutatyon seviyeleri belirlenmis, lipid peroksidasyonunun
bir belirteci olarak malondialdehit seviyeleri Olgiilmiistiir. Lipid peroksidasyonu
bulgularmi desteklemek ve oksidatif stresi belirleyebilmek amaciyla, reaktif oksijen
tirevleri seviyesinin bir belirteci olarak, hidrojen peroksit seviyeleri Olciilmiistiir.
Antioksidan enzimlerden siiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz’in aktiviteleri
belirlenmistir. Dokulardaki siiperoksit dismutaz enzim diizeyleri, enzim aktivitesi
sonuglarii desteklemek amaciyla immunohistokimyasal olarak da tespit edilmistir.
Histopatolojik caligmalar 151k ve elektron mikroskobik seviyede gergeklestirilmistir.

Sonuglar, metallotioneinlerin talyumu baglamak yoluyla hiicre i¢i serbest talyum
konsantrasyonunu azaltarak, talyum ve siilthidrilce zengin protein etkilesimlerini
onleyerek ve hiicrede serbest radikallerin yakalayicisi olarak gorev yapmak yoluyla
hiicrelerin antioksidan kapasitesini arttirdigini ortaya koymaktadir. Artan antioksidan
kapasite sayesinde, lipid peroksidasyonu azalmakta ve hiicredeki =zarli yapilar
korunmaktadir.

Hem biyokimyasal hem de histopatolojik bulgular metallotioneinin 2.5 mg/kg
dozunda talyum toksisitesi ile meydana gelen oksidatif strese bagli hiicre ve doku
hasarmin Onlenmesinde etkili oldugunu ortaya koymaktadir. Bu ¢alisma ile talyum,
metallotionein ve hiicrenin baslica antioksidan bilesenleri arasindaki in vivo etkilesimler
ilk defa ortaya koyulmaktadir.
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In the present study, effects of metalllothioneins against the oxidative stress as a
result of thallium intoxication were investigated on rat liver. Male wistar rats weighing
200-250 g were studied in 6 groups including control, thallium (32 mg/kg) intoxicated,
metallothionein (1 and 2.5 mg/kg) administrated-thallium (32 mg/kg) intoxicated and
metallothionein (1 and 2.5 mg/kg) administrated animals. Experiments were conducted
by using biochemical and histopathological techniques. Thallium concentrations and total
protein levels in the liver tissue were determined. Changes in the levels of total
glutathione were determined and malonedialdehyde levels as an indicator of lipid
peroxidation were measured. Hydrogen peroxide levels, as a marker of reactive oxygen
species, were measured to support lipid peroxidation findings and to determine oxidative
stress. Activities of antioxidant enzymes, superoxide dismutase and glutathione
peroxidase were measured. Superoxide dismutase enzyme levels were also determined
immunohistochemically to verify the enzyme activity results. Histopathological
examinations were conducted on light and electron microscopic levels.

The results showed that metallothionein increases the antioxidant capacity of
cells by decreasing the levels of intracellular free thallium, preventing the interactions
between thallium and sulfhydril-rich proteins and serving as a scavenger of reactive
oxygen species inside the cells. Increased antioxidant capacity results in a decrease in
lipid peroxidation and conservation of membranous structures of the cell.

Both biochemical and histopathological findings of this study showed that
metallothionein at 2.5 mg/kg dose is effective on preventing the cellular and tissue
damage caused by oxidative stress in thallium intoxication. In this study in vivo
interactions between thallium, metallothionein and antioxidant components of the cell
were exhibited for the first time.
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1. GIRIS

Agir metaller ve metalloidlerin neden oldugu toksisite, reaktif oksijen
tiirevleri olusumunu ve oksidatif stres reaksiyonlarni kapsamaktadir. Ozel
kosullar altinda, bu ajanlar biyolojik sistemlerde ¢oklu doymamis yag asitlerinin
peroksidasyonuna neden olan reaksiyonlar1 indiiklemektedir. Endojen
antioksidanlarin, reaktif oksijen tlirevlerinin neden oldugu hiicresel hasara karsi
bir savunma sistemi olusturduklar1 bilinmektedir. Bu sistemin temel bilesenleri
rediikte glutatyon (GSH), siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz
(GSH-Px)’dir. Canlilar tarafindan tiiketilen oksijenin yaklasik olarak % 4-5 gibi
bir boliimii siiperoksit anyonlarini olusturmaktadir ve bu anyonlar SOD
tarafindan kolaylikla hidrojen peroksit (H»O,) ve tekil oksijen radikaline
dontigtiiriliirler. Hidrojen peroksit daha sonra GSH-Px tarafindan su (H,O) ve
oksijene (O;)’e doniistiiriilmektedir. GSH-Px reaksiyonu sirasinda tiiketilen GSH
rediikte formuna glutatyon rediiktaz (GR) tarafindan doniistliriilmektedir. Buna
ragmen, reaktif oksijen ara drlinlerinin olusumu onlar1 ortadan kaldiran
antioksidan sistemlerin sinirlarinin  iizerine ¢ikarsa, oksidatif stres ortaya
cikmaktadir (Galvan-Arzate ve ark. 2005).

Metallotioneinler (MT) basta metal detoksifikasyonu olmak {izere,
antioksidan savunma mekanizmalarinda rol oynamaktadir. MT’lerin Zn ve Cu
gibi esansiyel metallerin homeostasisindeki rolleri, serbest radikal siipiiriiciisii
olarak fonksiyonlar1 ve basta kadmiyum (Cd*"), Civa (Hg”") ve kursun (Pb")
olmak iizere metal detoksifikasyonundaki rolleri yapilan cesitli ¢aligmalarda
ortaya koyulmustur. Cesitli metallere maruz kalinma sonucunda bobrek, karaciger
ve bagirsak gibi dokulardaki MT diizeylerinde dikkate deger bir artis meydana
gelmektedir. Memelilerde temel diizeyde MT’ler en yiiksek konsantrasyonda
pankreatik hiicrelerde mevcuttur. Indiiklenmis olarak ise en fazla konsantrasyon
degisimi karaciger ve bobrek hiicrelerinde belirlenmistir (Klaassen ve ark. 1999).

Memeliler iizerinde yapilan aragtirmalar sonucunda MT’lerin fizyolojik
kosullarda in vivo olarak cinko (Zn*") ve bakir (Cu’)’ a baglandiklar;; Cd*,
bizmut (Bi*"), platin (Pt*h, giimiis (Ag") ve Hg2+ ile hem in vitro hem de in vivo

olarak kompleks olusturduklari belirlenmistir. Toksik etki gosteren metallerin esit



dozlar farelere uygulandiginda en yiiksek indiiklenme metallotionein I (MT I)’de
gozlenmistir. Bu durum MT [D’in metal toksisitesinden kaynaklanan hiicre
hasarlarin1 6nlemede rol aldig1 ve metal detoksifikasyonunda biyolojik belirteg
olarak kullanilabileceginin bir kanitidir (Miles ve ark. 2000).

Son yillarda MT’lerin intraperitonal (i.p.) olarak uygulanmasinin, 6zellikle
merkezi sinir sistemi hasarlarinin tedavisine yonelik olumlu etkileri rapor
edilmistir (Chung ve West 2004). Ancak MT’ler son 40 yildir biliniyor olmalarina
ragmen fizyolojik fonksiyonlar1 halen tam olarak aydinlatilamamaistir.

Artan kullanim alan1 ve yiiksek toksisitesi goz Oniine alindinda talyum (TT)
metali, bugliniin yan1 sira gelecek icin de potansiyel bir kirlilik kaynagi olarak
gbze carpmaktadir. Daha basit maddelere boliinemediginden c¢evrede kalir.
Topraktaki, yer alti ve yeriistii sularindaki ¢ok diisiik konsantrasyonlar1 dahi
kirlilik agisindan oOnemli kabul edilmekte, baz1 bitkilerin biinyesinde
birikebilmektedir. Bu nedenle ¢esitli yollardan TI’a maruz kalmak insanlar ve tiim
canlilar acisindan giin gectik¢e kaginilmaz hale gelmektedir.

Cesitli  arastirmacilar tarafindan TI toksisitesinin neden oldugu
biyokimyasal ve histopatolojik degisikliklere yonelik sonuglar rapor edilmigtir
(Hanzel ve ark. 2005; Galvan-Arzate 2000; Leung ve Ooi 2000). Bu caligmalarda
cesitli TT bilesiklerinin i.p. uygulanmasina bagl olarak meydana gelen oksidatif
stres enzimlerinin aktivitelerindeki degisiklikler ve histopatolojik degisiklikler
agirlikli olarak rat beyin hiicrelerinde ¢alisilmistir.

Tl’un rat karaciger hiicreleri iizerinde neden oldugu patolojik ve
biyokimyasal degisikliklere karsi MT’ lerin etkilerine yonelik herhangi bir
calisma bulunmamaktadir. TI toksisitesinin memeli sistemler i{izerinde neden
oldugu hasara karsi, i.p. olarak uygulanan MT’lerin koruyucu etkilerinin
belirlenebilmesi agisindan, rat karaciger hiicrelerindeki oksidatif stresin
degerlendirilmesi ve bu hiicrelerin histopatolojik olarak incelenmesi bu

calismanin konusunu olusturmaktadir.



1.1. Talyum Metali ve Cevresel Onemi

TI 1861 yilinda Ingiliz kimyact William Crookes tarafindan kesfedilmistir.
Periyodik tabloda, 81 atom numarasi ve 204.37 atom Kkiitlesi ile grup III A
elementi olarak siniflandirilmaktadir. Bu gruba giren metaller elektropozitif olup,
atom agirliklan arttikca bazik karakterleride artis gdstermektedir. 11.83 gr/cm’
yogunlugu ile agir metal smifina girmektedir. Tl tek degerlikli [TI (I); TI'"] veya
tic degerlikli [TT (III); TI3+] olarak bulunabilir. Tek degerlikli TI iyonlar1 sulu
soliisyonlarda ii¢ degerlikli anologlarina gore daha kararlidir. Tek degerlikli TI"
iyonlar1 elektron cifti alicis1 olarak davranir ve Ozellikle inorganik ve organik
siilfiir (S), karbon (C), fosfor (P) iyonlari ile etkilesime girer. Ug degerlikli I
formlar1 tek degerlikli formlara gore daha kararli organik bilesiklerdir. TI 6zellikle
stilfat (T1,SOy), asetat (TIC,H30,) ve karbonat (TI,CO;) gibi TI (I) bilesiklerinde
toksiktir. Siilfit (TI,S) ve iodid (TII) daha az ¢oziiniirliige sahip olduklarindan
daha az toksik bilesiklerdir (Galvan-Arzate ve Santamaria 1998, Tremel ve ark.
1997).

TI dogal dagilimli bir agir metaldir. Cevrede diisiik konsantrasyonlarda
bulunmakla birlikte genis bir yayilima sahiptir. Yer kabugundaki konsantrasyonu
0.3-0.5 pg/g arasindadir. Daha basit maddelere pargalanamadigindan cevrede
kalir. TT’un tiim formlar1 canli organizmalar icin toksik olabilecek diizeylerde
suda ¢dziiniirliige sahiptir. Insanlar i¢in Hg, Cd, Pb, Cu ve Zn’ dan daha toksik
oldugu bilinmektedir. TI bilesiklerinin sudaki yiiksek ¢oziiniirliigli nedeniyle tek
degerlikli TI (TI"), cevreye kolaylikla yayilabilir. Topraktan ekinlere transfer olur
ve bitkilerde de gozlenir. Dogal olarak bulunmasinin yani sira, gevreye insan
aktivitelerinin bir sonucu olarak buhar, toz, sivi ve kati atik olarak yayilabilir
(Peter veViraraghavan 2005).

TI siilfiirik asit iiretiminde kullanilan siilfitlerin (Fe, Pb, Zn) maden
filizlerinde diislik konsantrasyonlarda mevcuttur. Cimento endiistrisinde de agiga
cikmaktadir. Oto emisyonlar1 ve fosfat giibrelerinin tarimsal amaclh kullanimu ile
cevreye yayimaktadir. Granit ve manganez nodiillerinde yiiksek oranda
bulunmaktadir. Volkanik kayalarda ve bitkilerde tespit edilmistir. Demir (Fe), Cd,

ve Zn’nun arindirma islemleri sirasinda ortaya cikmaktadir. Diislik sicaklik



termometreleri, yari iletkenler, boyalar, pigmentler, infrared spektrometreler ve
15in  sayaclariin iretiminde, yiiksek kirilma indeksi saglamasi nedeniyle
miicevher imalati, kristal ve optik lens imalatinda kullanilmaktadir. Ileri
teknolojide giin gectikge artan bir kullanim alanina sahip olmasi nedeniyle
gelecek icin de potansiyel bir kirlilik kaynagi olarak dikkat c¢ekicidir (Galvan-
Arzate ve ark. 2000).

TI" gecmiste, tiiberkiiloz ve sitma ile miicadelede klinik amaclarla, ayrica
tily dokiicii olarak kullanilmustir. Radyoaktif bir TI bilesigi olan TI" 201-kloriir
giinimiizde miyokard perfiizyon goriintiileme testlerinde, hastalara intravenoz
(i.v.) enjeksiyonla uygulanmaktadir. Son 30 yildir TI'-201 ile miyokard
goriintiilemesi, perflizyon ve sarkolemmal membran biitiinliiglinde ve sonucta
miyokard canliliginin degerlendirilmesinde klinik olarak énemli bir yontem olarak
kabul edilmektedir. TI'-201’in melanom metastazinin belirlenmesi amaciyla
kullanilmas1 tiptaki bir baska uygulama alanidir (Rettenbacher ve ark. 1998;
Turgut ve Erselcan 2002).

Diinya Saglik Orgiitii’niin kullanilmamas1 yoniindeki uyarisina ragmen, TI
tuzlar1 pek c¢ok iilkede insektisit (bocek oOldiirlicii) ve rodentisit (kemirgen
Oldiirticii) olarak kullanilmaktadir. 1973 yilinda Diinya ¢apinda yillik yaklagik 15
tonluk TT iiretiliyor olmasinin yani sira 2000-5000 ton TI endiistriyel islemler
sirasinda ¢evreye salinmaktadir (Galvan-Arzate ve Santamaria 1998; Leung and
Oo0i 2000).

TI mesleki nedenlerle ve kaza sonucunda zehirlenmelere neden
olmaktadir. Viicutta herhangi bir miktarda tespit edilmesi normal dis1 bir
durumdur. Endiistriyel olarak maruz kalinarak zehirlenmeye yonelik bazi vakalar
bilinmektedir. Cesitli endiistrilerin yan1 sira, Ozellikle ¢imento ve tugla
fabrikalarinda atik olarak ortaya ¢iktig1 ve tarimsal alanlar kirlettigi belirlendikten
sonra TI cevresel bir kirletici olarak giderek daha fazla 6nem kazanmistir
(Galvan-Arzate ve Santamaria 1998, Galvan-Arzate ve ark. 2005, Leung ve Ooi

2000; Peter ve Viraraghavan 2005).



1.2. Talyum Metalinin Toksik Mekanizmasi

Tl memelilerdeki letal dozu (LDsp) 5-70 mg/kg viicut agirligi arasinda
degismektedir. Galvan-Arzate ve ark. (2000) tarafindan siganlarda LDsy 32 mg/kg
i.p. olarak belirlenmistir. Akut TI toksisitesine maruz kalmis insanlarda kusma,
diare, sa¢ dokiilmesi, kardiovaskiiler bozukluklar, merkezi sinir sistemi hasar1 ve
depresyon gibi semptomlar ortaya ¢ikmaktadir. TI toksisitesinin etkileri, sinir
sistemi, akcigerler, kalp, karaciger ve bobrekler iizerinde gozlenmektedir. Bu
etkiler ozellikle sinir hiicreleri, bobrekler ve karacigerdeki patolojik bulgular
olarak go6zlenmistir. Kronik zehirlenmede go6zlenen belirtiler ise, basagrisi,
abdominal yaralar, sa¢ ve viicut killarindaki doékiilmelerdir. TI’un mutajenik
(mutasyon olusturan), karsinojenik (kansere neden olan) veya teratojenik
(dogumsal hasara neden olan) etkileri bulunmamaktadir (Dmowski ve ark. 1998;
Leonard ve Gerber 1997; Peter veViraraghavan 2005; Tsai ve ark. 2006).

Tl viicuda solunum yoluyla, ag1z yoluyla, dermal yolla veya damar yoluyla
almabilir. Diger bir¢ok metalin viicut disina atiliminda oldugu gibi, karacigere
gelen TI iyonlarinin biiylik bolimi safrayla birlikte ince bagirsaga, oradan da
kalin bagirsaga verilerek diski yoluyla atilirlar. Yaklasik % 35°1ik bir boliimii ise,
bobrekler yoluyla disa atilir. Her iki yollada atilim sirasinda bazi geri emilimler
gerceklesmektedir. Geri emilim yoluyla hiicrelere giren TI, glutatyona (GSH) ve
MT’lere baglanarak uzaklastirilir (Moore ve ark. 1993). TI'un viicuttaki dagilimi
ve viicut disina atilimi Sekil 1.1° de gosterilmektedir.

Tl metali hiicrelerde, diger agir metaller gibi, proteinlerin siilthidril
gruplarina ve mitokondri membranlarina baglanarak, enzim reaksiyonlarini inhibe
etmektedir. Riboflavin ve riboflavin yapili ko-faktorler ile iliski kurdugu, bu
sayede hiicresel solunumu inhibe ettigi ayrica kalsiyum homeostasisini etkiledigi
diisiiniilmektedir. TI" 6zellikle hiicrelerdeki potasyum (K) bagimli islemlere
karigmaktadir. Herikisi de tek degerlikli iyonlar olmalar1 ve benzer iyonik kuvvete
sahip olmalar1 nedeniyle TI" hiicre i¢i islemlerde ve hiicre icindeki birikimi
acisindan K’un tek degerlikli iyonunu (K") taklit edebilmekte, (Na'/K")-ATP az’a
bagl islemlerde K" gibi davranmaktadir. TT"un tavsan bobreginde (Na'/K")-ATP
az'na K™a oranla 10 kat daha fazla ilgi gostermektedir. Tek degerlikli



katyonlarla aktive olabilen piriivat kinaz, ATP az, aldehit dehidrojenaz gibi
enzimlerin  aktivasyonunda Kun yerine gecerek inhibisyona neden
olabilmektedir. Bu yolla 6zellikle hiicredeki membranli yapilar iizerinde hasar
meydana getirerek ¢esitli hiicresel fonksiyonlarin zarar gormesine neden

olmaktadir (Galvan-Arzate ve Santamaria 1998).

Karaciger
Agiz yoluyla alim Safra’
\ AL
. _ <= < Diger vucut
Sindirim sistemi - Kan - bélgeleri
Disk
19Kt Bobrek
idrar

Sekil 1.1. Talyum metalinin viicuttaki dagilimi ve viicut digina atilimi1 (Moore ve ark. 1993)

1.3. Metallotioneinler

MT’ ler ilk olarak Margoshes ve Vallae (1957) tarafindan at bobreginde
Cd baglayict bir protein olarak tanimlanmis, daha sonra Kégi ve Vallee (1960)
tarafindan saflastirilarak karakterize edilmistir. MT’ler sitozol ve cekirdekte
bulunan, hiicre disinda da tanimlanmis olan enzimatik olmayan diisiik molekiiler
agirlikli (6-7 kDa) sisteince zengin metal-baglayict proteinlerdir (Lynes ve ark.
2006). Hayvanlar aleminde, yiiksek bitkilerde, 6karyot mikroorganizmalarda ve
pek c¢ok prokaryotta mevcuttur. MT genleri cesitli fizyolojik ve toksikolojik
uyaricilar tarafindan indiiklenmektedir. MT deki sisteinler tiirler boyunca tam
olarak korundugundan, sisteinlerin MT’lerin fonksiyonu i¢in kesin olarak gerekli
oldugu ve MT lerin yasamsal 6éneme sahip molekiiller olduklar1 diisiiniilmektedir.
MT’lerin 6zellikle grup I b ve II b gecis metallerine yiiksek affinite gosterdikleri
bilinmektedir. Ozellikle Zn ve Cu homeostasisini diizenleyici ve cesitli metallerin

yiksek dozlarindaki toksisitelerini Onleyici 0Ozellikleriyle MT’ler, metal



homeostasisi ve detoksifikasyonunda rol oynamakta, ayrica serbest radikal
stipiirticlisii  olarak gorev yapmaktadirlar. MT’ler yiiksek metal igerikleri,
alisilmisin disindaki biyolojik yapilari, hizli metal transferi yapabilmelerini ve
metal-diizenleyici 6zellik gosterebilmelerini saglayan yiiksek derecedeki kinetik
ozellikleri ile diger tim metalloproteinlerden ayrilmaktadirlar (Kagi 1991; Miles
ve ark. 2000).

1.3.1. Metallotioneinlerin Yapisi

MT’lerin kendi aralarindaki cesitlerine gore ve tiirden tiire aralarinda
farklilik olsa da sekans ve homolojide benzerlik gosterirler. Yapilar1t x-1gin1
kristalografi ve NMR spektroskopi ¢aligmalar1 ile aydinlatilmistir. MT’ler, N-
terminalinde asetilmetionin, karboksil terminalinde ise siklikla alanin igeren tek
zincirli polipeptitlerdir. Primer yapilarinda yiiksek lizin ve serin igerigine
sahiptirler. Hemem hemen Tiim MT’ler karakteristik cys-x-cys, cys-x-y-cys ve
cys-cys sekanslarma sahiptir. Bu dizilerde x ve y sistein haricindeki diger
aminoasitlerdir. MT’ler histidin aminoasitinden ve aromati aminoasitlerden
yoksundurlar. Birincisi 11 ikincisi 9 adet olmak iizere toplam 20 adet korunmus
sistein kalintisina sahip iki alt birimden olusan, 61-62 aminoasitlik
polipeptitlerdir. Her 20 sistein i¢in metal-tiolat kiimelerini olusturan 7 adet
bivalent iyon mevcuttur. Bu sayede MT’ler 7-10 g atom metal/mol MT olmak
lizere yapilarina metalleri baglayabilmektedirler. Metal kompozisyonu tiire,
dokuya, gelisim kademesine ve organizmanin metale maruz kalma diizeyine gore
degisiklik gostermekle birlikte memelilerde MT’lere dominant olarak Zn’nun
bagl oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte, iki alt kiimenin de metallere karsi
ilgisinde dikkate deger bir farklilik vardir. Metallerle etkilesimleri ve tim
biyolojik fonksiyonlarinin agirlikli olarak merkaptid baglarimin (siilfiir-metal
baglar1) kimyasal yapisiyla ilgili olarak gerceklesen reaksiyonlara bagli olarak
gergeklestigi  bilinmektedir (Altuner 2005; Boulanger 1983; Hidalgo 2001;
Klaassen ve ark. 1999; Miles ve ark. 2000; Suzuki ve ark. 2002). MT’in sematik
yapisi Sekil 1.2°de gosterilmektedir.



Zn 3 Kiimesi Zn 4 Kiimesi

Sekil 1.2. Metallotioneinin sematik yapisi (Fischer ve Davie 1998)

1.3.2. Memelilerdeki MT izoformlar

Yapisal ozelliklerine gore MT’ler cesitli ailelere ayrilirlar. Ilk olarak
tanimlandiklar1 at bobregindeki M T ler ile benzerlikleri goz Oniine alinarak, Sinif
I MT’ler yiiksek derecede korunmus sistein kalintilarina sahip polipeptitlerdir ve
memeli MT’lerini de igerisinde bulunduran smiftir. Smif II MT’ler at
bobregindeki ile karsilastirildiginda daha az oranda korunmus sistein kalintisina
sahiptirler. Sinif III MT’ler ise, yalnizca bitkilerde ve bazi mikroorganizmalarda
bulunur. Translasyonel olarak sentezlenmeyen metal-tiolat polipeptitlerdir (Kagi
1991).

Memeli MT’leri MT-1, MT-2, MT-3 ve MT-4 olmak tzere dort alt
gruptan olusmaktadir. MT-1 ve MT-2 izoformlar1 yiikk bakimindan farklilik
gosterir ve farkli dokularda en yaygin olarak ifade edilmekle birlikte karaciger,
pankreas ve bobrekte daha fazla bulunduklar1 bilinmektedir. MT-3 temel olarak
beyin dokusunda mevcuttur. Son yillarda iireme ile ilgili dokularda, mide ve
kalpte de ifade edildigi ortaya koyulmustur. MT-4 ise epitelyum hiicrelerinde
sentezlenmektedir (Miles ve ark. 2000).



1.3.3 Metallotioneinlerin Fonksiyonlari

1.3.3.1. Esansiyel Metallerin Homeostasisindeki Rolleri

Apo-MT (Herhangi bir metalle baglanma yapmamis olan MT) serbest
stilthidril guruplarinin Zn’ ya olan yiiksek ilgisi nedeniyle iyi bir Zn alicisidir.
Bununla birlikte, birtakim degisim reaksiyonlariyla Zn, MT’ den bagka proteinlere
aktarilabilir. Siilthidril guruplarimin Zn’ ya olan ilgisi MT’i etkili bir iyon
siiptiriicisii  yapar. Gelisim ve protein sentezi sirasinda Zn absorbsiyonu
yapabilmesi, ¢esitli enzimler ile transkripsiyon faktorleri icin Zn vericisi olarak
gbrev yapmasi nedeniyle MT’in Zn homeostasisi i¢in yagamsal bir éneme sahip
oldugu disiiniilmektedir (Klaassen ve ark. 1999). Son yillarda yapilan
arastirmalarda, GSH ve GSSG (rediikte ve okside glutatyon) gibi redoks
molekiillerinin de Zn bagli MT’ den (Zn-MT) Zn salinnmini diizenledigi ortaya
cikarilmistir. Bu baglamda, tiolat ligandlarinin oksidasyonu proteinden metal
salimimina neden olmaktadir (Vasak 2005). Normalden fazla MT sentezleyebilen
transgenik farelerin Zn eksikligine karsi daha direngli olduklari goriilmiistiir
(Dalton ve ark. 1996).

Cu metali Cu/Zn Siiperoksit dismutaz ve sitokrom ¢ oksidaz gibi bir¢cok
enzimin yapisal ve katalitik dzellikleri icin yasamsal bir éneme sahiptir. Ozellikle
karacigerde bakir birikimine neden olan Wilson hastaligina sahip bireyler ve
hayvan modeller iizerinde yapilan ¢aligmalar MT’in karacigerdeki en énemli Cu-
baglayict protein oldugunu ortaya koymustur. Cu’ 1 yiiksek dozlarinda olusan
toksik etkisine karst MT’lerin koruyucu etki gosterdikleri belirlenmistir. Fetusta
Cu eksikligine neden olan Menkes hastaligina sahip bireyler ve hayvan modeller
tizerinde yapilan ¢alismalarda ise MT’in yasam siliresinin uzamasina etki ettigi
belirlenmistir. Bu sayede MT’nin Cu’in viicuttaki normal biyolojik aktivitesini
diizenleyici rol oynadig1 ortaya koyulmustur (Klaassen ve ark. 1999; Nartey ve

ark. 1987; Suzuki ve ark. 2002).
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1.3.3.2. MT’lerin Metal Detoksifikasyonundaki Onemi

Yapilan pek cok calismada, metallerin toksik olmayan diisiik dozlarina
maruz kalmanin daha yiiksek toksik dozlarina karsi bir tolerans sagladigi
belirlenmistir. Siganlarda diisiik dozda Cd uygulamasindan sonra Cd’un yiiksek
konsantrasyanuna karsi olusan toleransin karaciger MT konsantrasyonu ile dogru
orantili oldugu belirlenmistir (Klaassen ve Liu 1997). Diisiik dozda uygulanan Cd,
Zn gibi metaller MT sentezini indiiklemektedir. Bazi metaller MT’ lere baglanip,
sentezini indiiklerken, bazilarinin sentezini indiikledigi fakat MT ile in vivo olarak
baglanma yapmadiklar1 bilinmektedir. Kursun gibi bazilarimin ise, MT’lere
baglanmanin ve indiiklemenin yani sira hiicre igerisinde detoksifikasyonlarini
saglayan baska proteinlere de baglandiklar1 veya sentezlerini indiikledikleri
bilinmektedir (Miles ve ark. 2000).

Metal detoksifikasyonunda MT indiiklenmesinden bir 6nceki basamakta
GSH savunma mekanizmas1 yer almaktadir. Bunun yani sira MT’lerin metal
detoksifikasyonundaki aktivitesini GSH ve GSSG varliginda ger¢eklesen MT’den
Zn’nun saliniminin etkiledigi diisiiniilmektedir. (Davis ve Cousins 2000; Kang
1999). Bu sayede Zn, in vivo olarak MT’e baglanabilen metallerle yer
degistirebilmektedir. Serbest Zn’nun mikrozomal oksidasyonlar1 dnleyerek lipid
peroksidasyonunu o6nledigi ve biyolojik membranlarin stabilitesini sagladigi
bilinmektedir. MT’ ler Zn ile birlikte metallerin hiicre i¢erisine alinimini azaltarak
da metallerin toksik etkilerini azaltabilirler (Cagen ve Klaassen 1979).

Farkli metallerin toksik dozlarmin kiiltiirdeki fare hepatosit hiicreleri
lizerine uygulandigi bir calismada, en fazla indiikklenmenin MT-I genlerinde
gerceklestigi gozlenmistir. Bu nedenle MT-I’in metal toksisitesinin 6nlenmesinde

onemli bir rol oynadig diisiiniilmektedir (Durnam ve Palmiter 1984).

1.3.3.3. Metallotioneinlerin Antioksidan Savunma

Mekanizmalarindaki Onemi

Metaller tarafindan indiiklenmelerinin yani sira MT’ler etanol, parakuat,

tert-butil hidroperoksit gibi kimyasallar ve agir egzersiz, soguga maruz kalma gibi
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nedenlerle de indiiklenebilmektedir. MT sentezinin indiiklenmesinin hiicrelerin
serbest radikal hasarina kars1 duyarliliklarini azalttigi goriilmiistiir (Ghoshal ve
ark. 1998). MT’lerin hidroksil radikalleri i¢in birinci derecede hedef molekiiller
oldugu bilinmektedir. Bunun yani sira in vitro g¢alismalar MT’lerin hidrojen
peroksit, siiperoksit anyonu, ve peroksil radikali ile de reaksiyona girebildiklerini
ortaya koymaktadir (Miles ve ark. 2000). HL-60 hiicreleri ile yapilan bir
calismada, H,O,’in MT’ lerdeki tiolat guruplarna karsi ilgisinin, GSH’ daki
stilthidril guruplarina oranla daha fazla oldugu belirlenmistir (Quesada ve ark.
1996). MT, reaktif oksijen tiirevleri toksisitesinden birinci derecede sorumlu olan
hidroksil radikalini GSH’a oranla 300 kez daha fazla yakalama kapasitesine
sahiptir. MT’deki tiim tiol gruplar1 metallere baglansa bile, molekiiliin metallere
ve reaktif oksijen tlirevlerine karsi reaktivitesi devam eder (Kondoh ve ark 2003;
Min ve ark 2005, You ve ark. 2002). Irato ve ark. (2001) c¢alismalarinda
makrofajlarda kimyasal olarak stimiile edilen siiperoksit anyonu {iretimine karsi
Cd ile indiiklenen MT’in etkilerini aragtirmig; MT indiiklemesi yapilan hiicrelerde
stiperoksit anyonunun miktarmin azaldigini, bununla birlikte MT diizeyinde de
azalma oldugunu belirtmislerdir.

Hiicre dis1 MT ’in lenfosit sayisindaki artis1 indiikledigi bilinmektedir. Bu
sayede bir immiin cevap olusturmak yoluyla da hiicrelerin metal toksisitesine

kars1 direncini arttirabilirler (Lynes ve ark. 1993).

1.3.4. Metallotioneinlerin Hiicresel Yikimi

In vitro ¢aligmalar MT’lerin yikiminmn agirlikli olarak lizozomlarda
katepsin B ve katepsin L enzimleri ile gerceklestigini ortaya koymaktadir. Bir
kisim yikim reaksiyonu ise sitoplazmada bulunan proteazlar tarafindan
gerceklestirilir. Metal-bagli MT lerin yar1 6mrii apo-MT’lere gore daha uzundur.
Bu nedenle MT’lerin yar1 omrii bagli bulunduklari metale gore degisiklik
gostermektedir. In vitro olrak pH’m azaltilmast MT’den metal salinimini
arttirmaktadir. Lizozomlarin 3.6-5 arasinda degisen pH aralifinda MT bagh
bulundugu metalden ayrilmaktadir. Lizozomlarda yikimi1 gergeklestirilen

MT’lerin hiicre tarafindan kullanilabilir bilesenleri, yeniden sitoplazmaya
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verilmektedir. Hiicre tarafindan kullanilamayan bilesenler ise ekzositoz ile hiicre
disina atilir ya da zarla kaph artik cisim adi verilen yapilar seklinde hiicrede
kalirlar. Bu artik cisimler zamanla lipofuksin adi verilen pigment birikimlerini

olustururlar (Miles ve ark 2000).

1.4. Reaktif Oksijen Tiirleri ve Lipid peroksidasyonu

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), ylikseltgenme-indirgenme ve elektriksel
uyarilmanin farkli basamaklarindaki siiperoksit anyonu radikali (O,7), H,O,,
hidroksil radikali (HO®), hidroklorik asit (HOCI), nitrik oksit (NO") ve
peroksinitrit (ONOQO") gibi oksijen iceren hidrojenli, klorlu ve azotlu bilesikleri
temsil eder. O,”, HO" ve NO' gibi bazilar1 serbest radikallerdir. Serbest radikaller
bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron igeren (* ile sembolize edilir) atom
veya molekiillerdir. Serbest radikaller biyomembranlardaki doymamis lipidler,
proteinler ve niikleik asitler gibi hiicresel bilesenlerle reaksiyona girerek oksidatif
hasara neden olabilirler. Hidroksil radikali (HO") bilinen en reaktif radikaldir.
H,O, , HOCI ve ONOO™ gibi endojen prooksidanlarda HO® olusumu ile
sonuglanan parcalanma reaksiyonlarina girebildiklerinden dolay1 canli hiicreler
i¢in potansiyel olarak zararl sayilabilecek molekiillerdir.

H,0,, H,O’ya detoksifiye edilmezse metal (demir) ile katalize olan Haber-
Weiss ya da Fenton reaksiyonlari sonucunda HO™ meydana gelebilir. HO™ son
derece reaktif ve kisa dmiirlii bir molekiil oldugundan, biyolojik membranlarda

lipid peroksidasyonunu baslatma potansiyeline sahiptir.

H,0,+Fe™? — HO'+ OH +Fe™ (Fenton reaksiyonu)

H.0,+ 0, — HO + OH + O, (Haber-Weiss reaksiyonu)
HOCl+ 0," — HO +ClI'+ Oy

NO"+ 0,”— ONOO — ONOOH — HO" + NO;’



13

Canli hiicrelerde HO', 6zellikle membran fosfolipidlerindeki ¢oklu doymamis yag
asitlerine (PUFA) ilgi duymaktadir. HO® PUFA zincirindeki karbon atomlarinin
birinden hidrojen ¢ikararak su olusturur.

LH+HO — H,0+L’

Lipid-Karbon merkezli alkil radikali (L"), bir molekiil oksijenle birleserek
peroksil radikalini olusturur (LO,").

L'+ 0O, — LO,

Peroksil radikali diger PUFA alkillerine karsi reaktivite gdostererek
onlardan hidrojen koparir. Bu reaksiyon sonucunda peroksil radikali agiga ¢ikan
hidrojeni yapisina alarak lipid hidroperoksitlerini olusturur. Ayrica yeni bir lipid

alkil radikali meydana gelir.

LO,” + LH — LOOH + L’

LOOH olduk¢a kararsiz bir molekiildiir. Parcalanarak PUFA ile
reaksiyona girebilecek ve lipid-karbon merkezli radikali yeniden olusturabilecek

ikincil bir lipid alkoksil radikali meydana getirir.

LOOH — OH + LO’
LH+LO"—-LOH + L

LOOH yikimi malondialdehit ve 4-hidroksinoneal gibi ¢ok sayida
sitotoksik iirlinlin olusumuna da neden olmaktadir. Lipid radikalleri sitotoksik
aldehitlerdir. Membran proteinlerine zarar verebilmekte, reseptorleri ve membrana
bagli enzimleri inaktive etmektedirler. Lipidlerden arasidonik asit metabolizmasi
sonucu serbest radikal iiretimine “enzimatik lipid peroksidasyonu”, diger
radikallerin sebep oldugu lipid peroksidasyonuna ise, “non-enzimatik lipid

peroksidasyonu” adi verilir.
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Lipid peroksidasyonu g¢esitli serbest radikal kaynaklarinin yani sira,
metallerin varliginda da artig gosterir. Bu metaller redoks katalizorii olarak gorev
yaparlar. Siiperoksitin ve hidrojen peroksitin daha gii¢lii oksidanlara doniisiimiinii
katalize ederler.

Lipid peroksidasyonu, toplayict reaksiyonlarla sonlandirilamazsa,
otokatalitik yayilma reaksiyonlariyla devam etmektedir. Siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzimleri gibi
antioksidan enzimler de, hidroksil radikalinin hiicrelerdeki birikimini &nleyerek
serbest radikal olusumuna bagl lipid peroksidasyonunu 6nleyebilmektedirler.

Lipid peroksidasyonunun baslangi¢ reaksiyonlart 3 mekanizma ile
gerceklesmektedir.

Birincisi UV, iyonize radyasyon ve kimyasal etkenler gibi dis kaynakli
faktorlerin neden oldugu enzimatik olmayan mekanizmadir. Yari-enzimatik olan
ikinci mekanizma, mitokondriyal ve mikrozomal elektron transport zincirlerindeki
NAD(P)H bagiml oksidazlar tarafindan olusturulan O, nin neden oldugu ve non
enzimatik olarak devam eden lipid peroksidasyonudur. Son olarak lipid
peroksidasyonu tamamen enzimatik olabilir. Arasidonik asite okside olan hem
(hemoglobinde bulunan demirli porfirin proteini) iceren siklooksijenazlar ve
demir iyonu iceren lipooksijenazlar tarafindan yiiriitiilen ve serbest radikal

olusumuyla sonuglanan reaksiyonlar ger¢eklesmektedir (Tomasi 2003).

1.5. Antioksidan Mekanizmalar

ROS olusumu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 dnlemek i¢in viicutta
¢esitli savunma mekanizmalar1i olugsmustur. “Antioksidan savunma sistemleri”
veya “antioksidanlar” olarak bilinen bu mekanizmalar peroksidasyon zincir
reaksiyonlarin1 engelleyerek ve/veya reaktif oksijen tiirlerini toplayarak lipid
peroksidasyonunu inhibe ederler. Endojen antioksidanlardan olusan savunma
sisteminin temel bilesenleri GSH, SOD ve GSH-Px’ dir. Reaktif oksijen
tirevlerinin  metabolizmas1  ve inaktivasyonundaki  hiicresel = savunma

mekanizmalar1 Sekil 1.3’te gosterilmektedir.
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Sekil 1.3. Reaktif oksijen tiirevlerinin metabolizmast ve inaktivasyonundaki hiicresel savunma

mekanizmalar1 (Plaa ve Hewitt 1998)

1.5.1. Glutatyon

Sekil 1.4. Glutatyon molekiiliiniin kimyasal yapisi

Tiol 1iceren bilesikler kolaylikla okside ve rediikte formlara
doniisebilmeleri nedeniyle c¢esitli biyokimyasal reaksiyonlarda yasamsal bir
oneme sahiptirler. Glutatyon, karacigerde, genetik bilgiye ihtiya¢ duyulmadan
sentezlenen, glutamik asit, sistein ve glisin aminoasitlerinden olusan bir
tripeptiddir. Biyolojik dokularda Glutatyon’un temel olarak rediikte formunda
bulundugu bilinmektedir. GSSG, glutatyon Rediiktaz (GR) enzimi sayesinde
kolaylikla GSH’a doniisebilir (Hissin ve Hilf 1976).

Hiicre i¢indeki diisiik molekiil agirlikli protein olmayan tiollerin en az

%90’1m1 GSH olusturmaktadir. Karacigerdeki GSH konsantrasyonu ise, yaklasik



16

olarak bobreklerdekinin iki, akcigerlerdekinin ise {i¢ katindan daha fazladir (Plaa

ve Hewitt 1998).

sistein
glutamik asit, ATP
Mg ++
glutamilsistein

K* sentetaz

ADP, Pi

glisin, ATP glutatyon ADP, Pi
4 sentetaz/’
glutamilsistein » glutatyon

Sekil 1.5. Glutatyon sentez yolu

Glutatyon, canlilarda ¢esitli kimyasallarin biyoaktivasyonu sonucu ortaya
cikan veya molekiiler oksijenin metabolize edilmesiyle olusan hiicresel hasarlarin
Onlenmesinde rol alan baslica koruma sistemidir. Cesitli bilesiklerin ve
metabolitlerinin elektrofilik merkezlerini enzimatik ve kimyasal mekanizmalar
yoluyla tioeter baglarina ¢evirirken ayni zamanda da hidroperoksitlerin glutatyon
peroksidaz bagimli yikiminda kofaktor olarak gérev yapmaktadir. GSH serbest
radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara kars
korur. Proteinlerdeki —SH guruplarini rediikte halde tutar ve bu guruplar
oksidasyona kars1 korur. Boylece fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin
inaktivasyonunu engeller. GSSG protein siilfhidrilleri ile yer degistirerek protein-
glutatyon karisimi  disiilfitleri  olusturabilir. Aminoasitlerin membrandan
transportunu saglar. % 15-20 oranindaki bir GSH eksikligi, toksik maddeler ve
metabolitlerinin yaratacagi hasara karsi hiicreleri savunmasiz birakarak hiicre

hasar1 ve 6liimiine neden olabilir (Akkus 1996; Pompella 2002).
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GSSG + Protein-SH < Protein-SSG + GSH
Glutatyon molekiiliiniin kimyasal yapis1 Sekil 1.4°te, glutatyon sentez yolu

ise Sekil 1.5’te gosterilmistir.

1.5.2. Siuiperoksit Dismutaz

Stiperoksit (O,") oksijenin indirgenmesi sonucu ortaya ¢ikan bir serbest
radikaldir. Siiperoksite karsi, viicuttaki temel enzimatik koruyucu siiperoksit
dismutaz enzimidir (SOD; EC1.15.1.1). SOD’lar siiperoksitin hidrojen peroksit ve
molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizleyen metalloenzimlerdir. Reaksiyon

asagidaki sekilde gerceklesir.

SOD
20,"+2H" — H,0,+0,

Enzimin fizyolojik fonksiyonu oksijeni metabolize eden hiicreleri
stiperoksit serbest radikallerinin zararli etkilerinden korumaktir. Boylece lipid
peroksidasyonunu inhibe eder. SOD’in 4 izoformu bulunmaktadir. Bakir-Cinko
SOD (Cu/Zn-SOD), manganez SOD (Mn-SOD), ekstraseliiler SOD (EC-SOD) ve
demir SOD (Fe-SOD). Cu/Zn SOD okaryotlarda bulunur ve temel olarak sitozol
ve nukleusta yer almaktadir. Fe-SOD ve Mn-SOD hem prokaryot hem de
Okaryotlarda mevcuttur. Mn-SOD mitokondrilerde yer alan tetramerik bir
enzimdir. Fe-SOD memelilerde goriilmez. EC-SOD ise hem prokaryot hemde
okaryotlada mevcut olup, memelilerde de goriilmektedir ve ekstraseliiler matrikste
yer alir (Whitaker 2002).

Tilim izomerler arasinda hiicrelerde en bol bulunan izomer Cu/Zn-SOD’dir.
Yaklasik 15.600 -16.500 D molekiiler agirligindaki alt {initelerden olusan bir
dimerdir. Her bir alt iinitede bir zincir i¢i disiilfit bagi, bir asetillenmis terminal
amino grubu ile bir Cu ve bir Zn atomu igeren bir aktif blge mevcuttur. Cu'
iyonu, SOD enzim aktivitesi i¢in sarttir. Zn™ ise Cu™ ile birlikte enzim
stabilitesinin saglanmasinda gorevlidir. Cu/ Zn-SOD aktivitesi pek ¢ok dokuda

mevcut olmakla birlikte, 6zellikle karaciger ve bobrek gibi metabolik agidan aktif
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dokularda yogun olarak gozlenir. Cu/Zn-SOD enzimdeki Cu™? iyonu doniisiimlii
ylkseltgenme-indirgenme reaksiyonlar1 ile dismutasyonu katalizlemektedir

(Akkus 1996).

Enzim-Cu®*" + Oy” — Enzim-Cu’ + O,

Enzim-Cu” + O,” +2H" — Enzim-Cu' + H,0,

Net reaksiyon: O,” +0,” +2H — H,0,+ 0,

1.5.3. Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px; EC 1.11.1.9) biyomembranlar1 ve diger
hiicresel bilesenleri oksidatif hasara karsi koruyan bir selenoenzimdir. Yaklasik
85.000 D molekiil agirhiginda tetramerik yapidadir. Sitozélde bulunur ve 4 adet

selenyum atomu igerir. GSH-Px agagidaki reaksiyonlar katalizler.

GSH-Px

H,O,+2 GSH — GSSG +2 H,O

GSH-Px

ROOH +2 GSH — GSSG +2 H,O

ROOH, H,O, gibi bir hidroperoksit, tert-biitil hidroperoksit, kiimene
hidroperoksit gibi hidroperoksitlerdir.

4 ¢esit GSH-Px tanimlanmustir. Hiicresel glutatyon peroksidaz (¢cGSH-Px),
fosfolipid hidrojenperoksit glutatyon peroksidaz (PHGSH-Px), plazma glutatyon
peroksidaz (pGSG-Px), gastrointestinal glutatyon peroksidaz (gi-GSH-Px). Bir
diger tip enzim ise, GSH-Px aktivitesine sahip fakat selenyum bagimsizdir.
Endojen ve ksenobiyotik elektrofillerin glutatyon bagimli niikleofilik yer
degistirme ve eklenme reaksiyonlar1 ve H,0O, disindaki organik

hidroperoksitlerin indirgenme reaksiyonlarini katalizler.
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PHGSH-Px membran fosfolipid hidroperoksitlerini alkollere indirger.

PLGSH-PX

PLOOH +2 GSH — GSSG + PLOH +H,0;

GSH-Px’ 1n selonat sekli (E-Se”) peroksit substratini alkole rediiklerken, kendisi
de okside selenik asite (E-Se-OH) doniisiir. Bu asamada GSH reaksiyona
katilarak selenosiilfit (E-Se-SG) olusumuna yol agar. ikinci bir glutatyonun
selenosiilfite baglanmasi ile enzim, aktif formu olan selonat formuna ddonerken,

glutatyon okside hale doniistir.

ROOH+H ----- »ROH GSH----- »Hzo

E-Se — E-Se-OH — E-Se-SG

GSSG + H «---- GSH

Hidroperoksitlerin rediikte olmasi ile meydana gelen GSSG, glutatyon rediiktaz
(GR) enziminin katalizledigi reaksiyonla tekrar GSH’a doniisiir.

GR
GSSG + NADPH +H" — 2 GSH + NADP"

Fagositlerde bulunan GSH-Px diger antioksidanlarla birlikte, solunum patlamasi
sirasinda olusan serbest radikallerin neden oldugu peroksidasyondan hiicreleri
korur. Eritrositlerde de GSH-Px oksidan strese karsi en etkili antioksidandir

(Akkus 1996; Whitaker 2002).
1.6. Oksidatif Strese Bagh Olarak Meydana Gelen Hiicresel Degisiklikler
Hiicrede ve zarli yapilardaki sigsme, hipoksik ve toksik olaylarin neden

oldugu hasarin ilk belirtisidir. Bu durum, sitozolik serbest kalsiyum iyonu (Ca®")

seviyesindeki artistan kaynaklanmaktadir.
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Hiicrede meydana gelen son degisiklik ise geri doniisiimsiiz hiicre
hasaridir. Hiicre morfolojisinde oksidatif strese bagli olarak meydana gelen
degisiklikler hiicre iskeletinin zarar gdérmesinin bir sonucudur. Doku hasarina
bagl olarak ortaya ¢ikan inflamasyonda, l6kositler tarafindan siiperoksit anyon
radikali ve H,O; iiretimi gergeklesir ve lizis baglar. Oksidan {iiretimi GSH’un
ylkseltgenmesine, NAD kaybina, poli-ADP riboz polimeraz aktivasyonuna eslik
eden tek zincir DNA kirilmalarina, hiicresel ATP kaybina ve hiicre ici serbest
Ca®" seviyesinde artisa neden olmaktadir. Hasarli ve oliime gitmekte olan
hiicrelerde sisme ve hiicre zarinda balonlagma gibi degisiklikler meydana gelir.
Hiicre zarindaki balonlagma, hiicre i¢ci GSH diizeyi ve Ca”" homeostasisindeki
degisiklige bagli olarak hiicre iskeletinin organizasyonunun bozulmasinin bir
sonucudur. Buna, mitokondri ve diger organellerdeki sisme eslik eder. Sitozolik
Ca™ seviyesindeki artis, agir metaller, organik siilfhidril reaktifleri ve
oksidanlarin varhiginda mitokondri zarlarinin gegirgenliginde bozulmaya yol acar.
Mitokondri zarlarinin gegirgenligindeki bu bozukluk mitokondriden sitoplazmaya
kontrolsiiz olarak Ca®" iyonlar1 ve diger iyonlarm salmmina yol agmaktadir.
Mitokondri matriksinde proteinlerden olusan koloidal bir karigim kalir.
Sitoplazmadan mitokondri igine su girisi gerceklesir ve bu durum mitokondrilerde
sisme ile sonuglanir (Duchen 2000; Plaa ve Hewitt 1998). Hiicrede oksidatif strese
bagli olarak gelisen olaylar Sekil 1.6’da sematik olarak gosterilmektedir.
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Oksidatif Stres

/
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disulfitlere oksidasyonu NAD(P)H'In, NAD(P)+'a

oksidasyonu
l Prot-SH'in
Prot -S-S-Prot'e
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YA BN

Ca 2+ GECISININ INHIBISYONU

ZANERN

Plazma membrani Endoplazmik retikulum Mitokondri

l ) !

Sitozélik Ca 2+ artigi

Sekil 1.6. Hiicrede oksidatif strese bagli olarak gelisen olaylar (Plaa ve Hewitt, 1998)

1.6.1. Hiicrede Adaptasyon, Nekroz ve Apoptoz

Hiicreler, cesitli fiziksel ve patolojik uyaranlara maruz kaldiklarinda
adaptasyonla viicuttaki metabolik islemlere ve enerji ihtiyaglarina cevap
olustururlar. Adaptasyon; hiicrelerin fonksiyonunda veya morfolojisinde g¢evre
kosullarinin etkisiyle olusan degisiklikleri geri doniisiimlii olarak ayarlayan bir
mekanizmadir. Eger uyarilar ortadan kalkarsa, hiicreler normal durumlarina geri
donerler. Karsinojenik kimyasallarla uzun siire uyarilma gibi belirli durumlarda,
geri dontisiimli hiicresel degisiklikler geri doniisiimsiiz hale gelebilir. Eger dis
uyart hiicrenin uyum kapasitesini asarsa geri doniisiimsiiz hiicre hasarlari
meydana gelir ve sonunda hiicre 6liimleri olusur. Oksidatif strese maruz kalan bir
hiicre 6liime gidebilir.

Hiicre oliimii iki mekanizma yoluyla gerceklesmektedir. “Nekroz” ve
“Apoptoz”. Oksidatif stres bu iki olayin ortaya ¢ikisinda pek ¢ok nedenin arasinda
onemli bir rol oynamaktadir. Ornegin kiiltiirdeki memeli hiicrelerine H,O,’in

milimolar (mM) diizeyde ilave edilmesi nekroza neden olurken, daha diisiik
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seviyedeki H,O,, apoptoz’u tetiklemektedir. Nekrotik hiicre O6liimii sirasinda
organellerde sisme, mitokondri, peroksizom ve lizozom membranlarinin yapisal
biitiinliiglinde bozulma meydana gelir. Sonunda hiicre zarinda meydana gelen
parcalanma ile birlikte cesitli enzimleri ve pro-oksidanlari bulunduran hiicre
icerigi dagilarak komsu hiicreleri etkilemektedir. Apoptoz hiicrenin igsel intihar
mekanizmasidir. Apoptoz’a giden hiicre igerigini dis ortama birakmaz ve genel
olarak apoptoz cevredeki hiicreleri etkilemez (Aldirmaz 2004; Halliwell ve
Gutteridge 2007).

Nekroz’a giden hiicrelerde sisme ve sitoplazmadaki ezinofilik graniillerde
artts meydana gelmektedir. Ribozomlarin kaybina bagli olarak bazoflik 6zellik
azalir. Sitoplazmadaki vakuollerde artis ve mitokondrilerde sisme gozlenir.
Nekrozun dokularda farkli c¢esitleri goriilebilmektedir. “Pihtilasan nekroz”
hiicrenin artan asiditesine bagli olarak yapisal ve enzim proteinlerinin
denatiirasyonu ile gerceklesir. Hiicreler ana hatlarim1 nisbeten korurlar. Asidik
sitoplazma ezinofilik hale gelir. “Sivilasan nekroz” O6lii hiicrelerin enzimatik
pargalanmas1 sonucunda meydana gelir. Dokular pargalanan, akigskan hiicrelerden
ibarettir. “Kazedz nekroz” nekrotik alanda peynire benzeyen olusumlarla
karakterizedir. Pihtilasan nekrozdan farkli olarak doku yapisi tamamen bozulur.
“Yaglh nekroz” yagli dokularda enzimlerin lipolitik etkilerinin sonucunda ortaya
cikar. Pankreatik hasar nedeniyle aktif pankreatik enzimlerin dokulara salinimi
sonucunda yag hiicrlerinin membranlar1 zarar goriir. Hiicreler yag hiicreleri
tarafindan salinan serbest yag asitlerine uzun siire maruz kaldiklarinda sodyum,
potasyum ve kalsiyumla baglanarak sabunlasir (Kumar ve ark. 2003).

Apoptoz’a giden hiicrede ise biiziilme gergeklesir. Sitoplazmada
balonlagma ve sitoplazmik igerikte biiziilme gozlenir. Cekirdek zarinin ¢evresinde
heterokromatin birikimler meydana gelir. Organeller hiicre fragmentlerine
ayrilinca dahi yapilarin1 korumaktadir. Hiicre kiiciik fragmentlere ayrilarak
apoptotik cisimcikler’ i1 olusturur. Komsu hiicreler ve bolgesel makrofajlar
apoptotik cisimcikleri fagosite ederek inflamasyonun baslamasini onlemektedir
(Haschek ve Rousseaux 1998).

Geri doniistimlii hiicre hasarinin belirtileri ise hiicrelerde sisme (hidrofobik

sisme ve dejenerasyon olara da adlandirilir), yagl degisiklik ve hiicre yiizeyindeki
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balonlagsmalardir. Hiicre sigmesi sitoplazmadaki su igeriginin artmasinin bir
sonucudur. Hiicre biiyiik, soluk renkli bir sitoplazmaya ve normal olarak lokalize
olmus bir c¢ekirdege sahiptir. Bu degisiklik hiicre zarindaki hasara bagli olarak
iyonik ve ozmotik dengelerin bozulmasi sonucunda meydana gelmektedir
(Haschek ve Rousseaux 1998).

Hiicrede meydana gelen adaptasyon olaylar1 morfolojik degisiklikler
olarak mikroskopta goézlenebilir. Bu degsiklikler hiicre biiyiikliigiindeki artis
(hipertrofi), hiicrelerin sayica artmasi (hiperplazi), hiicrelerin boyutundaki azalma
(atrofi), hiicre cogalmasinin durmasi (aplazi), hiicre sayisinin azalmasi (hipoplazi)
ve normal dis1 hiicre gelisimi (diplazi) seklinde meydana gelebilir (Brown 2002).
Bunun yani sira ¢esitli maddelerin normal dis1 miktarlarinin hiicre sitoplazmasi,
organeller veya cekirdekte biriktigi gozlenebilir. “Yagh degisiklik” hiicrelerin
sitoplazmasinda trigliseritlerin depolanmasi sonucunda meydana gelir. Kiigiik
damlalar seklindeki birikimler, genis vakuollerin igerisinde bir araya gelerek
sitoplazmay1 kaplar. Yag metabolizmasinda gorev alan baslica organ olmasi
nedeniyle, yagli degisiklik 6zellikle karaciger hiicrelerinde siklikla goriilmektedir.
Hiicrelerde glukoz ve glikojen metabolizmasi ile ilgili hasarlar sonucunda
glikojen birikimleri meydana gelebilir. Lipofuksin, melanin, hemoglobin gibi
endojen kaynakli veya karbon gibi eksojen kaynakli maddeler olan cesitli
pigmentler de hiicrelerde stres kosullarinin neden oldugu hasarlara karsi bir
adaptasyon mekanizmasi olarak birikebilmektedir. Adaptasyona bagli morfolojik
degisiklikler ¢ekirdekte de gozlenmektedir. Cekirdek zarinda sekilsel bozuklukar
ve kopmalar, ¢ekirdekte parcalanma (karyoreksis), kromatinlerde liziz (karyoliz),
cekirdek iceriginde kiimelesme (piknoz) meydana gelebilir (Kumar ve ark. 2003).
Sekil 1.7° de normal yapidaki hiicre ve hasar olusturan etkene karst meydana

gelen hiicresel yanitlar sematik olarak gosterilmektedir.
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Sekil. 1.7. Normal ve hasarli hiicrenin sematik yapisi (Damjanow 1996)

Sagda: Normal hiicre 1) Hiicre membrani lipid, protein ve karbonhidratlardan olusan segici-
gegirgen yapidadir. ATP-bagimli sodyum potasyum pompasi (ATPaz) membran boyunca su-tuz
gradienti saglamakta, hiicre i¢i kalsiyum seviyesini yiiksek, potasyum seviyesini disiik
tutmaktadir. 2) Absorbe edici vakuoller 3) Primer lizozomlarla birlesmis absorbe edici vakuoller 4)
Geaniilli endoplazmik retikulum 5) Mitokondri 6) Kiiciik vezikiiller iceren diiz endoplazmik
retikulum 7) Hiicre iskeleti 8) Lipid, protein ve glikojen gibi metabolitler 9) Nukleus

Solda: Hasara karsi olusan hiicresel yamit 1) Akut hiicre hasari ile hiicre igine su girisi
gerceklesir ve hiicre membranindan i¢i sivi dolu vakuoller meydana gelir 2) Mikrovilluslar 6demli
ve siskin durumdadir 3) GER sisternalarinda su ve diger sivilar birikerek sismeye neden olur.
Ribozomlar zarar goriir vr protein sentezi azalir 4) Su birikimi mitokondrilerde sisme ve
parcalanmaya neden olur 5) Lizozomlardan otofagozomlar meydana gelir. Bu sindirim vakuolleri
mitokondri ve endoplazmik retikulum gibi organellerin fragmentlerini igerir. 6) Diiz endoplazmik
retikulum genisler 7) Hiicre iskeletini olusturan fibriller agregatlar halinde sitoplazmik cisimcikleri
meydana getirirler 8) Hiicre i¢i lipid damlaciklarinda artis meydana gelir 9) Hiicre ¢ekirdeginin

yapisinda bozulmalar meydana gelir, ¢ekirdekcik dagilir veya kaybolur
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1.7. Karaciger ve Yapisi

Karaciger, her biri damar ve safra kanali ile cevrelenmis sekiz adet
fonksiyonel segmentten meydana gelmektedir. Karacigere iki kaynaktan kan gelir.
Bunlardan biri dalak ve sindirim kanalindan (bagirsaktan) kan getiren kapi
toplardamar1 (portal ven), digeri ise aorttan ayrilan karaciger atardamari’dir.
Karacigertistili toplardamari (inferior vena cava) ise karacigerden ¢ikan kani kalbe
tagimaktadir (Sekil 1.8).

Karacigerdeki hiicrelerin % 65’ini, karaciger hacminin % 80-88’ini
hepatositler olusturur. Hepatositler 25-40 pm capinda tek sirali seritler seklinde
organize olmus hiicrelerdir. Hepatositin bazolateral veya siniizoidal yiizeyi, disse
araligina dogru uzanan mikrovilluslart icerir (Sekil 1.10). Burada kan ile direkt
temas saglanir. Bu hepatositin yiliksek emilim ve sekresyon aktivitesi igin
gereklidir. Siniizoidal aralikta; endotel hiicreleri, perisiniizoidal hiicreler, Kupffer
hiicreleri ve karaciger ile iligkili lenfositler bulunmaktadir. Perisiniizoidal hiicreler
disse araliginda, digerleri ise siniizoidlerde yer alir. Endotel hiicreleri, diiz ve
uzunlamasina yapiya sahip, aralarinda genis porlar1 olan hiicrelerdir. Siniizoidal
kanla iliskide olup, hepatositlerin kiigilk molekiillii besin maddeleri ile
beslenmelerini saglarken, biiylik molekiilleri hepatositlerden uzak tutarlar. Temel
fonksiyonlar1 fagositoz yapmak olan Kupffer hiicreleri; partikiillerin, immiin
komplekslerin, lezyonlu eritrositlerin ve endotoksinlerin klerensi ile gorevli
makrofajlardir. Perisiniizoidal hiicreler ise disse araliginda yer alan A vitaminince
zengin hiicrelerdir. Karacigerde ekstraselliller matriksin baslica kaynagidirlar.
Ayrica hepatosit biiylime faktorii kaynagi olup, siniizoidal kan akiminin
kontroliinde rol oynadiklar1 diisiiniilmektedir (Demirci 2006; Kanel ve Korula
2005).

Karacigerde koselerde portal alanlar, merkezde ise terminal hepatik veniil
(santral ven) bulunan poligonal iinitelere “karaciger lobiilii” denilmektedir. Bir
portal alanda portal ven ve hepatik arter dallar1 ile interlobiiler safra kanali
bulunur. Asinus ise bir portal alan ile komsu santral ven arasinda kalan iicgen
seklinde bir birimdir (Sekil 1.9). Hepatositler, biri digerinin iizerinde olacak

sekilde kordonlar yaparak bir portal mesafeden bir santral vene dogru uzanir. Bu
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kordonlarin (Remarck kordonlar1) arasindaki mesafe “siniizoid” olarak
adlandirilir. Burada portal alanlardan santral vene kan akimlar1 mevcuttur. Kesikli
bir bazal laminaya sahip endotel hiicreleri karacier siniizoidal liimenini
sinirlamaktadir. Endotel hiicreleri ile hepatositler arasinda ancak ince yapisal
diizeyde goriilebilen disse mesafesi bulunur. Disse mesafesinde kolajen fibriller
mevcuttur. Bu fibriller hepatositlere destek olan retikiilin catiyr olustururlar.
Remarck kordonlari, siniizoidler ve siniizoidal aralikta bulunan hiicreler, karaciger

parenkimasini olustururlar (Demirci 2006; Pavelka ve Roth 2005).

Sekil. 1.8. Karacigerin anatomik ve fonksiyonel boliimleri; sag lateral (VI ve VII), orta (V ve
VII), sol orta (IV), yan (II ve III) ve kuyruk (I) segmentlerinden olugmaktadir (Kanel ve Korula
2005)
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Sekil 1.9. Karaciger lobiiliiniin sematik Sekil 1.10. Karaciger hiicresinin sematik ince

yapist (Jungueira ve Carneiro 2005) PS: yapist. (Jungueira ve Carneiro 2005) GER: Graniilli

Portal alan, CV: Santral ven endoplazmik retikulum, DER: Diiz endoplazmik
retikulum.

1.8. Karacigerin Toksisite Caliymalarimaki Onemi

Laboratuvar hayvanlar1 toksik maddelere maruz kaldiginda meydana gelen
yanitlar diger organlara oranla karacigerde ¢ok daha belirgin olarak ortaya
¢ikmaktadir. Bu durum karacigerin yiiksek metabolik kapasitesinden ve portal kan
kaynagima sahip olmasindan ileri gelmektedir. Bagirsak yoluyla kana karisan
toksinlere portal ven yoluyla direkt olarak maruz kaldigindan, karaciger bu
toksinlerden diger organlara gore daha fazla etkilenmektedir. Karaciger, eksojen
kimyasallarin toksik metabolitlere doniisiimiiniin gergeklestigi temel bir organdir.
Boyle bir metabolik kapasiteden yoksun olan diger organlar, metabolik aktivasyon
gerektiren toksinlere karsi daha az duyarlilik gosterirler. Pek ¢ok hayvan tiiri
deneysel calismalarda kullanilmakla birlikte, sican ve fareler temel olarak
kullanilan tiirlerdir. Karacigerde meydana gelebilecek toksik yanitlarin bu deney
hayvanlar1 iizerinde arastirilmasinin temel amaci, bu maddelerin hayvanlar ve
insanlar iizerindeki etkilerinin belirlenebilmesi i¢in iyi bir model olusturmalaridir

(Haschek ve Rousseaux 1998).
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1.9. Karaciger Patolojisi

Karacigerde goriilen nekrozlarin 6zel adlar1 ve anlamlar1 vardir. Birkag
hepatositten olusan bir kiimenin nekrozuna “fokal nekroz” adi verilir. Bu
alanlarda lenfositler ve makrofajlar da bulunur. Nekrotik hepatositler hizla ortadan
kaldirildiklar1 i¢in, nekroz alaninda genellikle se¢ilemezler. Yalnizca kronik ve
ilerleyici nitelikteki karaciger hastaliklarinda goriilen “giive yenigi nekrozu”
portal alanlardaki genisleme ve bag dokusu artisi ile karakterizedir. “Kopriilesme
nekrozu” ise ¢ok sayida hepatositten olusan gruplar etkileyen bir nekrozdur.
“Masif nekroz” kopriillesme nekrozunun daha da agir bigimidir; birka¢ asiniisii
birden hemen tliimiiyle tuttugunda submasif, saglam parankim hemen hig
kalmadiginda masif terimi kullanilir. “Sentrilobiiler nekroz” ise asiniisiin belirli
bir bdlgesini tutan zonal bir nekrozdur. Karacigerde her tiir zedeleyici etkene karsi
meydana gelen diger bir yanit dejenerasyon’dur “Balonlasma dejenerasyonu”
olarak da adlandirilan hiicresel sisme geri doniislii bir hiicre zedelenmesi
bulgusudur. Bu goriiniim her tiir zedeleyici etkenle olusabilir ve diger tip nekroz
alanlarina komsu hepatositlerde siktir. Safranin zedeleyici etkisine maruz kalan
hepatositlerde, daha kiigiik sitoplazmik vakuoller 1ile karakterli “tiiyli
dejenerasyon” izlenir. “Asidofilik cisimcikler” karacigerde normal bir
hepatositten daha kiiciik, koyu ezinofilik bir topakg¢ik olarak izlenir. Bu olusumlar
aslinda apoptozis ile es anlamhidir. “Fibroz”, yara iyilesmesinin dogal bir sonucu
olarak ortaya cikar. Dokuda kollagen iiretimi ile karakterizedir. Disse araliginda
meydana geldigi i¢in, hepatositlerin kanla iliskisi belirgin olarak azalabilir.
Karaciger fibrozu, ¢ogu olguda geri doniissiizdiir. Hepatositler, rejenerasyon
yetenegi yliksek hiicrelerdir. Rejenerasyon, karaciger dokusunda her tiir nedene
baglh hepatosit kaybina eslik edebilen bir yanit olarak meydana gelmektedir
(Demirci 2006).
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2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Deney Hayvanlarinin Temini ve Deney Gruplarimin Olusturulmasi

Calismalarda, Osmangazi Universitesi Tibbi ve Cerrahi Deneysel
Arastirma Merkezi’nden (TICAM) ve Anadolu Universitesi Deney Hayvanlari
Arastirma ve Uygulama Birimi’'nden temin edilen yaklasik 200-225 g
agirhgindaki Wistar cinsi erkek siganlar kullanilmistir. Calismalar Eskisehir
Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi deneysel hayvan arastirmalari etik kurulu

kurallart dogrultusunda yiiriitiilmiistiir.

Calisma;

Kontrol (% 0.9 NaCl i.p.)

TI" (32 mg/kg i.p)

MT I (1 mg/kg ip.)+ TI" (32 mg/kg i.p.)
MT I (2.5 mg/kg i.p.) + TI" (32 mg/kg i.p.),
MT I (Img/kg i.p.)

MTI (2.5 mg/kg i.p.)

Bir gruptaki hayvan sayis1 enzimatik ve histopatolojik caligmalarda n=6,
immunohistokimyasal c¢alismalarda n=3 olmak {izere 6 grup Tlizerinde
yuriitiilmistir.

Calisma baslamadan 6nce 3 giin boyunca deney hayvanlar1 laboratuar
kosullarma alistirilmaya c¢alisilmistir. Tiim gruplardaki hayvanlar caligmadan 1
giin once ve deney siiresi boyunca a¢ biralikmis, 96 saatlik siire sonunda
diseksiyona alinmistir. Kontrol grubuna intraperitonal (i.p.) olarak 0.5 ml %
0.9’luk serum fizyolojik uygulanmustir. TI”un akut toksik etkileri 32 mg/kg
(LDso) talyum asetatin i.p. olarak uygulandigi hayvanlar {izerinde incelenmistir

(Leung and Ooi 2000).
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Akut TI" toksisitesine maruz birakilmis sicanlarda MT I’in etkileri, TI"
uygulamasindan 60 dakika 6nce 1 mg/kg ve 2.5 mg/kg’lik iki ayr1 dozda i.p.
olarak MT I uygulanan gruplar iizerinde incelenmistir (Mimura ve ark., 1988).
Diger iki grup hayvana 1 mgkg ve 2.5 mg/kg dozlarinda i.p. olarak MT I

uygulanmistir.

2.1.2. Deneylerde Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Talyum asetat, metallotionein I ve protein A 20 nm gold Sigma
sirketinden, doku takip calismalarinda kullanilan glutaraldehit, osmiyum tetroksit
(0250), propilen oksit, araldit re¢ine ve LR beyazi regine Electron Microscopy
Sciences (EMS) sirketinden satin alinmustir. Immunohistokimyasal isaretlemede
kullanilan anti-CuZn SOD antibadi Santa Cruz Biotechnology. Inc.” den,
siiperoksit dismutaz enzim aktivitesi ve toplam glutatyon diizeylerinin
belirlenmesi amaciyla kullanilan kitler Oxis International.Inc. firmasindan satin

alimmustir.

2.2. Yontem

2.2.1. Biyokimyasal incelemeler i¢in Uygulanan islemler

2.2.1.1. Toplam Protein Diizeylerinin Belirlenmesi

Toplam protein diizeyleri Lowry (1951) metoduna gore belirlenmistir.

2.2.1.2. Cu-Zn Siiperoksit Dismutaz (Cu-Zn SOD) Enzim

Aktivitesinin Belirlenmesi

Cu-Zn SOD enzim aktivitesi Nebot ve ark., (1993) metoduna dayal: ticari
kit (Oxis SOD-525) kullanilarak yapilmistir.
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Prensip: SOD 525 metodu, 5,6,6a,11b-tetrahidro-3,9,10,-trihidroksibenzo [c]
floren’in (BXT-01050) sulu alkali soliisyondaki Siiperoksit Dismutaz (SOD)
enzimine bagimli otooksidasyon oranin, reaksiyon sonucunda ortaya c¢ikan
kromofora  bagli  Olglimiine  dayanmaktadir.  I-metil-2-vinilpiridinyum
triflorometanstilfonat (BXT 03077) merkaptanlara bagli safsizliklarin giderilmesi
amaciyla reaksiyon karisiminda bulunmaktadir. Reaksiyon pH 8.8 de ve 37 °C’de,
3 mM borik asit ve 0,1 M dietilentriaminpentaasetik asit iceren 50mM 2 amino-
2-metil-1,3-propandiol tampon igerisinde gerceklesir. 525 nm’ deki absorbans
degisiminin kinetik OSlglimii  5,6,6a,11b-tetrahidro-3,9,10,-trihidroksibenzo|[c]
floren’in 37 °C’ deki reaksiyon karisimina eklenmesinden sonra gergeklesir. SOD

aktivitesi belirlenirken meydana gelen reaksiyonlar Sekil 2.1°de gosterilmistir.

1 iinite enzim: 37 °C sicaklikta ve pH 8.8’de 1 mikromol 5,6,6a,11b-tetrahidro-
3,9,10,-trihidroksibenzo  [c]  floren’in  (BXT-01050) 1  dakikadaki

otooksidasyonunu saglayan enzim aktivitesidir.
OH

HO. SOD T
Pﬂ: pH 8.8 hmax= 325 nm

HO

BXT 01050

Sekil 2.1. SOD aktivitesi belirlenirken meydana gelen reaksiyonlar

Doku Homojenatinin Hazirlanisi

1) -82 °C’den ¢ikarilan doku 6rnegi 0.1 gr tartilarak, 0.16 mg/ml heparin

iceren % 0.9’luk NaCl soliisyonu ile yikanmaistir.

2) Doku iizerine 1 ml 0.25 M siikroz ilave edilir ve homojenize edilmistir..

3) Homojenat 8500 g’de 10 dk +2 °C’de santrifiij edilmistir.
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Kloroform-Ethanol Ekstraksiyonu

Orneklerden Mn-SOD ve Fe-SOD’in  uzaklastirilmasi  amaciyla
Kloroform-Ethanol Ekstraksiyonu ger¢eklestirilmistir.

1) 800 pl soguk kloroform/ethanol 37.5 / 62.5 (v/v) ile 500 pl siipernatan 30 sn

karistirilmastir.
2)  +4°C’de 2500 g’de santrifiij edilmistir.
3)  Siipernatan deney yapilincaya dek + 2 °C’de bekletilmistir.
Kullanilan Cozeltiler
Reaktif 1: 55 mM Tris/HCI (pH 8.8), 0.66 mM 5,5,6,6a,11b-tetrahidro-3,9,10-
trihidroksibenzo[c]floren (BXT 01050), 0.5 mM dietilentriaminpentaasetik asit

(DTPA), %2.5 etanol.

Reaktif 2: 55 mM Tris/HCl (pH 8.8), 33.3 mM 1-metil-2-vinilpiridinyum
triflorometansiilfonat (BXT 03077).

Tampon: 3 mM borik asit, 0,11 mM DTPA (pH 8.8), 55 mM 2-amino-2 metil -
1,3-propandiol (AMPD).

Deney

1) Kor i¢in 900 pl tampon, 30 pl R1 ve 30 pl R2 bir tlip igerisinde

karigtirilmustr.

2) Deney i¢in 900 pl tampon oksijene doygun hale getirildikten sonra bir cam

tiipe aktarilmistir.
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3) 40 pl siipernatan veya distile su (kontrol i¢in) tiipe ilave edilmistir.

4) 30 ul R2 test tiipiine ilave edilip karistirilmistir.

5) 37 °C’de 1 dk. siireyle inkiibe edilmistir.

6) 30 pl Rltest tiipiine ilave edilip karistirilmastir.

7) Yaklasik 50 sn. bekletildikten sonra spektrofotometre kiivetine aktarilarak

525 nm’de zamana kars1 absorbans okunmustur.

Cu- Zn SOD Aktivitesinin Hesaplanisi

1 Dakikadaki Absorbans Degisiminin (A A )Belirlenmesi

525 nm’deki
Absorbans (nm)

0.5000
0.4000 4 s
i
__,Ir,'fa-l'
0.3000 1 =
0.2000 + (x2.y2)
0.1000 1

2 ®1.¥1
0.0000 +—+—+—+" ﬁ;::t':’f'* (x1y1)

-0.1000

-0.2000

0.0 01 n2 0.3 04 0.A 0.6 or 08 0.8 1.0
Zaman (dakika)
Sekil 2.2. Zamana kars1 absorbans grafigi

Zamana kars1 absorbans (Sekil 2.2) belirlendikten sonra ortaya cikan
egride egim hesaplanarak, 1 dakikadaki absorbans degisimi (A A ) hem Ornek
(Vs) (n=6) hem de kontrol (Vc) (n=6) gruplar1 i¢in hesaplanmistir [Egim = (y2-
yl) / (x2-x1)]. Her bir 6rnek i¢in Vs/Vc degeri belirlenmistir. Belirlenen degerler
Cizelge 2.1’de gosterilen Vs/Vc oran tablosuna yerlestirilerek SOD aktivite

linitesi cinsinden belirlenmistir.
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Vs/Ve Oran Tablosu

Vs/Ve | Units | Vs/Ve | Units | Vs/Ve | Units | Vs/iVe | Units | Vs/Ve | Units | Vs/Ve | Units | Vs/Ve | Units
1.00 0.00 2.00 1.00 3.00 2.18 4.00 3.57 5.00 5.25 6.00 7.32 7.00 9.93
1.05 0.05 2.05 1.06 3.05 2.24 4.05 3.65 5.05 5.35 6.05 7.44 7.05 10.08
1.10 0.09 2.10 1.11 3.10 2.31 4.10 3.73 5.10 5.44 6.10 7.56 7.10 10.23
1.15 0.14 215 117 3.15 2.37 415 3.80 5.15 5.54 6.15 7.58 7.15 10.38
1.20 0.19 2.20 1.22 3.20 2.44 4.20 3.88 5.20 5.63 6.20 7.80 7.20 10.53
1.25 0.24 225 1.28 3.25 2.50 425 3.96 5.25 2.73 6.25 7.92 7.25 10.69
1.30 0.29 2.30 1.34 3.30 2.57 4.30 4.04 5.30 5.83 6.30 8.04 7.30 10.85
1.35 0.33 2.35 1.39 3.35 2.64 4.35 4.12 5.35 5.93 6.35 8.16 7.35 11.01
1.40 0.38 2.40 1.45 3.40 2.71 4.40 4.21 5.40 6.03 6.40 8.29 7.40 11.17
1.45 0.43 2.45 1.51 3.45 277 4.45 4.29 5.45 6.13 6.45 8.42 7.45 11.34
1.50 0.48 2.50 1.67 3.50 2.84 4.50 4.37 5.50 6.23 6.50 8.55 7.50 11.50
1.55 0.53 2.55 1.63 3.55 2.91 4.55 4.46 5.55 6.34 6.55 8.68 7.55 11.67
1.60 0.58 2.60 1.68 3.60 2.98 4.60 4.54 5.60 6.44 6.60 8.81 7.60 11.84
1.65 0.63 265 1.74 3.65 3.06 465 4.63 5.65 6.55 6.65 8.94 765 12.02
1.70 0.69 270 1.81 3.70 3.13 470 4.71 570 6.65 6.70 5.08 7.70 12.20
1.75 0.74 275 .87 3.75 3.20 475 4.80 5.75 6.76 6.75 9.22 775 12.38
1.80 0.79 2.80 1.93 3.80 3.27 4.80 4.89 5.80 6.87 6.80 9.35 7.80 12.56
1.85 0.84 2.85 1.99 3.85 3.35 4.85 4.98 5.85 6.98 6.85 5.50 7.85 12.74
1.90 0.90 2.50 205 3.90 3.42 4.50 507 5.90 7.09 6.90 5.64 7.90 12.93
1.95 0.95 2.95 2.1 3.95 3.50 4.95 5.16 5.95 7.21 6.95 9.78 7.95 13.12

Cizelge 2.1. Vs/Vc oran tablosu

Sonuglar Unite/ mg protein cinsinden ifade edilmistir.

2.2.1.3. Toplam Glutatyon (GSH) Diizeylerinin Belirlenmesi

Toplam glutatyon analizleri Owens ve Belcher (1965) metoduna dayali

ticari kit (Oxis GSH-400) kullanilarak yapilmistir.

Prensip: Metod kromoforik tion olusumuna dayanmaktadir. 420 nm’ de Slgiilen
absorbans GSH konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Reaksiyon ii¢ basamaktan
olusmaktadir. Ilk olarak 6rnek tamponlanir ve rediikleyici ajan olan tris (2-
karboksimetil) fosfin (TCEP), okside glutatyonlar1 (GSSG) rediikte forma (GSH)
indirgemek amaciyla reaksiyona katilir (Esitlik-1). Kromojen 4-kloro-1-metil-7-
triflorometilkuinolinum metilsiilfat, o6rnek igerisinde bulunan tiim tiolleri
tioeterlere doniistiirmektedir (Esitlik-2). pH’1 13’{in {izerine ¢ikarmak i¢in ortama
baz ilave edilmesiyle GSH-tioeter’ine spesifik bir B-eliminasyon gerceklesir ve
kromoforik tion bilesigi olusur (Esitlik-3). Toplam glutatyon diizeyleri

belirlenirken gerceklesen reaksiyonlar Sekil 2.3’te gosterilmistir.
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G55G + TCEP + H:O — 265H + TCEP=0 Esitlik-1
SE
| B
@NI
|
Kromojen Tioeter Esitlik-2

5G
= | %
N
FiC & “|~T
GSH-tioeteri Tion Esitlik-3

Sekil 2.3. Toplam glutatyon diizeyleri belirlenirken gerceklesen reaksiyonlar

Kullanilan Cozeltiler

Kromojen: 3 mM 1-metil-4-kloro-7-triflorometilquinolinum metilsiilfat, 50 mM

HCI

Renk Gelistirici: 2 N NaOH

Indirgeyici Ajan: 1.25 mM Tris (2-karboksimetil) fosfin (TCEP), 25 mM HCL.

Coktiirme Reaktifi: % 7.5 Trikloroasetik asit (TCA)

Tampon: 600 mM Potasyum fosfat, 600 pM Dietilentriaminpentaasetik asit
(DTPA), % 9 Lubrol (pH 7.8).

Kalibratorler: 1) 150 uM GSH, 125 mM potasyum fosfat tampon (pH 7.5)
2) 350 uM GSH, 125 mM potasyum fosfat tampon (pH 7.5)
3) Distile su
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Doku Homojenatinin Hazirlanmasi

1) Doku 6rnekleri % 0.9’Iuk NaCl soliisyonu igerisinde yikanmustir.

2) 1 /20 (w/v) oraninda ¢oktiirme reaktifi igerisinde homojenize edilmistir.

3) Homojenat 3000 g’de ve +4 °C’ de 10 dk. santrifiij edilmistir. Siipernatan

toplam glutatyon analizinde kullanilmistir.

Testin Uygulanisi

1) 200 pl ornek silipernatan (veya kalibrator) bir test tiipli igerisine

koyulmustur.

2) 200 pl tampon reaksiyon karisimina ilave edilmistir.

3) 200 pl rediikleyici ajan da ilave edildikten sonra karistirilmistir.

4) 200 pl kromojen ilave edilip karistirilmistir. 200 pl renk gelistirici ilave
edilip karigtirilmastir.

5) Oda sicakliginda ve karanlik ortamda 30 dk inkiibe edildikten sonra

absorbans 420 nm’de 6l¢lilmiistiir.

Hesaplamalar

Toplam glutatyon diizeylerinin hesaplanmasi amaciyla bir kalibrasyon

grafigi hazirlanmistir (Sekil 2.4).
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y 420 nm’ deki absorbans
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X Kalibrator konsantrasyonu (uM)

Sekil 2.4. Toplam GSH diizeyleri belirlenirken hazirlanan kalibrasyon grafigi

[GSH] = p (A 420—b) /m

formiiliinden, toplam GSH diizeyi hesaplanarak mikromol / g doku cinsinden

ifade edilmistir.

p = seyreltme faktorii

A 40=420 nm’ deki 6rnek absorbsiyonu
m = egim = 0.00178

b = regresyon sabiti = 0.019

y =ax + b formiilii grafige uyarlandiginda;

a = egim (slope)

b = regresyon sabiti (intercept) olacak sekilde,
egim = 0.00178

regresyon sabiti =0.019 olarak hesaplanmustir.
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2.2.1.4. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Enzim Aktivitesinin

Belirlenmesi

Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi Lawrence ve Burk (1976)’ya gore

belirlenmistir.

Prensip: GSH-Px ortamdaki H,O, varhiginda rediikte glutatyonun (GSH)
oksidasyonunu katalizler. Reaksiyon ortaminda NADPH ve glutatyon rediiktaz
enzimi bulunmasi durumunda bir Onceki reaksiyonda olusan okside glutatyon
(GSSG) rediikte forma c¢evrilirken, beraberinde rediikte formdaki NADPH, okside
forma (NADP") déniisir. NADPH’m 340 nm dalga boyunda olusturdugu

absorbanstaki azalma 6l¢iilerek GSH-Px enziminin aktivitesi belirlenir.

1 iinite enzim: 25 °C sicaklikta ve pH 7’de H,0; katalizorliigiinde, 1 mikromol

rediikte glutatyonu okside forma doniistiiren enzim aktivitesidir.

Doku Homojenatinin Hazirlanmasi

1) Doku ornekleri 1/10 (w/v) oraninda, 5 mM EDTA iceren 50 mM

potasyum fosfat tampon igerisinde homojenize edilmistir.

2) Homojenat 15 dk siireyle 8000 rpm’de +4 °C’de santrifiij edilmistir.

3) Siipernatan  alinarak  enzim  aktivitesinin  belirlenmesi  amaciyla

kullanilmastir.

Kullanilan Cozeltiler

Tampon: Potasyum fosfat S0mM pH:7.0, EDTA 5 mM
Sodyum azid (NaN3): 1 mM

Rediikte glutatyon: (GSH) 2 mM

Hidrojen peroksit (H,0,): 0.25 mM

NADPH 0.2 mM
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Testin Uygulanisi

1) Spektrofotometre kiivetinde 5 mM EDTA iceren 1 ml 50 mM potasyum
fosfat tamponu igerisinde son konsantrasyon 1mM NaNj;, 0.2 mM
NADPH+H , 2 mM GSH, 1.2 U/ml glutatyon rediiktaz enzimi
hazirlanmustir.

2) Ornek tiipii i¢in bu karisima 20 pl siipernatan ilave edilmistir.

3) 0.25 mM H,0; ilave edilerek reaksiyon baslatilmistir.

4) 1 dakikadaki optik dansite degisimi Ornek ve kontrol tiipleri icin 340

nm’de 37 °C’de belirlenmistir.

Hesaplamalar

Unite/ml enzim = (AOD340nm / dk Ornek - AOD340nm / dk Kontrol ) (2) (V) (df)
6.22 (Ve)

2 : okside olan NADPH’in mikromolii basina otaya c¢ikan GSH miktar
(mikromol)

Vi: Toplam reaksiyon hacmi (ml)

df: Diliisyon faktorii

6.22: NADPH’1n 340 nm’deki ekstinksiyon katsayist (milimolar)

(Ve): Kullanilan enzim hacmi (ml)

2.2.1.5. Malondialdehit (MDA) Tayini ile Dokulardaki Lipid

Peroksidasyonunun Belirlenmesi

MDA tayini Ohkawa ve Ohishi (1979) metoduna gore belirlenmistir.
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Prensip: 3 veya daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu
tiobarbitiirik  asitle  Olglilebilen  Malondialdehit meydana  gelmektedir.
Tiobarbitiirik asitle Malondialdehit spektrofotometrede 532 nm’de o6l¢iilebilen
pembe renkli bilesigi meydana getirmektedir (Sekil 2.5).

S N OH HO N H
N x N
N SCH—CH=CH” N
OH OH
Sekil 2.5. Malondialdehit tiobarbitiirik asit kompleksi sonucunda olusan bilesigin yapisi

Kullanilan Reaktifler

Sodyum dodesil siilfat ¢ozeltisi % 8.1
Asetat Tamponu: % 20 pH 3.5
Tiobarbitiirik asit soliisyonu: % 0.8
Biitanol/piridin karisimi:15 / 1 (v:v)
Uygulanan islemler

Doku Homojenatinin Hazirlanmasi

1) Doku ornekleri % 10 (w:v) olacak sekilde % 1.15’lik KCI igerisinde

homojenize edilmistir.
2) Karisim 4000 rpm’de 10 dk. santrifiij edilmistir.

3) Stipernatan MDA tayininde kullanilmistir.
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Testin Uygulanisi

1)

500 pl siipernatan iizerine 200 pl % 8.1'lik sodyum dodesil siilfat
soliisyonu, 1500 pl % 20’lik astat tamponu, 1500 ul % 0.8’lik tiobarbitiirik

asit soliisyonu ve 700 ul distile su ilave edilerek karistirilmistir.

2) Ornekler 95 °C lik su banyosunda 1 saat bekletilmistir

3) Ornekler  sogutulduktan sonra iizerindeki berrak kisim fazla
karistirilmadan alinmustir.

4) 4000 rpm’de 10 dk. santriflij edilmistir.

5) Ustteki berrak kisim alinarak iizerine 1 ml distile su, 5 ml biitanol/piridin
karisimi 15/1 (v:v) ilave edilmistir.

6) Karstirilip 4000 rpm’de santrifiij edilmistir.

7) Ust kistmdaki s1vi alinarak 532 nm’de kore kars1 absorbans belirlenmistir.
2.2.1.6. Reaktif Oksijen Tiirevlerinin (ROS) Ol¢iimii
Reaktif oksijen tiirevleri olusumu, Pick ve Keisari (1980) metoduna gore

belirlenmistir.

Prensip: Fenol kirmizisi gibi hidrojen veren bilesikler (A), H,O, tarafindan,

horseradish peroksidaz’in (HRP) aracilik ettigi reaksiyon ile okside hale

dontstiirtiliirler. 600 nm dalga boyunda Olgiilebilen okside haldeki fenol

kirmizisinin miktari, ortamda bulunan H,O, miktari ile dogru orantilidir.

HO_~ /\/FEH
|
Q\/[,/ AH;:Fenol kirmizisi

S07

=
S
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HRP + H,O, - HRP-H,0O,
HRP-H,0, + AH, - - HRP + 2H,0 + A

Kullanilan Reaktifler

PBS tampon: 50 mM, pH 7.0
Fenol kirmizisi: 0.1 mg/ml
Horseradish peroksidaz: 8.5 U ml™
Uygulanan islemler

Doku Homojenatimin Hazirlanmasi

1) Doku ornekleri 0.1 gr tartilarak 500 pl 50 mM’lik PBS tampon igerisinde

homojenize edilmistir.
2) Karisim 8000 rpm’de, +4 °C’de 15 dk. santrifiij edilmistir.
3) Stipernatan ROS tayininde kullanilmigtir.
Testin Uygulanisi
1) Bir deney tiipii igerisinde son konsantrasyon 0.1 mg/ml olacak sekilde, 100
Ml fenol kirmizisi, 300 pl homojenat ve 500 pl 50 mM PBS tampon (pH 7.0)

karigtirilmustir.

2) Son konsantrasyon 8.5 U ml™ olacak sekilde 100 ul HRP, ortama ilave edilerek

reaksiyon baglatilmistir.

3) Reaksiyon sonlandiktan sonra 600 nm dalga boyunda absorbans

belirlenmistir. Farkli molaritelerde hazirlanan H,O, standart olarak kullanilmistir.
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2.2.1.7. Talyum Analizleri icin Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

1) Karaciger dokusu kontrol ve tiim deney gruplari i¢in tartilmis (1 gr), 1

hafta siire ile 50 °C’lik etiivde kurutulmustur.

2) Ornekler konsantre nitrik asit igerisinde (5 ml), 60 °C’lik etiivde ¢dzelti

tamamen berrak bir hal alincaya dek bekletilmistir.

3) Ornek hacimleri o6lgiildiikten sonra, 1:1 (v:v) oraminda distile su ile
sulandirilarak analiz icin A.U. BIBAM ICP-OES iinitesinde 6l¢iime

onderilmistir.

2.2.2. Histopatolojik incelemeler icin Uygulanan islemler

2.2.2.1. Karaciger Orneklerinin Tespiti

Biitlin dokulardan diseksiyonla alinan karaciger Ornekleri hayvandan
cikarildiktan hemen sonra otolize ugramamalart i¢in % 4.5’luk glutaraldehit (pH
7.2-7.3) igeren tespit soliisyonuna alinmustir.

2.2.2.2. Doku Takip Islemleri

Yari ince Kesitlerin Hazirlanmasi

1) 1 mm’’lik pargalara boliinen dokular tespit soliisyonu igerisinde 24 saat

boyunca ve + 4 °C sicaklikta bekletilmistir.

2) Materyal 15 dakika boyunca 0.1 M’lik sodyum-fosfat tamponu (pH 7.4) ile

yikanmistir

3) Dokular bir diger tespit soliisyonu olan % 2’lik O, SOy igerisinde 2 saat

oda sicakliginda fikse edilmistir.
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4) 15 dakika boyunca 2 kez 0.1 M’lik sodyum-fosfat tamponu (pH 7.4) ile
yikanmugtir.
5)  Dokular, suyun uzaklastirilmast amaciyla asagidaki alkol serilerinden

belirtilen siirelerde gegirilmistir.

6)

7)

8)

9)

10)

% 50’1k alkol (2x15 dk)
%70’lik alkol (2x15 dk)
%90’k alkol (2x15 dk)
%96’k alkol (2x15 dk)
Absolii alkol (2x15 dk)

Sertligi saglamak amaciyla dokular 2 kez 30’ar dk. propilen oksitte
bekletilmigtir.

Aralditin hiicre igerisine niifliz etmesini saglamak amaciyla dokular
araldit/propilen oksit (1/1) (v:v) karisiminda oda sicakliginda 1 saat
bekletilmistir.

Dokular 1 gece boyunca saf aralditle muamele edilmistir.

Gomme isleminin ardindan olusturulan bloklardan Leica ultracut

mikrotom kullanilarak 800 nm kalinliginda kesitler alinmustir.

Alman kesitler toluidin mavisi ile boyandiktan sonra Leica DMLS2 151k

mikroskobunda incelenmistir ve fotograflar ¢ekilmistir.

Ince Kesitlerin Hazirlanmasi

Leica ultracut mikrotom kullanilarak 70-80 nm kalinliginda kesitler

alinmisgtir. Alinan ince kesitler %2’lik uranilasetat ve % 4’lilk kursun sitrat ile

boyanmustir. Preparatlar A.U. BIBAM’da bulunan Philips Biotwin Elektron

mikroskobunda incelenerek fotograflari ¢ekilmistir.
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2.2.3. Cu-Zn SOD Enziminin Immunohistokimyasal Olarak isaretlenmesi

icin Uygulanan Islemler

2.2.3.1. Karaciger Orneklerinin Tespiti

Diseksiyonla alinan karaciger ornekleri hayvandan ¢ikarilirken ve
cikarildiktan hemen sonra 0.1 M soguk fosfat tampon (PB Tampon) (pH 7.3) ile
yikanmis, aym tampon igerisinde 1 mm’’lik parcalara ayrilmis, otolize
ugramamalar1 ve antijenik Ozelliklerini kaybetmemeleri i¢in hizlica % 4’lik
paraformaldehit ve % 1’lik glutaraldehit (pH 7.3) igeren tespit soliisyonuna

alinmustir.
2.2.3.2. Doku Takip Islemleri
1) Dokular 2 saat siire ile oda 1sisinda fikse edilmistir
2) Dokulara;
% 50’lik etanolde 20 dk., % 70’lik etanolde 20 dk., % 90’lik etanolde 5 dk.

olmak iizere dehidrasyon islemleri uygulanmstir.

3) Dokular 2:1 oraninda LR Beyazi/ % 70’lik etanol karisiminda 1 saat siire

ile 40 rpm’de rotatorda dondiirtiilmiistiir.

4) Dokular saf LR beyazi reginesi igerisinde igerisinde 1 gece siire ile 40

rpm’de rotatorda dondiiriilmiistiir.

5) Dokular saf LR Beyazi reginesi igerisinde jelatin kapsiillere gomiilmiistiir.

6) 50 °C’lik etiivde 24 saat inkiibasyon gergeklestirilmistir.

7) Inkiibasyonun ardindan ultramikrotomda 800 nm kalinhiginda yari ince

kesitler alinmustir.



8)

9)
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Alinan yar1 ince kesitler toluidin mavisi ile boyanmistir ve Leica DMLS2

151k mikroskobunda incelenmistir.

Yari ince kesitler hazirlanan bloklardan 90 nm kalinliginda ince kesitler

hazirlanarak gridler iizerine alinmustir.

2.2.3.3. iImmunohistokimyasal Isaretleme Islemleri

Immunogold isaretleme LR beyazi kesitleri igin uygun olan Skepper ve

Powell (2006) metoduna gore yapilmistir.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Gridler tizerindeki ince kesitler glisin igeren fosfat salin tamponu (PBSG)

icerisinde 10 dk stire ile inkiibe edilmistir.

Kesitler, PBSG tampon (pH 7.3) igerisinde diliisyonu yapilmis olan Cu-Zn
SOD antibadi soliisyonu ile 1 gece boyunca inkiibe edilmistir.

Kesitlere 1X fosfat salin (PBS) tampon (pH 7.3) ile 2’ser dk 10 kez
yikama yapilmstir.

Kesitler PBSG tampon igerisinde diliie edilmis protein A-20 nm gold ile

oda sicakliginda 2 saat siire ile inkiibe edilmistir.

Kesitler distile su ile 30-40 saniye yikanmustir.

Kesitler % 2’lik uranilasetat ve % 4’lilkk kursun sitrat boyasi ile

boyanmustir.

Kesitler A.U. BIBAM’da bulunan Philips Biotwin Elektron

mikroskobunda incelenerek fotograflar1 ¢cekilmistir.
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3. BULGULAR
3.1. Biyokimyasal incelemeler Sonucunda Elde Edilen Bulgular
3.1.1. Toplam Protein Analizleri

Deney gruplarina gore toplam protein degerleri Cizelge 3.1°de gosterilmistir

Deney Gruplar Toplam Protein Diizeyleri
(miligram / ml)

Kontrol 10.0£0.8

TI' 12.0+24

1 mg/kg MT I+T1" 83+2.1

2.5 mg/kg MT 1 +T1" 100+ 1.6

1 mg/kg MT 1 9.0+1.2

2.5 mg/kg MT I 9.5+1.9

Cizelge 3.1. Deney gruplaria gore toplam protein degerleri (* P < 0.005 Student't-test)

Deney gruplari kontrol grubu ile kiyaslandiginda kontrol grubu ile

aralarinda istatistiksel acidan anlamli bir farklilik bulunmadigi goériilmiistiir.

3.1.2. Talyum Analizleri

TI" (32 mg/kg i.p.) grubu siganlarin karaciger dokusunda 3.295+ 0.02 ppm
talyum tespit edilmistir. MT 1 (2.5 mg/kg ip.) + TI" (32 mgkg ip.) grubu
siganlarin karaciger dokusunda bulunan talyum miktarinin MT I (1 mg/kg i.p.) +
TI" (32 mg/kg i.p.) grubuna gore azalmis oldugu tespit edilmistir. Kontrol grubu,
MT I (1 mg/kg i.p.) ve MT I (2.5 mg/kg i.p.) gruplarinda ise beklenildigi sekilde
dokuda TI’ a rastlanmamustir (Cizelge 3.2).
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Deney Gruplar Dokudaki toplam TI" Diizeyleri (ppm)
Kontrol 0

TI' 3.295+0.02

1 mg/kg MT I+T1" 2.917+0.06 *

2.5 mg/kg MT 1 +T1" 2.135+0.05 *

1 mg/kg MT 1 0

2.5 mg/kg MT 1 0

Cizelge 3.2. Deney gruplarma gore dokulardaki toplam TI" degerleri (* TI grubu ile
kiyaslandiginda; P < 0.005 Student't-test)

3.1.3. Cu-Zn SOD Enzim Aktivitesi

Cu-Zn SOD enzim aktivitesi Nebot et al., (1993)’ e gore belirlenmistir.
[statistiksel karsilastirmalar SPSS student-t testi uygulanarak gerceklestirilmistir.

TI" (32 mg/kg i.p.) grubu si¢anlarin Cu-Zn SOD aktivitesi kontrol grubu
sicanlarinki ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir azalma tespit
edilmistir (%54). MT I (1 mg/kg i.p.) + TI" (32 mg/kg i.p.) grubu siganlarin Cu-
Zn SOD aktivitesinde de kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli bir azalma
goriilmiistiir (%37). MT I (2.5 mg/kg i.p.) + TI" (32 mg/kg i.p.) grubu sicanlarin
ve diger deney gruplarinin Cu-Zn SOD aktiviteleri kontrol gurubuna gore anlamli

bir degisim gézlenmemektedir (Cizelge 3.3).

Deney Gruplar Cu-ZnSOD Aktivitesi U/mg prt + SD
Kontrol 85. 71+ 15.74

TI" 38.75+ 13.64 *

1 mg/kg MT I+T1" 54.03+ 11.92 *

2.5 mg/kg MT 1 +T1" 81.25+ 27.95

1 mg/kg MT 1 80.16 + 10.72

2.5 mg/kg MT I 83.15+ 9.78

Cizelge 3.3. Deney gruplarina gére SOD enzim aktivitesi degerleri (U/mg prt) ve kontrol grubu ile
istatistiksel agidan karsilastiriimalar: (* P < 0.005 Student't-test)
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Kontrol TI MTI
(1mg/kg)+Tl
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(2.5mglkg)+TI

Deney Gruplari

Sekil 3.1. Cu-Zn SOD aktivitesi sonuglari siitun

grafigi

Deney Gruplar

Cu-Zn SOD enzim aktivitesinde kontrol

grubuna gore % degisim

T+ (32 mg/kg i.p.)

% 54.7 azalma*

MT I (1 mg/kg i.p.) + TI (32 mg/kg i.p.)

% 36.9 azalma*

MT I (2.5 mg/kg i.p.) + TI (32 mg/kg i.p.)

% 5.2 azalma

MT I (1 mg/kg i.p.)

% 6.4 azalma

MT I (2.5 mg/kg i.p.)

% 2.9 azalma

Cizelge 3.4. Deney gruplarinin SOD aktiviteleri kontrol grubu ile kiyaslandiginda elde edilen

degisim degerleri (*kontrole gore istatistiksel agidan anlamli farklilik)

3.1.4. Toplam GSH Diizeyleri

Toplam glutatyon analizleri Burns ve ark. (1991)’e gore belirlenmistir.

Istatistiksel karsilastirmalar SPSS student-t testi uygulanarak gergeklestirilmistir.

TI" (32 mg/kg i.p.) grubunda GSH’m karacigerdeki diizeyinin kontrol

grubuna oranla anlaml bir sekilde azaldig1 belirlenmistir
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MT I (2.5 mg/kg i.p.) + TI" (32 mg/kg i.p.) grubu sicanlarda ise GSH diizeyleri
dikkat ¢ekici sekilde kontrol grubuna gore anlamli bir artis gostermistir. Ayni
durum MT I (2.5 mg/kg i.p.) grubu sicanlarda da gozlenmis, GSH diizeyleri
kontrol grubuna gore anlamli seviyede artmistir. MT I (1 mg/kg i.p.) + TI" (32
mg/kg i.p.) grubu sicanlarda ise GSH diizeyinde kontrol grubuna gore bir artis
gbzlenmemis, bu gruptaki GSH seviyesi T1™ (32 mg/kg i.p.) grubu sicanlar ile
yaklagik olarak ayni seviyede kalmistir. MT I (1 mg/kg i.p.) uygulanan grupta ise
GSH kontrol grubu ile ayn1 diizeydedir (Cizelge 3.5).

Toplam GSH Diizeyleri
Deney Gruplar

(mikromol/g doku = SD)
Kontrol 6.43 £ 0.68
T+ (32 mg/kg i.p.) 5.68+ 0.61 *

MT I (1 mg/kg i.p.) + TI (32 mg/kg i.p.) 581+ 0.34*
MT I (2.5 mg/kgip.) + TI (32 mg/kgip.) | 7.35+ 042 *
MT I (1 mg/kg i.p.) 6.09 £0.22
MT I (2.5 mg/kg i.p.) 7.42 +£0.64*%

Cizelge 3.5. Deney gruplarma gore toplam GSH diizeyi degerleri ve kontrol grubu ile istatistiksel
acidan karsilagtirilmalart (* P <.005 Student t-test)
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Kontrol Tl MTI (1mg/kg)+TlI MTI
(2.5mg/kg)+TI

Deney Gruplarni

Sekil 3.2. Toplam GSH diizeyi sonuglart siitun grafigi

Toplam GSH diizeylerinde kontrol
Deney Gruplar
grubuna gore % degisim
T+ (32 mg/kg i.p.) % 11.6 azalma*
MT I (1 mg/kg i.p.) + TI (32 mg/kg i.p.) % 9.6 azalma*
MT I (2.5 mg/kg i.p.) + TI (32 mg/kg i.p.) % 14.3 artig*
MTI (1 mg/kg i.p.) % 5.3 azalma
MT I (2.5 mg/kg i.p.) % 15.3 artig*

Cizelge 3.6. Deney gruplarinin toplam GSH diizeyleri kontrol grubu ile kiyaslandiginda elde

edilen degisim oranlar1 (*kontrole gore istatistiksel agidan anlamli farklilik)

3.1.5. GSH-Px Enzim Aktivitesi

Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi Lawrence ve Burk (1976)’ya gore
belirlenmistir. Istatistiksel karsilastirmalar SPSS student-t testi uygulanarak

gerceklestirilmistir.
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TI" (32 mg/kg ip.) uygulanan sicanlarda GSH-Px aktivitesi anlamli

azalmistir. MT I (1 mg/kg i.p.) + TI" (32 mg/kg i.p.) grubu siganlarda da kontrol

grubuna gore anlamli bir azalma gériilmektedir. MT 1 (2.5 mg/kg i.p.) + TI" (32

mg/kg i.p.) grubu sicanlarda ve diger gruplarda ise enzim aktivitesinin kontrol

grubuna gore degismeden kaldigi goriilmektedir (Cizelge 3.7).

Deney Gruplar GSH-Px aktivitesi (nmol/mg protein) + SD
Kontrol 0.84 £0.05

T+ (32 mg/kg i.p.) 0.25+0.01%*

MT I (1 mg/kg i.p.) + TI (32 mg/kg i.p.) 0.70 +0.03*

MT I (2.5 mg/kg i.p.) + TI (32 mg/kg i.p.) 0.87+£0.05

MT I (1 mg/kg i.p.) 0.78 £ 0.04

MTI (2.5 mg/kg i.p.) 0.82+0.03

Cizelge 3.7. Deney gruplarma gore glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi degerleri (nmol/mg

protein) ve kontrol grubu ile istatistiksel agidan karsilastirilmalar: (* P <005 Student t-test)
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Deney Gruplar
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Sekil 3.3. GSH-Px aktivitesi sonuglart siitun grafigi
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Deney Gruplar

GSH-Px enzim aktivitesinde kontrol grubuna

gore % degisim

T+ (32 mg/kg i.p.)

% 70.2 azalma*

MT I (1 mg/kg i.p.) + TI (32 mg/kg i.p.)

% 16.7 azalma*

MT I (2.5 mg/kg i.p.) + TI (32 mg/kg i.p.)

% 3.5 artig

MT I (1 mg/kg i.p.)

% 7.1 azalma

MT I (2.5 mg/kg i.p.)

% 2.4 azalma

Cizelge 3.8. Deney gruplarinin glutatyon peroksidaz aktivitesi kontrol grubu ile kiyaslandiginda

elde edilen degisim oranlar1 (*kontrole gore istatistiksel olarak anlamli farklilik )

3.1.6. MDA Diizeyleri

TI" (32 mg/kg i.p.) grubu sicanlarda MDA diizeyi kontrol grubuna oranla

anlaml1 olarak artig gostermistir. MT I (1 mg/kg i.p.) + TI" (32 mg/kg i.p.) grubu

sicanlarda MDA  diizeyinin TI" (32 mg/kg ip.) grubuna gore azaldig

goriilmektedir. Ancak kontrolle kiyaslandiginda MDA diizeyinde artis meydana

gelmistir. MT I (2.5 mg/kg i.p.) + T1" (32 mg/kg i.p.) grubunda ise kontrole gére
anlamli bir farklilik tespit edilmemistir. MT I (1 mg/kg i.p. ) ve MT I (2.5 mg/kg

i.p.) gruplarinda ise MDA diizeyi kontrole gore anlamli sekilde azalmigtir

(Cizelge 3.9).

MDA diizeyleri

Deney Gruplan (nmol/mg protein) + SD
Kontrol 1.19+0.14

Tl+ (32 mg/kg i.p.) 1.77 £ 0.07*

MT I (1 mg/kg i.p.) + TI (32 mg/kg i.p.) 1.35+0.1*%

MT I (2.5 mg/kg i.p.) + TI (32 mg/kg i.p.) 1.27 £0.08

MT I (1 mg/kg i.p.) 1.07 £0.14*

MT I (2.5 mg/kg i.p.) 0.98 £ 0.06*

Cizelge 3.9. Deney gruplarina gére MDA degerleri (nmol/mg protein) ve kontrol grubu ile

istatistiksel agidan karsilastirilmalar: (* P < 0.005 Student't-test)
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Sekil 3.4. MDA tayini sonuglart siitun grafigi

MDA diizeylerinde kontrol grubuna gore
Deney Gruplari
degisim

T+ (32 mg/kg i.p.) % 48.7 artig™*

MT I (1 mg/kg i.p.) + TI (32 mg/kg i.p.) % 13.4 artig*

MT I (2.5 mg/kg i.p.) + TI (32 mg/kg i.p.) | % 6.7 artis

MT I (1 mg/kg i.p.) % 10.1 azalma*

MT I (2.5 mg/kg i.p.) % 17.7 azalma*

Cizelge 3.10. Deney gruplarinin MDA diizeyleri kontrol grubu ile kiyaslandiginda yilizde degisim

degerleri (*kontrole gore istatistiksel olarak anlamli farklilik olusturmaktadir)

3.1.7. ROS Diizeyleri

ROS diizeyleri incelendiginde, sonuglarin dokudaki MDA diizeyleri ile
parelellik gosterdigi belirlenmistir. T1" (32 mg/kg i.p.) grubu sicanlarda ROS

diizeyi kontrol grubuna oranla anlamli olarak artis gostermistir. MT I (1 mg/kg
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ip.) + TI" (32 mg/kg i.p.) grubu sicanlarda ROS diizeyinin T1" (32 mg/kg i.p.)
grubuna gore azaldigi goriilmektedir. Ancak kontrolle kiyaslandiginda ROS
diizeyinde artis meydana gelmistir. MT 1 (2.5 mg/kg i.p.) + TI" (32 mg/kg i.p.)
grubunda ise kontrole gére anlamli bir farklilik tespit edilmemistir. MT I (1 mg/kg
ip.) ve MT I (2.5 mg/kg i.p.) gruplarinda ise MT I’in antioksidan etkisiyle ROS

diizeyinin kontrole gore anlamli sekilde azaldig1 goriilmistiir (Cizelge 3.11).

Deney Gruplar ROS dlizeylerl
(4mol H,0,/gr doku) = SD

Kontrol 97.03 £ 5.66

T+ (32 mg/kg i.p.) 154.86 + 8.52 *

MT I (1 mg/kg i.p.) + TI (32 mg/kg i.p.) 114.04 £5.25*

MT I (2.5 mg/kg i.p.) + TI (32 mg/kg i.p.) 103.62 £ 6.38

MT I (1 mg/kg i.p.) 86.54 +7.63 *

MTI (2.5 mg/kg i.p.) 74.02 £ 6.05 *

Cizelge 3.11. Deney gruplarina gére ROS diizeyleri pmol H,O,/gr doku ve kontrol grubu ile

istatistiksel agidan karsilastirilmalart (* P < 0.005 Student't-test)
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Sekil 3.5. ROS 6l¢iimii sonuglart siitun grafigi
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ROS diizeylerinde kontrol grubuna gore
Deney Gruplar
degisim

T+ (32 mg/kg i.p.) % 59.6 artig™*

MT I (1 mg/kg i.p.) + TI (32 mg/kg i.p.) % 17.5 artig *

MT I (2.5 mg/kg i.p.) + TI (32 mg/kg i.p.) | % 10.3 artis

MTI (1 mg/kg i.p.) % 10.8 azalma*

MT I (2.5 mg/kg i.p.) % 23.7 azalma*

Cizelge 3.12. Deney gruplarinin ROS diizeyleri kontrol grubu ile kiyaslandiginda yiizde degisim

degerleri (¥*kontrole gore istatistiksel olarak anlaml farklilik olusturmaktadir)

3.2. Histopatolojik Bulgular

3.2.1. Isik Mikroskobik Bulgular

Kontrol grubundaki sicanlarda siniizoidler portal alan etrafinda ince
bosluklar halinde siralanmaktadir. Karaciger hiicreleri siniizoidlerin arasinda
diizenli seritler seklinde gozlenmektedir (Sekil 3.6.A). Hiicre zarlar biitiinliiglinti
korumakta, hiicrelerin sinirlar1 ve hiicreler arasi baglanti bolgeleri belirgin olarak
goriilebilmektedir (Sekil 3.6C). Cekirdekler yuvarlak sekilli ve sinirlari belirgindir
(Sekil 3.6.C ve D). Kupffer hiicreleri normal sayida ve goriiniis olarak yildizsi
sekillidir. Eritrositler yapilarini korumaktadirlar (Sekil 3.6 B).

Talyum (32 mg/kg i.p.) uygulanan si¢anlarda siniizoidlerde genisleme
meydana gelmistir (Sekil 3.7 A). Kupffer hiicreleri, aktivasyonlarindaki artiga
baglh olarak koyu renk sitoplazma ve uzamis g¢ekirdeklere sahiptir. Ayrica bu
hiicrelerin sayica arttigr tespit edilmistir (Sekil 3.7. B ve D). Hiicrelerin
sitoplazmasinda damlaciklar halinde lipid biriktigi goézlenmis, Hiicrelerarasi
baglant1 bolgeleri hiicre zar1 yapisindaki bozulma nedeniyle kaybolmus, ¢ekirdek
zarmin hasar goérmesine bagli olarak hiicre c¢ekirdegi sekil degisikligine

ugramistir. Oval yapili veya simnirlart diizensiz goriiniimlii ¢ekirdekler mevcuttur

(Sekil 3.7. €).
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MT I (1 mg/kg i.p.) + TI" (32 mg/kg i.p.) uygulanan siganlarda siniizoidler
kontrol grubuna gore genislemis olarak gozlenmektedir. Hiicrelerdeki metabolik
aktivasyon farkindan dolay1 agik ve koyu renkli hiicreler mevcuttur (Sekil 3.8 A).
Kupfer hiicrleri kontrol grubundakilere benzer sekilde yildizsi sekilli ve normal
sayidadir (Sekil 3.8 B ve C). Hiicrelerin sitoplazmalarinda lipid damlaciklar
mevcuttur. Eritrosit zarlar1 hasar gérmiis, hiicrelerin ¢ogu normal goriiniimiinii
kaybetmistir Sekil 3.8 D). Hiicre zar1 talyum (32 mg/kg i.p.) uygulanan
sicanlarinkine goére daha az hasar gormis, hiicrelerarast baglant1 bolgeleri
gozlenebilmektedir (Sekil 3.8 C ve D).

MT 1 (2.5 mgkg ip.) + TI" (32 mg/kg i.p.) uygulanan sicanlarda
sinlizoidlerde genisleme gozlenmemistir. A¢ik ve koyu renkli boyanmis hiicreler
bu grupta da mevcuttur (Sekil 3.9 A). Karaciger hiicrelerinde hiicre zar1 belirgin
ve hiicreler arasi baglantilar goriilebilmektedir (Sekil 3.9 C). Kupfer hiicreleri
yildizs1 goriiniimlii ve normal sayidadir (Sekil 3.9 B ve C). Eritrosit zarlar1 hasar
gérmemis, disk seklinde gézlenmistir (Sekil 3.9 D).

MT I (1 mg/kg i.p.) uygulanan sicanlarda ve MT I (2.5 mg/kg i.p.)
uygulanan siganlarda karaciger hiicreleri ve siniizoidler normal goriiniimlidiir.
Kupffer hiicrelerinde sayica artis gozlenmemektedir (Sekil 3.10. A ve D). Her iki
grupta da kontrol grubundakine benzer sekilde hiicre sinirlart belirgin, ¢ekirdek
hiicrenin ortasinda yuvarlak-oval yapida, c¢ekirdek zari diizgiin goriiniimliidiir.

Eritrositler normal goriintimliidiir (Sekil 3.10. B ve C).
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Sekil 3.6. Kontrol grubu (% 0.9 NaCl i.p.) siganlarda karaciger dokusu

A) Portal alan g¢evresindeki siniizoidlerin diizenli goriiniimii X10 Toluidin mavisi B) Karaciger
dokusunun genel goriiniimii ve normal goriiniimlii eritrositler (e) ve endotel hiicreleri X40
Toluidin mavisi C) Hiicre zar1 ve gekirdegin (n) genel goriiniimii, Hiicrelerarasi baglant1 bolgeleri
(=) X100 Toluidin mavisi D) Kupfer hiicresi ve karaciger hiicrelerinin genel yapist X100

Toluidin mavisi
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Sekil 3.7. Talyum (32 mg/kg i.p.) uygulanan si¢anlarin karaciger dokusu

A) Portal alan ¢evresindeki Siniizoidlerde genisleme (—) X10 Toluidin mavisi B) Endotel
hiicrelerinde deformasyon (e), kupfer hiicrelerinde sayica artis ve aktivasyon (—), vakuolizasyon
X40 Toluidin mavisi C) Hiicre ¢ekirdeginde deformasyon (n) lipid damlaciklarinda sayica artis (1)
X100 Toluidin mavisi D) Kupfer hiicresi ¢ekirdeginde genigleme (k), hiicre zarinda deformasyon

(—) X100 Toluidin mavisi
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Sekil 3.8. MT I (1 mg/kg i.p.)+TI" (32 mg/kg i.p.) ve uygulanan siganlarin karaciger dokusu
gikg 1.p g

A) Diizenli siralanmis agik ve koyu renkli boyanmis karaciger hiicreleri (—) X10 Toluidin mavisi
B) Karaciger hiicrelerinin genel goriiniimii. Kupfer hiicreleri sayica ve sekilsel olarak normal
goriinimliidiir X 40 Toluidin mavisi C) Kupfer hiicresi (k) ve lipid damlaciklar1 (I) X100 Toluidin

mavisi C) Deforme olmus eritrositler (e) X100 Toluidin mavisi
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Sekil 3.9 MT I (2.5 mg/kg i.p.) +TI" (32 mg/kg i.p.) ve uygulanan sicanlarmn karaciger dokusu

A) Merkezi ven gevresinde siralanmig diizenli gorliniimli siniizoidler X10 Toluidin mavisi B)
Karaciger dokusunun genel goriiniimii X40 Toluidin mavisi C) Normal goriniimlii karaciger
hiicreleri, kupfer hiicreleri ve endotel hiicreleri (—). Sitoplazmada az sayida lipid damlaciklar
gozlenmektedir X100 Toluidin mavisi D) Normal goriiniimlii eritrositler (—) X100 Toluidin

mavisi
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Sekil 3.10 MT I (1 mg/kg i.p.) ve MT I (2.5 mg/kg i.p.) grubu si¢anlarin karaciger dokusu

A) MT I (2.5 mg/kg i.p.)uygulanan sicanlarda karaciger hiicrelerinin genel goriiniimii. X 40
Toluidin mavisi B) MT I (2.5 mg/kg i.p.) uygulanan siganlarda normal goriinimlii karaciger
hiicreleri ve eritrositler (¢) X 100 Toluidin mavisi C) MT I (1 mg/kg i.p.)uygulanan siganlarda
karaciger hiicrelerinin genel goriiniimil. X 40 Toluidin mavisi D) MT I (1 mg/kg i.p.) uygulanan
sicanlarda normal goriiniimlii karaciger hiicreleri, nukleus (n) ve eritrositler (e) X 100 Toluidin

mavisi
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3.2.2. Elektron Mikroskobik Bulgular

Kontrol grubu siganlarin karaciger ince yapisinda mitokondriler ¢ekirdek
cevresinde dagilmis ve normal goriinimlidir (Sekil 3.11.B). Kristalar parelel
olarak siralanmistir (Sekil 6a.A). Endoplazmik retikulum sisternalar1 yapisal bir
biitlinliikk i¢inde parelel olarak goézlenmektedir (Sekil 3.11.A ve D). Cekirdek
yuvarlak sekilli, ¢ekirdek zarmnimn ylizeyi diizglin goriiniimliidiir (Sekil 3.11.C).
Cekirdek igerisinde yuvarlak bir c¢ekirdek¢ik gozlenmekte, zar c¢evresinde
heterokromatin bolgelere rastlanmamaktadir. Hiicre zar1 ve sinirlari belirgindir
(Sekil 3.12.A). Endotel hiicreleri, yan yana ve diizenli olarak siralanmistir (Sekil
3.12.B).

Talyum (32 mg/kg i.p.) uygulanan si¢anlarda oOzellikle mitokondri
yapisinda ileri derecede deformasyon gozlenmistir. Mitokondride siskinlik,
mitokondri dig zarinda balonlasma mevcuttur. Kristalarin biribirine parelal
gbriinimii bozulmus, bu yapilar pargalanarak kiiciik fragmentlere ayrilmislardir
(Sekil 3.13.A). Endoplazmik retikulum sisternalarinda siskinlik ve kopmalar
meydana gelmistir. Sitoplazma igerisindeki glikojen partikiillerinde sayica artig
meydana gelmistir (Sekil 3.13.B). Cekirdegin yuvarlak yapis1 degisiklige ugramis,
cekirdek zarmmin yiizeyi girintili ¢ikintili bir goriinlim almistir. Cekirdek zari
cevresinde heterokromatin olusumlar goézlenmistir (Sekil 3.13..C). Cekirdek
cevresindeki mitokondrilerde kiimelesmeler mevcuttur (Sekil 3.13.D). Kupfer
hiicre zarinda ve ¢ekirdeginde ileri derecede deformasyon gozlenmistir (Sekil
3.14.A). Endotel hiicreleri hasar gérmiis, karaciger hiicrelerinin disse araligina
dogru uzanan mikrovilluslar1 parcalanmistir (Sekil 3.14. B).

MT I (1 mgkg ip.) +TI" (32 mgkg ip.) ve uygulanan sicanlarda
hiicredeki zarli yapilarda deformasyon gézlense de, bu bozukluklar Talyum (32
mg/kg i.p.) uygulanan siganlardaki ile ayni1 diizeyde gozlenmemistir. Bu durum,
diizenli goOriiniimii bozulan ancak kopma ve pargalanma gozlenmeyen
endoplazmik retikulum sisternalarinda belirgindir Cekirdek zar1 diizensiz
goriiniimlii ve ¢ekirdek yuvarlak goriiniimiinii kaybetmistir. Cekirdek zari
cevresinde az miktarda heterokromatin birikimler mevcuttur. (Sekil 3.15.A).

Mitokondri kristalarinda fragmentasyon yoktur. Bu organeller ¢ekirdek gevresinde
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kiimelesme  gostermemekte, kontrol  grubundakine benzer yapilarini
korumaktadirlar (Sekil 3.15. B ve C). Endotel hiicreleri hasar gérmiistiir (Sekil
3.15.D). Hiicre zar ve sinirlar1 belirgin olmakla birlikte, hiicreler aras1 bosluklar
genislemistir (Sekil 3.16. A). Kupffer hiicreleri ve ¢ekirdegi yapisini1 korumaktadir
(Sekil 3.16. B).

MT I (2.5 mg/kg i.p.) + TI' (32 mg/kg i.p.) uygulanan siganlarda MT I
uygulamasina bagli olarak hiicredeki zarli yapilarda deformasyon oldukca az
olarak gdzlenmistir. Bu durum o6zellikle talyum uygulamasi nedeniyle en fazla
zarar goren organel olan mitokondrilerde belirgindir. Mitokondrilerde sisme
gozlenmemis, kristalar diizgiin, parelel sekilde siralanmistir. Mitokondri dis zar1
hasarsizdir. Mitokondri igerisinde opak kalsiyum graniilleri gozlenmektedir.
Mitokondriler, ¢ekirdege yakin ve dagimik durumdadirlar (Sekil 3.17. A ve C).
Endoplazmik retikulum sisternalar1 sisme ve par¢alanma gozlenmeksizin kontrol
grubundakine benzer yapilarini korumaktadir (Sekil 3.17 B). Kupffer hiicresi ve
cekirdegi seklini korumakta, endotel hiicreleri yapilarini koruyarak yan yana
siralanmaktadir. Mikrovilluslarin yapist korunmustur (Sekil 3.17. D, Sekil 3.18.
A, Sekil 3.18. B).

MT I (1 mg/kg i.p.) uygulanan sicanlarda karaciger ince yapist kontrol
grubu ile benzerlik gdstermektedir. Karaciger hiicresinin genel goriiniimii normal
yapida yuvarlak-oval yapidaki ¢ekirdek hiicrenin ortasinda ve sinirlari belirgindir
(Sekil 3.19 C). Graniilli endoplazmik retikulum sisternalar1 tek parga halinde
parelel siralanmaktadir (Sekil 3.19 A ve D). Mitokondriler ¢ekirdek etrafinda
normal goriiniimlii olarak dagilmaktadir (Sekil 3.19 B).

MT I (2.5 mg/kg i.p.) uygulanan sigcanlarda karaciger hiicresi normal
goriiniimlii, mitokondriler ¢ekirdek etrafinda dagilmis olarak normal yapida
gozlenmektedir (Sekil 3.20 A ve B). Graniillii endoplazmik retikulum sisternalar1
biitiinliiglinii korumakta diizenli olarak siralanmaktadir. Cekirdek zari hasarsiz,

diizgiin goriiniimlidiir (Sekil 3.20. C ve D).
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ekil 3.11. Kontrol grubu (% 0.9 NaCl i.p.) sicanlarin karaciger ince yapisi
S grubu ( p.) si¢ g yap

A) Deforme olmamis ¢ekirdek zari (N), normal goriinimlii mitokondriler (m) ve graniillii
endoplazmik retikulum (GER) (X 16500) B) Cekirdek (N) ¢evresinde belirgin olarak yer alan
mitokondriler (m) (X11500) C) Kiiresel sekilli ¢ekirdek (N) ve g¢ekirdekcik (n). Cekirdek zari
cevresinde heterokromatin bolge gozlenmemektedir. (X6000) D) Cekirdek (N) ve paralel

stralanmig graniillii endoplazmik retikulum sisternalari1 (GER)



66

Sekil 3.12. Kontrol grubu (% 0.9 NaCl i.p.) siganlarin karaciger ince yapist

A) Karaciger hiicresi ¢ekirdegi ve zari, genel goriiniim (X 1700) B) Endotel hiicreleri yan yana

siralanmis diizenli goriiniimdedir (X 1700)



67

Sekil 3.13. TI" (32 mg/kg i.p.) uygulanan sicanlarin karaciger ince yapisi

A) I¢ ve dis zarlar ileri derecede deforme olmus mitokondri. Kristalarda parcalanma (=) ve
mitokondri dis zarinda sisme (*) gézlenmektedir (X 99000). B) Graniillii endoplazmik retikulum
sisternalarinda kopma(—) (GER) ve glikojen partikiillerinde sayica artis (g) (X 16500) C) ileri
derecede deforme olmus ¢ekirdek (N) ve ¢ekirdek zari. Cekirdek zari gevresinde heterokromatin
bolgeler (=) ve ¢ekirdekten uzaklasarak kiimelesmis mitokondriler (m) gozlenmektedir (X8200).
D) Yiiksek biiylitmedeki deforme olmus ¢ekirdek zari, heterokromatin birikimi (h), diizensiz
goriiniimlii graniilli endoplazmik retikulum (GER) ve siskinlesmis mitokondriler (m) (=) (X

9900)
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Sekil 3.14. TI" (32 mg/kg i.p.) uygulanan siganlarin karaciger ince yapist

A) Kupffer hiicresi (K). Cekirdek ve hiicre zarinda deformasyon gozlenmektedir (X 8200). B)
Endotel hiicre zar1 ve cekirdeginde deformasyon ve karaciger hiicresi mikrovilluslarinda

pargalanmalar (—) (X 9900)
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Sekil 3.15. MTI (Img/kg i.p.) + TI" (32 mg/kg i.p.) ve uygulanan sicanlarin karaciger ince
yapist

A) Graniilli endoplazmik retikulum (GER) sisternalar1 diizensiz goriiniimlii ancak yapisal
biitinliigiinii korumaktadir. Cekirdekte deformasyon ve az miktarda heterokromatin birikimleri
(=) mevcuttur (X16500) B) Mitokondrilerde sisme (m) (X16500) C) Cekirdek (N) ve mitokondri
kiimelerinin genel goriiniimii, endotel hiicreleri arasindaki geniglemis bosluklar (X8200) D) Hasar

gormiis endotel hiicreleri (=) (X4200)
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Sekil 3.16. MT I (1 mg/kg i.p.) + TI' (32 mg/kg i.p.) ve uygulanan sicanlarin karaciger ince yapist
g/kg 1.p g

A) Karaciger hiicrelerinin genel goriiniimii (X 4200) B) Kupffer hiicresi ve mikrovilluslarin genel

goriinimii (X 8200)
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Sekil 3.17. MT I (2.5 mg/kg i.p.) + TI" (32 mg/kg i.p.) ve uygulanan siganlarin karaciger dokusu

A) Mitokondri (m) i¢ ve dig zarlari normal goriiniimlii, kristalar paralel olarak siralanmustir.
Kalsiyum graniilleri gézlenmektedir (=) (X 43000) B) Graniillii endoplazmik retikulum (GER)
sisternalar1 parelel olarak siralanmis ve biitiinliigiinii korumaktadir. Mitokondriler (m) ¢ekirdek
cevresinde dagilmis olarak goriilmektedir (X11500) C) Karaciger hiicresinin genel goriintiisii (X
6000) D) Kupffer hiicresi (k) ve hasar gérmemis endotel hiicreleri (—). Normal goriiniimlii

eritrosit (e) (X 6000)
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Sekil 3.18. MT I (2.5 mg/kg i.p.)+TI" (32 mg/kg i.p.) ve uygulanan sicanlarin karaciger dokusu

A) Karaciger hiicresi, normal yapida, diizenli olarak siralanmis endotel hiicreleri (—) ve
mikrovilluslar (X 6000) B) Kupffer hiicresi yildizsi sekilli, hiicre zar1 ve g¢ekirdek normal
goriniimlidiir. Mikrovilluslar belirgin olarak gozlenmektedir ve biitiinligiinii korumaktadir (X

6000)
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Sekil 3.19. MT I (1 mg/kg i.p.)uygulanan siganlarin karaciger dokusu

A) Diizenli yapidaki GER sisternalari (X 16500) B) Normal goriiniimlii mitokondriler (m), diizgiin
goriinimlii ¢cekirdek (N) ve cekirdek zar1 (X 16500) C) Karaciger hiicresinin genel goriinimii (X
6000) D) Yiiksek biiyiitmede normal yapidaki GER sisternalar1 (26500)
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Sekil 3.20. MT I (2.5 mg/kg i.p.)uygulanan siganlarin karaciger dokusu

A) Karaciger hiicresi genel goriinimi (X 6000) B) Cekirdegin g¢evresinde dagilmis normal
goriinimlii mitokondriler (m) (X 11500) C) Normal yapidaki ¢ekirdek (N) ve GER (16500) D)
Yiiksek biiyiitmede normal yapidaki GER sisternalar1 (X 20500).
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3.3. Cu-Zn SOD Enziminin immunohistokimyasal Olarak Isaretlenmesi Sonucunda

Elde Edilen Bulgular

4

Sekil 3. 21. Kontrol grubu (% 0,9 NaCl i.p.) si¢anlarda grubu siganlarda Cu-Zn SOD enziminin

karacigerdeki immunohistokimyasal lokalizasyonu (X11500) 20 nm’lik altin partikiilleri ile

isaretlenmistir

Sekil 3.22. Chang ve ark., (1988)’1n bulgulari: Cu-Zn SOD wistar cinsi si¢anlarin karacigerinde

yaklagik olarak % 73.1 oraninda sitoplazmada, % 11.9 oraninda ¢ekirdekte, % 15 oraninda ise

diger organellerde bulunmaktadir (X 20000). 10 nm’lik altin partikiilleri ile isaretlenmistir



76

Sekil 3.23. TI" (32 mg/kg ip.) grubu sicanlarda Cu-Zn SOD enziminin karacigerdeki

immunohistokimyasal lokalizasyonu (X 11500) 20 nm’lik altin partikiilleri ile isaretlenmistir

»
¥

Sekil 3.24. TI' (32 mg/kg ip.) grubu sicanlarda Cu-Zn SOD enziminin karacigerdeki

immunohistokimyasal lokalizasyonu (16500) 20 nm’lik altin partikiilleri ile isaretlenmistir
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Sekil 3.25. MT I (1 mg/kg i.p. ) + TI" (32 mg/kg i.p.) grubu sicanlarda Cu-Zn SOD enziminin
karacigerdeki immunohistokimyasal lokalizasyonu. (X 11500) 20 nm’lik altin partikiilleri ile

isaretlenmistir.

Sekil 3.26. MT I (I mg/kg i.p.) + TI" (32 mg/kg i.p.) grubu siganlarda Cu-Zn SOD enziminin
karacigerdeki immunohistokimyasal lokalizasyonu. (X 11500) 20 nm’lik altin partikilleri ile

isaretlenmistir.
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Sekil 3.27 MT I (2.5 mg/kg i.p.) + T1" (32 mg/kg i.p.) grubu siganlarda Cu-Zn SOD enziminin
karacigerdeki immunohistokimyasal lokalizasyonu (X 16500) 20 nm’lik altin partikiilleri ile

isaretlenmistir.

Sekil 3.28. MT I (2.5 mg/kg i.p.) + TI" (32 mg/kg i.p.) grubu sicanlarda Cu-Zn SOD enziminin

karacigerdeki immunohistokimyasal lokalizasyonu (X 8200) 20 nm’lik altin partikilleri ile

isaretlenmistir.
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Sekil 3.29. MT 1 (1 mgkg ip.) grubu siganlarda Cu-Zn SOD enziminin karacigerdeki

immunohistokimyasal lokalizasyonu. (X 11500) 20 nm’lik altin partikiilleri ile isaretlenmistir

Sekil 3.30. MT I (1 mgkg i.p.) grubu siganlarda Cu-Zn SOD enziminin karacigerdeki

immunohistokimyasal lokalizasyonu. (X16500) 20 nm’lik altin partikiilleri ile isaretlenmistir
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Sekil 3.31. MT I (2.5 mg/kg i.p.) grubu siganlarda Cu-Zn SOD enziminin karacigerdeki
immunohistokimyasal lokalizasyonu (X 9900) 20 nm’lik altin partikiilleri ile isaretlenmistir

Sekil 3.32. MT 1 (2.5 mg/kg i.p.) grubu siganlarda Cu-Zn SOD enziminin karacigerdeki

immunohistokimyasal lokalizasyonu (X 11500) 20 nm’lik altin partikiilleri ile isaretlenmisgtir
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Iimmunohistokimyasal

bulgular kontrol

Enzim aktivitesi bulgulari

kontrol grubu ile

Deney Gruplar grubu ile kiyaslandiginda %
kiyaslandiginda % degisim
degisim
T+ (32 mg/kg i.p.) % 55 azalma % 54 azalma

MT I (1 mg/kg) + TI (32 mg/kg i.p.)

% 33 azalma

% 37 azalma

MT I (2.5 mg/kg) + TI (32 mg/kg i.p.)

% 8 azalma

% 5 azalma

MT I (1 mg/kg)

% 5 azalma

% 6 azalma

MT I (2.5 mg/kg)

% 1 azalma

% 3 azalma

Cizelge 3.13 Immunohistokimyasal bulgular ile enzim aktivitesi bulgulari kontrol gruplari ile

kiyaslandiginda yiizde (%) degisim oranlar1

Deney gruplarinda Cu-Zn SOD enziminin hiicre i¢i
Deney gruplari dagihm
sitoplazma ¢ekirdek organeller
Kontrol % 70 % 14 % 16
T+ (32 mg/kg i.p.) % 57 % 33 % 10
MT I (1 mg/kg) + TI (32 mg/kg i.p.) % 61 % 27 % 12
MT I (2.5 mg/kg) + TI (32 mg/kg i.p.) | % 69 % 17 % 14
MT I (1 mg/kg) % 64 % 19 % 17
MT I (2.5 mg/kg) % 67 % 14 % 19

Cizelge 3.14. Cu-Zn SOD enziminin hiicre i¢i dagiliminda meydana gelen yiizde (%) degisim
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4. TARTISMA, SONUC ve ONERILER

Agir metallerin tamamina yakin bir boliimiiniin canli hiicreler icin toksik
olduklar1 bilinmektedir. Bununla birlikte, baz1 agir metallerin hiicrelere verdikleri
hasarin mekanizmalar1 halen tam anlamiyla aydinlatilamamistir. Uzun bir siiredir
¢inko (Zn), kadmiyum (Cd), civa (Hg), kursun (Pb), talyum (TI) gibi metallerin,
proteinlerin siilthidril gruplarina baglanarak enzim fonksiyonlarin1 inhibe
ettikleri bilinmektedir. Yiiksek teknolojik uygulamalarda bugiin ve gelecekte
yogun kullanim alanlarinin bulunmasi, medikal uygulamalarda ge¢cmiste agirlikli
olarak kullanilmis, giinlimiizde ise smirli da olsa kullanilmaya devam ediliyor
olmasi, Pb ve Hg ile kiyaslandiginda cok daha yiiksek toksisiteye sahip olmasi
nedeniyle TI metali potansiyel bir kirlilik kaynag1 olusturmaktadir. Ancak klasik
analitik medtodlarla belirlenebilmesinin zor olmasi nedeniyle, diger metallere
oranla daha az calisilmistir (Peter ve Viraraghavan 2005).

6 kD’luk bir protein olan Metallotionein (MT), yiiksek sistein igerigi
nedeniyle agir metal iyonlarimin  baglanabilecekleri 6nemli  hedef
molekiillerdir.Cd, Zn ve Cu metallerinin kinetiklerinde dnemli rol oynamasinin
yani sira, son zamanlarda MT’in galyum (Ga), germanyum (Ge), indium (In),
antimoni (Sb), telluryum (Te), itrium (Y), niobiyum (Nb), talyum (TT) ve bizmut
(Bi) gibi yiiksek teknolojide kullanilmakta olan c¢esitli metallerin
metabolizmasindaki rolii de aragtirma konusu olmaktadir (Zierold 2000). Daha
once yapilan cesitli calismalarda, MT’in metal detoksifikasyonundaki gorevleri
ozellikle kadmiyum toksisitesi ile ilgili agirlikli olarak calisilmis, karacigerde
bulunan MT in yapisindaki ¢inko ile kadmiyumun yer degistirdigi, MT nin Cd’u
sitozolde bagladigi bu sayede karaciger dokusunun Cd toksisitesinin etkilerinden
korundugu rapor edilmistir (Klaassen ve Liu 1998; Nordberg ve ark. 1998).
Cesitli metallerin toksik olmayan diisiik dozlarina in vivo veya in vitro olarak
maruz birakilan hiicrelerde MT indiiklenmesine bagli olarak, daha sonraki
yiliksek dozlara karsi bir savunma mekanizmasi olusmaktadir (Klaseen ve Liu
1998).

MT’in sentezi cesitli metaller tarafindan indiikleniyor olsa da TI’un hiicre

icerisinde MT gibi siilfidril gruplarinca zengin molekiillerin sentezini
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indiiklemedigi rapor edilmistir (Zierold 2000). MT’in ekstraseliiler olarak
uygulanmsiyla meydana gelen hiicresel yanitlar, ¢esitli dokularda biyokimyasal,
histopatolojik ve immiinolojik acilardan calisilmistir. Mimura ve ark. (1988)
Wistar cinsi si¢ganlarda HCl-etanol ile indiiklenen gastrik iilserin baskilanmasinda
MT enjeksiyonunun etkilerini arastirmis ve olusan gastrik lezyonlarin analizine
bagl olarak, MT enjeksiyonunun gastrik iilser olusumuna kars1 koruyucu etkileri
oldugunu ortaya koymuslardir. Benzer sekilde Youn ve ark. (2002)’nin
caligmalarinda, kronik inflamatuar otoimmiin bir hastalik olan romatoid artritin
tedavisinde MT nin rold, farelere i.p. MT enjeksiyonu yapilarak arastirilmis, elde
edilen bulgular MT’in proinflamatuar yaniti inhibe ederek ve inflamatuar
otoimmiin yanitlara eslik eden oksidatif hasar1 azaltarak hastaligin olusumunu
engelledigini agi8a ¢ikarmistir.

TI metalinin toksik etkileri, MT’lerin ¢esitli metallerle olan etkilesimleri
ve deneysel olarak indiiklenen c¢esitli hastalik modelleri iizerinde MT’lerin
etkilerinin belirlenmesine yonelik olarak yukarida bahsedilenlere benzer pek ¢ok
caligma bulunmakla birlikte, TI’un hiicrelerde olusturdugu oksidatif strese bagli
membran ve organel hasarlarina karsilik, MT’ lerin etkileri daha once higbir
calismada arastirilmamustir.

Karaciger, basta alkol ve ilaglar olmak tiizere ¢esitli ksenobiyotikleri
metabolize eden ve bunlarin meydana getirebilecegi hiicresel hasarlarin
Onlenmesinde gorev yapan ¢ok sayida enzim proteinlerinin sentezlendigi bir
organ olarak, sitotoksisitenin degerlendirilmesinde siklikla model olarak
kullanilmaktadir. Calismamizda, T1 toksisitesinin neden oldugu oksidatif stres ve
bu strese karst MT D’in koruyucu etkileri karaciger dokusunun yapisal ve ince
yapisal diizeylerde incelenmesiyle ortaya koyulmustur. Elde edilen histopatolojik
bulgular1 desteklemek amaciyla, antioksidan enzim diizeylerindeki degisiklikler,
toplam glutatyon seviyeleri, lipid peroksidasyonu seviyeleri ve dokulardaki TI
diizeyleri de 6lgiilerek biyokimyasal veriler olarak ortaya koyulmustur.

Calismamizda elde edilen bulgular, TI'un karaciger hiicrelerinin zarli
yapilarinda, 6zellikle de mitokondrilerde olusturdugu hasar1 ortaya koymaktadir.
TI’a maruz birakilan sicanlarda, metalin mitokondriyal zarlara baglanmasi

sonucunda mitokondrilerin i¢ ve dig zarlarinda deformasyon goriilmiis, kristalarda
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lizis ile meydana gelen kopmalar, mitokondrilerde sisme ve sitoplazmada
mitokondri kiimelesmeleri tespit edilmistir (Sekil 3.13 .A ve C). Bununla birlikte
graniillii endoplazmik retikulum sisternalarinda genisleme ve parcalanma
gbzlenmigtir (Sekil 3.13 .B ve D). Mitokondri i¢ zar1 katilara karsi gegirgen
yapida degildir. Agir metaller ve buna bagl olarak ortaya c¢ikan oksidatif stres
kosullarinda, hiicre icerisinde ATP seviyesi diiser. Hiicredeki membran
gecirgenligi bozulur. Buna bagli olarak mitokondri i¢ zar1 gegirgen hale gelebilir.
Bu durumda Ca®* ve diger iyonlar sitoplazmaya geger ve bozulan ozmolitik
dengenin yeniden saglanabilmesi i¢in organel igine su girisi gerceklesir. Bu
durum mitokondrilerde sismeye neden olmaktadir (Plaa ve Hewitt, 1998).
Sitoplazmada ¢ok sayida kiigiik lipid damlaciklar1 meydana gelmistir (Sekil 3.7.
C). Sitoplazmadaki lipid damlaciklarinin sayisindaki artis, hiicresel hasara baglh
olarak protein sentezinin kesintiye ugramasi ve lipid-protein birlesimlerinin
Onlenerek, lipidlerin hiicre igerisindeki kullanilabilirliginin  azalmasindan
kaynaklanmaktadir (Thophon ve ark., 2004). Hiicre i¢i glikojen partikiillerinin
boyutu ve sayisinda artis meydana gelmistir (Sekil 3.13.B). Agir metaller gibi
toksik maddeler, karaciger hiicrelerindeki glukoz-6-fosfataz  enziminin
islevselligini  ortadan  kaldirarak hiicrelerde normalden fazla glikojen
depolanmasina neden olmaktadir. Karaciger hiicrelerinin c¢ekirdeklerinde
heterokromatin birikimleri ve c¢ekirdek zarinda yapisal bozukluklar tespit
edilmistir (Sekil 3.13 C ve D). Dokudaki TI miktar1 analiz edildiginde TI" (32
mg/kg 1.p.) grubunda 3.295 ppm olarak tespit edilmistir. Kontrol grubu
hayvanlarin karaciger dokularinda TI bulunmamaktadir. Herman ve Bensch
(1967), farkli dozlarda talyum asetata maruz birakilan ratlarin karaciger, bobrek,
bagirsak, beyin, seminal sivi ve pankreaslarinda mitokondrilerde meydana gelen
morfolojik degisiklikleri incelemis, TI’un etkilerinin 6zellikle mitokondrilerdeki
sisme ve kristalarda parcalanma ile ortaya ¢iktigini, kalsiyum igeren
mitokondriyal graniillerin ortadan kalktigin1 belirtmislerdir. Hiicrelerdeki lipid
damlaciklarinin sayisinda artis rapor edilmistir (Herman ve Bensch, 1967). Bu
bulgular bizim elde ettigimiz bulgulara benzerlik gostermektedir. Leung ve Ooi
(2000) i.p. olarak wuyguladiklari TI'un sigcanlar iizerindeki toksisitesi ve

histopatolojik etkilerini arastirmig, karaciger hiicrelerinde vakuolizasyon,
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siniizoidlerde genisleme ve nekroz gibi bulgular elde etmislerdir. TI" (32 mg/kg
1.p.) grubu sicanlarda ayrica, siniizoidal endotel hiicrelerinin yapisinda
deformasyon ve bazilarinda sisme gozlenmistir. Endotel hiicre zar1 ve g¢ekirdek
hasar gormiis, karaciger hiicrelerinin mikrovilluslar1 deforme olmustur (Sekil 3.14
B). Cogger ve ark (2004)’ nin siniizoidal epitelyum hiicreleri tizerinde oksidatif
stresin yarattig1 hasarlarin elektron mikroskobu yardimiyla arastirildigi ¢caligmada
da, bizim calismamiza benzer sekilde endotel hiicrelerinde sisme ve fenestrali
yapida bozulma goézlenmis, ince yapilarindan dolay1 siniizoidal endotel hiicreleri
oksidatif hasarm énemli hedef hiicrelerinden biri olarak isaret edilmistir. TT™ (32
mg/kg i.p.) grubu sicanlarda Kupffer hiicrelerinde de hiicre zar1 ve c¢ekirdekte
deformasyon goriilmiistiir (Sekil 3.14 A). Ayrica 151k mikroskobik bulgularda TI’a
maruz kalan hayvanlarda Kupffer hiicrelerinde hiperplazi ve hiicre
cekirdeklerinde uzama gibi belirtilerle aktivasyon tespit edilmistir (Sekil 3.7 B).
Kupffer Hiicreleri dokuda olusan oksidatif strese bagli olarak aktive
olabilmektedirler. Bu hiicrelerin kendileri de, aktivasyonla birlikte reaktif oksijen
tiirevleri ortaya ¢ikarirlar ve siniizoidal endotel hiicrelerinin daha da ileri seviyede
hasar gérmesine neden olabilirler (Cogger ve ark. 2004; Kanel ve Korula, 2005).
MT I (1 mg/kg i.p.) + TI" (32 mg/kg i.p.) ile MT I (2.5 mg/kg i.p.) + TI"
(32 mg/kg i.p.) ve gruplarinin her ikisinde de yar1 ince kesitlerde koyu ve agik
renkli boyanmis olan hiicreler gozlenmistir (Sekil 3.8 A ve Sekil 3.9 A).
Colakoglu ve Kiikner (2003) karaciger hiicrelerinde gozlenen boyanmadaki
farkliliklarin ~ hiicrelerdeki  farkli metabolik aktivitelerden kaynaklaniyor
olabilecegini belirtmislerdir. A¢ik renkli hiicrelerin siklikla iki ¢ekirdekli hiicreler
olduklar1 ve daha yogun metabolik aktivasyona sahip olduklari belirtilmistir.
Metallothionein I uygulanan hiicrelerdeki degisimler de bazi1 hiicrelerdeki
metabolik aktivasyonun digerlerine gore daha yogun olmasindan kaynaklaniyor
olabilir. Bu gruplardaki hayvanlarda glikojen partikiilleri sitoplazmada dagilmas,
lipid damlaciklarinin sayisinin ise azaldigi gozlenmistir. Bu gruplarin her ikisinde
de Kupffer hiicreleri normal goriintimliidiir (Sekil 3.16 B ve Sekil 3.17 D). Isik
mikroskobik  bulgularda bu  gruplarda  Kupffer hiicre hiperplazisi
gozlenmemektedir (Sekil 3.8 B; Sekil 3.9 B). Bozkurt ve ark. (1998)

calismalarinda bizim ¢aligmamiza benzer sekilde wistar cinsi erkek siganlarda i.p.
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olarak endotoksemi olusturmuslar ve glutatyon eksikliginin karaciger tizerindeki
histopatolojik etkilerini aragtirmislardir. Elde ettikleri bulgularda siniizoidal
dilatasyon, intrasitoplazmik graniillerde belirginlesme ve vakuolizasyonun yani
sira, Kupffer hiicre hiperplazisi belirlenmistir. Kupffer hiicre hiperplazisinin i.p.
olarak verilen toksini temizleme ve fagositik aktiviteyi arttirma amaciyla
gerceklestigi belirtilmistir. Dokudaki TI diizeyleri karsilastirildiginda, MT T (1
mg/kg ip.) + TI'(32 mgkg ip.) ve grubu siganlarda 2.917 ppm olarak
belirlenmistir. Bu miktar, TI' (32 mg/kg i.p.) grubundaki sicanlarmn karaciger
dokusu ile karsilastirildiginda % 11.4 daha azdir. MT I (2.5 mg/kg i.p.) + TI" (32
mg/kg 1i.p.) grubu sicanlarda ise, dokudaki TI diizeyi 2.135 ppm olarak
belirlenmistir. Bu miktar TI" (32 mg/kg i.p.) grubu ile karsilastirildiginda % 35.3
daha azdir. Bu durum karaciger dokusunda toksisiteye neden olan TI'un bir
boliimiiniin MT 1 ile birlesmis olabileceginin bir gostergesidir. Bu gruplarda
Kupffer hiicre hiperplazisinin goriilmeyisi de bu sonuglarla iliskilendirilebilir.
Ayrica, bu iki deney grubundaki si¢anlarin hiicre g¢ekirdeklerinde de yapisal
bozukluklar mevcuttur. MT I (1 mg/kg i.p.) + TI" (32 mg/kg i.p.) grubu siganlarin
karaciger hiicre ¢ekirdeklerinde heterokromatin bolgeler gozlenmistir (Sekil 3.15
A). Ancak MT I (2.5 mg/kg i.p.) + TI" (32 mg/kg i.p.) grubu si¢anlarin karaciger
hiicre ¢ekirdeklerinde heterokromatin bolgeler nisbeten daha azdir (Sekil 3.17 B).
Heterokromatindeki bu gibi degisiklikler ¢ekirdek igeriginin kademeli olarak
inaktive olmaya basladiginin gostergesidir (Yang ve Chen, 2003).

MT I (1 mg/kg i.p.) + TI' (32 mg/kg i.p.) grubu si¢anlarda hiicredeki zarli
yapilar kismen korunmustur. Mitokondri i¢ ve dis zarlar1 hasarsiz ve normal
gorlinlimliidiir. Ancak genel yapilarinda sisme gozlenmektedir (Sekil 3.15.B).
Blondin ve Green (1967), mitokondrilerdeki sismenin mekanizmasini
arastirdiklar1 ¢alismalarinda, mitokondriyal enerji iiretimi ve mitokondriyal sisme
arasinda bir ters orant1 oldugunu ve cesitli tek ve cift degerlikli metal iyonlarinin
mitokondriyal enerji sistemlerine zarar vererek sismeye neden olduklarini
belirtmiglerdir. Endoplazmik retikulum sisternalar1 yapisal biitlinliigiini
korumakta ancak diizensiz olarak siralanmaktadir. Cekirdek zarmin ylizeyi
girintili ¢ikintihidir. Az miktarda heterokromatin birikimleri mevcuttur (Sekil 3.15

A ve C). Karaciger hiicrelerinin mikrovilluslart TI" (32 mg/kg i.p.) grubuyla
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karsilastirildiginda nisbeten korunmustur. Siniizoidal endotel hiicrelerinin zarlari,
porlu yapida olmalarindan dolay1 hiicredeki diger zarli yapilara oranla hasar
gérmiis ve bazilar1 siskinlesmis, bu hiicrelerin arasindaki bosluklar genislemistir
(Sekil 3.15 C ve D). Kupffer hiicre zar1 ve ¢ekirdegi korunmustur. Kupffer
hiicresi, karaciger hiicreleri mikrovilluslari ile yakin temas halindedir (Sekil 3.16
B). Kupffer hiicresi ve karaciger hiicreleri arasindaki iletisim, karaciger hasarinin
baslangicinda artmaktadir. Bu iletisim yaygin olarak reseptorlerle saglanmaktadir.
Bu reseptorler, erimis immiin komplekslerin fagositoz yoluyla temizlenmesinde
rol oynar (Aktan ve ark., 2003).

MT I (2.5 mg/kg i.p.) + TI" (32 mg/kg i.p.) grubu sicanlarda hiicredeki
zarli yapilar biiylik Olgiide korunmustur. Mitokondriler normal gdriinlimlii,
kristalar biribirine parelel olarak siralanmaktadir. Hiicredeki TI’un biiytlik bir
bolimii MT 1 tarafindan tutularak detoksifiye edildiginden, hiicre ici Ca™
homeostasisi bozulmamistir. Mitokondriyal matrikste kalsiyum (Ca™) depo
graniilleri gozlenmektedir (Sekil 3.17 A). Endoplazmik retikulum sisternalari
yapisal biitiinliigiinii korumakta ve biribirine parelel olarak siralanmaktadir (Sekil
3.17 B). Endotel hiicreleri ince uzun sekilli ve normal biiyiikliikte, hiicre
membrani hasarsiz sekilde siralanmaktadir. Karaciger hiicrelerinin mikrovilluslar
disse araligina dogru diizenli sekilde uzanmaktadir. Endotel hiicreleri arasindaki
bosluklar azalmis, hiicreler ardisik olarak diizenli siralanmaktadir. Dokulardaki
oksidatif hasardan en fazla etkilenen yapilardan biri olan eritrositler yapilarimi
korumaktadir (Sekil 3.17 D).

TI proteinlerin siilthidril gruplan ile ligand olusturarak cesitli enzimleri
inhibe etmekte, riboflavin ve riboflavin yapili kofaktorlerle etkilesime girmekte,
bu sayede hiicresel solunumu baskilayarak ATP sentezini inhibe etmektedir.
Bununla birlikte TI" tek degerlikli katyonu, hiicrede baglanma bolgeleri igin
potasyum iyonu (K") ile rekabet halindedir. Membran potansiyeli agisindan biiyiik
onem tasiyan K iyonunun yerine gegebilen TI, hiicre zarinin segici gegirgen
yapisina da zarar verebilmektedir (Galvan-Arzate ve Santamaria 1998; Peter ve
Viraraghavan 2005). Agwr metaller hiicredeki Ca™ homeostasisini bozarak
sitoplazmadaki Ca™ seviyesinde anormal artislara neden olmaktadir (Zierold

2000). Calismamizda TI (32 mg/kg i.p.) grubunda sitoplazmaya Ca™ saliimi
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sonucunda mitokondrilerde Ca™ depo eden graniiller ortadan kalkmisken, MT I
(2.5 mg/kg i.p.) + TI" (32 mg/kg) grubunda mitokondrilerde Ca™ depo graniilleri
gbzlenmektedir (Sekil.3.17 A).

MT’lerin  metal  detoksifikasyonundaki  rolleri gz  Oniinde
bulunduruldugunda, MT’lerin yap1 ve fonksiyonlarmda ¢inko (Zn™) iyonunun
onemli bir yeri vardir. MT’in farkli metalleri biinyesine baglayarak bir
detoksifikasyon mekanizmas1 olusturmasinin yani sira, hiicre igerisine
yapisindaki Zn"*’u birakarak sitozolik Zn™ konsantrasyonunu arttirdigi ve bu
sayede toksik metallerin hiicre igerisine alimini azalltigr diistinilmektedir
Hiicredeki oksidatif stres kosullarinda GSH/GSSG orani disiiktiir. GSSG
varliginda MT’den Zn'"? salimi gerceklesmektedir. Bu kosullarda MT bagka bir
metalle bag yapabilir (Kang 1999; Miles 2000). Zn"*’nun siilfhidril gruplarini
oksidasyona karsi korudugu, ge¢is metalleri tarafindan reaktif oksijen
tiirevlerinin olusturulmasini inhibe ettigi, hiicredeki membran fonksiyon ve
gecirgenligi ile hiicresel sinyal iletim mekanizmalarinda gorev yaptigi
bilinmektedir (Suntres ve Lui 2006). Oksidatif strese karst MT korumasinin en
onemli basamagmin MT’den Zn™ salmmu oldugu diisiiniilmektedir. Ciinkii
salman Zn™ pek cok hiicresel fonksiyonu etkileyerek lipid peroksidasyonunu
baskilayabilir. Bunun yani sira yine Zn"* salinimina bagl olarak, diger bazi tek ve
¢ift degerlikli metaller de Zn™ ile yer degistirerek MT’ lere baglanabilir. MT’
lerdeki tiolat kiimeleri hidroksil radikalleri ile reaksiyona girerek onlar1 etkisiz
hale getirirler. Bu sayede MT’ ler hiicreleri metal detoksifikasyonuna karsi
korumada hem metalleri biinyesine baglayarak, hem de Zn™* salimina bagh
olarak antioksidan etki gdstererek koruma saglamaktadirlar.

MT’in yapisinda bulunan sistein aminoasitinin yani sira, metionin
aminoasitinin de, bu proteinin antioksidan etkisinde anahtar rol oynayabilecegi
disiiniilmektedir.  Metionin  ¢esitli  reaktiflerce  metionin  siilfoksit’e
yiikseltgenirken, bu reaktifleri indirger ve hiicredeki oksidatif stresi azaltir.
Metionin siilfoksit rediiktazlar metioninin siilfoksiti tekrar metionine indirgeme
kapasitesine sahiptirler. Bu doniistim sayesinde hiicredeki oksidatif stres kademeli

olarak azaltilmis olur (Levine ve ark. 2000).
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Calismamizda TI uygulamasindan 6nce MT [ uygulanan siganlarin
karaciger hiicrelerinde, hiicre zarlar1 ve organeller 6zellikle 2.5 mg/kg’lik MT 1
dozunda hasar gérmemistir. MT I (2.5 mg/kg i.p.) + TI" (32 mg/kg i.p.) uygulanan
sicanlarda karaciger dokusundaki TI diizeyi MT I (1 mg/kg i.p.) + TI" (32 mg/kg
i.p.) grubu sicanlara oranla daha azdir. Bu durum MT I’e baglanmis olmasi
nedeniyle hiicre i¢i TI konsantrasyonunun azalmis oldugunu, MT I’den sitozole
salman Zn™ sayesinde reaktif oksijen tiirevlerinin olusumunun azaldigini
diistindiirmektedir. MT I uygulanan siganlarin karaciger hiicrelerinde oksidatif
stresin azalmig olmasina bagli olarak membran biitiinliigli korunmus, daha fazla
TI’un hiicre i¢ine alinmasi engellenmistir.

Cestli  metallerin  karaciger {iizerindeki etkilerinin  arastirildig:
caligmalarda, patolojik bulgularin yani sira, antioksidan enzim seviyeleri de
toksisitenin onemli bir belirteci olarak incelenmis ve degerlendirilmistir. Agir
metallere maruz kalindiginda ortaya c¢ikan hidrojen peroksit, siliperoksit
radikalleri, hidroksil radikali ve lipid peroksitleri gibi yiliksek derecede reaktif
oksijen tiirevlerinin olusumu; membran lipidleri, proteinler ve DNA {izerinde
hasar olusturarak hiicresel fonksiyonlar1 olumsuz etkilemektedir (Karpinska ve
Jakoniuk 2001, Pillai and Gupta 2005). TI" iyonlar1, diger metaller gibi protein
molekiillerindeki siilthidril guruplarina yiiksek derecede ilgi gostermektedir. Bu
nedenle dokulardaki glutatyon seviyelerinin diismesine neden oldugu
bilinmektedir (Nriagu 1998; Galvan-Arzate ve Santamaria, 1998). Hidrojen
peroksit ve lipid hidroperoksitleri gibi rediikte oksijen tiirevlerinin devaml
olarak {iretilmesi de, hiicre ici GSH’1n yiikseltgenerek miktarinin azalip GSSG
miktarinin artmasina neden olmaktadir (Plaa ve Hewitt 1998). Glutatyonun
karaciger dokusunda diger dokulara oranla ¢ok daha yiliksek konsantrasyonlarda
bulundugu ve hiicrelerde olusan oksidatif stresle miicadelede ilk sirada yer alan
etkili bir savunma mekanizmasi oldugu bilinmekle birlikte, reaktif oksijen
tiirevleri toksisitesinin en 6nemli bileseni olan hidrojen peroksitin, MT deki tiolat
gruplarina karsi ilgisinin GSH’daki siilfhidril gruplarina oranla yaklagik 300 kat
daha fazla oldugu rapor edilmistir (Kang 1999; Kondoh ve ark. 2003).

Calismamizda TI" (32 mg/kg ip.) grubunda GSH’in karacigerdeki

diizeyinin kontrol grubuna oranla anlamli bir sekilde azaldig1 belirlenmistir. Hg ve
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Cd gibi siilfhidril reaktif metaller GSH’a baglanarak safra ile birlikte atilir. Bu
durumda, hiicredeki GSH’nun miktar1 azalir ve hiicrenin antioksidan savunma
kapasitesi diiser (Quig 1998). Calismamizda TI" (32 mg/kg i.p.) grubu sicanlarda
GSH seviyesinde anlamli bir azalma gozlenmistir. Bu grupta GSH kaybina baglh
olarak antioksidan savunma kapasitesi azaldigindan lipid peroksidasyonunda da
artls gozlenmistir. Yapilan birgok c¢alisma, TI’'un GSH’daki —SH grubu ile
reaksiyona girerek GSH seviyesini diislirdiigiinii ortaya koymaktadir. Aoyama ve
ark. (1988), oral yolla hemstirlara uyguladiklar tallus (I) malonat’in karaciger ve
bobrekte GSH seviyesini azalttigini rapor etmislerdir. Kiiltiirdeki sigan bobrek
hiicreleri {izerinde yapilan bir ¢alisma, tallus (I) ve tallik (III) katyonlarinin
toplam GSH diizeyini diisiirdiiglinii bununla birlikte GSH-Px aktivitesini de
azalttigini ortaya koymustur (Aoyama ve ark. 1988; Hanzel ve ark 2006).

MT I (2.5 mg/kg ip.) + TI" (32 mg/kg ip.) grubu siganlarda, GSH
diizeyleri dikkat cekici sekilde kontrol grubuna gore anlamli bir artis géstermistir.
GSH ve MT her ikisi de yapilarinda sistein aminoasitini bulunduran
molekiillerdir. Bu iki molekiiliin hiicre igerisindeki kullanilabilir sistein ig¢in
rekabet halinde olduklar1 da bilinmektedir (Susanto et al., 1998). Ayrica MT’ lerin
hiicredeki yikimi lizozomlarda gerceklesmekte ve bu yikimin hiicre tarafindan
kullanilabilir tirtinleri tekrar sitozole verilmektedir. Siganlara ekstraseliiler olarak
uygulanan 2.5 mg/kg dozundaki MT I, hiicredeki talyumu baglayarak talyumun
GSH’a baglanmasini engellemis bu sayede GSH yikimini azaltmistir. Ayrica MT
molekiillerinin yikimindan sonra hiicredeki sistein aminoasiti diizeyi artmis ve
GSH yapimmu hizlanarak hiicredeki GSH seviyesi kontrol grubuna gore artis
gostermistir. Hiicredeki MT I’in yikimiyla sitozdle verilen sistein aminoasitinin
GSH yapiminda kullanilmasindan kaynaklanan GSH seviyesindeki artigs MT I (2.5
mg/kg) grubu sicanlarda da gozlenmistir.

MT I (1 mgkg ip.) + TI" (32 mgkg ip.) grubu sicanlarda, GSH
diizeyinde kontrol grubuna gore bir artis gézlenmemis, bu gruptaki GSH seviyesi
TI" (32 mg/kg i.p.) grubu sicanlar ile yaklasik olarak ayni1 seviyede kalmistir. Bu
durumda akut talyum toksisitesi hiicredeki savunma mekanizmalar1 duvarini
asmis ve MT I 1 mgkg dozunda antioksidan kapasiteyi yeterli Olgiide

destekleyememistir. Hiicrede GSH’1in talyuma bagh yikimi devam etmektedir.
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Reaktif oksijen tiirevlerinin hiicrede devamli olarak iiretilmekte ve lipid
peroksidasyonu gerceklesmektedir. MT I (1 mg/kg) grubu sicanlarin GSH diizeyi
kontrol grubu ile ayni1 seviyededir. Hiicrede MT yikimi gerceklestiyse ve agiga
cikan sisteinler kullanilarak yeni GSH molekiilleri sentezlendiyse bile toplam
GSH diizeyinde anlamli bir farklibk yaratacak diizeyde bir sentez
gerceklesmemistir.

Hanzel ve ark. (2005), talyum (III) hidroksitin glutatyon (GSH)
metabolizmast lizerindeki etkilerini sigan beyin sitozdlik fraksiyonunda
arastirmiglardir. Caligmamizdaki bulgularla parelellik gosterecek sekilde, talyum
(ITI) hidroksit, rediikte glutatyon miktarinda azalmaya neden olurken, glutatyon
peroksidaz aktivitesini de azaltmistir. Kondoh ve ark. (2003) fare karacigerinde
acliga bagli olarak meydana gelen oksidatif strese karsi, disaridan indiiklenen
MT’in antioksidan roliinii SOD, katalaz, GSH-Px ve lipid peroksidasyonu gibi
parametreleri Olgerek aragtirmistir. Ag¢lik kosullarinda bu parametrelerde bir
degisiklik tespit edilememis ancak, MT diizeyinde anlaml bir artis gdzlenmistir.
Farelere eksojen olarak GSH verilmesi de antioksidan enzim aktiviteleri ve MT
diizeyini degistirmemistir. Bu durumda, MT’in reaktif oksijen tiirevlerinin neden
oldugu hiicresel hasarla miicadelede GSH’dan daha etkili bir savunma
mekanizmasi olusturdugu sonucuna varilmistir. MT nin serbest radikal yakalayici
etkisi benzeri pek ¢ok calismada da rapor edilmistir. Haidara ve ark., (1999),
kiiltiirdeki sigan karaciger hiicrelerinde Zn ile indiiklenmis MT diizeylerini
kimyasal olarak olusturulan GSH eksikligi kosullarinda  dlgmiislerdir.
Calismamizda elde edilen sonuglara benzer sekilde, indiiklenerek hiicredeki
seviyesi artan MT’in, hiicrede GSH diizeyinin de artmasina neden oldugunu
ortaya koymusglardir. Antioksidan enzim aktivitelerinin de o6l¢ildigi bu
calismada, GSH eksikligine neden olan kosullarin Zn ile indiiklenen MT
diizeyinde de azalmaya neden oldugu ve GSH ile MT metabolizmalar1 arasinda
bir baglant1 olabilecegi rapor edilmistir. Min ve ark. (2005) sigan karacigerinde
glutatyon eksikligi kosullarinda, MT indiiksiyonu yapilan hayvanlarda hiicrelerin
ferrik nitriloasetat toksisitesinden zarar gormedigini tespit etmislerdir.

Glutatyon, peroksit radikaline elektron transfer etmek yoluyla lipidleri

peroksidasyona karsi korumaktadir. GSH, kendi basina hiicrede bir antioksidan
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savunma mekanizmasi olusturmanin yami sira, GSH-Px enzimininde substrati
olarak gorev yapmaktadir. Calismamizda T1" (32 mg/kg i.p.) uygulanan siganlarda
GSH-Px aktivitesi anlamli olarak ve 6nemli diizeyde (% 70) azalmistir. GSH Px’
aktif merkezinde seleno grubunun yaninda bir siilfhidril grubu bulundurmaktadir
ve siilthidril reaktif metaller i¢in hedef durumundadir. Bunun yani sira TI, selono
grubu ile veya katalitik bdlgenin yakinindaki aminoasitlerle de reaksiyona
girebilir (Villaverde ve ark. 2004). TI" (32 mgkg ip.) grubunda, GSH
diizeyindeki azalma da bash basina GSH-Px aktivitesindeki azalmanin
sebeplerinden biri olabilir (Aoyama ve ark. 1988). Sonug¢ olarak TI hem aktif
merkezle reaksiyona girerek, hem de toplam GSH seviyesini azaltarak GSH-Px
enziminin aktivitesini baskilamaktadir. Caligmamizin sonuglarina goére, GSH-Px
aktivitesi MT I (1 mg/kg i.p.) + TI" (32 mg/kg i.p.) grubu sicanlarda da kontrol
grubuna gore anlamli olarak azalmstir (% 17). Aktivitedeki bu azalmanin TI" (32
mg/kg i.p.) grubu sigcanlarda tespit edilenden daha az olmasi, MT I’in dokudaki
mevcut TI’un bir boliimiinii baglayarak hiicredeki TI seviyesini azaltmasi (%
11.5), bu sayede TI'un diger hiicresel bilesenlerle etkilesime girmesini
engelleyerek bobrek yoluyla atilimini saglamasi, MT I’in serbest radikal
yakalayic1 antioksidan etkisi ve bu gruptaki toplam GSH diizeyinin de T1" (32
mg/kg i.p.) grubuna gére daha fazla olmasindan kaynaklanmaktadir. MT I (2.5
mg/kg i.p.) + TI" (32 mg/kg i.p.) grubu siganlarda ve diger gruplardaki enzim
aktivitesinde kontrol grubuna gore anlamli bir fark goézlenmemistir. MT I (2.5
mgkg ip. ) + TI" (32 mgkg ip.) grubunda 2.5 mg/kg dozundaki TI
uygulamasiyla daha fazla miktarda TI, MT I tarafindan baglanmis ve dokudaki
serbest TI diizeyi azalmistir. Bu grupta dokuda kalan serbest TI'un olusturdugu
oksidan etki hiicrenin savunma mekanizmasi sinirin1 agamadigindan dokuya hasar
verecek dilizeyde bir oksidatif stres yaratmamustir.

Tl'un sigan beyin dokusu iizerindeki etkilerinin arastinldigi pek ok
calismada, lipid peroksidasyonunda artis tespit edilmistir. Boyle bir oksidatif
stres durumunda bazi enzimlerin aktivitelerinde de azalma oldugu rapor
edilmistir (Nriagu 1998; Galvan-Arzate ve ark 2005). TI’un sigan beyin
dokusundaki etkilerini incelerken, kan-beyin bariyerinden yoksun olan ve

oksidatif strese karsi en duyarli beyin bdlgesi olan hipotalamusta 16 mg/kg TI
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uygulamasina bagli olarak Cu-Zn SOD enzim aktivitesinin azaldigim
belirlemislerdir. Calismamizda elde edilen bulgularda, kontrol grubu Cu-Zn SOD
aktivitesi ile kiyaslandiginda T1" (32 mg/kg i.p.) grubu sicanlarin Cu-Zn SOD
aktivitesinin anlamli diizeyde azaldigi goriilmiistiir. Gupta ve Shukla (1997)
caligmalarinda, bazi agir metallerin antioksidan enzim aktiviteleri lizerindeki
etkilerini arasgtirmislar, Cd, Hg ve Pb metallerinin siganlara i.p. olarak
enjeksiyonunun, doz artigina bagli olarak Cu-Zn SOD enziminin aktivitesini
kontrol grubuna gore anlamli diizeyde azalttigini ortaya koymuslardir. Ayni
arastirmacilar enzim aktivitesindeki bu azalmanin Cu-Zn SOD’in bir
metalloenzim olmasi ve maruz kalinan agir metallerle etkilesime girmis
olmasindan kaynaklanbilecegini belirtmislerdir. Civa ve kadmiyum gibi bazi
metallerin SOD enziminin kofaktdrleri olan Zn ve Cu iyonlarinin yerine
gegebildikleri ve enzim aktivitesini inhibe edebildikleri bilinmektedir (Huang ve
ark. 2006). Calismamizda sigcanlara uygulanan talyum asetat, sulu c¢ozeltilerine
talyumun tek degerlikli iyonlarin1 vermektedir. Bu nedenle SOD enzimindeki iki
degerlikli Cu ve Zn iyonlarn ile talyum iyonlarinin yer degistirmesi olasi
gorlinmemektedir. Ancak, Cu-Zn SOD enzimi aktif merkezinde siilfhidril
gruplarin1 yogun olarak igermekte ve talyum metalinin bu gruplara olan ilgisi
bilinmektedir. Bu durumda talyum iyonlar1 Cu-Zn SOD enziminin aktif
merkezindeki siilthidril gruplarina baglanmak yoluyla enzim molekiiliiniin
yapisin1 bozmus ve islevselligini ortadan kaldirmistir. MT I (1 mg/kg ) + T1™ (32
mg/kg i.p.) grubu siganlarda Cu-Zn SOD aktivitesi kontrol grubuna gore anlamh
diizeyde azalmistir. Ancak T1" (32 mg/kg i.p.) grubu sicanlarla karsilastirildiginda
aktivitenin daha yiiksek oldugu gériilmektedir. MT I (2.5 mg/kg i.p.) + TI" (32
mg/kg i.p.) grubunda ise enzim aktivitesi dikkat ¢ekici sekilde kontrol grubuna
yakindir. Bu durum, dokudaki TI’un MT I’e baglandigi, bu sayede Cu-Zn SOD ile
etkilesime giren metal seviyesindeki azalmayla birlikte enzim aktivitesinin
uygulanan MT I’in dozuna bagh olarak arttig1 seklinde yorumlanabilir. Koh ve
Kim (2000), antioksidan enzimlerin aktiviteleri tizerine MT’in etkilerini
aragtirdiklar1 ¢alismalarinda in vitro olarak farkli enzim sistemlerine MT ilavesi
ile aktivitedeki degisiklikleri izlemislerdir. Ortama ilave edilen MT’in, SOD
aktivatorii gibi rol aldigt ancak apo-MT’in SOD aktivitesini inhibe ettigi
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gozlenmistir. Arastirmacilar, MT’in Cu-Zn SOD aktivitesi ve stabilitesinde
gorevli iki degerlikli metal iyonlarmin konsantrasyonunu arttirarak SOD
aktivitesini  arttirabilecegini, ayrica MT geni ile Cu-Zn SOD geninin
regiilasyonunun taranskripsyonel seviyede baglantili olabilecegini belirtmislerdir.
Ayni ¢aligmada MT’in siiperoksit radikalini yakalama kapasitesi iki farkli deney
sisteminde Ol¢ililmiis, her iki sistemde de ortama ilave edilen MT’in dozundaki
artisa bagl olarak ortamda bulunan siiperoksit radikalinin % 80’e varan oranda
azaldig1 ortaya koyulmustur. Calismamizda MT I (1 mg/kg i.p.) ve MT I (2.5
mg/kg i.p.) grubu siganlarda Cu-Zn SOD aktivitesinin kontrol grubu ile yaklasik
olarak ayn1 diizeyde oldugu belirlenmisti. Koh ve Kim (2000)’ in
calismalarindaki sonuglara bakilarak bu guruplardaki enzim aktivitelerinde de
artis olmasi gerektigi diisiiniilse de, ¢alismamizin in vivo olarak yiiriitiildiigi goz
ontinde bulundurulmalidir.

Cu-Zn SOD enzimi i¢in uygulanan immunohistokimyasal isaretleme
sonuglar1 da enzim aktivite galigmalarinin sonuglarini desteklemektedir. Kontrol
grubuna kiyasla TI" (32 mg/kg i.p.) grubu ve MT I (1 mg/kg i.p.) + TI" (32 mg/kg
1.p.) grubu sicanlarin karaciger dokusundaki isaretli bolgelerde azalma gozlenmistir
(sirastyla yaklasik % 55 ve % 33 oranlarinda). MT I (2.5 mg/kg i.p.) + TI" (32
mg/kg 1i.p.) grubu ve diger deney gruplarindaki sicanlarin karacigerindeki
isaretlenme oraninin ise kontrol grubundakine yakin oldugu ve tiim bu bulgularin
enzim aktivite tayini bulgular1 ile paralellik gosterdigi tespit edilmistir.
Isaretlenmeler agirlikli olarak hiicre sitoplazmalarinda ve daha az miktarlarda da
cekirdekte gozlenmistir. Liou ve ark. (1993)’nin ¢alismalar1 da Cu-Zn SOD
enziminin sican karacigeri sitoplazmasinda yogun olarak bulundugunu ortaya
koymustur.

Chang ve ark. (1988)’ e gore Cu-Zn SOD enzimi wistar cinsi si¢anlarin
karacigerinde yaklasik olarak % 73.1 oraninda sitoplazmada, % 11.9 oraninda
cekirdekte, % 15 oraninda ise diger organellerde dagilmis oldugu tespit
edilmistir. Calismamizda Cu-Zn SOD kontrol grubunda yaklasik olarak % 70
oraninda sitoplazmada, % 14 oraninda cekirdekte ve % 16 oraninda diger
organellerde tespit edilmistir. Diger deney gruplarindaki enzim dagilimlarina

bakildiginda, TI toksisitesine bagli olarak meydana gelen ¢ekirdek zari hasari
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nedeniyle, enzimin yogun olarak bulundugu sitoplazmada, miktarinin azaldigi,
cekirdekteki miktarinin ise arttig1 gézlenmistir.

Metaller ile indiiklenen oksijen radikalleri DNA’nin yani sira oksidasyona
kars1 son derece hassas olan, fosfolipidlerin ¢oklu doymamis yag asitleri (PUFA)
ile de etkilesime girmektedir. Bir¢cogu reaktif elektrofiller olan gesitli {irtinler
lipid peroksidasyonu sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Malondialdehit lipid
peroksidasyonu sonucunda acia ¢ikan mutajenik ve karsinojenik bir bilesiktir
(Marnett 1999; Valko ve ark. 2005). Yaygin olarak kullanilan tiobarbitiirik asit
metodu (TBARS) ile dokudaki serbest MDA odlgiilebilmektedir. MDA
Olctimiinde yliksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) de kullanilmakla
birlikte, Ohkawa ve Ohishi (1979)’nin TBARS yontemi ile HPLC metodlarinin
karsilastirldign Durfinovd ve ark. (2007)’nin ¢alismalarinda, MDA diizeyini
O0lcmede bu iki yontem arasinda anlamli bir farklilik olmadigi belirlenmistir.
PUFA’nin peroksidatif olarak yikimi membranin yapisi ve g¢esitli membran
parametrelerini degistirdigi gibi, membrana bagimli pek c¢ok enziminde
aktivitesini etkilemektedir (Marnett 1999). Calismamizda T1"™ (32 mg/kg i.p.)
grubu sicanlarda MDA diizeyi kontrol grubuna oranla anlamli olarak artig
gostermistir. Genel olarak metallerin indiikledigi toksisitenin mekanizmasi
oksidatif stres ve bunun sonucunda ortaya ¢ikan lipid peroksidasyonu ile yakindan
iligkilidir (Valko ve ark. 2005). Yiksek lipid iceriginden dolay1r lipid
peroksidasyonunun en yogun olarak gozlendigi beyin dokusu iizerinde TI’un
etkilerinin arastirildigi calismalarda TI’un lipid peroksidasyonuna neden oldugu
kanitlanmistir (Nriagu 1998). Calismamizdaki histopatolojik veriler de bu sonucu
destekler niteliktedir. MT 1 (1 mg/kg ) + T1" (32 mg/kg i.p.) grubu siganlarda
MDA diizeyinin TI" (32 mg/kg i.p.) grubuna gore azaldig1 goriilmektedir. Bu
grupta MDA seviyesi kontrolle kiyaslandiginda ise yiiksektir. MT I (2.5mg/kg
ip.) + TI" (32 mg/kg i.p.) grubunda ise kontrole gore anlamli bir degisim
goriilmemistir.

Bu verilere bakilarak MT I’in hiicrenin antioksidan savunma kapasitesini
arttirdigi, TT'u baglayarak diger antioksidan enzim ve molekiillerin aktivitelerinin
korunmasimm1  sagladigit  ve lipid peroksidasyonunu Onledigi sonucuna

vartlmaktadir. MT I (1 mg/kg i.p.) ve MT I (2.5 mg/kg i.p.) gruplarinda da MDA
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diizeyi kontrole goére anlamli sekilde azalmistir. Bu gruplarda lipid
peroksidasyonunun kontrol grubuna gore anlamli seviyede azalmis olmasi, MT
I’in pek cok arastirmada ortaya konmus olan antioksidan etkisini destekler
niteliktedir.

Hiicrelerdeki okside edici bilesenler nedeniyle ortaya ¢ikan stres, hiicre
tarafindan tolere edilebilir diizeylerin iizerine ¢iktiginda, oksidatif stres olusur.
Hiicredeki antioksidan enzimler ve diger antioksidanlar bu stresi azaltamiyorsa,
oksijenin reaktif metabolitleri hiicrede artig goserir. Reaktif bir oksijen tiirevi olan
H;0,’in 0Olgiimii, oksidatif stresin belirlenmesinde kullanilan bir yontemdir
(Tarpey ve ark. 2004). Calismamizda ROS’nin ve oksidatif stresin bir belirteci
olarak, lipid peroksidasyonu seviyelerinin yani sira, H,O, diizeyleri de
Olciilmiistiir. Elde edilen bulgular, lipid peroksidasyonu i¢in elde edilen sonuglari
desteklemekte ve bu sonuglarla parelellik gostermektedir. H,O,, oksidatif stresin
daha yogun oldugu diisiiniilen T1" (32 mg/kg i.p.) grubu ile, MT I (1 mg/kg ) + T1"
(32 mg/kg i.p.) grubunda yiiksek diizeydedir. MT I (2.5 mg/kg ) + TI" (32 mg/kg
1.p.) grubunda ise, kontrole gore anlamli bir farklilik bulunmamaktadir. MT 1 (1
mg/kg i.p.) ve MT I (2.5 mg/kg i.p.) gruplarinda H,O, diizeyinin istatistiksel
olarak anlamli diizeyde azalmis olmasi da, lipid peroksidasyonu sonuglarini
destekleyen bir diger bulgudur.

Oksidatif stresin yogun olarak bulundugu T1" (32 mg/kg i.p.) grubu ile,
MT I (1 mg/kg ) + T1" (32 mg/kg i.p.) grubunda Cu-Zn SOD aktivitelerinin H,O,
diizeyleri ile ters bir orantida oldugu gdzlenmistir. Bu durum, bu gruplardaki
reaktif oksijen tlirevlerinin (O,” gibi), antioksidan enzimler tarafindan tolere
edilebilir diizeylerin {izerine ¢ikmis olmasindan kaynaklanmaktadir. Cu-Zn SOD
aktivitesi ve H,O, diizeyleri arasindaki iligskinin hiicredeki oksidatif stres
kosullarina gore degistigini gosteren calismalar mevcuttur (Teixeira ve ark. 1998;
Gardner ve ark. 2002)

Calismamizda elde edilen tiim bulgular (antioksidan enzim seviyelerindeki
degisiklikler, toplam glutatyon diizeyleri 6l¢iimiinde elde edilen sonuglar ile 151k
ve elektron mikroskobik bulgular) topluca degerlendirilerek, MT I’in wistar cinsi
sicanlara i.p. olarak uygulandiginda TT toksisitesinin neden oldugu oksidatif stresi,

in vitro’da TI iyonlarmin bir yakalayicist olarak, antioksidan savunma
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mekanizmasi olusturarak (serbest radikal yakalayici etkileri ve Zn salinimina
baglh olarak) ve lipid peroksidasyonunu baskilayarak azaltti§i sonucuna
varilmistir. Buna bagli olarak organel, hiicre ve doku hasarini 6nlemektedir. Bu
etkiler 2.5 mg/kg MT I dozunda gdzlenmistir.

TI'un toksik etkileri gegmisten giiniimiize dek yapilmis olan pek ¢ok
calisma ile ortaya koyulmustur. TI ve antioksidan savunma mekanizmalarini
olusturan bilesenlerin etkilesimleri hem in vivo, hem de in vitro olarak
arastirilmis, bu sayede bu metalin toksik etkileri farkli yaklasimlarla irdelenmistir.

MT’ ler de, metal detoksifikasyonundaki gorevleri, antioksidan etkileri ve
diger antioksidan bilesenlerle olan etkilesimleri agisindan pek ¢ok ¢alismaya konu
olmuslardir. Ancak MT’lerin TI metali ile olan etkilesimleri ve canli sistemlerdeki
TI toksisitesinde MT’lerin fonksiyonlar: ile ilgili olarak bugiine kadar yapilmis
herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu calismanin sonuglari TI, MT ve
hiicrenin baglica antioksidan bilesenleri arasindaki in vivo etkilesimleri ilk defa
ortaya koymustur.

Tipta taniya yonelik goriintileme amaciyla hastalara dogrudan enjekte
edilmesi, ¢esitli endiistriyel faaliyetler sonucunda ¢evreye salinimi, kaza ve adli
vakalar sonucunda zehirlenmelere neden olmas1 goéz Oniine alindiginda,
calismamizda elde edilen bulgular TI toksisitesinin neden oldugu oksidatif hasara
kars1 MT I’in koruyucu etkilerini ortaya koymasi agisindan 6nem tagimaktadir.

TI toksisitesine maruz kalmis bireylerde, bu metalin hem radyoaktif hem
de radyoaktif olmayan formlarinin viicuttan uzaklastirilmasi i¢in, kat1 bir iyon
degisim materyali olan Prusyan mavisi kullanilmaktadir. Bu madde, TI metalini
baglayarak ortama K iyonu vermekte, bu sayede TI toksisitesini azaltmakta veya
onlemektedir. Bunun yani sira dogrudan KCI kullanilmak yoluyla da metalin
toksik etkileri azaltilmaya ¢alisilmaktadir (Malbrain ve ark. 1997). TI toksisitesi
ve MT’ler ile etkilesiminin belirlenmesine yonelik olarak bugiine kadar yapilmis
bir ¢alisma bulunmamasi ve saflastirtlmis MT’lerin ekstraseliiler olarak
uygulanmasina yonelik olan az sayida ¢alismanin mevcut olmasi nedeniyle, bu
calismanin sonuglar1 TI toksisitesinin énlenmesinde MT’ lerin kullanimu ile ilgili
olarak ileride yapilmasi diisliniilen g¢aligmalar i¢cin bir 6n arastirma niteligi

tagimaktadir.
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Gelecekte yapilacak calismalarda, TI, MT, antioksidan molekiiller
(6zellikle GSH) ve antioksidan enzimler arasindaki in vitro etkilesimlerin de daha
detayl1 arastirilmasi konuya farkli boyutlarda 1s1k tutacaktir. Ayrica TI metalinin
farkli formlar1 ve MT 1 etkilesiminin, analitik teknikler kullanilarak ortaya
koyulmasi yararli olacaktir. Kronik TI toksisitesi sonucunda meydana gelebilecek
etkilere karst da MT I’in koruyuculugunun ve etkili dozunun arastirilmasi bu
molekiilin TI toksisitesine karsi koruyucu olarak kullaniminin temel

basamaklarini olusturacaktir.
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