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FARELERDE AKUT BAKIR TOKSIKASYONUNUN BiYOKIMYASAL VE
HISTOPATOLOJIK YONDEN ARASTIRILMASI

OZET

Bu c¢alismada glutatyonun (GSH) akut bakir toksikasyonu {izerine olan etkisi histopatolojik
ve biyokimyasal yontemlerle arastirildi. Bu amagcla, her birinde 7 adet erkek albino fare
bulunan dort grup; kontrol, GSH, bakir ve bakir + GSH olusturuldu. Gruplara 7 giin siireyle
intraperitonal olarak sirastyla % 0.9’luk serum fizyolojik, viicut agirhgina 250 mg/kg GSH,
viicut agirhigina 33 mg/kg bakir siilfat ve viicut agirligina 33 mg/kg bakir siilfat ile arti
olarak 250 mg/kg GSH verildi. Deney sonrasinda fareler 6tenazi edilerek karaciger dokulari
alindi. Dokularin yarist histopatolojik incelemeler i¢in %10’luk tamponlu formaldehitte
tespit edilerek parafin bloklar hazirlandi ve hematoksilen eozin boyama i¢in kesitler alindi.
Dokularin diger yaris1 biyokimyasal olarak dokudaki GSH ve malondialdehitin tespiti igin
kullanildi. Bakir verilen farelerin karacigerlerinin histopatolojik incelemesinde siddetli
derecede hidropik dejenerasyon ve yaygin nekrozlar ile Kupffer hiicre proliferasyonu ve
lenfositik mononiiklear hiicre infiltrasyonlar: tespit edildi. Bakir ile beraber GSH verilen
farelerin karacigerlerinde ise dejeneratif bozukluklar daha hafif siddetteydi. Biyokimyasal
analizlerde bakir verilen farelerde kontrol grubundakilere oranla karacigerlerindeki GSH
orani istatistiki olarak anlamli sekilde azalmisken (P<0,05), MDA oram ise istatistiki
olarak anlamli bicimde artmist1 (P<0,05). Bakir ile beraber GSH verilen farelerde, sadece
bakir verilen farelere oranla istatistiksel anlamda olmamakla beraber GSH miktarinda artma
(P>0,05) ve istatistiki olarak anlamli derecede MDA oraninda azalma gozlemlendi
(P<0,05). Bu bulgular dogrultusunda akut olarak yiiksek dozda bakir toksikasyonuna maruz
kalan farelerde, GSH verilmesi ile olusan toksik hasarlarin kismen &nlenebildigi sonucu

elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Bakir, Toksikasyon, Glutatyon, Malondialdehit
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BIOCHEMICAL AND HISTOPATHOLOGICAL INVESTIGATIONS ON ACUTE
COPPER TOXICOSIS IN MICE

ABSTRACT

In this study, the effect of glutathione (GSH) on acute copper toxicosis was investigated by
histopathological and biochemical means. For this purpose, four groups; control, GSH,
copper, and copper + GSH, each composed of 7 male albino mice were made. The groups
were given intraperitoneally for 7 days 0.9% serum physiologic, 250 mg/kg body weight
GSH, 33 mg/kg body weight copper sulfate, and 33 mg/kg body weight copper sulfate plus
250 mg/kg body weight GSH, respectively. At the end of the treatments, the mice were
euthanized and the liver tissues were collected. Half of each liver tissue was fixed in 10%
buffered formaldehyde solution and paraffin embedded, and then for hemotoxylin and eosin
staining, sections were cut. The other half of the tissues were used for the biochemical
analysis of GSH and malondialdehyde (MDA) levels. In histopathological investigation of
the liver tissues of the copper group, severe hydropic degeneration and widespread
necrosis, proliferation of Kupffer cells and lymphocytic mononuclear cell infiltrations were
observed. In the livers of copper + GSH group, degenerative changes were less severe. In
biochemical analysis, GSH level was decreased and MDA level was significantly increased
in the copper group compared to the control group (P <0.05). In copper + GSH group,
though not statistically significant, GSH level was increased (P>0,05) and while MDA
level was significantly decreased (P<0,05) compared to the copper alone group. These
findings suggest that, GSH supplementation partially protects against copper induced

toxicological hazard.

Key Words: Copper, Toxicosis, Glutathione, Malondialdehyde
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1. GIRIS

Bakir yeryiiziinde yaygin olarak bulunan bir metal olmasinin yaninda organizmalarda
onemli bir ¢cok biyolojik mekanizmalarin yiiriitiilmesi i¢in de gerekli olan bir iz elementtir.
Bakir ozellikle kolayca elektron alis verisi yapabilmesi kapasitesi nedeni ile elektron
tasinmasinda 6nemli bir kofaktor olarak hareket eder [1]. Ancak bakirin viicutta fazla
oranda birikmesi énemli bozukluklarin olugsmasina da neden olabilir. Fizyolojik sartlarda
viicuttaki bakir orami c¢esitli sistemlerin uyumlu caligmalari1 ile normal bir aralikta
tutulurken [2], ¢esitli sebeplerle viicuda su ve gidalar yoluyla fazla miktarda bakir alinmasi,
diyetteki bilesenlerin degismesi veya gidaya bagli olmayan cesitli genetik bozukluklar
sebebi ile, bakir viicutta birikerek toksikasyona neden olabilir [3]. Toksikasyon olaylarinda,
bakir metabolize oldugu hedef organ olan karacigerde de onemli hasarlara neden olur.
Olusan bu doku hasarinin, bakirin reaktif oksijen tiirleri ad1 verilen ve viicutta ¢esitli mikro
ve makro molekiiller ile tepkimeye girerek onlarin yapilarii ve fonksiyonlarin1 bozmalari
suretiyle olusturdugu bildirilmektedir [3-5]. Reaktif oksijen tiirleri tarafindan viicutta
olusturulan doku hasarlar1 oksidatif stres adi verilen bir seri olaylar sonucu sekillenir.
Viicut bu tiir strese karsi gesitli yontemler gelistirmekle beraber sayet olusan oksijen
radikalleri fazla miktarda ise koruyucu fonksiyonlar yeterince ¢alisamaz. Bu koruyucu
sistemlerden birisi glutatyon (GSH) adi verilen ve bir ¢ok biyolojik siiregte gorev alan bir
molekiildiir [6]. GSH’nin antioksidan etkisi glutatyon peroksidaz (GPx) adi verilen enzim
icin bir kofaktér olmasindan kaynaklanir. GPx ise hidrojen peroksit ve diger
hidroperoksitler gibi hasar verici molekiillerin suya indirgenmesini katalizlemek suretiyle

bu molekiillerin hiicreye zarar vermelerini 6nleyen énemli bir enzimdir [7].

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda, akut olarak intraperitoneal yolla 33 mg/kg bakir stilfat
verilen albino farelerde aymi yolla verilen 250 mg/kg GSH’nin karaciger iizerine olan
koruyucu etkisi histopatolojik ve biyokimyasal yontemlerle aragtirilmistir. Bu amagla deney
sonunda Otenazi edilen hayvanlarin karaciger dokular toplanarak, rutin hematoksilen eozin

(HE) boyama ile histopatolojik ve biyokimyasal olarak da karacigerde GSH ve lipid



peroksidasyonunun bir gostergesi olarak malondialdehit (MDA) diizeyleri Olgiilerek

koruyucu etki incelenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Bakir tiim canlilarin yapisinda yer alan ve 6nemli fizyolojik olaylarda gdrev alan bir eser
elementtir [8]. Bakirin Cu’, Cu'" ve Cu*" olmak iizere ii¢ oksidasyon hali bulunur.
Bunlardan oksitlenmis olan kuprik (Cu®") hali biyolojik sistemlerde siklikla yer alir [9].
Bakirin viicut i¢in gerekliligi ilk defa 1928 yilinda si¢anlarda yapilan ¢alismalarda deneysel
olarak olusturulan aneminin bakir siilfit i¢cerdigi bilinen hayvan ve bitki kiilleri kullanilarak
Onlenebilmesi ile ortaya konmus ve eritropoiezis i¢in gerekliligi agiklanmistir [10]. Bakar
redoks tepkimelerinde elektron transferi yapmak suretiyle gorev yapar [1]. Bu element
viicutta Ozellikle bazi enzimlerin yapisina girerek oksidatif rediiktaz faaliyetlerinde bir
kofaktor olarak hareket eder. Kuproenzimler olarak adlandirilan bu molekiiller arasinda,
mitokondrilerde bir elektron transport ve terminal oksidaz olarak faaliyet gosteren sitokrom
¢ oksidaz [11], siiperoksitlerin dismutasyonunu saglayarak reaktif oksijen tiirlerine kars1
savunmada rol alan siliperoksit dismutaz [12], melanin sentezinde goérev yapan katekol
oksidaz [13], kollajen ve elastin fibrillerin baglanmasinda rol alan protein-lisin 6-oksidaz
[14], ferroksidazda gorev yapan seruloplazmin [15], primer aminlerin deaminasyonunu
saglayan amin oksidazlar [9], katekolamin sentezinde rol alan dopamin-f-monooksigenaz
ve ndropeptidlerin a-amidasyonunu saglayan peptidilglisin monooksigenaz [16] yer alir.
Bakir bu denli 6nemli faaliyetlerde gérev almasina ragmen viicut igerisindeki miktar1 belirli
Ol¢iiler arasinda tutulmalidir. Viicuttaki bakir miktar1 belli degerlerin iizerinde biriktiginde
ise Onemli sorunlarin ortaya c¢ikmasina neden olur. Bu nedenle viicutta bakir
metabolizmasini diizenleyen bir takim sistemler mevcuttur. Ancak yine de bu sistemlerin
kontrol edebilme kapasitesini asacak diizeyde bakirin birikmesi hemoliz, sarilik ve hatta

6limle sonuglanabilecek toksik etkilerin ortaya ¢ikmasina neden olabilir [3].



2.1. Bakir Metabolizmasi

Bakir beyin, tirnak, sag, boynuz, bobrek, dalak, kalp, kas, mide, bagirsak, gibi dokularda
bulunmasina ragmen en fazla olarak karacigerde yer alir. Bunun baslica sebebi karacigerin

diger pek ¢ok maddenin de metabolize edildigi merkez olmasindandir.

Memeli canlilarda, bakir agiz yoluyla tiiketilen su ve besinlerin yapisina katilmig olarak
viicuda alindiktan sonra az bir miktar1 mideden olmak {izere baslica olarak proksimal ince
bagirsaktan emilir [17]. Ag1z yoluyla alinan bakirin yaklasik %30-50’si ince bagirsaklardan
emilir ve emilen bu bakirin bityiik bir kismu Cu®>* formundadir [18]. Bakirin bagirsak
liimeninden bagirsak mukozasina tasinmasi ise tasiyict araci molekiiller tarafindan
yuritiiliir. Bagirsaklardan bakirin alinimi diyetteki ¢inko, demir, molibden, kalsiyum,
fosfor ve askorbik asit miktar1 ile negatif yonde etkilenebilir [19]. Bagirsak mukoza
hiicreleri olan enterositlerde, bakir g¢ogunlugu sitoplazma igerisinde olacak sekilde
metallothionein ad1 verilen molekiillere bagli olarak bulunur. Metallothioneinler metallerin
hemostazi, depolanmasi, taginmasi ve detoksifikasyonu gibi bir ¢ok gorevlerde faaliyet
gosteren diisiik molekiiler agirlikli indiiklenebilir proteinlerdir [20]. Bagirsaklarda bakir
sonrasinda mukozal hiicrelerden portal dolasima gecer. Bu gecis de tekrar tasiyici proteinler
vasitastyla yiiriitiiliir. Ozellikle albumin olmak {izere, peptidler ve amino asitler bakiri

portal dolasimda tasiyarak metabolize olacagi organ olan karacigere getirirler [21].

Karaciger bakir metabolizmasinin merkezi organidir. Portal kan dolasimiyla karacigere
gelen bakir karaciger parankim hiicreleri olan hepatositler tarafindan alinarak metabolize
edilir. Bakirin hepatositlerin sitoplazmasina alinmasi ise Ctrl adi verilen bir hiicre zari
proteini sayesinde olur [22]. Ctrl bir permeaz gibi davranarak yada endositozis yolu ile
hiicre disindaki bakir1 hepatositlere iletir. Ancak bakirin hiicre i¢ine alimindan 6nce kuprik
sekle doniisme mekanizmasi bilinmemektedir. Bakirin hiicre igerisine alinma miktari,
bakirla yarigmalari nedeniyle ortamdaki c¢inko, kadmiyum, manganez ve kobalt gibi
divalent katyonlarin varlig ile yakindan ilgilidir [23]. Hepatositlere alindiktan sonra, bakir

Atox1 (anti oksidan protein 1), Cox17 (sitokrom c¢ oksidaz), CCS (copper chaperone for



superoxide oxidase) ve ATP7A adlar verilen bakira eslik edici molekiiller ile hiicre i¢i
boliimlere tasmir [5,8]. Bu, bakira eslik edici molekiillerden Atox1 hiicre i¢ine alinan bakiri
iletici golgi kompleksinde yer alan ATP7B adi verilen baska bir molekiile tasir [24].
Hepatositlerde ATP7B bakir1 golgi kompleksinden vezikiiler cisimciklere tasir ve bu
vezikiillerden daha sonra lizozomlara tasinan bakir MURRI ile safraya tasinarak atilir
[2,25]. ATP7B ayrica bakirdan holoseruloplazmin sentezinde rol almasi dolayisiyla da
olduk¢a 6nemlidir. ATP7B’nin karacigerden seruloplazmin ve diger tasiyict molekiiller ile
kana karisan bakirin meme dokusunda siite de bu molekiil ile tasindigina ait bir delil de

vardir [26].

Diger hiicre i¢i bakir iletici molekiillerden olan Cox17, hem sitoplazmada hem de
mitokondrilerin ¢ift zarlar iizerinde yer alan bir proteindir [8]. Bu molekiil sitokrom c
oksidaz adi verilen ve hiicresel enerji liretiminde anahtar rol oynayan bir enzimin normal
calismasi i¢in gereklidir. Cox17 sitokrom c oksidazin olusmasinda rol oynayan molekiillere
bakir1 tagimasi nedeniyle 6nemlidir. Bugiine kadar bu araci tasiyici molekiillerden Scol,
Sco2 ve Cox11 adi verilen proteinler kesfedilmistir [27,28]. Son olarak, bir diger hiicre i¢i
bakir iletici molekiil CCS (copper chaperone for Cu/Zn superoxide dismutase) adi verilen
proteindir. Adindan da anlagilacagi iizere hiicre, bu protein hiicre i¢i bakir1 siiperoksit
dismutaza tasimakla sorumludur. Farelerde yapilan bir c¢alismada bu proteini kodlayan
genin baskilanmast durumunda siiperoksit dismutaz aktivitesinde azalma oldugu

gbzlenmistir [29].

Hepatositlerde bakir ayrica glutatyon ve metallothionein gibi molekiillere de baglanir.
Bunlardan metallothionein (MT1A) bakir dahil pek ¢cok metalin karacigerde metabolizmasi
sirasinda ve ayrica ¢esitli stres faktorleri altinda hiicre i¢i ekspresyonu uyarilabilen kiiciik
bir proteindir [30]. MTIA iizerinde tasidigi bir ¢ok sistein molekiilii sayesinde bakira
baglanarak onu biinyesinde depolayabilir. MT1A nin lizozomlarda degredasyonu veya
glutatyonla degisim sonucunda bakir saldig1 diigiiniilmektedir [3]. Hepatositlerde bakir1 bu

molekiile tasiyan iletici bir protein ise heniliz kesfedilmemistir. Hiicre igerisinde anti



oksidatif fonksiyonlar1 oldugu bilinen glutatyon hakkinda detayli bilgi ise ileriki alt baglikta

verilecektir.

Bakir hepatositlerde metabolize olmasini takiben bu hiicrelerden bir kismi saftra ile atilirken
diger bir kism1 ise seruloplazmin vasitasiyla plazmaya karisarak ihtiya¢ duyulan dokulara
gonderilir. Bakir plazmaya bir kompleks olarak salinir [31,32] ve bu kompleks %90-95
oraninda plazma bakirin1 olusturur [33]. Ayni zamanda bir akut faz proteini olan
seruloplazmin, hem kuprik Cu®" hem de kupros Cu'" halinde 6 adet bakir atomu
baglayabilir [3]. Bakir plazmada albiimin, transkuprein ve histidin gibi molekiillere bagl
olarak da tasmabilir [3]. Bakirin plazmada diger organlara tasinmasinda ise ATP7A adi
verilen molekiil de énemli gorevler iistlenir. Ozellikle sinir sistemi igerisinde néronlarda

bakirin hiicre i¢i iletiminde de bu molekiiliin rol aldig1 bilinmektedir [8].

Bir ¢cok memeli canlida bakir kolayca viicuttan atilir ve ana atilim yolu safradir [34].
Normal sartlarda tiriner bakir atilim miktar1 minimal diizeydedir. Bunun nedeni
dolasimdaki bakirin biiyiik bir kisminin seruloplazmine bagli olmasi veya eritrositler
icerisinde bulunmasi ve ¢ok az miktarda bakirin glomerular kapillarlart gecebilmesidir

[35,36].

Hepatobilier bakir sekresyon siireci ¢ok az derecede anlasilabilmistir. Hepatositlerden
safraya bakirin gecisi ile alakali olarak iki ayri yolun varligi tespit edilmistir [37].
Bunlardan birincisi daha 6nce de s6z edilen vezikiiler yoldur. Bu yolla lizozomal igerigin
salinmasi ve dolayisi ile bakirm safra igine verilerek atilimi s6z konusudur [34]. ikinci yol
ise glutatyon bakir kompleksinin kanalikiiler zar taginmasi yolu ile iletilmesidir. Bu yol
bakirin karaciger hiicrelerinde asir1 derecede biriktigi durumlarda devreye girer [37].

Bakirin safraya taginmasi, safraya glutatyon salinmasi ile iligkilidir [38].



2.2. Bakir Toksikasyonu

Bakir esansiyel bir mikrobesin olup normalde siirekli olarak etkili bir hemostatik kontrol
altinda tutulmasma ragmen fazla miktarda alinmasi toksik etkilerin olusmasina neden
olabilir. Ancak tiirlerin bakir toksikasyonuna karst direnglerinde onemli farkliliklar
bulunmaktadir. Bunun baslica sebebi tiirlerin bakir1 metabolize edebilme kapasitelerindeki
farkliliklardan kaynaklanmaktadir. Bakir toksikasyonunu etkileyen diger faktorler arasinda
ise, Ozellikle diyetin kompozisyonu ile genetik farkliliklarin 6nemli rol oynadigi

distiniilmektedir [33,39].

Normal olarak tiiketilen gida ve sudan Gtiirii bakir toksikasyonunun olusmasi oldukca
zordur. Istiridye, karaciger, findik ve fistik tiirii gerezler, baklagiller, islenmemis tahillar ile
cesitli kurutulmus meyveler bakir yoniinden oldukc¢a zengin olmalarmma ragmen bu
besinlerin tliketilmesine bagli olarak olusmus bir toksikasyon vakasi yoktur [40]. Dogal
sudaki ortalama bakir miktar1 4-10 pg/lt arasinda degisir [41]. Normal sartlarda sadece
icilen suya bagl olarak toksikasyon olusmasi da imkansizdir. Amerika Birlesik Devletleri
Ulusal Cevre Koruma Ajanst igme sularinda olabilecek maksimum bakir miktarint 1,3
mg/lt olarak belirlemistir [42]. Ancak toksikasyon yine de degisik nedenlere bagl olarak
diger kaynaklardan gelisebilir.

Bakir toksikasyonu akut veya kronik olarak olusabilir [43]. Akut toksikasyon olaylari
genellikle nadirdir ve tek seferde asir1 miktarda cesitli yollarla bakirin alinimi sonucu
olusur. Ozellikle uzun siireli olarak bakir borularda kalmis sularin tiiketilmesi akut bakir
toksikasyonuna neden olabilir [3]. Bakir ile kontamine olmus sularin tiiketilmesine bagh
olarak akut toksikasyon gelisebilir. Ornegin Nijerya’da dini tdren amaciyla tiiketilen
icerisinde yiiksek oranda bakir bulundugu tespit edilen yesil sudan 6tiirii hemoliz ve akut
bobrek yetmezligi ile sonuglanmis bir vaka tespit edilmistir [44]. Bakirin igme sularina alg
tiremesini Oonlemesi amaciyla katilmasina bagli olarak insanlarda toksikasyon sekillenebilir.
Intihar amacli olarak gram miktarlarda bakir igeren bilesiklerin i¢ilmesine bagl olarak akut

toksikasyon ve 6liim ile sonuglanan vakalar da mevcuttur [45]. Insanlarda genellikle yiiksek



miktarda alinan bakir siilfat toksikasyona neden olmaz. Bunun nedeni bakirin alimini
takiben hemen uyardigi kusma istegidir ve bu nedenle mide ve bagirsaktan emilim
gerceklesmeden bakir viicuttan atilmis olur. insanlarda akut bakir toksikasyonun genel
semptomlar1 olarak agizda metalik bir tadin olugmasi, gogiiste ve karinda yanma hissi,
bulanti, tekrarlayan kusma, ishal, bas agrisi, terleme, sok, hemoglobiniiri, hematiri, aniiri,
oligoiiri ve sarilik siralanabilir [45,46]. Akut toksikasyonda beyin, karaciger, bobrek ile

mide ve bagirsak mukozasinda hasarlar da olusur [47].

Kronik bakir toksikasyonu ise daha ziyadesiyle olusan toksikasyon seklidir. Bu cesit
toksikasyon Ozellikle bakir ile kontamine besin ve suyun uzun siireli olarak az dozlarda
olmak suretiyle alinmasi sonucu sekillenir [3,39]. Muhtemel toksikasyona neden olabilecek
diger bakir kaynaklar1 arasinda bakir pisirme kaplari, discilikte kullanilan ¢esitli iiriinler,
fungusit ve pestisidlerin yiyeceklerdeki kalintilar1 yer alir. Kronik bakir toksikasyonu
ayrica genetik sebeplere bagli olarak da olusabilmektedir [33]. Bu tiir genetik hastaliklarda
ozellikle bakir hemostazinda gorev alan proteinleri kodlayan genlerdeki hatalar baslica

nedendir.

Bakir toksikasyonuna karsi direngte tiirler arasinda 6nemli farkliliklar bulunmaktadir.
Ornegin domuzlar biiyiime uyaric1 olarak yeme katilan 250 mg/kg diizeyindeki bakir1 tolere
edebilirlerken 25 mg/kg bakir koyunlarda toksik etkilerin ortaya ¢ikmasina neden olabilir
[39]. Koyunlarda da cinsler arasinda bakir toksikasyonuna karsi direngte farkliliklar oldugu
bilinmektedir. Ornegin Kuzey Ronaldsay koyunlar bakira karsi olduk¢a hassastirlar [48].
Bu ¢esit cinse bagli bakir hassasiyeti, Long Evans Cinnamon sicanlarda, toksik siit
farelerinde ve Bedlington terrierler ile dogu Highland beyaz terrier kdpeklerde de
mevcuttur [33]. Domuzlarda oldugu gibi kanatli hayvanlarda ve rodentlerde de bakira karsi
direng oldukga yiiksektir. Ornegin kanatli hayvan yemlerine bakir dzellikle bilyiime uyarici
amagla ve anti fungisit olarak katilmasina ragmen bu hayvanlarda 6nemli sorunlara neden
olmaz. Ancak ¢ok yliksek oranlardaki bakirin tavuklarda toksikozis olusturdugu rapor
edilmistir [49]. Atlar ise bakir toksikasyonuna karst bilinen en dayanikli hayvanlardir.

Bakir toksikasyonuna karsi toleransta gevis getiren hayvanlarla gevis getirmeyen



monogastrik hayvanlar arasindaki en biiyiik farkin siilfiir mekanizmasindaki farkliliktan

ileri geldigi diistiniilmektedir [43].

Bakir toksikasyonunda yas onemli bir faktor olarak gdéze carpmaktadir [50]. Neonatal ve
siit emen hayvanlarin erginlerine oranla bakir toksikasyonuna karsi daha hassas oldugu
bilinmektedir. Bunun muhtemel sebebi gen¢ hayvanlarda bakirin emiliminin daha fazla
gerceklesmesi ve safra yolu ile atilimin tam gelismemesidir. Bu durum, bakir tarafindan
olusturulan ve siroz olugsmasina neden olan Indian Childhood Cirrhosis vakalarinin

cocuklarla sinirli olmasi ile de desteklenmektedir [51].

Bakir toksikasyonunu etkileyen diger 6nemli bir faktor, yemin kompozisyonudur. Siilfiir ve
diger iz metaller gibi bakir metabolizmasi antagonistlerinin ve diger hepatotoksin ve
koruyucu faktorlerin diyette bulunmasi bakira karsi toksikasyonu etkiler [43]. Ornegin,
diyetle alinan ¢inko takviyesi koyunlardaki toksikasyonu ve ayni zamanda insanlardaki
Wilson hastaligin1 6nlemek amaci ile kullanilabilir. Cinko karacigerde bakirin birikmesini
engeller ve karacigerde bakirin yayilimmi yeniden diizenler [39]. Hepatotoksik pyrolizidin
alkaloidlerinin artmis oranda yem ile alinim1 koyunlarin bakira karsi toleransini azaltir [39].
Alfa-tokoferol gibi antioksidan vitaminlerin alimimin ise siganlarda bakir toksikasyonuna
kars1 koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir [52]. Yemle alinan molibden miktar1 bakir
toksikasyonunun olusmasinda énemli bir kriter olarak ortaya ¢ikabilir. Ornegin, molibden
miktarmin ¢ok diisiik oldugu durumlarda yemdeki bakir miktari normal diizeyde dahi olsa

koyunlarda toksikasyon gelisebilir.



2.2.1. Bakar toksikasyonunun klinik bulgular1 ve patolojisi

Bakir toksikasyonunda gozlenen semptomlar vakadan vakaya degismekle beraber genelde
kendini gastrointestinal semptomlar ile gosterir. Akut toksikasyon vakalar1 oldukg¢a azdir ve

genellikle fazla bir semptomun olugsmasina firsat vermeden Sliimle sonuglanirlar.

Kronik bakir toksikasyonu durumlarinda genellikle bulanti, kusma, halsizlik, istahsizlik,
depresyon, salivasyon, karin agrisi, paraliz ve hatta 6lim goriilebilir [3]. Klinik bulgular
arasinda polidipsi, poliliri, sarilik ve ensefalopati yer alabilir [53]. Kronik bakir
toksikasyonunda karaciger birinci derecede etkilenen organ olmasi dolayisiyla karaciger
sirozunun gelismesine ve hemoliz ile ayrica renal tubiillerde, beyinde ve diger organlarda
hasarlara neden olabilir. Hiperkupremik durumlar hayvanlarda anemi, kas distrofisi,

azalmis biiyiime oran1 ve tireme kapasitelerinde azalmalara da neden olabilir [33,39].

Kronik bakir toksikasyonunun semptomlari sabit olmayip tiirler arasinda degiskenlik
gosterebilmektedir. Bakir1 tolere edebilen hayvanlardan olan domuzlarda asir1 derecede
bakir alinmasi durgunluk, gii¢siizliik, solunum bozuklugu, anemi, ve sarilik ile pulmonar
0dem ve midenin 6zefagus bolgesinde iilserasyona neden olur [54]. Siganlar bakira karsi
oldukga direnc¢li olmalarina ragmen 500 mg/kg’dan daha fazla diizeyde bakirin alinmasi
durumunda hepatositlerde yaygin nekrozlar gelisebilir. Ayrica, bobreklerin proksimal tubul

epitellerinde yaygin nekrozlar olusabilir [55].

Bakir toksikasyonuna karsi hassas olan koyunlarda toksikasyon genellikle iki donem
halinde incelenebilir [39]. Bunlardan birinci donemde, yem tiiketimi ve bilylime oranlari
genellikle normaldir. Kandaki bakir konsantrasyonu ya degismemistir ya da az oranda
artmistir. Plazmadaki karacigere has enzimlerin miktarlar ise yiikselmistir. Bu durumu
parankim hiicrelerinin ve sigmis bakir iceren Kupffer hiicrelerinin nekrozu takip eder [53].
Toksikasyonun ikinci basamagi aniden olusur ve genellikle hemolitik kriz olarak
adlandirilir. Baslica klinik bulgular sarilik, zayiflik, asir1 susuzluk ve hemoglobiniiridir

[53]. Bir ka¢ giin igerisinde kandaki hemoglobin ve glutatyon diizeylerinin diistiigii ve
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methemoglobinin arttig1 gozlenir. Hayvanlar genelde bir ka¢ giin igerisinde Oliirlerken
bazilar1 hayatta kalabilir. Bu semptomlarin baglamasi, karacigerde depolanmis olan bakirin
salinmasina ve kandaki konsantrasyonunun artmasmna baghdir. Yaygin karaciger
dejenerasyonu ve fokal nekrozlar olusur ve karacigere has enzimlerin aktivitesi artar.
Ayrica kayda deger oranda bobrek hasari, nekroz ve proksimal tubullerde mitokondrial

enzim aktivitesinin kayboldugu goriiliir.

Hemoliz 6ncesi donemdeki koyunlarin karacigerlerinin elektron mikroskop ile yapilan
incelenmesinde parankim hiicrelerinde endoplazmik retikulumun hipertrofisi ve otofajik
vakuollerin olustugu tespit edilmistir [56]. Bu vakuoller 6nceleri indirgenmemis hiicresel
yapilar igerirlerken, daha sonralari olgunlastikca ve lizozomal degredasyon ilerledikge
karakteristik graniiler madde ile lipit damlaciklar1 ve bakir igeren yapilar olarak gelisirler.
Ayrica bakir konsantrayonu arttik¢a artan oranda da hiicresel kayip ve apoptotik cisimcikler

gozlenebilir.

Bir Anadolu ¢oban kopeginde gozlenen bakir toksikasyonu vakasinda serum alanin
aminotransferaz ve alkalin fosfataz konsantrasyonlarinda artma tespit edilmistir [57]. Bu
vakada dalagin biiylidiigii, karacigerin ise solgun renkte ve kii¢iik oldugu gozlenmistir.
Histopatolojik bulgular olarak ise karacigerde retikiilin fiberlerin hepatik venalar
cevresinde arttig1 ve asinilerin fokal tahribati belirlenmistir. Subkapsiiler, portal ve
perivendz lenf damarlarinda genisleme ile portal ve perivendz ile parankim dokuda pigment
iceren makrofajlardan, lenfositlerden, plazma hiicrelerinden ve az sayida graniilositlerden
olusan bir yangi tablosu tanimlanmistir. Ayrica tiim asinar zonlarda apoptotik hiicrelerin

bulundugu 6ne siirtilmiistiir.

Normal sartlar altinda karacigerdeki bakirin ¢ogu sitozolda bulunur, ancak bakir hiicrede
biriktikce biiylik bir kismi parcaciklar halinde 0Ozellikle c¢ekirdek ve lizozomlarda
toplanmaya baglar. Bakirin lizozomal toplanmasi safra yolu ile atimini takip etmesi
nedeniyle genellikle detoksifikasyon siirecinin bir parcasi olarak kabul edilir. Bakirin

lizozomal birikimi yeni doganlarda [58], Bedlington terrierlerde [59], Wilson hastaligi
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olanlarda [60] bildirilmistir. Benzer sekilde bakir yiikli si¢anlarda karacigerin X 1511
mikroanaliz yontemi ile bakirin hem lizozomlarda hem de c¢ekirdekte bulundugu

gosterilmistir [61].

2.2.2. Bakir ve oksidatif hasar

Bakirin toksikasyonu siiresince olusan cogu patolojik etkiler, hiicresel zarlara ve
makromolekiillere olan oksidatif hasardan kaynaklanmaktadir [3,4]. ileriki bir boliimde
daha ayrintili olarak islenecek olan oksidatif hasar kisaca hiicrelerde bir¢ok molekiil ile
yliksek tepkime kapasitesine sahip oksijen radikalleri tarafindan olusturulan hiicre hasarina

verilen addir.

Bakir tarafindan olusturulan hiicre hasart mekanizmasi tam olarak acgiga c¢ikarilmamakla
beraber bakirin viicutta oksidasyon ve rediiksiyon faaliyetlerinde gérev almasi nedeniyle
olusturulan hasarin bu tepkimeler sonucu olabilecegi diisiiniilmektedir [3]. Bu kapsamda,
bakir iyonlar1 Haber-Weiss tepkimesi ad1 verilen tepkime zinciri ile hidroksil radikallerinin

olusmasini katalize eder [39]:

0°-+ Cu¥ - 0, + Cu

Cu" + H0, — Cu*' + OH™ + OH®

Bu tepkimelerin sonucunda stiperoksit anyon radikalinin diger molekiillerle yiiksek tepkime
kapasitesine sahip olan hidroksil radikaline doniistiiriilmesi gerceklestirilir. Sicanlarda
yapilan in vivo bir ¢alismada da bakir ile birlikte askorbik asit veya paraquat verildiginde

hidroksil radikali olustugu tespit edilmistir [4].

Bakir tarafindan olusturulan reaktif oksijen tiirlerinin ortaya ¢ikardigi ortak sonug artan lipit
peroksidasyonudur. Lipit peroksidasyonu da hiicrede olusan hasarin asil nedenlerinden biri
sayilabilir. Artan lipit peroksidasyonu, karaciger homojenatlariin veya hepatositlerin

iyonik bakir ile muamele edildiginde, artan miktarlarda pentan, hepatik malondialdehit ve
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tiobarbiturik asit reaktif maddelerin (TBARM) olusmasi ile anlagilabilir [39]. Bu amagla
siganlarda in vivo yapilan bir caligmada, diyetsel bakir yliklenmesinin mitokondrial zarlarda
lipit peroksidasyonuna neden oldugu ortaya konmustur [52]. Lipit peroksidasyonu
hepatositlerin mitokondrial zarlarinin sistik kristalarinda genislemeye neden olur. Olusan
bu etkiler, vitamin E yetersizligi olan bakir yiiklii siganlarda daha da barizdir ve bakirin

hepatositlerde oksidatif hasar yaptigini destekler yondedir [62].

Bakir tarafindan katalizlenen lipit peroksidasyonu bakir yiiklii siganlarda, hepatosit
lizozomlarindaki degisikliklerin de temelini olusturur [63]. Bu sicanlarin izole edilmis
lizozomal zarlarindaki TBARM konsantrasyonu ikiye katlanmistir. Ayrica bu zarlarin
kirillganhig1 artmis ve akigkanliklar1 azalmistir. Bunlara ilaveten bazi yag asitlerinin

zarlardaki miktar1 degismis ve doymamis yag asitleri miktar1 ise artmustir.

Mitokondriler bakir tarafindan olusturulan karaciger hasarinin ilk hedef organeli olabilir.
Bu durum bakir yiiklii siganlarda mitokondrial fonksiyonlarin aksamasi ile de ortaya
konmustur [52]. Mitokondrilerdeki elektron transport protein komplekslerinin
oksidoreduktaz aktivitelerinin analizleri sitokrom c oksidaz aktivitelerinin diistiigiinii
gostermistir. Mitokondrial fonksiyonlardaki bu sekil degisiklikler hiicresel enerji yiikiinii
diisiirerek, kalsiyumun mitokondrilerden sitozol i¢ine akigini artirarak veya normal elektron
akiginin bozulmasi sonucu iretilen siiperoksite hiicreyi maruz birakarak hepatoseliilar

fonksiyon bozukluguna katkida bulunabilir.

Bakir toksikasyonlu hayvanlarda apoptotik hiicre 6liimlerinin olustugu tarif edilmistir [56].
Programlanmig hiicre 6liimii olarak adlandirilan bu tiir hiicre oliimii nekrotik hiicre
oliimiinden pek ¢ok yonden farkliliklar gosterir. Ornegin nekrotik hiicreler tipik olarak
siserler ve sonrasinda lize olurlar. Bu hiicrelerin hiicre zar biitiinliikleri kaybolmustur ve
hiicre DNA’s1 rasgele olarak kirilmistir. Ancak tipik apoptotik hiicreler cekirdek ve
sitoplazmanin yogunlasmasi ile karakterize olup, bu hiicrelerin hiicre zari biitiinliigi

korunur ve DNA’s1 180 ile 200 baz giftleri olacak sekilde kirilmalar gosterir [64].
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Bakir verilmis hayvanlarin karacigerinde apoptotik cisimciklerin olusmasi bakir tarafindan
olusturulan DNA hasarmin bir gostergesidir [56]. [n vivo sartlarda bakir hidroksil
radikallerinin olusmasini katalize etmesine ragmen bu DNA hasar1 yapacaklar1 anlamina
her zaman gelmez. Bunun nedeni hidroksil radikallerinin bir¢gok molekiillerle ayirim
yapmaksizin tepkimeleri ve DNA’ya ulasmadan dnce diger hiicresel siipliriici molekiiller
tarafindan yok edilmesidir. Ancak bakir DNA’ya kolayca baglanabilir ve kromatinin
yogunlasmasina neden olabilir [65]. Bu nedenle DNA ile iligkili olan bakir, DNA
cevresinde lokal olarak hidroksil radikallerinin {iretilmesine neden olabilir. Bakir asirt
yiiklenmesinde bakirin ¢ekirdekte birikmesi bu sekildeki tepkimelerin olabilmesini

saglayabilmektedir.

Bakir ve askorbik asit mevcudiyetinde DNA’nin hidrojen peroksite maruz kalmast DNA
zincir kirtlmasi ve baz oksidasyonu seklinde DNA’da oksidatif hasarin olusmasina neden
olur. Oldukca ytiksek konsantrasyonlarda g¢ekirdekte diger bir indirgeyici molekiil olarak
glutatyonun bu sekilde olusan degisimleri uyaracagi diisiiniilebilir. Ancak aksine glutatyon
serbest radikal olusmasini baskilamaktadir [66]. Glutatyonun bu &zelligi bakiri, Cu"
durumunda stabilize edebilmesinde ve bdylece serbest radikal iiretilmesindeki
fonksiyonunun Oniiniin kesilmesinden kaynaklandig1r diisiiniilmektedir. Bu nedenle
glutatyonun bakir tarafindan olusturulan DNA hasarina karsi koruyabilecegi diisiiniilebilir.
Benzer sekilde bakir tarafindan olusturulan DNA’nin parcaciklara ayrilmasi, c¢inko-
metallothionein tarafindan da onlenebilecegi diisiiniilmektedir. Bunu sebebi olarak da bu
molekiill kompleksinin bakir1 uzaklastiracagi ve bdylece onun redoks tepkimesine

katilmasin1 dnleyebileceginin 6ngoriilmesidir [67].

Oksidatif stres sirasinda sekillenen apoptotik DNA hasarinin reaktif oksijen tiirlerinin
dogrudan saldiris1 sonucu veya endoniikleaz aktivitesi sonucu olabilecegi diisiiniilebilir.
HepG2 hiicrelerinin 1,10-phenanthroline-bakir kompleksi ile inkiibasyonun apoptotik hiicre
Olimiiniin bir gostergesi olan nukleozomlar arasi DNA kirilmasina neden oldugu
gosterilmistir [68]. Ancak kirilmanin diisiik sicakliklarda olugsmamasi ve olusan durumun

askorbik asit ilavesi ile diizeltilebilmesi olusan DNA kirilmasinin, DNA’nin dogrudan
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hidroksil radikallerinin saldiris1 sonucu olustugunu gostermektedir. Hidroksil radikalleri
phenanthroline-bakir kompleksinin redoks reaksiyonu sonucu oksijenden iiremislerdir ki
reaksiyon normal sicakliklarda olusabilir. Diisiik 1silarda askorbik asit yapay bir indirgeyici

ortam olusturmaktadir ve bdylece hidroksil radikal olusmasini engellemektedir.

2.3. Oksidatif Stres

Bakir toksikasyonu siiresince olusturulan hasarda oksidatif stresin oneminden yukaridaki
boliimlerde bahsedilmistir. Oksidatif stres basligi altinda tanimlanabilecek olaylar oldukca

fazla olmasina ragmen, burada genel bir bilgi olarak sunulacaktir.

Viicutta tepkime kapasitesine sahip gesitli oksijen tiirleri tarafindan yiiriitiilen oksidatif
hasara oksidatif stres adi verilir. Ayn1 zamanda serbest radikal olarak da adlandirilan bu
oksijen tiirleri ortaklanmamis bir elektrona sahip olup fizyolojik olarak birgok elzem
biyokimyasal tepkimelerin normal bir sonucu olarak olusurlar [69,70]. Ancak canlilarda
oksidatif stres yangi, karsinogenez, radyasyon hasari, metal toksikasyonlar1 ve fotobiyolojik
etkiler gibi bir¢ok patolojik olguda da olusmakta ve bu durum prooksidan ve antioksidan
sistemler arasindaki dengenin bozulmasi sonucu meydana gelmektedir. Biyolojik
sistemlerde oksidatif stresin olusumu bir grup radikal oksijen tiirlerinin ve nitrik oksitin
asir1 derecede iiretilmesi sonucudur [71]. Bu radikal oksijen tiirleri viicutta birgcok mikro ve
makro molekiiller ile tepkimeye girebilirler. Bu tepkimeler sonucunda radikal oksijen
tiirleri viicutta Ozellikle lipitler basta olmak {iizere proteinler ve DNA molekiillerinin
yapilarin1 ve takibinde fonksiyonlarimi kisitlayarak veya bozarak onemli hasarlarin
olugmasina neden olurlar [6,69]. Viicut, bu hasarlar1 6nlemek veya etkilerini asgari diizeye
indirmek amaciyla radikal oksijen tiirlerine kars1 bir savunma mekanizmasi olusturmustur.
Bu savunma mekanizmasi baslica iki kategoride incelenebilir; enzimatik savunma

mekanizmasi ve enzimatik olmayan savunma mekanizmasi.

Giliniimiizde radikal oksidatif stresin belirlenmesi, viicutta meydana gelebilecek hasarlarin

daha olusmadan oniine gegilebilmesinde ve bazi patolojik durumlarda olusan hasarlarin
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yikimlayici etkilerinin azaltilmasinda uygulanacak yontemlerin belirlenebilmesi agisindan
Onem tasimaktadir. Bu amacla yukarida kisaca bahsedilen enzimatik ve enzimatik olmayan
savunma mekanizmalarinda rol alan molekiiller ile radikal oksijen hasar1 sirasinda ortaya

¢ikan molekiillerin belirlenmesi gerekmektedir.

2.3.1. Serbest Radikaller

Reaktif oksijen tiirleri oksijenden tiiremis ve kimyasal olarak tepkime olusturabilen bir grup
molekiildiir [69,70]. Bunlarin bazilar1 olduk¢a yiiksek tepkime kinetigine sahipken
(6rnegin; hidroksil radikali), digerleri (6rnegin; siiperoksit ve hidrojen peroksit) daha diisiik
tepkime kapasitesine sahiptir. Hiicre i¢i serbest radikalleri, cogunlukla baglanmamis bir
elektrona sahip serbest, diisilk molekiiler agirlikli reaktif oksijen tiirleridir. Bu nedenle
serbest radikal ve reaktif oksijen tlrleri terimleri birbirleri yerine siklikla

kullanilabilmektedir.

Serbest radikaller endojen ve eksojen kaynakli olarak iiretilebilirler [72]. Endojen serbest
radikal kaynaklarini hiicre i¢i olarak {iretilen ve etki gosteren, ayni zamanda hiicre iginde
olusup ¢evre bolgeye salinan maddeler olusturmaktadir. Hiicre i¢i serbest radikaller
otooksidasyon sonucu ve bunun sonucu olarak da kiigiikk molekiillerin (indirgenmis
flavinler, tiol, baz1 oksidazlarin faaliyetleri, siklooksigenazlar ve peroksidazlar)
inaktivasyonu sonucu olusurlar. Demir ve bakir gibi gecis metallerinden oksijen igeren
molekiillere elektron transferi serbest radikal tepkimesini tetikleyebilir. Serbest radikaller
tim hiicresel alanlarda (mitokondri, lizozom, peroksizom, ¢ekirdek, endoplazmik
retikulum, plazma zarlar1 ve sitozol i¢i) olusabilirler. Bu yollarla {iretilen serbest radikal
tirleri baslica sunlardir; hidroksil, peroksi, hipoklorit, siiperoksit, alkoksi radikaller ve
reaktif molekiiller (Hidrojen peroksit ve serbest radikal olmamasina ragmen reaktif olup
hasara yol acabilen singlet (bagsiz) oksijen. Eksojen serbest radikal kaynaklari sigara,
cesitli gevre kirleticileri ve organik ¢oziiciiler, anestezik maddeler, hiperoksik ortamlar ve
pestisitlerdir. Bu maddelerin bir kism1 ve ayni zamanda cesitli ilaglar serbest radikale

metabolize olarak hedef organlarda oksidatif hasar yapabilirler [6,69]. Son olarak,
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radyasyon, maruz kalinan dokuda serbest radikal olusmasina neden olur [73]. Reaktif
oksijen tiirleri tiim aerobik organizmalar tarafindan olusturulur ve yikimlanirlar. Boylece bu
molekiiller ya normal hiicresel faaliyet i¢in gerekli olan fizyolojik diizeye gelirler ya da
asirt miktarlara ulasarak oksidatif stresin olugmasina neden olurlar. Reaktif oksijen
tiirlerinin fizyolojik olarak hiicre ici iletisim ve redoks tepkimelerinin diizenlenmesi gibi
cesitli hayati rollerde gdrev aldig bilinmektedir. Ornegin nitrik oksitin bir sinyal molekiilii
oldugu 1987 yilinda ortaya konmus olup bu molekiiliin transkripsiyon faktoriiniin ve gen
ekspresyonunun belirleyicilerinin bir diizenleyicisi oldugu giiniimiizde kesinlik kazanmistir
[74]. Hidrojen peroksit ve siiperoksit benzer hiicre i¢i fonksiyonlara sahiptirler. Ayrica bazi
sitokinler, biiylime faktorleri, hormonlar ve norotransmitter maddeler hiicre i¢i sinyal
iletiminde sekonder iletici olarak reaktif oksijen tiirlerini kullanirlar. Reaktif oksijen
tiirlerinin hiicre ig¢inde tiretilmeleri lipit, protein ve DNA gibi molekiillerin yapilarini tehdit
eder. Oksidatif stresin ayrica mitokondriyal DNA’y1 da tahrip etmek ve bagka
mekanizmalarla olmak iizere yaslanmada da rol aldig: ileri siiriilmektedir [75]. Ancak
hiicreler serbest radikal olusmasini dnlemek ve onlarin hasar verici etkilerini kisitlamak i¢in
genis bir antioksidan savunma mekanizmasi gelistirmislerdir. Bu mekanizmalar peroksitleri
etkisizlestiren enzimler, gecis metallerini uzaklastiran proteinler ve serbest radikalleri
temizleyen bir grup maddelerden olusur. Hiicre icinde olusan reaktif serbest radikaller
hiicresel molekiilleri oksitleyebilir ve bu da doku hasar1 olusturarak hiicre 6liimiine neden

olabilir.
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2.3.2. Glutatyon ve Glutatyon Peroksidazlar

Organizmalar oksidatif strese karsi cesitli sekillerde onlemler almiglardir. Bu korunma
mekanizmalar1 enzimatik ve enzimatik olmayan molekiiller vasitasiyla ylriitilir [6].
Yaptigimiz ¢alismayla alakali olarak glutatyon ve bu molekiille yakindan iligkili glutatyon

peroksidazdan bu béliimde bahsedilecektir.

2.3.2.1. Glutatyon

Glutatyon (GSH) tiim aerobik canlilarin hiicre i¢inde milimolar konsantrasyonlarda
bulunan, tripeptid yapisinda tiol temelli bir antioksidandir [6]. GSH, y- glutamilsistein
sentetaz ve glutatyon sentetaz’in etkilesimleri ile hiicre i¢inde sentez edilmektedir.

Organizmadaki GSH sentezi, asagidaki sekilde gerceklesir.

v-glutamilsistein
sentetaz -
L-glutamat + L-sistein + ATP « " L-y-glutamil-L-sistein + ADP + P;

glutatyon
sentetaz
L-y-glutamil-L-sistein + glisin + ATP«—— GSH + ADP + P;

Indirgenmis glutatyonun viicuttaki baslica fonksiyonu siilfidril tamponu olmasidir.
GSH oksidatif strese karsi énemli koruyucu rol oynayan glutatyon peroksidaz (GPx) gibi
cesitli enzimler igin bir koenzimdir. Boylece GSH birgok bilesiklerin detoksifikasyonunda
da gorev yapar. Bu gorevini ya glutatyon-S-transferaz tarafindan katalize edilen
konjugasyon tepkimeleri ile ya da GPx katalizlenmis reaksiyondaki hidrojen peroksit gibi
dogrudan yapar. GSH tarafindan yiiriitilen antioksidan tepkimeler bu molekiiliin
oksitlenmis formunun artmasi ile sonuglanir [76]. Oksitlenmis glutatyon (GSSG) NADPH
bagimli flavoenzim glutatyon reduktaz (GR) tarafindan indirgenir. GSSG ayrica ektili bir
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sekilde E. coli, Plasmodium falciparum ve insanlarda bulunan thioredoksin tarafindan

indirgenebilir.

2.3.2.2. Glutatyon peroksidazlar

Memeli canlilarin hiicrelerinde en az 4 tane degisik glutatyon peroksidaz belirlenmis olup
bunlarin hepsi selenosistein igerir [6,7,77]. GPx1 ve GPx4 (fosfolipid hidroperoksit
GPx)’in her ikisi de bircok dokuda fazlasiyla bulunan sitozolik enzimlerdir. GPx4
spermatidlerde enzimatik olarak aktiftir ve ergin spermatozoada yapisal protein olarak
gorev yapar [78]. N-ucunda bir degisiklik olan bir GPx4 c¢esidi sperm cekirdegi igin
spesifiktir ki burada spermatid kromatin yogunlasmasinda gorev yapar [79]. Boylece GPx4
sperma olgunlagsmasinda en azindan 3 farkli fonksiyona sahiptir. GPx2 (gastrointestinal
GPx) ve GPx3 (plazma GPx) sirastyla baslica gastrointestinal kanalda ve bobrekte eksprese
edilir. GPx3 thioredoksin sistem tarafindan katalitik olarak yeniden iiretilebilir ve
thioredoksin reduktaz bobrekte GPx3’un ekspresyonuna benzer bir ekspresyon sekli
gosterir. Tiim GPx’ler substrat olarak glutatyon kullanarak H,O;’in indirgenmesini katalize

ederler [6].

H,O, + 2GSH — 2H,O + GSSG

GPx tarafindan hidroperoksitlerin indirgenmesi i¢in Onerilen katalitik mekanizma
selenolatin selenenik aside oksitlenmesini gerektirir [7]. Bir molekiil GSH’nin eklenmesiyle
selenenik asit bir selenenil siilfit bilesenine doniisiir. Bu bilesik ikinci bir molekiil GSH
eklenmesiyle tekrar aktif selenolat ve glutatyon disiilfide doniigebilir. Boylece tepkime
sonucunda iki molekiil GSH, GSSG’ye oksitlenir. GSSG daha sonra memelilerdeki baslica

GSSG indirgeyen enzim olan glutatyon reduktaz tarafindan indirgenebilir.
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GPx’in fizyolojik sartlarda dnemli antioksidan etkiye sahip oldugunu belirtirken verilerin
yaninda bu enzimlerin sadece oksidatif stres durumunda etkili oldugunu belirtenler de
mevcuttur [80]. GPx1 geni etkisizlestirilmis farelerin normal olarak gelismeleri ve oksidatif
strese karsi hiperoksi ile cevap vermeleri kayda deger bir bulgudur [81]. Bu nedenle
antioksidan savunmada GPx izoenzimlerinin fonksiyonu halen belirsizdir. Fakat kinetik
Ozellikleri ve bu enzimlerin yaygin dagilimlar1 oksidatif hasara karsi gosterilen toplam

savunmada gorevleri olabilecegini vurgulamaktadir.

2.3.3. Lipit Peroksidasyonu

Lipit peroksidasyonu serbest radikal tiirleri tarafindan olusturulan olaylarin en genis
kapsamli olarak calisilanidir. Hiicre zarlar1 fosfolipidlerinin serbest radikaller ve 6zellikle
de reaktif oksijen tiirlerinin meydana geldigi yerlerde asir1 derecede bulunmasi bu
fosfolipidleri serbest radikaller tarafindan hizlica etkilenebilecek hedefler haline getirir.
Ozellikle doymamis ¢oklu yag asitleri serbest radikallerle tepkimeye oldukga elverislidir.
Yag asitlerinde lipitlerin peroksidasyonu bir radikal zincir tepkimesine neden olabilir. Bu
zincir tepkimelerinden dolay1 bir substrat radikali bircok sayida lipit peroksitlerin
olusmasina neden olabilir. Lipit zarlardaki bu artarak devam eden hasar verici ilerleme
genellikle alkanlar ve karbonil bilesikleri de dahil ¢ok c¢esitli {irlinlerin iiretilmesi ile
karsilanmaya calisilir [69]. Ozellikle hidrokarbonlar basta olmak iizere bu iiriinlerin bazilari

kendileri toksik olmalari nedeniyle radikal hasari i¢in sekonder haberci gorevi gortirler.

2.3.3.1. Aldehitik iiriinler ve malondialdehit

Cesitli karbonil bilesikleri lipit peroksidasyonu sonucu meydana gelen hasarin olusmasinda
onemli rol oynarlar [6]. Omega-6 ve ®-3 doymamis ¢oklu yag asitlerinin peroksidasyonunu
takiben, stabil olmayan yag asidi hidroperoksitleri oksidasyon tepkimeleri ve diger

mekanizmalarla daha stabil olan karbonillere doniisebilirler. Bu karbonillerin baslicalari n-
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alkenal, 2-alkenal, 2,4-alkadienal, alkatrienal, hidroperoksialkanal, a-hidroksialkenal, 4-
hidroksialkenal, 4-hidroksiperoksi-alkenal, malondialdehit, o-dikarbonil, doymus ve

doymamis ketonlar, alkanlar ve alkenlerdir [69].

Omega-6 yag asitlerinin peroksidasyonu siiresince iiretilen baslica karboniller heksenal ve
4-hidrosi-2,3-trans-nonenal iken, -3 yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu baslica olarak
propanol ve 4-hidroksi-2,3-trans-heksenal olusur [82]. Kii¢lik miktarlarda da olsa tespit
edilen diger bazi aldehitler 4-hidrosi-2,3-oktenal, 4-hidroksidekenal, 4-hidroksiundekenal,
4,5-dihidroksidekenal, 4-hidroksi-2,5-nonenal, 2-hidroksiheptenal, 2-hidroksiheksenal,
butanol, pentenal, heksenal, oktenal ve nonenaldir [82,83]. Bu {iriinlerin bazilarinin
sitotoksik veya genotoksik olduklar1 gosterilmis olup bunlar protein ve niikleik asit gibi
biyomolekiillerle tepkimeye girebilir, ayrica reseptorleri ve dolayisi ile sinyal iletimini

etkileyebilirler [84].

Aldehitler serbest radikallerin tersine oldukg¢a stabildirler ve bu nedenle hiicre i¢i ve disina
yayilarak serbest radikal kaynakli olaylarin baglangi¢ yerinden uzak bolgelerdeki hedefleri
etkileyebilirler. Bu nedenle aldehitler ve bunlarin metabolitleri lipit peroksidasyonunu

gostermede 1yi birer indeks olabilirler.

Lipit peroksidasyonunu gostermek amaciyla en siklikla kullanilan metot thiobarbitiirik asit
ile tepkiyebilen maddelerin 6l¢iilmesidir [69]. Bu maddelerin basinda malondialdehit gelir
[6]. Malondialdehit ve diger aldehitler thiobarbitiirik asitle tepkimeye girerek pembe ve
floresan bir kromojen verirler ki bu kromojen 532 nm’de kolorimetrik yontemle veya 512
nm’de florometrik yayilim ile dlciilebilir. Bu yontemlerle yapilan bir¢cok ¢alismada lipit
peroksidasyonuna neden olan maddelerin ve toksinlerin verildigi veya vitamin E gibi
antioksidanlarin eksik oldugu diyetlerle beslenen deneklerde, ayrica reperfuzyon iskemi
gibi ¢esitli durumlarda plazma veya idrarda malondialdehit miktarinda artmalar
gbzlenmistir [6,69].

Olusan bu aldehidlerden MDA, membran doymamis yag asitleri oksidasyonunun bir isareti

olup, lipit peroksidasyonunun en 6nemli gostergesi olarak kabul edilir [70]. MDA ve 4-
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hidroksinonenal gibi aldehitlerin biyolojik aktiviteleri, DNA ve proteinlere c¢apraz
baglanarak bu molekiillerin fonksiyon ve aktivitesini degistirebilmeleridir. Ornegin MDA,
amino ve tiyol gruplariyla reaksiyona girebilmektedir. Aldehitler olusturulduklar1 yerden
daha uzak bolgelere gitmede serbest radikallerden ¢ok daha fazla difiize olarak [85] boylece
hiicre 6demine, damar gegirgenliginin bozulmasina, fosfolipaz aktivitesinde degisikliklere
neden olabilmekte, arasidonik asitin degisik endoperoksitlerinin ve prostoglandinlerin

olusumunu ve salinimini indiikleyebilmektedirler [86].
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasal Malzemeler

Arastirmada, analitik saflikta olan Sigma marka; glutatyon (GSH), 5,5’-ditiyobis-2
nitrobenzoik asit (DTNB), 2-tiyobarbutiirik asit (TBA), potasyum kloriir (KCl), 1,1,3,3,
tetramethoksipropan, n-butanol, triklor asetik asit (TCA), disodyum hidrojen fosfat
(Na;HPO,), sodyum hidroksit (NaOH), tri sodyum sitrat kullanildu.

3.1.2. Kullanilan Aletler

Numune hazirlanmasi ve enzim analizlerinde Hierschman marka (10 ul, 100 ul, 1000
ul’lik) otomatik pipetler, cenco whirlmix vortex, Libror-AEG 320 model 0.0001 g’a duyarlh
hassas terazi, Hanna marka dijital pH metre, Labortechnic marka homojenizator, Leica

RM2125 mikrotom, Olympus BX51 mikroskop kullanildi.

3.1.3. Farelerin Temini ve Bakimi

Arastirmada kullanilan, agirliklar1 20-22 gram arasinda degisen, 1 aylik, 28 tane albino tipi
erkek fare, Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hayvan Arastirma Merkezinden temin
edildi. Fareler her grupta 7 tane olmak iizere 4 gruba ayrildiktan sonra, sessiz, sicakligin
22°C ve nemin % 60-65 arasinda kontrol altinda tutuldugu, ayrica 12 saat 151k, 12 saat
karanlik devridaiminin temin edildigi (08:00-20:00 saatleri arasi 151k) bir odada bakima

alindilar. Caligsma siiresince fareler normal icme suyu ve fare yemi ile beslendi.
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3.1.4. Deney Gruplar

Calismada toplam 4 adet grup bulundu. Bu gruplar sirasiyla kontrol grubu, glutatyon
(GSH) grubu, bakir grubu ve bakir + GSH grubu olarak adlandirildi. Kontrol grubundaki
farelere 7 giin siiresince her giin intraperitonal yolla % 0.9’luk serum fizyolojik enjekte
edildi. GSH grubundaki farelere yine ayni siirede olmak iizere sadece 250 mg/kg viicut
agirliginda olacak sekilde ve serum fizyolojik i¢inde sulandirilarak glutatyon verildi. Bakir
grubundaki farelere ayni siire zarfinda 33 mg/kg viicut agirlig1 olacak sekilde bakir siilfat
(CuS0O45H20) serum fizyolojik i¢inde soliisyon yapilarak intraperitonal yolla verildi [87]
Son grup olan bakir + GSH grubundaki farelere de intraperitonal olarak 33 mg/kg Bakir
stilfat + 250 mg/kg glutatyon verildi [88].

Yedi giinliikk deney sonrasinin ertesi sabahi fareler eter anestezisi kullanilarak 6tenazi edildi
ve sistemik nekropsileri yapildi. Nekropsi sirasinda her gruptaki her bir farenin
karacigerleri alindi. Alinan karaciger dokulari iki esit pargaya ayrilarak birisi histopatolojik
digeri biyokimyasal arastirmalar i¢in ayrildi. Histopatoloji i¢in ayrilan doku pargalari
%10’1luk fosfat tamponlu formolin i¢inde saklanarak tespit edilirken biyokimyasal analizler

i¢in ayrilan parcalar deney yapilincaya kadar -20°C’de saklandi.

3.2. Yontemler

3.2.1. Histopatolojik incelemeler

Bu amagla %10’luk fosfat tamponlu formolin i¢inde saklanarak tespit edilen dokulardan
rutin yontemlerle parafin bloklar hazirlandi. Bu bloklardan mikrotom kullanilarak 4-5 p
kalimliginda kesitler elde edildi. Kesitler daha sonrasinda rutin incelemeler amaciyla

hematoksilen eozin (HE) ile boyandi ve 1sik mikroskobu altinda incelenerek

degerlendirildi.
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3.2.2. Biyokimyasal Analizler

3.2.2.1. GSH analizi

GSH, Ellman [89] metoduna gore tayin edildi. Metodun temel prensibi, ortamdaki
glutatyonun, 5,5’-ditiyobis 2-nitrobenzoik asit ile reaksiyona girerek sari-yesilimsi renk
vermesi seklindedir. Olusan bu rengin 151k siddeti, 410 nm’de spektrofotometrede okunarak

glutatyon miktar tayin edilmektedir.

Fare karaciger numunesi, 1-2 dakika 12000 devir/dakikada, %10’luk homojenat
olusturacak sekilde, distile su ilave edilerek buz iizerinde homojenize edildi. Daha sonra,
homojenat 3000 devir/dakikada, +4 derecede, 15 dakika santrifiij edildi. Elde edilen
siipernatanta TCA ¢dzeltisi ilave edildi, karistirild1 ve tekrar santrifiij edilerek numune GSH

analizine hazir hale getirildi.

3.2.2.1.1 Kullanilan reaktifler

GSH, Na,HPOy,, 5,5’-Ditiyobis 2-nitrobenzoik asit (DTNB) ¢ozeltisi.

3.2.2.1.2. GSH seviyesinin tayini

Numune Kor
%10’luk homojenat 500 ul —
Na,HPOy4 (0,3 M) 4 ml 4 ml
DTNB 500 pl 500 pl
Distilesu |- 500 pl

Hazirlanan ¢ozeltiler deney tiiplerine eklendi, vortekslendi ve 5 dakika sonra olusan rengin
siddeti spektrofotometrede 410 nm'de okundu ve sonuclar glutatyon standart grafiginden

degerlendirildi.
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3.2.2.2. MDA analizi

Lipid peroksidasyonunun bir gdstergesi olan MDA, Ohkawa ve ark.’nin [90] metoduna
gore calisildi. Metodun prensibinde ortamda bulunan MDA’nin, tiyobarbitiirik asit ile
reaksiyona girerek renkli bir kromojen olusturmasi yatmaktadir. Olusan kromojenin 532

nm’de absorbansi okunarak MDA konsantrasyonu tespit edilmektedir.

Fare karaciger numunesi, %1,15’lik KCI ¢ozeltisi i¢inde, %10'Tuk homojenat olusturacak
sekilde, 15000 devir/dakikada, 1 dakika siireyle buz iizerinde homojenize edildi. Bu
homojenat direkt olarak MDA analizinde kullanildi.

3.2.2.2.1. Kullanilan reaktifler

SDS, asetik asit, 2-tiyobarbitiirik asit (%0,8), 1,1°,3,3” tetrametoksipropan ¢ozeltisi.

3.2.2.2.2. MDA diizeyinin tayini

Numune Kor
Homojenat 100 pl -—--
%38,1 SDS 200 pl 200 pl
%20’lik asetik asit 1500 pl 1500 pl
%0,8’1ik TBA 1500 pl 1500 pl
Distile su 700 pl 800 pl

Hazirlanan ¢ozeltiler deney tiiplerine eklendi, vortekslendi ve tlipler kaynar suda (en az 95
derecede) 1 saat bekletildi. Cesme suyunda sogutulan tiipler ve 3000xg’de 10 dakika
santrifiij edildi. Siipernatantin absorbansi 532 nm’de okunarak, numunelerin MDA

konsantrasyonlart 1,1°,3,3° tetrametoksipropan ile hazirlanan standart grafikten

degerlendirildi.
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3.2.3. istatistiki Analiz

Veriler, ortalama =+ standart hata olarak verildi. Coklu gruplarin arasindaki farklarin
testinde varyans analizi kullanildi. Tukey’in ¢oklu karsilagtirma testi ile gruplar arasindaki

farklar degerlendirildi ve P degeri 0,05 den kiigiik olan sonuglar istatistiki olarak anlamli

kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Histopatolojik Bulgular

Histopatolojik incelemelerde serum fizyolojik verilen kontrol grubundaki farelerin
karacigerlerinde mikroskobik bir degisiklige rastlanmadi (Resim 1). Sadece GSH verilen
farelerin karacigerlerinde kontrol grubuna benzer olarak, herhangi bir patolojik degisiklik
tespit edilmedi (Resim 2). Bakir verilen farelerin karacigerlerinde ise siddetli derece yaygin
dejeneratif bozukluklar gozlemlendi. Bakir verilen farelerin hepsinde dejeneratif degisikler
olmakla beraber az derecede de olsa fareler arasinda farkliliklar vardi. Bir farenin
karacigerinde yaygin dejeneratif bozuklularin yaninda genis fokal bir nekrotik sahaya da
rastlandi. Genel olarak bakir verilen hayvanlarin karacigerindeki dejeneratif bozukluklar
hepatositlerin sismesi ve yer yer sitoplazmalarinda vakuollerin olugsmasi ile karakterize
hidropik ve vakuolar dejenerasyon ve sonrasinda yerlerini nekrotik hiicrelere birakmasi ile
karakterize koagulasyon nekrozu olusmustu. Dejeneratif bozukluklarin daha az siddette
oldugu vakalarda bu dejeneratif hasarin periasinar tarzda oldugu tespit edildi. Genel olarak
bakir verilen farelerin karacigerinde ayrica Kupffer hiicrelerinin proliferasyonu ile
cogunlugu lenfositik hiicrelerden olusan bir mononiiklear hiicre infiltrasyonu gozlemlendi
(Resim 3). Bakir ile birlikte GSH verilen farelerin karacigerlerinde genellikle hafif
derecede olmak {izere dejeneratif bozukluklar tespit edilirken bazi hayvanlarda sadece
Kupffer hiicrelerinde hafiften orta siddetliye degisen oranda proliferasyon gozlemlendi.
Baz1 farelerde bu degisikliklerin siddeti oldukg¢a hafifti ve/veya belirgin degildi. Hafif
derecede dejeneratif bozukluk gézlenen bu gruptaki hayvanlarin karacigerinde az miktarda

olmak {izere yer yer lenfositik mononiiklear infiltrasyonlara da rastlandi (Resim 4).
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Resim 1. Serum fizyolojik verilen kontrol grubundaki bir farenin karacigeri, resim normal karaciger

histolojisini gostermektedir, HE, x185.

Resim 2. Sadece GSH verilen bir farenin karaciger dokusu. Histolojik yapida herhangi bir degisiklik
olusmamig, HE, x185.
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Resim 3. Bakir siilfat verilen bir farenin karacigerinde siddetli derecede hidropik dejenerasyon ve
koagulasyon nekrozu ile Kupffer hiicre proliferasyonu ve lenfositik mononiiklear hiicre infiltrasyonu, HE,

x185.

Resim 4. Bakir siilfat ile birlikte GSH verilen bir farenin karacigerin 151k mikroskobik goriintiisii. Periasinar
tarzda olmak {izere hafiften orta siddetliye degisen oranda hidropik dejenerasyon ve yer yer nekrozis, HE,
x185.
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4.2. Biyokimyasal Bulgular

Biyokimyasal analizlerin sonuglar1 Cizelge 1°de 6zetlenmistir. Verilerden de anlagilacagi
lizere sadece bakir verilen farelerde glutatyon degerlerinin kontrol grubundaki farelerin
degerlerine oranla istatistiki anlamda 6nemli dl¢lide azaldigi (P <0,05) buna karsin lipit
peroksidasyonunun ve dolayisi ile hiicre hasarinin bir gostergesi olan MDA degerlerinin ise
istatistiki anlamda 6nemli oranda arttig1 tespit edildi (P< 0,05). Bakir ile birlikte glutatyon
verilen farelerden elde edilen karaciger GSH degerlerinin ise sadece bakir verilen
farelerden elde edilen verilere oranla istatiski anlamda olmamakla beraber arttigi buna
karsin MDA degerlerinin ise istatistiki olarak anlamli oranda azaldig: belirlendi (P<0,05).
Yalnizca GSH uygulanan farelerin karaciger GSH ve MDA degerleri ile kontrol grubu

farelerinin degerleri arasinda istatiski bir fark gozlemlenmedi.

Cizelge 1. Akut bakir uygulamasmin fare karaciger GSH ve MDA’sina etkileri sonuglar ortalama+standart
sapma olarak verildi. Coklu gruplarin arasindaki farklarin testinde varyans analizi kullanildi. Tukey’in ¢oklu
karsilastirma testi ile gruplar arasindaki farklar degerlendirildi ve P degeri 0,05 den kiigiik olan sonuglar

istatistiki olarak anlamli kabul edildi.

Gruplar GSH (umol/gram yas MDA (nmol/gram yas

doku) doku)

Kontrol (n=7) 2,84 + 0,87 33,74£5,59

GSH (n=7) 3,02 + 0,84 30,8+2,85

Bakir (n=7) 0,72+ 0,34 56,35+8,9

Bakir+GSH (n=7) 1,35+ 0,36 42,28+8,69

Istatistiki Karsilastirma

(P)

Kontrol-GSH 0,972 0,911
-Bakir 0,001 0,000
-Bakir+GSH 0,014 0,216

GSH -Bakir 0,000 0,000
-Bakir+GSH 0,004 0,063

Bakir -Bakir+GSH 0,522 0,019
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tezde akut bakir toksikasyonu olusturulan farelerde GSH’nin koruyucu etkisi
aragtirtlmistir. Arastirmamizda; karaciger GSH diizeyi kontrolde 2,84+0,87 pmol/gr.yas
doku (g.y.d), GSH grubunda 3,024+0,84 umol/g.y.d, bakir grubunda 0,72+0,34 pmol/g.y.d
ve bakir+GSH grubunda ise 1,35+0,36 umol/g.y.d olarak tespit edildi. Kontrole gére bakir
ve bakir+GSH gruplarindaki karaciger GSH seviyesi anlamli sekilde diigsmiistii (P<0,05).
Karaciger MDA diizeyi ise kontrolde 33,7+5,59 nmol/g.y.d, GSH grubunda 30,8+2,85
nmol/g.y.d, Bakir grubunda 56,35+8,9 nmol/g.y.d ve bakir+GSH grubunda ise 42,28+8,69
nmol/g.y.d olarak bulundu. Kontrole gore sadece bakir grubunda karaciger MDA seviyesi
anlamli sekilde artarken (P<0,05), bakir grubuna gore bakir+GSH grubunda MDA degeri
anlamli oranda azalmisti (P<0,05). Elde edilen histopatolojik ve biyokimyasal bulgular
GSH’nin kismi oranda olusan toksik etkileri Onleyebildigini gostermektedir. Bakir
uygulanan farelerdeki diismiis karaciger GSH diizeyi benzer olarak siganlarda yapilmig bir
calismada da ortaya konmustur [52]. Siganlarda yapilan baska bir caligmada da bakir
verilen hayvanlarda artmis MDA diizeyleri tespit edilmesi bu caligma ile de benzerlik
gostermektedir [91]. Bu caligmalara ilave olarak koruyucu amagl verilen GSH’nin sadece
bakir verilen farelerdeki seviyelerine oranla GSH diizeylerinin daha yiiksek buna karsin
MDA diizeylerinin ise daha diisiik olmasi istatistiki anlamda olmamakla beraber etkili
oldugunu gostermistir. Bu bulgular 6zellikle histopatolojik incelemelerde daha da etkin bir
sekilde ortaya konmustur. Intramiiskiiler yolla bakir asetat toksikasyonuna maruz birakilan
farelerin karacigerlerinde hidropik ve vakuolar dejenerasyonlar ile degisen oranlarda
nekrozis olustugu ortaya konmustur [92]. Diyetle 3g/kg bakir verilen sicanlarda da siddetli
karaciger nekrozu tespit edilmistir [61]. Benzer histopatolojik bulgular bakir toksikasyonlu
Doberman pinscherlerde de gézlemlenmistir [5]. Long Evans Cinnamon si¢anlarda yapilan
bir ¢caligmada da hepatoseliiler karyomegali, ¢cok sayida Councilman cisimcikleri, yaygin
nekrozis ve hepatositlerde mitoz tespit edilmistir [93,94]. Ayrica bu tiir siganlarda hepatik
bakirin 6zellikle periasinar bolgede daha fazla miktarda birikme egilimi oldugu
belirtilmistir [95]. Bu tip bakir birikmesi benzer olarak Doberman pinscherlerde de

mevcuttur. Yapilan bu calismada da ozellikle orta siddette dejeneratif bozukluklarin
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gozlendigi bakir verilen fareler ile bazi bakir ile beraber GSH verilen hayvanlarda
periasinar bolgedeki hepatositlerde daha fazla siddette patolojiler gozlemlenmistir. Ancak
verilen dozun yiiksekliginden o&tiirii sadece bakir verilen farelerin karacigerlerindeki hasar

daha ziyadesi ile diffuz olarak gézlemlenmistir.

Palacios ve ark. [96] Cyprinidae familyasina ait Brachydanio rerio baligina 14 giin boyunca
su ortaminda 140 pg/It konsantrasyonunda bakir uygulamasi yaparak hayvanlarin karaciger
dokusundaki histopatolojik degisimleri incelemislerdir. Arastirmacilar histopatolojik
incelemeler sonucunda karacigerde olduk¢a biiyilk miktarlarda lize olmus alanlar ve
hepatositik degisimler gozlemlemislerdir. Ayni1 ¢alismada arastirmacilar karaciger dokusu
antioksidan enzimlerinde bir artis oldugunu, bu artisin ise bakira karsi organizmanin

antioksidan savunma mekanizmasindaki artistan kaynaklanabilecegini bildirmislerdir.

Yine 6 hafta boyunca siganlarin diyetlerine 800 mg/yem bakir eklenerek yapilan bir
calismada kontrol grubu hayvanlara gére bakir uygulanan sicanlarin karaciger ve plazma

MDA diizeylerinin oldukea arttig1 bildirilmistir [97].

Kawata ve Suziki’nin [98] yapmis olduklar1 bir aragtirmada, erkek farelere karin i¢i bakir
klorit enjeksiyonu yapmislar ve karaciger GSH diizeylerine bakmislardir. Arastirmacilar
bakir uygulanan farelerin karaciger GSH seviyesinin kontrole gore ilk 12 saatte ve daha

sonraki 2. glinde oldukca azalmis oldugunu tespit etmislerdir.

Akut bakir toksikasyonu nadiren olugmakla beraber 6liimciil vakalarin meydana gelmesi ile
sonuclanabilir. Ozellikle insanlarda intihar amagli olarak bakir igeren bilesiklerin
almmasina bagli toksikasyon vakalari mevcuttur. Ayrica benzer olarak bakir igeren
bilesiklerin igme sularina karigmasi yolu ile olusabilecek toksikasyon olaylar1 halk sagligi
acisindan akilda bulundurulmasi gereken 6nemli bir konudur. Bu tiir toksikasyonlarda
tedavi amactyla kullanilabilecek maddeler kisitlidir. Cinko bakirin emilimini engellemesi
nedeni ile tedavi amaclh olarak denenmistir. Bakir toksikasyonu ile alakali olarak Wilson

hastaliginin tedavisinde de ¢inko takviyesi denenmistir [99]. Benzer olarak bakirin emilimi
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ve metabolizmasi i¢in yarisan diger maddeler arasinda siilfiir ve molibden gibi elementler
de yer almaktadir. Ancak bu maddelerin tedavi amagli olarak kullanilmasina dair yeterli bir
bilgi mevcut degildir. Ayrica bu elementlerin daha farkli toksikasyonlara neden olabilecegi
de siliphesizdir. Tedavi amagli olarak vitamin E takviyesi de denenmistir [100]. E
vitamininin ise toksikasyona karsi tedavi edici ve koruyucu etkisi sinirlhidir. Vitamin E
disinda tiim bu tedavi yontemleri temelde bakirin emilmesine ve metabolize olmasi
sirasindaki basamaklar1 etkilemeyi hedeflemektedir. Ancak alinan bakir miktar1 bu ilave
takviyelerde dahi viicudun koruma mekanizmalar1 tarafindan kullanilabilecek limitleri
astiginda hasar verici sonuglarin olusmasini engellemek miimkiin olamamaktadir. Bu
nedenle bakir toksikasyonu sirasinda olusan hasar verici maddelerin olusmasina yonelik

tedavi yontemleri diisiiniilebilir.

Bakir toksikasyonun hasar verici etkilerinin dokularda ve 6zellikle de metabolize oldugu
organ olan karacigerde reaktif oksijen tiirlerinin iiretilmesi yoluyla oldugu gosterilmistir
[4,39]. Bakir ¢esitli enzimlerin kofaktorii olmasina ragmen ayni zamanda proteinlerin
sistein, histidin ve triptofan gibi yan zincirlerine baglanma yeteneginde olan toksik bir
maddedir. Toth ve ark. [101] bakir iyonlarinin neden oldugu toksisitenin temelininde de bu
0zelliginin yattigin1 belirtmislerdir. Reaktif oksijen tiirlerinin hiicrelerde 6zellikle membran
yapilarda lipit peroksidasyonuna neden olduklar1 ve bu sekilde hiicre hasar1 veya dliimii ile
sonuclarin olustugu yapilan calismalarda gosterilmistir [102]. Lipit peroksi radikaller
Ozellikle membran yapilarin akiskanligini ve gecirgenligini bozarak ya da dogrudan DNA
tizerine etkimek suretiyle bu hasarlar1 olustururlar [103]. Bu nedenle olusan bu tiir reaktif
oksijen tiirlerinin siipiiriilmesine yonelik uygulamalar meydana gelen doku hasarinin
Onlenebilmesi i¢in de etkili bir yontem olabilir. Reaktif oksijen tiirleri, membran lipidleri,
proteinler ve niikleik asitleri icine alan bir ¢ok molekiilde oksidatif hasara neden
olmaktadir. Bu tiirlerin zararli etkileri hiicresel antioksidan savunma sistemi ile kontrol
edilmektedir. Toksik maddelerin bir ¢ogunun zararli etkisi, memeli organizmalarda
biyotransformasyonlar1 boyunca olusan reaktif {irlinlerinden kaynaklanmaktadir. Oksijen
kaynakl1 radikallerin hiicreler iizerinde sitoksik etkiler meydana getirdigi bilinmektedir. /n

vivo olarak organizmada toksik metabolitleri inaktive eden ve yakalayabilen koruyucu
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sistemler vardir ve bdylece dokularda bu metabolitlerin birikimi ve toksisiteleri 6dnlenmis
olmaktadir. GSH, i¢ ve dis kaynakl1 toksik kimyasallara kars1 hiicresel savunma sisteminde
onemli bir rol oynar. GSH diizeyinin azalmasi, toksik bilesiklere karsi hiicre savunmasini
bozmakla kalmaz, hem de oksidatif strese karsi dokular1 hasara daha duyarli hale
getirebilir. Glutatyon, metalleri de i¢ine alan ¢esitli ilag ve kimyasallarin toksisitesine karsi
koruma saglamaktadir [104]. Oksidatif stres, oksidanlarin olusumu ve antioksidan

sistemlerin aktivitesi arasindaki dengenin bozulmasidir.

Bizim sonug¢larimiz ayni konuda yapilmig arastirma sonuglariyla paralellik gostermektedir.

Bu verilerin 1s181nda su bilimsel yorumlar getirilebilir;.

1-Akut bakir toksisitesiyle azalan karaciger GSH’1;

Bakir kaynakli olusan reaktif oksijen tiirleri (bakirin etkisiyle asir1 aktive olan karaciger
sitokrom P450 sisteminin irettigi reaktif oksijen tiirleri) GSH’nin oksitlenmesinden

kaynaklanmis olabilir.

2- Akut bakir toksisitesiyle artan karaciger lipit peroksidasyonu;

Ozellikle hiicre i¢i enzimatik olmayan antioksidan mekanizmalarindan olan GSH’nin
onemli derecede azalmig olmasi, reaktif oksijen tiirlerinin detoksifikasyonunu da azaltir.
Bunun sonucunda lipitlerin peroksidasyonu hizlanmis olabilir. Yine bakir toksisitesiyle
birlikte artan serbest radikal olusumu direkt oksidatif etkiyle hiicrenin membran ve diger

lipitlerinin peroksidasyonu artmis olabilir.

Bakir toksisitesi GSH diisiisiindeki azalmayla kendini gostermistir. GSH’deki azalma
membran biitiinliiglinde bir de§ismeyle sonuclanabilir. Azalan GSH dokunun membran
lipitlerinin oksitlenmesine yol acacagindan dokuda goriilen histopatolojik degisimler

meydana gelmis olabilir.
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Sonu¢ olarak bakir siilfat toksikasyonuna maruz birakilan farelerde GSH’in olusan
histopatolojik degisiklikleri engelledigi ve antioksidan sistemde onemli Olclide diizelmeler
meydana getirdigi tespit edildi. Elde edilen bulgular, akut bakir toksikasyonu tedavisinde
GSH takviyesinin diger tedavi yontemleri ile beraber kullanilmasi ile daha etkili ve etkin

sonuclarin alinabilecegini onerir dogrultudadir.
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