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Sicanlarda deneysel bakir zehirlenmesinde karaciger ve bobrek
dokularinda apoptozisin belirlenmesi
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Ozet: Bu calismada deneysel olarak bakir zehirlenmesi olusturulan siganlarin karaciger ve bobrek hiicrelerinde hiicre
6limiiniin arastirilmasi amaglandi. Calismada 56 adet erkek, eriskin, Sprague-Dawley 1rki sigan kullanildi. Her grupta 14 adet sican
olmak {izere iki deneme ve deneme gruplari igin ayr1 ayri iki kontrol grubu olusturuldu. Bakir siilfat soliisyonu I. deneme grubundaki
siganlara giinliikk 75 mg/kg dozda ve 14 giin siireyle, II. deneme grubundakilere ise ayni dozda 28 giin siireyle gastrik sonda ile
uygulandi. Atomik Absorbsiyon Spektrofotometresi ile kan- serum bakir diizeyi incelendi. I. deneme grubunda serum bakir
diizeyinin II. grup ve kontrol gruplarina gore daha yiiksek oldugu belirlendi. Histopatolojik incelemede, hepatoselliiler dejenerasyon,
portal mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve hepatositlerde nekroza rastlandi. I. deneme grubunda hepatoselliiler dejenerasyonun daha
siddetli, II. deneme grubunda ise nekrotik hiicrelerin sayisinin daha fazla oldugu dikkati ¢ekti. Her iki deneme grubunda bobreklerde
korteks ve kortikomedullar bdlgedeki tubuluslarda dejenerasyon ve fokal lenfosit infiltrasyonu goriildii. Apoptozisi gostermek i¢in
TUNEL yontemi ve kaspaz -3, -8, -9 aktiviteleri immunohistokimyasal olarak incelendi. Sonugta her iki deneme grubunda karaciger
ve bobrekte hiicrelerin hem apoptozis hem de nekroz ile 6lebildigi, ancak her iki organda da I. deneme grubunda apoptotik
hiicrelerin, II. deneme grubunda nekrotik hiicrelerin sayisinin daha fazla oldugu goriildii. I. deneme grubunda hepatositlerin hem igsel
hem de dissal yollarla apoptozise ugrarken, bobrek tubulus epitellerinin igsel yolu kullandigt sonucuna varildi.

Anahtar sozciikler: Apoptozis, bakir, kaspaz, nekroz, toksikasyon, TUNEL.

Determination of apoptosis in liver and kidney tissues in experimental copper toxicity in rats

Summary: In this study, we aimed to investigate cell death in liver and kidney cells of rats which were exposed to
experimental copper toxicity. In the study, 56 adult, male, Sprague-Dawley rats were used. Two experimental groups with 14 rats in
each and two separate control groups for the experimental groups were composed. During the experimental period, 75 mg/kg copper
sulfate solution was orally administered to the rats in the first and the second experimental groups for 14 and 28 days, respectively.
Blood—serum copper level was examined by Atomic Absorption Spectrophotometer. As a result, the serum copper level of the first
experimental group is determined to be higher than both the second experimental group and the control groups. Histopathological
results exhibit hepatocellular degeneration, portal mononuclear cell infiltration and necrotic hepatocytes at random locations in the
liver of rats both from the first and the second experimental groups. Hepatocellular degeneration observed in the first experimental
group was more severe, while the number of necrotic cells in the second experimental group was appeared to be higher. For both
experimental groups, degeneration in corticomedullary tubus, renal cortex and focal lenfocyte infiltration were observed. TUNEL
method and caspase -3, -8, -9 activities were examined immunohistochemically were used to show apoptosis. The examination
revealed that liver and renal cells of both experimental groups necrosis or apoptosis. When both organs were observed, it was seen
that apoptotic cells were predominant in the first experimental group while necrotic cells were predominant in the second
experimental group. From this observation, it was concluded as liver undergoes to apoptosis with both intrinsic and extrinsic routes
in the first experimental group while kidney tends only to intrinsic route.
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Giris
Bakir; pek ¢ok  hiicresel enzimin fonksiyon
yapabilmesi i¢in gerekli iz elementlerden biridir.

Mitokondrial enerji iiretiminde etkili olan bakir, demir
homeostazisi, serbest radikallerin detoksifikasyonu, kollojen
ve elastinin ¢apraz bag olusturmasi, ndrotransmitter

sentezi gibi hiicre fizyolojisi i¢in Onemli olan birgok
enzimin kimyasida katalitik bir kofaktordiir (14,11,32,
36,18).

Bakir elektrik ve boya sanayinde, tesisat borularinin
iretiminde kullanilmaktadir. Bakir tuzlari veteriner
hekimlikte antelmintik olarak, tarimda fungisit olarak

* Bu calisma, ilk yazarm (OMU Saglik Bilimleri Enstitiisii) “Ratlarda deneysel bakir zehirlenmesinde patolojik ve immuno-

histokimyasal caligmalar” isimli doktora tezinin bir boliimiidiir.
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genis kullanim alanina sahiptir (15,9). Bakir, solunan
havayla, igilen suyla, yenilen yiyeceklerle ya da bakir
iceren bilesiklerin deriye temasi yoluyla organizmaya
alinabilir. Bakirla ilgili en ciddi zehirlenmeler oral yolla
olmaktadir (9). Bakir, memelilerin dokularinda birikebilen
ve dokulardaki konsantrasyonu kritik degerlere ulastiginda
toksik etkiler gdsterebilen bir metaldir. Bu metale maruz
kalindiginda basta karaciger ve bobrek olmak iizere, pek
¢ok dokuda patolojik degisiklikler gelistigi bildiril-
mektedir (11,20).

Apoptozis fizyolojik ya da patolojik kosullarda
gozlenen, basladiktan sonra hizli gelisen ve genler
tarafindan diizenlenen, morfolojik degisikliklere dayanan
biyolojik bir fenomendir (17). Programli hiicre oliimii
olarak da bilinen apoptozisi kontrol eden genler, kaspaz
(caspase) olarak bilinir. Bunlar sistein proteazlaridir ve
aspartik asitten sonraki peptid bagmi kirarlar (21).
Apoptozisin mitokondri bagimli igsel yolunda, mitokondri
membraninin etkilenmesi sonucu Bcl-2 ailesi proteinleri
prokaspaz-9’u aktiflestirirken, reseptér bagimli digsal
yolda hiicre zarindaki reseptorler araciligt ile prokaspaz-8
aktive edilir (13,22,37,2). Apoptozisin igsel yolunda
kaspaz-9, digsal yolunda ise kaspaz-8 araciligi ile ortak
yoldaki kaspaz-3 aktive edilerek hiicre apoptoza gotiiriiliir
(22,37).

Fazla bakir serbest oksijen radikallerinin iiretimini
tetikleyerek mitokondrial membranda lipid peroksidasyonuna
neden olurlar (28,4,35,31,27,34). Buna bagli olarak
mitokondri membran gegirgenliginin bozulup matriksteki
eriyebilir bilesiklerin ve Ca**’un sitoplazmaya salinmasi
sonucu osmotik basincin artarak mitokondrinin su alip
sismesine, sitokrom-c’nin  sitosole salinmasina ve
kaspaz-9’un aktive olmasma yol agar (13,33). Bakir
zehirlenmesi  olusturulan  sicanlarin  hepatositlerinde
serbest oksijen radikallerinin artarak TNFa’y1 indiikleyip
kaspas-3’l aktive ettigi bildirilmistir (25).

Fazla bakirin hepatositlerin lizozomlarinda ve
ilerleyen donemlerde ¢ekirdeginde birikerek lizozomlarin
yirtilmasi sonucu lizozomal enzimler ile ve/veya ¢ekirdegin
pargalanmasi sonucu hiicrenin nekrozuna neden oldugu
da bildirilmektedir (3).

Karaciger bakir metabolizmasinin gergeklestigi
organdir. Bu nedenle bakirin en &nemli hedef organi
karaciger, daha sonra bobrektir (6). Bakir hepatositlerin
cekirdek ve lizozomlarinda biriktikten sonra hepatositlerin
hasar gormesi sonucu serbest kalarak kana gecer ve
kanda filtrasyon sirasinda bdbrek tubullus epitelleri
tarafinda resorbe edilerek sitoplazmalarinda birikmektedir
(9,12,5,7,8,1). Farkli yollarla bakir zehirlenmesi olusturulan
deney hayvani ya da hiicre kiiltiirlinde apoptozisin
arastirildigt c¢alismalara rastlanmaktadir. Buna karsin,
farkli siirelerde bakir zehirlenmesi olusturulan siganlarin
karaciger ve bobrek hiicrelerinde apoptozisin hangi yol
ya da yollarla indiiklendigini tam olarak ortaya
konamamistir. Bu c¢aligmada farkli siirelerde yiiksek

diizeyde bakir verilen siganlarin karaciger ve bobrek
hiicrelerinde apoptozisin hangi yol ya da yollarla
indiiklendigi TUNEL ve immunohistokimyasal yontem
ile arastirilmagtir.

Materyal ve Metod

Caligmada 56 adet erkek, erigkin, Sprague-Dawley
ki sican (ortalama agirliklart 280+£50 g), Ondokuz
Mayis Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu'ndan (HADYEK 2007-11) izin alinarak kullanildi.
Her grupta 14 adet sican olmak iizere iki deneme ve her
deneme grubu icin iki kontrol grubu olusturuldu.
Zehirlenme bakir siilfat (CuSO,) (SIGMA Lot 69H0127)
ile FAO/WHO (FAO Nutrition Meeting Report Series
No. 48A WHO/FOOD ADD/70.39)’'nun oral yolla
verilen CuSOy i¢in belirttigi LDsy degeri olan 300 mg/kg
dikkate alinarak yapildi. Distile su ile 30 mg/ml dozunda
hazirlanan CuSO, soliisyonu deneme grubundaki
sicanlara giinlilk 75 mg/kg olacak sekilde hesaplanarak
ve 1. deneme grubundaki siganlara 14 giin, II. deneme
grubundakilere ise 28 giin siireyle gastrik sonda
kullanilarak verildi. Kontrol gruplarindaki sicanlara ise
deneme gruplarinda oldugu gibi agirliklarina gore
hesaplanan distile su giinliik olarak gastrik sonda ile
verildi. Bu siireler sonunda derin anestezi altinda kalpten
kanlar1 alindiktan sonra sicanlar Gtenazi edildi. Daha
sonra sistemik nekropsileri yapilarak karaciger ve bobrek
dokular1 alindi, dokular rutin yontemle takip edildikten
sonra 3-5 pm kalinliginda kesitler alinarak Rodanin ve
hematoksilen-eozin (HE) ile boyandi.

Serum  bakir  konsantrasyonu: Deneme siiresi
sonunda alinan kanlar 1 saat oda 1sisnda bekletildikten
sonra, 3500 devirde 15 dakika santrifiij edilip serumlari
ayrildi. Atomik Absorbsiyon Spektrofotometre (AAS)
(GBC Avanta SIGMA) ile bakir i¢in hazirlanan 0.5, 1, 2,
3, 4 ppm’lik standartlar ve blank (kor) ¢ozeltiler kullanilarak
kalibrasyon egrisi ¢izildi. Giiven araligi 0.9998 olarak
hesaplandi. Daha sonra serum o&rnekleri iki kati
sulandirilarak {i¢ defa 6l¢iimii yapilip ortalamasi alindi.
Sonuglar sulandirma oranlarina goére iki ile carpildiktan
sonra pg/dl’ye ¢evrildi.

Serum bakir konsantrasyonunun degerlendirilmesi.:
Serum AAS ile Olgiilen Cu diizeyleri SAS, 2008,
SAS.9.1.3, SAS CAMPUS DRIVE, Cary NC. istatisik
analiz programi ile degerlendirildi. Gruplar arasi farkin
istatistik  kontrollerinde One-Way ANOVA, grup
ortalamalarinin karsilastirmasinda Duncan testi kullanilda.

Immunohistokimya (IHK): Dokulardaki apoptozisi
gostermek i¢in Avidin Biotin Peroksidaz Kompleks
(ABC) teknigi, ticari kitte (Zymed, Histostain Plus Kit,
California, USA) 0Ongoriilen standart prosediire gore
yapildi. Primer antikor olarak aktif caspase-3 (CPP32)
(Diagnostic Biosystem) (sulandirma orant 1/25), aktif
caspase-8 (FLICE) (Diagnostic Biosystem) (sulandirma
oran1 1/25) ile aktif caspase-9 (LAP6 Ab-4) (Thermo
Scientific) (sulandirma orani 1/100) kullanildi. Negatif



Ankara Univ Vet Fak Derg, 60, 2013 41

kontrol olarak dokulara PBS (pH 7.4), pozitif kontrol
olarak primer antikorlarin iiretici firmalarmin 6nerdigi
kontrol dokularina primer antikorlar uygulandi.

Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated
dUTP nick end-labelling (TUNEL): Dokulardaki
apoptotik hiicreleri belirlemek iizere TUNEL yoOntemi
uygulandi. Bunun igin In Situ Cell Death Detection, POD
(Roche Diagnostics) apoptozis kiti kullanildi ve Kkitte
formalinde fiske edilmis, parafine bloklanmis dokular
icin 6ngoriilen standart prosediir uygulandi.

IHK ve TUNEL yoéntemi uygulanan kesitlerin
boyanmasi i¢in kromojen olarak 3-amino-9-etilkarbazol
(AEC) (Zymed AEC RED substrat kit, ABD) ya da 3,3’-
diaminobenzidin tetrahidroklorid (DAB) (Zymed DAB
plus substrat, ABD) kromojenleri kullanildi. Boyamalar
mikroskop altinda kontrollii olarak yapildi. Karsit
boyamalar i¢in, AEC substrat ile boyananlarda Gill’s
hematoksilen, DAB ile boyanan kesitlerde ise Harris
hematoksilen kullanildi.

IHK ve TUNEL sonug degerlendirmeleri:

Immunohistokimyasal olarak dokulardaki TUNEL
ve aktif kaspaz-3, kaspaz-8, kaspaz-9 aktiviteleri 1sik
mikroskobunda (Nikon Eclipse E600W ve 20’lik
objektif) boyanma yogunluguna bakilmaksizin boyanan
hiicrelerin sayisi dikkate alinarak; 0= Boyanma yok, 1=
Hafif (%1-5), 2= Orta (%5-10), 3= Siddetli (%10’dan
fazlas1) olarak degerlendirildi. Sonuglar SAS, 2008,
SAS.9.1.3, SAS CAMPUS DRIVE, Cary NC. istatisik
analiz programi ile degerlendirildi. Gruplar arasi farkin
istatistiksel kontrollerinde Mann-Whitney testi kullanilda.
Gruplar arasi farkin belirlenmesinde ise nxr khi-kare testi
uygulandi. Tanitici istatistikler igin ortalama degerler
median cinsten elde edildi.

Bulgular

Calismada kullanilan si¢anlara ait serumlarin bakir
analiz sonuglarinin istatistik degerlendirmeleri Tablo
1’de gosterilmektedir. Kan bakir diizeyleri agisindan I.
deneme grubu ile I. kontrol grubu, II. deneme grubu ile
II. kontrol grubu arasindaki farkin anlamli oldugu
(p<0.01), I. deneme grubunda serum bakir diizeyinin II.
deneme grubuna gore daha yiliksek oldugu ve deneme
gruplart arasindaki farkin istatistiki olarak anlamli oldugu
belirlendi (p<0.05).

Histopatolojik bulgular: Mikroskobik olarak, I.
deneme grubundaki sicanlarin karacigerlerinde II.
deneme grubundakilere gore daha yaygin sentrilobuler
hepatoselliller dejenerasyon ve portal bolgelerde
lenfositlerin ¢ogunlukta bulundugu mononiikleer hiicre
infiltrasyonu gozlendi (Sekil la). II. deneme grubunda
karacigerlerde karyolitik ¢ekirdekli fokal nekroz
alanlarmin daha genis yer kapladig1 dikkati ¢ekti (Sekil
1b). Her iki deneme grubundaki bdbreklerin korteksinde
distal ve proksimal tubul epitellerinde hafif gsiddette
dejenerasyon ve nekroz (Sekil 1¢) yaninda, kortikomedullar
bolgedeki tubuluslarda hidropik dejenerasyon ile
interstisyel dokuda fokal lenfosit infiltrasyonu goriildii.

Bakir i¢in yapilan rodanin boyamasinda, 1. deneme
grubundaki sicanlarin hepatositlerinde safra kanalciklar
boyunca, graniiler tarzda ve genelde periportal bolgelere
dogru daha yogun bakir birikim gdzlendi (Sekil 1d). II.
deneme grubunda ise boyanma I. deneme grubundakilere
gore daha hafif, ya hiicre kiimelerinin safra kanalciklar
boyunca ya da tek tiik hiicrelerin sitoplazmasinda
graniiler tarzdaydi (Sekil 1e). Bobrekte rodanin boyamasinda
I. deneme grubunda iig, II. deneme grubunda bes olguda,
bazi proksimal konvolut tubul epitellerinin sitoplazmasinda
ya da liimenlerinde graniiler tarzda bakir birikimi dikkati
cekti (Sekil 1f). Kontrol gruplarma ait karaciger ve
bdbrek dokularinda ise boyanma gozlenmedi.

Immunohistokimyasal bulgular: Deneme ve kontrol
gruplarmndaki siganlarin karaciger ve bobreklerine kaspaz-3,
kaspaz-8, kaspaz-9 antikorlar1 ve TUNEL metodu ile
yapilan boyama sonuglarmin istatistik degerlendirmesi
Tablo 2’de gosterilmistir.

Karacigerlerde kaspaz-9 immunoreaktivitesi I. deneme
grubunda 6zellikle sentrilobiiler bolgedeki hepatositlerde
gozlenirken, II. deneme grubunda tek tiik hepatositte
gozlendi (Sekil 2a-b). Kontrol gruplarinda ise boyanma
olmadi. Kaspaz-8 immunoreaktivitesi I. deneme grubunda
genellikle sentrilobiiler bolgedeki hepatositlerde gbzlenirken
(Sekil 2¢) II. deneme grubunda ve kontrol gruplarinda
gozlenmedi. Kaspaz-3 ile I. deneme grubunda az sayida
hepatositte ve bazi siniizoidal hiicrelerde (Sekil 2d), II.
deneme grubunda sadece bazi siniizoidal hiicrelerde
pozitif boyanma gozlenirken kontrol gruplarinda boyanma
olmadi. Bobreklerde 1. deneme grubunda korteks ve
kortikomedullar bdlgelerde bazi distal tubulus epitelleri ile

Tablo 1: Gruplarm istatistik degerlendirmeleri ile birlikte serum Cu degerleri (n=7)
Table 1: The values of serum Cu according to groups with statistical evaluations (n=7)

Ortalama Standart Standart %95 Giiven %095 Giiven En diisik  En yiiksek
deger sapma hata araliginda alt araliginda st diizey diizey
ortalama deger ortalama deger
I.Deneme Grubu 202.28° 72.00 27.21 136.69 269.87 124 313
L.Kontrol Grubu 105.85" 8.85 3.34 97.66 114.05 96 116
II.Deneme Grubu 135.42° 21.02 7.94 115.98 154.87 102 170
I1.Kontrol Grubu 85.12¢ 5.19 1.83 80.78 89.46 75 93

. Aymi siitunda aym harfleri tastyan grup ortalamalari arasinda fark yoktur ( p<0.05)
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Sekil 1. A) Sentrilobuler hepatoselliiler dejenerasyon ve portal bolgelerde mononiikleer
grubu, HE, X160. B) Hepatoselliiler dejenerasyon ve nekrotik hiicreler (oklar), II. deneme grubu, HE, X160. C) Proksimal tubulus
epitellerinde dejenerasyon ve nekroz (oklar), HE, X160. D) Hepatositlerin safra kanalciklar1 boyunca bakir birikimi (oklar), 1.
deneme grubu, Rodanin, X80. E) Hepatositlerde bakir birikimi (oklar), II. deneme grubu, Rodanin, X80. F) Proksimal tubul
epitellerinde bakir birikimi (oklar), I. deneme grubu, Rodanin, X320.
Figure 1. A) Centrilobuler hepatocellular degeneration and mononuclear cell infiltration in the portal area (arrow head), First
experimental group, HE, X160. B) Hepatocellular degeneration and necrotic cells (arrows), Second experimental group, HE, X160.
C) Degeneration and necrosis (arrows) in the proximal tubular epithelium, HE, X160. D) Copper deposition through the bile
canaliculus of hepatocytes (arrows), First experimental group, Rhodanin, X80. E) Copper deposition in the hepatocytes (arrows),
Second experimental group, Rhodanin, X80. F) Copper deposition in the proximal tubular epithelium (arrows), First experimental
group, Rhodanin, X320.
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Sekil 2. A) Hepatositlerde aktif kaspaz-9 pozitif reaksiyon, I. deneme grubu, ABC, X80. B) Karacigerd atositte aktif
kaspaz-9 pozitif reaksiyon (oklar), II. deneme grubu, ABC, X160. C) Hepatositlerde aktif kaspaz-8 pozitif reaksiyon, I.deneme
grubu, ABC, X160. D) Hepatositlerde aktif kaspaz-3 pozitif reaksiyon, I.deneme grubu, ABC, X160. E) Tubulus epitellerinde aktif
kaspaz-9 pozitif reaksiyon, 1. deneme grubu, ABC, X160. F) Az sayida tubulus epitelinde ve interstisyel bolgedeki bazi hiicrelerde
aktif kaspaz-9 pozitif reaksiyon, II. deneme grubu (oklar), ABC, X160.
Figure 2. A) Active caspase-9 positive reaction in the hepatocytes, First experimental group, ABC, X80 B) Active caspase-9 positive
reaction in a few hepatocytes (arrows), Second experimental group, ABC, X160. C) Active caspase-8 positive reaction in the
hepatocytes, First experimental group, ABC, X160. D) Active caspase-3 positive reaction in the hepatocytes, First experimental
group, ABC, X160. E) Active caspase-9 positive reaction in the tubular epithelium, First experimental group, ABC, X160. F) Active
caspase-9 positive reaction in few tubular epithelium and some interstitial cells (arrows), Second experimental group, ABC, X160.
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Tablo 2: Gruplarin THK ve TUNEL metodu sonuglarnin istatistiki degerlendirmesi (n=14).
Table 2: The value of the result of IHC and TUNEL method to groups with statistical evaluations (n=14)

Organlar Caligma Gruplart Kaspaz-3 Kaspaz-8 Kaspaz-9 TUNEL
1. Deneme Grubu 28 2% 2¢ 3?
Karaciger II. Deneme Grubu 1° 0° 1° 1°
Kontrol Grubu 1° o 0° 1°
1. Deneme Grubu 2% 1? 2% 3?
Bobrek I1. Deneme Grubu 2° 0° 1° 2°
Kontrol Grubu 1° o 0° 1°

a, b, ¢, ayn1 harfi tagiyan siitunlarda grup ortalamalar1 arasindaki fark istatistik olarak énemsizdir (P>0.05), (Semikalitatif

degerler median cinsten elde edilen ortalama degerlerdir)

her iki deneme grubunda interstisyel bolgede tek tiik
hiicre kaspaz-9 ile pozitif boyandi (Sekil 2e-f). Kaspaz-8
immunoreaktivitesi I. deneme grubunda kortekste ¢ok az
sayida distal ve proksimal tubul epitelinde dikkati gekti.
Ancak II. deneme grubu ve kontrol gruplarinda boyanma
olmadig1 gozlendi. Kaspaz-3 immunoreaktivitesi her iki
deneme grubunda c¢ok az sayida proksimal ve distal
tubulus epitellerinde, ilave olarak I. deneme grubunda
bazi Henle kulpu epitellerinde gozlenirken kontrol
grubunda kortekste tek tiik tubulus epitellerinde dikkati
cekti.

TUNEL metodu ile I. deneme grubunda daha fazla
olmak iizere karacigerde hepatositlerde, bobrekte ise
Ozellikle distal daha az sayida proksimal tubul epitellerinde,
ayrica bazi1 Henle kulpu epitellerinde pozitif reaksiyon
gozlendi. Kontrol gruplarma ait bazi karacigerlerde az
sayida hepatositte, bobrekte ise tek tiik distal ve proksimal
tubulus epitelleri ile glomerular yumak igerisinde bazi
hiicrelerde pozitif boyanmalara rastlandi.

Karacigere kaspaz-9, kaspaz-8§8 ve kaspaz-3
antikorlar1 ile yapilan immunohistokimyasal boyamalar
ve TUNEL metodu sonuglarina gore, I. deneme grubunda
pozitif boyanan hiicre sayisi II. deneme grubu ve kontrol
grubuna gore daha fazlaydi ve bu fark istatistiksel olarak
anlamli bulundu (p>0.05).

Bobrekte kaspaz-9 pozitif hiicre sayisina gore L.
deneme grubu ile II. deneme grubu ve kontrol gruplari
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli iken (p>0.05),
kaspaz-3 pozitif hiicre sayisi agisindan I. deneme grubu
ile II. deneme grubu arasindaki fark anlamsiz, ancak
deneme gruplart ile kontrol gruplari arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p>0.05).
TUNEL metodunda pozitif hiicre sayisi ise deneme
gruplart arasinda istatistiksel olarak Onemsiz ancak
deneme gruplari ile kontrol gruplari arasinda istatistiksel
Oonem gostermistir (p>0.05).

Tartisma ve Sonug¢
Bakir, memelilerin dokularinda birikebilen ve
dokulardaki konsantrasyonlar: kritik degerlere ulastiginda
toksik etkiler gosterebilen bir metaldir. Bu metale maruz
kalindiginda basta karaciger ve bobrek olmak {izere, pek

¢ok dokuda patolojik degisiklikler gelistigi bildiril-
mektedir (11,20).

Bakirin organizmadan atiliminda esas yol safradir.
Hepatositlerde biriken fazla bakirin safrayla atilmaya
baglamasmin ardindan safradaki konsantrasyonunun
plazmadakinden daha yiiksek oldugu bildirilmistir (10).
Buna gore sunulan ¢alismada II. deneme grubunda serum
bakir konsantrasyonunun I. deneme grubuna gore daha
diisiik olmasi bu doénemde bakirin safrayla daha fazla
atildigini gostermektedir.

Bakir zehirlenmesinde karacigerde daha dnceki calis-
malarda tanimlanan hepatositlerde parankim dejenerasyonu
ve periportal bolgelerde lenfositlerin ¢ogunlukta bulundugu
mononiikleer hiicre infiltrasyonu o6zellikle I. deneme
grubunda en ¢ok goze carpan bulgulardand: (12,1,16).
Bakir zehirlenmesinde hepatositlerin nekroz ve apoptozise
ugradigr bildirilmektedir (12,1). 1. deneme grubunda
nekrotik hepatositler yaninda apoptotik hepatositler, II.
deneme grubunda ise nekroz alanlari daha yaygindi.
Bakir hepatositlerin ¢ekirdek ve lizozomlarinda biriktikten
sonra hepatositlerin hasarina neden olup serbest kalarak
kana gecer ve filtrasyon sirasinda bdbrek tubulleri
tarafindan resorbe edildigi ileri stiriilmektedir (9,5,7,8,1,10).
Bobreklerde Haywood ve ark. (1985)’nin sonuglarina
benzer olarak, konvolut distal tubul epitelleri yaninda
kortikomedullar bolgedeki tubuluslarda da parankim
dejenerasyonu ve nekroz gozlendi. Bu bulgular bakir
zehirlenmesinde bobregin de etkilendigini gostermektedir.

Bakir diger toksik metallerde oldugu gibi oksidatif
strese neden olmaktadir (4). Oksidatif stres arttiginda
hiicrelerin apoptozise ugradigi bilinmektedir (13,29).
Hiicrede normal sartlarda mitokondride hiicresel solunum
miktarda serbest oksijen radikalleri
iiretilirken, lizozomlarda bakir biriktiginde bu organel
tarafindan serbest oksijen radikallerinin {iretiminin arttig1
ve iretilen serbest oksijen radikallerinin ana hedefinin
mitokondri oldugu ileri siiriilmistir (25,23,24,26).
Serbest oksijen radikalleri, mitokondri permeabilitesini
ya da transmembran potansiyelini bozarak veya matriksten
Ca™un sitosole salnmasina neden olarak etkilerini
gosterirler (13,29,30). Sinerjistik etkiye sahip olan serbest

sirasinda  az



44 Yonca Betil Kabak - M. Yavuz Giilbahar

oksijen radikalleri ve Ca", mitokondri fonksiyonlarmin
bozulmasima, organelin su alip sismesine ve sitokrom
¢’nin sitosole salinmasina neden olarak apoptozisin igsel
yolu olan kaspaz-9’u ve devaminda kaspaz-3’ii aktive
ettigi ileri siiriilmektedir (13,30). Diger taraftan toksik
metaller nedeniyle fazla {retilen serbest oksijen
radikallerinin TNFR ve Fas reseptorleri araciligiyla
kaspaz-8’1 aktive ettigi de bildirilmistir (3). Ancak
sunulan ¢alismada karacigerde I. deneme grubunda
kaspaz-9, kaspaz-8 ve kaspaz-3 immunopozitifken, II.
deneme grubunda sadece birka¢ hepatosit kaspaz-3 ile
pozitif reaksiyon vermis, TUNEL yo6ntemi ile I. deneme
grubunda daha fazla sayida hiicrenin apoptozise ugradigi
belirlenmistir. Bu veriler 1. deneme grubunda hepatositlerin
nekroz yaninda apoptozisin hem i¢sel hem de dissal
yollarmi kullanirken, II. deneme grubunda hepatositlerin
nekroz ile 6ldiigiini gostermektedir. Dordiincii haftadan
itibaren goreceli olarak hepatositlerde nekrozun daha
fazla goriilmesi Fuentealba ve Haywood (1988)’un bakir
zehirlenmesi olusturduklar ratlarda yaptiklari ultrastruktural
calismanin sonuglariyla uyumlu bulunmaktadir. Bu
calismada elde edilen bulgular uzun siire bakira maruz
kalan sicanlarda karacigerde bakira karsi tolerans gelistigi
yoniindeki hipotezi de dogrulamaktadir (9).

Toksik metallerin bobreklerde reabsorbe edildikleri
yer olan proksimal konvolut tubul epitellerinde fonksiyon
bozukluguna ve glomeruluslarda hasara neden oldugu
bilinmektedir (30). I. deneme grubunda g¢ok sayidaki
tubulus epitelinde kaspaz-9 ekspresyonu yaninda tek tiik
epitelde kaspaz-8 ekspresyonu, II. deneme grubunda ise
az sayidaki tubulus epitelinde kaspaz-9 ve kaspaz-3
ekspresyonunun gézlenmesi bakir zehirlenmesinde hiicrelerin
cogunlukla icsel yolla apoptozise gittigi seklinde
yorumlanabilir. Bébrekte tubulus epitellerinde kaspaz-
9’un pozitif olmasi, literatiirde belirtildigi gibi serbest
oksijen radikallerinin cesitli yollarla apoptozisin igsel
yolunu uyarmasiyla agiklanabilir (9). TUNEL yontemi
sonuglart ise karacigerde oldugu gibi bobrekte de I.
deneme grubunda apoptozisin daha yaygin oldugunu
ortaya koymustur.

Sonug olarak; uzun siire bakira maruz kalan si¢anlarmn
karacigerinde bakira karsi tolerans gelisebildigi, I.
deneme grubunda karacigerde hepatositler hem igsel hem
de dissal yollarla apoptozise ugrarken, bobrek tubulus
epitellerinin genellikle igsel yol ile apoptozise gittigi, I1.
deneme grubunda ise her iki organda da nekroza daha
fazla rastlandig1 belirlendi. Elde edilen bulgulara gore
bakir zehirlenmesinde dokularda gozlenen apoptozisin
icsel ve digsal yollarmu tetikleyen protein ve reseptdrlerin
daha ayrintili ve farkli metotlarla ¢alisilmasi gerekmektedir.
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