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Ozet Serbest demir, pro-oksidan reaktif oksijen tirlerinin (ROS)
olusumuna yol agar. Himik asitler (HA'lar), hiicre duvarinin
gegirgenligini arttinir ve elektron aktarimi yoluyla bir selatér gorevi
gorar. Bu calisma, HA'nin demir Gzerindeki selator etkisinin yani
sira demir kaynakl hepatotoksisite ve kardiyotoksisiteye karsi
antioksidan etkisini test etmek icin tasarlanmistir. Kullanilan
sicanlar rastgele dort gruba ayrildi (n = 8/grup): grup I (kontrol
grubu); grup II (HA grubu), oral sonda ile 10 giin boyunca himik
asit (562 mg/kq) verildi; grup III (demir grubu), demir III hidroksit
polimaltoz (250 mg/kg) 10 glinde intraperitoneal yoldan verildi; ve
grup IV (HA arti demir grubu), demir (grup II'ye benzer) arti hiimik
asit (grup II ve III'tekilere benzer) grubunu aldi. Biyokimyasal ve
histopatolojik degerlendirmeler icin karaciger ve kalpten kan ve
ikiser doku 6rnegi alindi. Demir birikimi, demir kaynakli
hepatotoksisite ve kardiyotoksisite histopatolojik ve biyokimyasal
yolla gosterildi. Bununla birlikte, serum biyokimyasal degerlerinde
onemli bir fark gézlenmedi ve
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karaciger dokusunda demir ve HA arti demir gruplari arasinda
histopatolojik sonuglar, ancak kalp dokusunda degil. Calismamizda
hdmik asidin demire bagli kardiyotoksisiteye karsi koruyucu etkileri
gosterilmis ancak hepatotoksisiteye karsi gosterilememistir.

Anahtar Kelimeler Demir . hepatotoksisite Himik asit . Selasyon
kardiyotoksisite

Girig

Demir, demir kukurt kompleksleri ile hemoglobin, miyoglobin ve
sitokrom enzimlerinde fonksiyonel formda bulunan, viicudun
esansiyel bir eser elementidir [1]. Temel demir, hem elektron verici
hem de alici olarak hizmet edebildigi icin oksijen tasinmasinda,
enerji Uretiminde ve mitokondriyal solunumda temel bir rol oynar
[2]. Bu temel fonksiyonlarin yani sira, solunum enzimleri ve RNA
ve DNA sentezinde rol oynayanlar da dahil olmak tzere birgok
enzim igin bir kofaktdr gorevi gorir [3]. Hem hem hem de iyonik
(hem olmayan) demir duodenal enterositler tarafindan emilir.
Diyetle alinan hem olmayan demirdeki oksitlenmis (Fe3+) form,
ferriredlktaz ile ferr6z demire (Fe2+ formu) indirgenir. Daha sonra
ferr6z demir, heme tasiyici proteinler, iki degerlikli metal tasiyici
veya integrin-mobilferrin yolu ile hlcreye tasinir [4]. Burada emilen
demir ya depolanir ya da enterositten kana ferroportin ile tasinir.
Daha sonra, ferr6z demir, plazma transferrin tarafindan
baglanmadan énce hephaestin adi verilen bir multi-bakir oksidaz
proteini tarafindan oksitlenir. Plazma transferrin tarafindan
baglanan demir, eritrosit, karaciger, kas ve retikiiloendotelyal
sistemin makrofajlari gibi demir icin depolama organlarina tasinir.
Demir, bu depolama organlarinda hemoglobin, ferritin, miyoglobin
veya hemosiderin seklinde tutulur. Karaciger tarafindan transferrine
bagl demir alimina aracilik eder
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transferrin reseptora 1 (TfR1) ve TfR2. Demirin emilimi viicudun
demir depolarina, hipoksiye ve eritropoez hizina baglidir [5].
Genellikle demir, hepatosit tarafindan Uretilen hepsidin tarafindan
kontrol edilen ferroportin (Fpn) yoluyla ihrac edilir [6]. HUcrelerden
Fpn bazli demir salinimi, sistemik demir homeostazi igin gerekli ve
6nemli bir sinirlayict adimdir. Hepsidin 6zellikle ferroportin
aktivitelerini azaltir. Hepsidin 6zellikle sistemik asirt demir yikiinde
Fpn'nin negatif duzenleyicisi olarak gérev yapar. Hepatositte
hepsidin tretimi, TfR1/HFE, TfR2 genleri ve hemojuvelin [7]
aracihiglyla kontrol edilebilir.

Vucut demir alimini dizenler ve ayni zamanda fazlaligi da énler.
Normal olarak terapotik dozlamada demirin %10 ila 35'i emilir.
Plazmada transferrin tarafindan tasinir ve serbest konsantrasyonu
korumak icin ferritin tarafindan retiktloendotelyal hiicrelerde
depolanir. Ayrica tasima ve depolama proteinleri doymus hale gelir
ve hucresel toksisite icin dolasimdaki serbest demirin artmasina
neden olur. Ancak akut zehirlenmelerde bu koruyucu mekanizmalar
yetersiz kalmaktadir [8]. Asirt doz durumunda emilen demir miktari

Bilinmeyen. Demir toksisitesi, alinan elemental demir miktarindan
kaynaklanmaktadir [9]. 60 mg/kg'dan fazla yutulmasi ciddi toksisite
ile iliskilendirilebilir. Ancak her bir demir hazirlama formunun
elemental demir icerigi farklidir. Bunun nedeni, énceki birkag
calismada demirin uygulama siresi, hazirlama sekli ve dozajinin
farkh sekilde uygulanmasidir [1, 10-13].

Demire bagli hepatotoksisite/hepatik nekroz, ahmdan 12 ila 96
saat sonra ortaya ¢ikar ve deneysel ¢calismada tercih edilen
parenteral yol nedeniyle oral alimda demir emilimi, parenteral
alima gére daha dusuktir. Doruk serum demir konsantrasyonlari,
terapotik doz uygulamasindan 2 ila 3 saat sonra ve asiri doz
alimindan 4 ila 6 saat sonra ortaya ¢ikar [9]. Demirin 10 gunluk
uygulamasi, hazirlama sekli ve dozu tim bu nedenler, daha 6nce
yapilmis farkli calismalar ve bizim 6n ¢alismamiz dikkate alinarak
belirlenmistir [1, 10-12].

Transferrinin demir baglama kapasitesi asilirsa, transferrine
bagli olmayan demir (NTBI) olusur. Olumlu etkilerine ragmen, kan
dolasimindan NTBI olusursa, asiri yuklenmesi durumunda
karacigerde, pankreasta, diger endokrin organlarda ve kalpte demir
birikebilir. Hepatotoksisite asiri demir yiklenmesi olan hastalarda
en sik gorulen bulgudur. Serum ferritin, demir dizeyi, demir
baglama kapasitesi ve transferrin doygunlugunun yani sira anormal
karaciger fonksiyon testleri olabilir [14]. Demir toksisitesinin
siddetinin en iyi tahmini, akut fazda serum demir konsantrasyonu
olculerek belirlenebilir [15]. Toplam demir baglama kapasitesi
(TIBQ), kandaki transferrine baglanabilen demir seviyesini yansitir.
TIBC degil
akut demir toksisitesinin ciddiyetini 6lgmek igin kullanilir [16].
Serum ferritini, demir toksisitesini tahmin etmek icin en 6nemli
belirteclerden biridir. Kandaki ferritin duzeyi, karacigerde bulunan
demir diizeyini dolayli olarak gésterir. Onceki bir calismada
kullaniimis ve seviyesini arttirdidi gosterilmistir [10].

Yine de; akut demir toksisitesi, aspartat transaminaz (AST), alanin
transaminaz gibi karaciger enzimleri ile degerlendirildi.
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(ALT), laktat dehidrojenaz (LDH), alkalin fosfataz (ALP) ve gama
glutamil transferaz (GGT). Bu testler de ¢ok faydalidir. Genellikle
demir toksisitesini belirtmek icin kullanilirlar [11, 12]. Asiri demir
yuklenmesi durumunda, bir pro-oksidan olan serbest demir, enerji
Uretimi icin gerekli olan bircok reaksiyon sonucunda reaktif oksijen
tarlerinin (ROS) olusumuna neden olur. Demir, antioksidan sistem
tarafindan detoksifiye edilememekte ve biriktigi dokularda hidroksil
radikalleri yoluyla oksidatif strese neden olmaktadir [17, 18]. Doku
yaralanmasi tarafindan indiiklenen proinflamatuar mediatérler
nedeniyle fibroz ve nekroz dahil olmak Uzere bir¢ok yaralanmaya
yol acar [19]. Demir déngusiini diizenleyen dokularda demir
birikimini dnlemek iin cesitli selatorler kullanilir.

Desferrioksamin bircok dezavantajina ragmen en yaygin kullanilan
demir selatéridir [20]. Bu nedenle, bircok alternatif selator
Uzerinde ¢esitli caismalar yapilmistir [20, 21].

Humik asitler (HA), toprak ve sulu sistemlerde bitki ve hayvan
kalintilarinin ayrismasi sonucu olusan organik bilesikler ve hiimik
maddelerin ana bilesenidir [22-24]. HA'larin gesitli kimyasal yapilari,
heterojen fonksiyonel gruplarin icerigi, adsorpsiyon kapasiteleri ve
kompleks olusturma yetenekleri nedeniyle cesitli etkiler sergiledikleri
gésterilmistir [25]. Ornek olarak, hayvanlarda, agir metaller [26, 27]
ve ayrica antioksidan [28], immun sistemi uyarici ve anti-guatrojenik
etkiler [29] gibi farkli malzemeleri baglama konusunda guicli bir
egilim gostermislerdir.

Bu calisma, hemokromatoz, talasemi ve demir birikimi ile
karakterize edilen diger bozukluklarda kullanilabilecek alternatif
selatdrlerin arastirilmasinda, HA'nin demir tzerindeki selator
etkisinin yani sira demir kaynakli hepa totoksisite ve

kardiyotoksisiteye karsi antioksidan etkisini test etmek icin tasarlanmistir.

Malzemeler ve yontemler

Hayvanlar

Calisma, inéni Universitesi Deneysel Hayvan Arastirma Merkezi'nde
(IUEARC) gerceklestirildi. inénii Universitesi Deneysel Hayvan
Arastirmalari Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir (referans
numarasi: 2014/A-33). Calisma protokoli, inénii Universitesi
Deneysel Hayvan Arastirmalari Etik Kurulu tarafindan kabul edilen
Uluslararasi Hayvan Deneyleri Tibbi Kurulu kurallarina uygun olarak
tasarlandi. Calismada 32 disi Wistar Albino sican (agirlik 210-230 g;
ortalama 220 g) kullanildi. Siganlar IUEARC tarafindan saglandi.
Sicanlar rastgele dort gruba ayrildi (her birinde sekiz sigan). Tim
hayvanlar, standart ticari pelet diyeti ve su ad libitum ile beslendi.
Sicanlar deneyden 6nce 12 saat ag birakilarak bir giin ag birakildi.
Tum sicanlar, 21 + 2 °C sicaklik ve % 60 + 5 nem ile standart
kosullarda, 12 saatlik bir karanlik-isik déngusu strdurulerek
barindiridi.
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HA'nin hazirlanmasi

HA'nin yizde kirk besi Farmavet Internationals Pharmaceuticals
Company'den temin edildi. Baglangigta hiimik asit, deiyonize su ile
¢6zuldl ve ardindan ¢6zelti bir zardan suzildu. Daha sonra 1 g humik
asit 8,5 mL 0,85 M NaOH icinde ¢ozUlerek stok ¢ozelti hazirlandi,
ardindan 3000 rpm'de 30 dakika santrifjlendi ve tam olarak ¢6zuldd.
Hazirlanan ¢ozeltiler 4°C'de [30] saklandi.

Demir idaresi

On caligmalarimizda oral demir alimi yeterli doku birikimini
saglayamadigi icin daha kolay oldugu igin intraperitoneal demir
verdik. Demir III hidroksit polimaltoz 250 mg/kg dozunda 10 gliinde
intraperitoneal yolla verildi.

Akut maruziyet suresi olarak 10 giinu segtik [31].

Deneysel tasarim

Otuz iki sican rastgele olarak her birinde sekiz sican bulunan
dort gruba ayrildi.

Grup I (kontrol): kontrol fareleri, standart ticari pelet diyeti ve

su ad libitum ile beslendi.

Grup II (HA): 562 mg/kg (HA, %45; Farmavet Internationals
Pharmaceuticals Company) dozunda hiimik asit 10 giin boyunca
oral sonda ile verildi.

Grup III (demir): demir III hidroksit polimaltoz 250 mg/kg
dozunda (Ferrum Hausman Vial, Abdi Ibrahim Pharmaceuticals)
10 guin boyunca intraperitonal yolla verildi.

Grup IV (HA arti demir): demir III hidroksit polimaltoz (250 mg/
kg; ip) arti himik asit (562 mg/kg; PO) 10 gunde verildi.

Saglik durumu tim gruplarda deneyler boyunca izlendi ve
kaydedildi. Tim sicanlarda anestezi altinda (xylazine, 70 mg/kg ve
ketamine, 10 mg/kg) 11. giinde verilen son dozdan 24 saat sonra 3
c¢cm median insizyonla laparotomi yapildi [32]. ALT, AST, demir
baglama kapasitesi (TIBC) ve transferrin doygunlugunun (TS) 6l¢imu
icin Olympus otomatik analiz cihazi (Olympus Instruments, Tokyo,
Japonya) ile kan 6rnegi (5 mL) intrakardiyak yolla alindi. Kan
drneklerinde demir tayini icin, demir konsantrasyonu tayini igin bir
Architect 1600 atomik absorpsiyon spektrometresi kullanildi. Ayni
zamanda bu tespit icin Abbott marka ticari demir analiz kiti kullanildi.
Daha sonra sicanlar éldurtldi. Ayrica biyokimyasal ve histopatolojik

degerlendirmeler igin karaciger ve kalp 6rnekleri alindi.

Doku 6rnekleri, biyokimyasal analizler i¢in -70 °C'de ve histopatolojik
degerlendirmeler icin %10 formalinde saklandi.

Doku 6rnekleri oda sicakhiginda ¢ézuldikten sonra oksidatif stres ve
antioksidan sistem belirtegleri analiz edildi.
Demir ve hiimik asit dozlari,

onceki doz-yanit calismalarinda [27, 31].
Biyokimyasal Analiz

iki yiz miligram donmus karaciger ve kalp dokusu kuru buz tizerinde
parcalara ayrildi ve bir homojenlestirici (Ultra Turrax IKAT18 basic)
kullanilarak doku agirligina gére (50 mmol/L, pH 7.4) 10 hacim buz
soguklugundaki Tris-HCl tamponunda homojenlestirildi
homojenlestirme; Werke, Staufen, Almanya) 6000 rpm'de 3 dakika.
Supernatan sollsyon, esit hacimde bir etanol/kloroform karigimi (3/5,

hacim/hacim (v/v)) ile 6zimlendi. 3000xg'de 30 dakika santrifijlendikten

sonra, Ust tabaka toplam doku protein seviyelerinin analizinde
kullanildi.

Malondialdehit Tayini

Homojenatlarin malondialdehit (MDA) ierikleri, tiyobarbitirik asit
reaktif maddelerinin (TBARS) varligi élculerek spektrofotometrik
olarak belirlendi.

[33]. Bir tlpe pipetlenen 0.5 mL homog enata 3 mililitre %1 fosforik
asit ve 1 mL %0.6 tiobarbiturik asit ¢ozeltisi ilave edildi. Karisim 45
dakika kaynar suda isitildi. Karigim soguduktan sonra renkli kismin
0zU, 4 mL n-butanol icine alindi. Absorbans

532 ve 520 nm'de spektrofotometre (UV-1601; Shimadzu, Kyoto,
Japonya) ile élcilmustur. Lipit peroksitlerin miktari, lipid
peroksidasyonun TBARS' olarak hesaplandi. Sonuglar, hazirlanan
standart bir grafige gére doku grami basina nanomol olarak verildi.

Protein Igeriginin Belirlenmesi

Orneklerin protein icerigi Lowry ve ark. [34] standart olarak sigir
serum albtmini kullaniyor.

Superoksit Dismutaz Aktivitesinin Tayini

Toplam superoksit dismutaz (SOD) aktivitesi, Sun ve ark. [35].
Yéntemin prensibi, bir stiperoksit Ureteci olarak ksantin-ksantin
oksidaz sistemi kullanilarak nitrobluetetrazolium (NBT) indirgemesinin
inhibisyonudur. Bir tinite SOD, NBT indirgeme oraninda %50
inhibisyona neden olan enzim miktari olarak tanimlandi. SOD
aktivitesi, miligram protein basina birim olarak ifade edildi.

Katalaz Aktivitesinin Tayini

Katalaz (CAT) aktivitesi Aebi'nin yéntemine goére belirlendi [36]. Testin
prensibi asagidakilere dayanmaktadir:
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hiz sabitinin (k; s 1) veya 240 nm'de H202 ayrisma konum oraninin
belirlenmesi. Sonuclar, gram protein basina k olarak verilmistir.

Glutatyon Peroksidaz Aktivitesinin Tayini

Glutatyon peroksidaz (GPX) aktivitesinin belirlenmesi Paglia ve
Valentine'in [37] yontemiyle 6lcildi . NADPH, glutatyon (GSH),
sodyum azit ve glutatyon rediktaz iceren bir tlipte enzimatik
reaksiyon H202 ilave edilerek baslatildi ve 340 nm'de absorbanstaki
degisim spektrofotometre ile gézlendi. Etkinlik, protein grami basina
birim olarak hesaplandi.

Glutatyon Iceriginin Belirlenmesi

Protein olmayan sulfhidril olarak karaciger ve kalp dokusundaki GSH
icerigi, daha once tarif edilen bir ydntem izlenerek analiz edildi [38].
Doku homojenati 6rnekleri cam tuplerde distile su ve %50
trikloroasetik asit ile karistirildi ve 3000 rpm'de 15 dakika
santrifijlendi. Sipernatanlar, Tris tamponu (0.4 mol, pH 8.9) ile
karistinldi ve 5,5'-ditiobis (2-nitrobenzoik asit (DTNB), 0.01 mol)
eklendi. Reaksiyon karisimi calkalandiktan sonra, homojenat
icermeyen kore karsi DTNB ilave edildikten sonraki 5 dakika icinde
412 nm'de absorbansi 6l¢uldu.

Absorbans degerleri, bir glutatyon standart egrisinden tahmin edildi
ve GSH (umol/g doku) olarak verildi.

Toplam Antioksidan Kapasitesinin Tayini

Toplam antioksidan kapasite (TAC) seviyeleri, Erel [39] tarafindan
gelistirilen yeni bir otomatik kolorimetrik 6l¢im yontemi kullanilarak
belirlendi. Bu yéntemde, en gugclu biyolojik radikal olan hidroksil
radikali, Fenton reaksiyonu ile uretilir ve renksiz substrat O-dianisidin
ile reaksiyona girer.

parlak sarimsi kahverengi olan dianisil radikalini Gretmek icin.
Numunelerin eklenmesi Gzerine, reaksiyon karisiminda bulunan
hidroksil radikallerinin baslattigr oksidatif reaksiyonlar, numunenin
antioksidan bilesenleri tarafindan bastirilarak renk degisimi énlenir
ve bdylece toplam antioksidanin etkin bir sekilde él¢tilmesi saglanir.
ornegdin kapasitesi. Tahlil, %3'Un altinda olan mikemmel kesinlik
degerlerine sahiptir. Sonuglar litre basina milimol troloks esdegeri
olarak verildi.

Toplam Oksidan Durumunun Belirlenmesi

Toplam oksidan durumu (TOS), Erel [39] tarafindan gelistirilen yeni
bir otomatik 6l¢im yontemi kullanilarak belirlendi. Numunede
bulunan oksidanlar, demir iyonu-O dianisidin kompleksini ferrik
iyona oksitler. Oksidasyon reaksiyonu, reaksiyon ortaminda bol

miktarda bulunan gliserol molekdlleri tarafindan giclendirilir. Ferrik
demir renkli hale getirir

@ Springer

asidik bir ortamda ksilenol portakal ile kompleks. Spektrofotometrik
olarak élculebilen renk yogunlugu, érneklerde bulunan toplam
oksidan molekul miktart ile ilgilidir. Test, hidrojen peroksit ile kalibre
edildi ve sonuglar, litre bagina H202 esdegerinin mikromol cinsinden
hesaplandi .

Oksidatif Stres indeksi Olgimi

TOS'un TAC'ye orani, oksidatif stres derecesinin bir gostergesi olan
oksidatif stres indeksi (OSI) olarak kabul edildi [39]. OSI deg@eri su
formulden hesaplandi: OSI (keyfi birim) = TOS/TAC. Karaciger ve kalp
orneklerinin OSI degeri de OSI (keyfi birim) olarak verildi.

Histolojik Analizler

Karaciger ve kalp dokusu érnekleri, %10 tamponlu formalinde
sabitlendi. Fiksasyon, dehidrasyon ve parafin dahil olmak Gzere rutin
doku islemeden sonra 5 mikron kalinliginda kesitler elde edildi ve
hematoksilen, eozin ve Prusya mavisi ile boyandi. Tim preparatlar
gruplara kor olan bir patolog tarafindan degerlendirildi.

Istatistiksel analiz

Veriler medyan (min-maks) degerler olarak ifade edildi. Degiskenler
gruplar arasinda Kruskal-Wallis H testi ile karsilastirildi. Anlamli
farkhliklar belirlendiginde, Bonfernoni diizeltmeli Mann-Whitney U
testi kullanilarak ¢oklu karsilastirmalar yapildi. P < 0.05 anlamli kabul
edildi. Istatistiksel analizler icin Windows icin IBM SPSS istatistikleri
surim 22.0 kullanildi. Bu ¢alismada toplam 32 denekten olusan dort
grup bulunmaktadir. Bu bilgi BAnimals” ve BMaterials and Methods/:
BThe rats bélimlerinde verilmektedir.

rastgele dort gruba ayrildi (her birinde sekiz sican).A Gruplar igin
tanimlayici istatistikler Tablo 1, 2 ve 3'te verildi.

Sonuglar

Vucut ve Karaciger Agirliklari
Deney suresince hayvanlarin hicbiri 6imedi.

Gruplar arasinda deneylerden 6nce ve sonra vicut ve karaciger ve
kalp agirliklart arasinda fark yoktu (veriler gésterilmemistir).

Biyokimyasal Sonuglar

Karaciger dokusuna ait prooksidan ve antioksidan sistemlerin
biyokimyasal parametrelerinin sonuglari soyledir:
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Tablo 3 Calisma gruplari arasinda serum biyokimyasal parametrelerinin karsilagtiriimasi

Gruplar TUMU (U/L) AST (U/L) Demir (mg/dL) TIBC (mg/dL) TS (%)

(n=28) Medyan (min-maks) Medyan (min-maks) Medyan (min-maks) Medyan (min-maks) Medyan (min-maks)
Kontrol 25.00 (20.00-32.00) 50.00 (21.00-72.00) 157.500 (132.00-184.00) 110,35 (101,80-131,20) 132,60 (122,79-150,00)

HA 28.00 (14.00-52.00) 67,50 (54,00-87,00) 159,50 (103,00-182,00)* 122,00 (97,60-167,70) 135,01 (81,74-150,83)
Ot 212,00 (138,00-436,00)*, ** 278,50 (101,00-502,00)*, ** 414,50 (394,0-428,0)*, ** 41,00 (40,00-41,10)*, ** 1009,74 (960,97-1043,90)*, **

HA + demir 63,50 (26,00-155,00)
<0,001

162,50 (159,00-227,00)*
<0,001

413,00 (230,00-516,00)*, ** 49,05 (40,00-73,00 )*, ** 874,63 (323,94-1230,00)*, **

P degeri <0,0001 <0,0001 <0,0001

HA himik asit, ALT alanin transaminaz, AST aspartat transaminaz, TIBC toplam demir baglama kapasitesi, TS transferrin doygunlugu (demir/TIBC x 100)

*P <0.05, grup I'e gére; Grup II'ye karsi P < 0.05

Tablo 1'de sunulmustur. Kisaca, MDA dizeyleri demir grubunda
kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli olarak yiksek
bulundu (P <0.0001). Bununla birlikte, demir ve MDA seviyeleri
arasinda anlamli bir fark bulunmadi.

HA arti demir gruplari (P > 0.05). Demir ve kontrol gruplari
arasinda SOD, CAT, GPX ve GSH duzeyleri karsilastirildiginda
SOD, GPX ve GSH diizeylerinde anlamli fark oldugu goruldi (P
<0.0001, P <0.0001 ve P < 0.05, sirasiyla) (Tablo 1). Demir ve
HA arti demir gruplari arasinda ayni parametreler
karsilastinldiginda, sadece SOD duzeylerinde anlamli fark
g6zlendi (P < 0.005) (Tablo 1). Demir ve kontrol grubu arasinda
TOS, TAC ve OSI seviyeleri karsilastirildiginda, hem TOS hem
de OSI seviyelerinde anlaml fark oldugu gértldi (P < 0.001 ve
P <0.005) (Tablo 1). Demir ve HA arti demir gruplari arasinda

ayni parametreler karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunmadi.

Kalp dokusunda MDA duzeyleri demir grubunda kontrol
grubuna gore anlamli olarak yuksek bulundu (P < 0.0001).
Ayrica demir ve HA arti demir gruplari arasinda MDA
dizeylerinde anlamli bir fark bulundu (P < 0.05). Demir ve
kontrol gruplari arasinda SOD, CAT, GPX ve GSH diizeylerinde
anlamli farkhhklar vardi (sirasiyla P < 0.05, P < 0.05, P < 0.0001
ve P <0.05) (Tablo 2). Demir ve HA arti demir gruplari arasinda
ayni parametreler karsilastirildiginda, SOD ve GSH seviyelerinde
istatistiksel analizlerle kanitlanmis farkliliklar vardi (sirasiyla P
<0.01 ve P <0.05) (Tablo 2).

Demir ve kontrol gruplari arasinda karsilastirma yapildiginda
TOS ve OSI seviyelerinde 6nemli farkhliklar gézlendi (P < 0.05
ve P <0.001) (Tablo 2). Demir ve HA arti demir gruplari ayni
parametrelerde de karsilastirildiginda benzer farkliliklar
g6zlendi (P < 0.05 ve P < 0.05) (Tablo 2).

Demir ve kontrol gruplari arasinda ALT, AST, demir, TIBC
ve TS dlzeyleri karsilastirildiginda, degerlendirilen tim
parametrelerde anlamli farkliliklar bulundu.

Ancak ayni parametreler demir ve HA arti demir gruplari
arasinda karsilastirildiginda anlamli bir istatistiksel fark
g6zlenmedi (P > 0,05) (Tablo 3).

@ Springer

Histopatolojik Sonuglar

Kontrol ve HA gruplarinda tim organlarin normal morfolojide
oldugu ve demir birikimi olmadigi gézlendi (Sekil 1 ve 2).

Karacigerde demir birikiminin degerlendiriimesinde
kontrol ve HA gruplarinda demir birikimi gézlenmezken, demir
ve HA arti demir gruplarindan hematoksilin ve eozin (H&E) ile
boyanmis érneklerde benzer morfolojik bulgular gézlendi. :
portal alanlarda doku makrofajlari, hepatosit sitoplazmasi,
Kuppfer hicreleri ve biliyer kanal epiteli icindeki kahverengi
pigmentlerin zon 2'de daha belirgin oldugu gézlendi. Ayrica
hepatositlerin bazi cekirdeklerinde bintkleasyon, bazilarinda
nikleer piknoz kaydedildi. (Sek. 1).

H&E- ve Prusya mavisi ile boyanmis kalp érneklerinde HA
grubunda demir birikimi gézlenmezken, demir grubunda
dejeneratif nukleer degisiklikler, interstisyel 6dem ve
inflamatuar hucreler gézlendi. Miyositlerde yaygin demir
birikimi tim olgularda dikkat ¢ekiciydi (Sekil 2).

Demir pigmentini derecelendirmek icin LeSega tarafindan
Onerilen hepatik demir biriktirme derecelendirme sistemi
kullanildi [40] (Tablo 4). Prusya mavisi ile boyanan kesitler
degerlendirildiginde makroskopik mavi renklenme dikkat
cekiciydi. H&E kesitlerinde oldugu gibi, 1sik mikroskobunda
tim hepatositlerin %75'inden fazlasinda (LeSega derece 4)

demir birikimi, bolge 2'de globdillerin daha buyuk olmasi
g6zlendi. HA arti demir gruplari.

Tartisma

Demir biriktigi dokunun ¢esitli fizyolojik fonksiyonlarinda
bozulmalara neden olur. Demir birikiminin patolojiye neden
oldugu mekanizma hakkinda daha 6nce yapilmis ve devam
eden bircok calisma vardir. Bu calismalarda, ROS yiUkselmesinin
demir kaynakli hepatotoksisitede énemli bir rolt oldugu
bildirilmistir [41, 42]. Artan ROS, oksidatif stresi ve
proinflamatuar mediatérlerin salinmasini uyararak doku

hasarina neden olur [43, 44]. Ayrica, ROS yukselmesi yol acarak hicre 6limi
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Sekil 1 a, b Kontrollerin
karaciger dokusunda pigment

g6zlenmedi (H&E, x400; Prusya
mavisi, x400); c, d HA grubunda
karaciger dokularinda sari-
kahverengi pigment gézlenmedi
(H&E, x400; Prusya mavisi, x400);
Demir grubunda karaciger
dokusunda diffiiz sari-kahverengi
pigment dikkati ¢cekiyordu (H&E,
x400); f merkezi damar cevresinde
ve tim bélgelerde yaygin demir

birikimi (Prusya mavisi, x400); g
HA arti demir grubunda (H&E,
x400) sari-kahverengi pigment
varhidi; h HA arti demir grubunda
diffiz demir birikimi, bélge 2'de
daha belirgindir (Prusya mavisi,
x400)

apoptoz [41]. Serbest demirden kaynaklanan ROS aktivitesini
azaltmayr amaglayan calismalarda bircok antioksidan,
antiinflamatuar ajan veya selator kullaniimistir [21, 45]. Bu
calismada HA ile ilgili tip literatirinde neredeyse hic calisma
olmadigi icin selatdér ve antioksidan olarak HA kullanmayi tercih
ettik. HA, suda ve toprakta dogal olarak bulunan ve elektron
aktarma 6zelliginden dolayi bir¢ok islevi olan bir bilesiktir.
Bunlardan antiinflamatuar, antioksidan ve selasyon etkileri
calismamizda test edilmistir.

Karaciger ve kalp, 6ncelikle ¢esitli dokularda birikebilen
demirden etkilenen organlardir. Her iki dokunun (karaciger ve
kalp) ekstraktlarinda da MDA uretiminde 6nemli artislar
gozlenmistir.

calismamizda kontrol grubu ile demir verilen grup karsilastirildi.
MDA, aktif ROS'un neden oldugu huicresel lipid membranda
lipid peroksidasyonu sonucu salinir [12]. Bu bulgu, lipit
peroksidasyonunu ve demirin neden oldugu artmis oksidatif
stresi dogruladi. Demirin neden oldugu artmis lipid
peroksidasyonu bulgusu 6nceki ¢alismalarla uyumluydu [41].
Karaciger dokusunda degil kalp dokusunda demir arti HA alan
grupta demirin neden oldugu lipid peroksidasyonunda belirgin
azalma gozlendi.

Muhtemelen bunun nedeni kalp kasi hiicre zarlarinin ve
sarkoplazmik zarlarin hiicre disi sivilarla dogrudan temas halinde
olmasidir. Membranlarin demir toksisitesine asiri maruz kalmasi
Ozellikle kolaydir [46].

@ Springer
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Sekil 2 a, b Kontrol grubunda

normal morfolojiye sahip kalp dokusu
(H&E, x400; Prusya mavisi, x400); c, d
HA grubunda kalp dokusunda demir
birikimi gézlenmedi (H&E, x400;
Prusya mavisi, x400); demir grubunda
kalp dokusunda sari-kahverengi
pigment gézlendi (H&E, x400); f demir
grubunda kalp dokusunda mavi renkli
demir birikimi gézlendi (Prusya mavisi,
x400); g sari-kahverengi pigment
birikimi kalp dokusunda gézlendi HA
arti demir grubu (H&E, x400); HA arti
demir grubunda h mavi renkli demir
birikimi gozlendi (Prusya mavisi, x400)

Bu sonuglar, HA'nin antioksidan aktivitesini géstermistir.
Demirin neden oldugu lipid peroksidasyonunu, dolayisiyla

oksidatif stresi azaltmayi amaglayan ¢alismalarda da benzer
sonuglar gozlenmistir [20, 45].

Tablo 4 LeSega demir biriktirme siniflandirmasi

Derece 0: demir birikimi yok

Derece 1: hepatositlerin %25'inden azinda demir birikimi
Derece 2: hepatositlerin %25-50'sinde demir birikimi
Derece 3: hepatositlerin %50-75'inde demir birikimi

Derece 4: hepatositlerin %75'inden fazlasinda demir birikimi

@ Springer

Bu calismada demir tedavisi, karaciger ve kalp dokusu
ekstraktlarinda SOD, CAT GPX aktivitelerinde ve GSH
konsantrasyonunda kontrol grubu ile karsilastirildiginda
onemli bir distse neden olmustur. Biyolojik zarlarin
bUtunlGguni oksidatif strese karsi korumak icin bircok
dokuda enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan
sistemlerin bulundugu bilinmektedir. Normalde oksidan ve
antioksidan sistemler arasinda bir denge vardir. Oksidan
sistemi destekleyen dengesizlik, birgok bozuklugun gelisiminde énemli bir
SOD, CAT ve GPX, hticre zarini ROS'a karsi koruyan endojen
enzimatik antioksidanlardir [10]. SOD, hidrojen peroksit
olusumunda &nemli bir rol oynarken, GPX ve CAT enzimatikte
rol oynar.
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ROS'un katabolizmasi. [12]. GPX, traselller hidrojen peroksitin zararli
birikimini 6nlemede yer alan ¢ok 6nemli bir antioksidan enzimdir. Pek
cok fizyolojik kosul altinda huicre igi peroksitlerin uzaklastiriimasinda
katalazdan daha etkili oldugu bulunmustur [47]. Bulgularimiz, demir
kaynakli doku hasarinin, antioksidan sistemi tiketen ROS ile iliskili oldugu
hipotezini desteklemektedir. Demir, iyi bilinen bir ROS indukleyicisidir.
Oksidasyon basina lipidi artiran ROS, hicre disfonksiyonuna yol agabilir.

ROS kaynakli oksidatif baraj ile iliskilendirilen demirin zararli etkileri

yas 6nceki calismalarda gésterilmistir [12]. Demir tedavisi ile birlikte HA
tedavisi, sican kalbindeki demir grubuna gére SOD ve GSH dizeylerinde
6nemli bir artisa neden olurken, karacigerde sadece SOD'de énemli bir
artisa neden oldu. Muhtemelen bu durum kalp kasi hticre zarlari ve
sarkoplazmik zarlarin hiicre disi sivilarla dogrudan temas halinde
olmasindan kaynaklanmaktadir. Ancak demirin olumsuz etkilerine karsi
kullanilan HA'nin enzimatik ve nonenzimatik antioksidan sistemi
gelistirdigi gosterilmistir. Bu, HA'nin demir kaynakl doku hasarinda
koruyucu ve terapétik olabilecek umut verici bir bilesik oldugunu
dustnduarar. Naik ve arkadaslari tarafindan yapilan bir calismada, demire
bagli hepatotoksisitede lipid peroksidasyonunun arttigi ve enzimatik
antioksidan sistemin azaldi§1 gosterilmistir [48] . Bu sonug ¢alismamizla

uyumluydu.

Ek olarak, 6nceki farkli calismalarda, HA'nin bir fokal serebral iskemi
modelinde SOD'yi 6nemli 6lctide artirdigi ve MDA duzeylerini distrdugi
gosterilmistir. Bunun nedeni oksidatif stresin azalmasi olabilir [49]. Bu
sonuglar mevcut calisma ile uyumluydu. Onceki baska bir calismada,
himik asit tedavisinden sonra SOD'de énemli bir azalma da
g6zlemlenmistir [28] .

GSH dongusi en 6nemli hiicre ici antioksidan savunma mekanizmasidir.
Cesitli antioksidan enzimlerin aktivitesi icin substrat olarak kullanilr.
Ozellikle GPX, glutatyona bagimli bir enzimdir. Glutatyonun azalmasi
veya tikenmesi durumunda GPX aktivitesinin azalmasinin oksidatif stresi
arttirarak toksik trdnlerin birikmesine neden oldugu bilinmektedir [12].

Bu calismada demir, hem karaciger hem de kalp dokularinda GPX ve GSH

dizeylerinde azalmaya neden olmustur. Bu sonuglar

onceki calismalarla uyumlu olarak [48].

Bu calismada tek basina demir alan grupta kalp ve karaciger
dokularinda TOS ve OSI duzeylerinde artis, TAC diizeyinde ise azalma
goralda. Ancak, TOS ve OSI seviyeleri karaciger dokularinda degil kalpte
anlamli olarak azalirken, TAC seviyesi HA arti demir alan grupta tek
basina demir alan grupla karsilastirildiginda anlamli bir artis gostermedi.
Muhtemelen bu, kalp kasi hiicre zarlarinin ve sarkoplazmik zarlarin hiicre
disi sivilarla dogrudan temas halinde olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu,

HA azalirken demirin arttigini gésterdi.

oksidatif stres [50]. Bu ¢alismada, HA'nin kalpte oksidatif stresi azalttigi
ve anti-oksidatif stresi arttirdig1 gértlmektedir.

karacigerden iyidir.

Bu calismada demir alan gruplar ile kontroller arasinda ALT, AST,
demir, TIBC ve TS duzeyleri karsilastirildiginda tim parametrelerde
anlamli farkliliklar oldugu saptanmistir. Bu bulgu deneysel bir modelin
basariyla tasarlandigini dogrulamistir. El-Baky ve digerleri tarafindan
yapilan bir calismada, demir kaynakli toksisite sirasinda gesitli biyokimyasal
parametrelerin arttigi gosterilmistir [45]. Yine Jensen ve arkadaslari
tarafindan yapilan bir calismada demir ve karaciger enzimleri veya TS
[51] arasinda bir iligki g6zlendi. Calismamizda tek basina demir ve HA arti

demir alan gruplar arasinda anlamli bir fark gosterilememistir.

Sonuglarimiz yukarida belirtilen calismalarla uyumludur.

Doku yaralanmasinin degerlendirilmesinde histopatolojik inceleme
altin standarttir. Histopatolojik olarak demir alan grup kontrollerle
karsilastirildiginda, periportal alanda demir birikiminin gosterilmesi ve
buna baglh patolojik degisikliklerin daha belirgin olmasiyla gésterilen,
demir alan grupta belirgin degisiklikler oldugu goéruldu. karacigerin 2.
bélgesinde. Sonuglarimiz Gao ve ark. [52]. Demir birikimine bagl
hastaliklarda gérualir. Ancak bizim ¢alismamizda 10 glinden fazla demir
verildi ve akut degisiklikler daha belirgindi. Demire ek olarak HA alan
grupta degisikliklerin devam ettigi géruldi. Bu calismada, demirin
histopatoloji ile dejeneratif degisikliklere, inflamasyona, 6dem ve demir
birikimine neden oldugu ve demir birikiminin ana etkisinin, dejeneratif
nikleer degisiklikler, interstisyel 6dem, inflamasyon olarak ortaya ¢ikan
oksidatif strese sekonder doku hasari oldugu bulundu. yani sira tim
hucrelerde diffuiz demir birikimi. Demirin neden oldugu doku hasari,

demir birikimi ile ilgili 6nceki ¢alismalarda desteklenmektedir.

Demir alan deneklerde belirgin doku hasari gosterilirken, HA arti
demir alan grupta hicbir histopatolojik degisiklik gézlenmedi. ikinci
grupta, HA'nin lipid peroksidasyon Grtnleri ve antioksidan sistem
Gzerinde bazi etkilerinin oldugu gézlendi. MDA'y1 artirarak ve SOD, GPX,
CAT ve GSH'yi azaltarak demirin, oksidatif stres yoluyla hiicre zarlarindaki
nukleik asitleri, lipidleri ve proteinleri etkileyerek ROS ve lipid

peroksidasyon Urunlerinin artmasina neden oldugu gésterilmistir.

Coéziim

Sonug olarak, ¢esitli dokularda ylksek dozlarda demir birikebilir. Bu
birikim, dokunun fizyolojik fonksiyonlarini degistirir. Bu ¢alisma, HA'nin
hem histo-patolojik hem de biyokimyasal dlizeyde antioksidan ve serbest
radikal temizleyici etkileri ile demir kaynakli hepatotoksisite ve
kardiyotoksisiteye karsi koruyucu oldugunu géstermistir. Muhtemelen,
lipid peroksidasyon inhibisyonu ve gelistirilmis enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidan sistemler gibi antioksidan 6zellikler yoluyla ROS
aktivitesini azaltarak bu etkiyi uygular. HA'nin demir kaynakli karaciger
hastaliklarina karsi koruyucu bir ajan olarak kullanilabilecegini

disunlyoruz.

@ Springer
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ve kalp yaralanmasi. Bununla birlikte, HA'nin demir kaynakli
hepatotoksisite ve kardiyotoksisiteye karsi koruyucu etkilerini
gostermek icin daha ileri klinik calismalara ihtiyag vardir.

Cikar Catismasi Yazarlar bu makalenin yayinlanmasiyla ilgili olarak herhangi bir
¢ikar catismasi olmadigini beyan ederler.
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