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Aluminyum Siilfat'in “Ross” Cinsi Term Besi Civcivi Karacigerinde
Yarattigi Toksik Ve Inflamatuar Hasar

Oxidative And Inflamatory Damage Of Aluminium Suplhate On The Liver Of Term Ross Broiler Chick
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bosluguna kuluckanin 1.gtintinde 1000 mcg/0.1 ml serum fizyolojik icinde Aluminyum sulfat ve-
rildi. Sham grubuna sadece 0.1 ml serum fizyolojik uygulanirken, Kontrol grubuna herhangi bir
islem yapilmadi. Terme ulasan civcivlerden karacigerler alinarak isik mikroskobu ile histolojik de-
gisikliklere ve biyokimyasal olarak oksidatif reaksiyon indikatorleri olan Malond ialdehit (MDA) ve
Glutatyon (GSH) diizeylerine bakild.

Bulgular: Isik mikroskobunda deney grubunda karacigerde yaygin inflamasyona, hepatosit ha-
sarina, santral ven duvarinda kalinlasma ve pasif konjesyona ve sinuzoid yapisinda bozulmaya
rastlandi. Biyokimyasal olarak ise deney grubunda oksidatif reaksiyonu gésteren MDA yuksekligi
ve GSH tiikenmesi verilen dozda term Ross besi civcivlerinde ilk kez gosterildi. Hem histolojik hem
de biyokimyasal olarak Sham ve Kontrol gruplarinda herhangi bir degisiklige rastlanmadi.

Sonug: Dollenmis Ross cinsi besi tavuk yumurtalarina kuluckanin 1.gtintinde 1000 mcg/0.1ml se-
rum fizyolojik icinde verilen Aluminyum Slfat term civciv karacigerinde yaygin inflamatuar ve
oksidatif hasara yol agmistir.

Anahtar Kelimeler: aluminyum toksisitesi, karaciger, histoloji, biyokimya, Malondialdehid, Glu-
tatyon

Aim: To show histological and biochemical effects of toxic dose Aluminium Sulphate injected on
the day 1 in the liver of term Ross broiler chicks.

Materials and Methods: Fertilised Ross broiler chicken eggs which reached term were divided
into three groups and experimental group were injected by 1000 mcg/0.1ml saline into their air
chambers. Sham group eggs were injected by saline only and control group eggs were not appli-
ed anything. After incubation, at term, on the day 21, surviving chicks were sacrificed, livers taken
and histological and biochemical investigation were performed. A lobe of the livers were Hema-
toxylen Eosin stained and observed under light microscopy. Other lobe of the livers were used to
determine Malondialdehyde (MDA) and Gluthation (GSH) levels.

Findings: First time in term Ross broiler chicks, in experimental group, massive in liver inflama-
tory changes, sinusoidal impairment and hepatocyte specific pathologies were seen under light
microscopy examination. As an oxidative damage indicators tremendous MDA level increase and
GSH level decrease were observed. In sham and control groups normal liver histology and normal
MDA and GSH levels were observed.

Conclusion: In experimental group, toxic dose Aluminium Sulphate injected into the air cham-
bers of Ross broiler chicken eggs on the day 1 showed massive histological inflamatory damage
and increased MDA and decreased GSH levels at term chick livers.
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Al'un spesifik periferik etkilerini ele

almak gerekirse, periton icine en-
jekte edilen Aluminyum Sulfat’in
sican testisinde yol actigt germina-
tif hasar ve bobrekte 6zellikle tui-
buler sisteme yaptigi dejeneratif
hasardir ve bu organlarda gosteri-
len histolojik hasar Aluminyumla
birlikte periton ici vitamin E veril-
mesiyle ortadan kalkmaktadir(8-
9). Vitamin E’ye benzer koruyucu
antioksidatif etki askorbik asit icin
de gosterilmistir(10). Bunlarin ya-
ninda kronik Al alimi sicanlarda
bobrekte oksidatif reaksiyonun ya-
ninda fonksiyon bozuklugu da ya-
ratmistir(11). Beyin dokusunda ise
biriken Al oksidatif hasara(12) ve
norolojik hastaliklara yol agarken,
kemikte fosfor ve kalsiyum bozuk-
luklarina ve sonucta osteomalasi-
ye yol agar(13).

Al'un diger bir sitemik etkisi, hema-

tolojik sisteme olan etkisidir; ge-
lismekte olan civcivlerde Al alini-
mu karaciger ve barsaklarda demir
depolarini  azaltmis, dokularda
ferritin diizeyleri daha fazla olmak
uzere nonhem demir dizeylerin-
de azalmaya ve sonucgta anemiye
yol agmuistir(14-16).

Al karacigerde yuksek konsantras-

yonlarda toksik etkiler gosterip,
alinan dozla lineer bir birikim gos-
terir ve cok az bir miktar1 karaci-
gerden atilir(17). Al karacigerde
histolojik olarak morfopatolojile-
re de yol agmis(18), safra sekres-
yonunu yarattigt inflamasyon ve
oksidatif hasarla bozarak kolestaza
yol acmistir(19,20).

Al'un gelisimsel patolojilere yol ac-

tgt da bir gergektir, Golub ve ark
calismasinda gebe farelere gebelik
ve lohusalik doneminde gebeligin
basindan ititbaren diyetle verilen
Al, annelerde dalak ve karaciger
agirhiginda artmaya ve rahim ici
gelisme geriliginin bir gostergesi
olan tepe-topuk Olciisiiniin kisal-
masina yol acmistir(21). Ebina ve

arkadaslarinin calismast ise gebe
sicanlara intraperitoneal verilen Al
bilesiklerinin nisbeten kiiciik doz-
larinin belli metal ¢elatorleriyle ve-
rildiginde dahi gebelik toksikozu
olusturdugunu gostermistir(22).

Al'un yaratti@i etkilerin temelde sis-

temik peroksidatif hasar etkisi ve
serbest radikallerin olusumu ol-
dugu literatiirdeki calismalarda
agikca gorilmektedir(16).

Bu calismamizda amacimiz Ross

cinsi broiler tavugu fertilize yu-
murtalarina term 1. giinde toksik
dozda uyguladigimiz Aluminyum
Sulfat’in yenidogan civciv karaci-
geri Gzerinde gosterdigi histolojik
ve biyokimyasal peroksidatif gos-
tergeleri incelemektir.

Gereg¢ ve Yontem

On sekiz adet 1 giinliik Ross tiird
dollenmis besi tavugu yumurtasi
(Abalioglu Holding Tavuk Besi Bi-
rimi, Izmir / Tirkiye) rasgele bir
sekilde ¢ deneysel gruba ayirilds;
deney grubu (n=7), sham grubu
(n=8) ve kontrol grubu (n=7).
Tim yumurtalar 21 giin boyunca
inkiibatér (VGS LCD-MIX9, Veyi-
sogullar, istanbul, Tirkiye) icin-
de inkdbatoriin suyu ¢ giinde
bir eklenmek kosuluyla kuluckaya
birakildi. Deney grubundaki yu-
murtalara 1.gtinde 0.1 ml serum
fizyolojikte cozilmiis 1000 mik-
rogram Aluminyum Sulfat, Sham
grubundaki yumurtalara sadece
0,1 ml serum fizyolojik verildi ve
kontrol grubu yumurtalara ise
herhangi bir uygulama yapilmada.
21. ginde yumurtalar kirddi ve
terme ulasan yenidogan civcivler
22. giinde 50mg/kg Ketamin, 5Smg/
kg Xylasine anestezisi ile uyutu-
larak dekapite edilmek suretiyle
sakrifiye edildi. Hayvanlar acilarak
karacigerleri iki ayr1 lob olarak ¢i-
karilip, -30°C’de donduruldu. Er-

tesi glin histoloji icin bir lob alina-
rak %10’luk formaldehidde 3 giin
bekletildi ve rutin histolojik doku
takibinden sonra karacigerler pa-
rafine gomiuldi ve 7 um’lik para-
fin kesitler Hematoksilen — Eosin
boyastyla boyanarak gortintiile-
ri degisik mikroskop (Olympus
BX51, Tokyo,) buytitmelerinde bir
bilgisayar monitoriine (Samsung,
SYNC Master 710V, Slovakia) bir
CCD kamera (VITEC VCC3277,
Istanbul, Turkey) yardimiyla akta-
rilarak resimleri ¢ekildi ve histo-
lojik incelemeler tamamlandi.

Biyokimyasal parametre arastirmasi

icin ayrilan karaciger loblart bir
hafta derin dondurucuda bekletil-
dikten sonra gruplarda karaciger
oksidatif reaksiyon gostergeleri
olan Malondialdehit ve Glutatyon
dizeyleri calisildi..

Malondialdehid (MDA) Olciimleri:

1. MDA dizeyleri Ohkawa(23) tara-

findan belirlenen islemle saptan-
di. Dokularin buzu ¢o6ziildikten
sonra herbir doku tartild: ve 0.15
N potasyum klortr solusyonu kul-
lanilarak on kez homojenize edil-
di ve 0.4 ml homojenize doku 1.5
ml tiyobarbitiirik asit (%0.8), 1.5
ml asetik asit (pH 3.5, %20) ve 0.2
ml sodyum dodesil silfat (%8.1)
ile karistirddi. Bu karistirmay: ta-
kiben tim ornekler ve standart-
lar 100°C’de bir saat sitildi. Ab-
sorbans 532 nm’de kaydedildi ve
standartlarla karsilastirildu.

Glutatyon (GSH) 6lc¢timleri:

2. GSH tahmini Moron ve ark. (24)

tarafindan tanimlanan islemin bir
modifikasyonu ile tamamlandi. Bu
modifikasyon: 0.15 N potasyum
kloriirle dokularin homojenizas-
yonundan sonra, 0.5 ml homoje-
nat 3 ml deproteinizasyon solus-
yonu (sodyum klorir, metafosfo-
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rik asit, EDTA and distile su) ve 1.5
ml potasyum kloriir solusyonuyla
karistiriddi. Her Ornek 1000 g / 5
dakika santrifiije edildi, ve 0.5 ml
supernatant 2 ml of Na,HPO, ve
0.5 ml Ellman reaktifine (DTNB;
dithiyodinitrodibenzoyik asit,
sodyum sitrat, distile su) eklendi.
Supernatantlarin absorbans: 412
nm’de kaydedildi ve standartlarla
karsilastirildi.

Hayvanlarin bakimi ve tiim deney-
sel islemler ABD Saglik ve Insan
Hizmetleri Departmant’nin yayin-
ladigt Deney Hayvanlarinin Baki-
mi1 ve Kullanimi Rehberi’ne gore
yapildi. Buna ek olarak Pamukkale
Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik
Kurulu’ndan etik izin alind1.

Istatistiksel Analiz:

MDA ve GSH diizeylerinin istatistik-
sel degerlendirmesinde Kruskal
Wallis Varyans Analizi, Bonferroni
Diizeltmeli Mann Whitney U tes-
ti kullandmistir. MDA degerleri
¢ gruba gore istatistiksel olarak
anlamli farklilik gostermektedir
(P=0.006). Bu farkliligin hangi
grup ya da gruplardan kaynaklan-
digina bakildiginda (1. ve 2. gru-
bun) 3. gruptan farkli oldugu bu-
lunmustur.

GSH degerleri li¢ gruba gore istatis-
tiksel olarak anlamli farklilik gos-
termektedir (P=0.002). Bu farkli-
ligin hangi grup ya da gruplardan
kaynaklandigina bakildiginda 1.
kontrol grubunun ve 2. sham gru-
bunun 3. Aluminyum grubundan
anlamli olarak farkli oldugu bu-
lunmustur.

Kruskal-Wallis Test

Ranks
1:kontkc, N Mean
2:shamke, Rank
3:alimunkc
MDACONS 1 7 7,57
2 8 9,38
3 7 17,86
Total 22
GSHCONS 1 7 17,00
2 8 12,38
3 7 5,00
Total 22
Test Statistics
MDACONS | GSHCONS
Chi-Square 10,128 12,181
df 2 2
Asymp. Sig. ,006 ,002

a Kruskal Wallis Test
b Grouping Variable: 1:kontkc, 2:shamkc,
3:alimunkc

NPar Tests(mdacons’da farklihk gosteren
gruplar; 1-3,2-3)

Tablo 1. Her t¢ grupta Malondialdehit ve Glu-
tatyon dlzeyleri

MDA GSH
Kontrol 220 452
Kontrol 138 56,8
Kontrol 292 53,3
Kontrol 252 50
Kontrol 237 60,2
Kontrol 358 38,2
Kontrol 373 33,4
Sham 350 34,2
Sham 337 23
Sham 377 28,9
Sham 413 31,8
Sham 281 61
Sham 244 45,1
Sham 176 229
Sham 202 52,9
Aluminyum 559 20,3
Aluminyum 471 30,4
Aluminyum 315 10,6
Aluminyum 378 22
Aluminyum 388 28,5
Aluminyum 425 24,6
Aluminyum 459 22,5

Bulgular
Histoloji

Aluminyum verilen grupta term civ-
civ karacigerlerinde periasinar ve
sinuzoidal bosluklarda yaygin len-
fosit infiltrasyonlari, siniizoidler-
de genisleme ve sintslerin radyal
dizilimlerinde bozulma, santral

ven duvarinda kalinlasma, hepato-
sitlerde sitoplazmik kayip ve yer
yer eozinofilik gorintimla kicik
hepatositler ile elipsoid sekilli ve
cevrelerinde bosluklar bulunan
nukleuslar gorilda (Sekil 1-4).

Sekil 1: Aluminyum grubunda karacigerde
bozulmus santral ven yapisi (SV), duvarinda
kalinlasma (DK) ve yaygin sinuzoidal bozulma
(SB) ve inflamasyon () (Hematoksilen Eosin,
10X)

Sekil 2: Aluminyum grubunda karacigerde
bozulmus santral ven duvar yapisi ve kalin-
lasmasi (DK) ve yaygin sinuzoidal bozulma
(SB), inflamasyon (l) ve hepatositler eozinofi-
lik gérinimde (Hematoksilen Eosin, 20X)
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Sekil 3: Aluminyum grubunda karacigerde
bozulmus santral ven yapisi(SV) ve yaygin
sinuzoidal bozulma (duzensizlik ve asin ge-
nisleme) (SB), inflamasyona (I) ek olarak he-
patositlerde yapisal bozukluklar (ince oklar)
ve dejeneratif bir hepatosit (kalin ok) (Hema-
toksilen Eosin, Bluyultme 40 X)

Sekil 4: Aluminyum grubunda karacigerde
bozulmus santral ven yapisi (SV) ve yaygin
sinuzoidal bozulma (keselesme) (SB) ve infla-
masyona (l) ek olarak hepatositlerde yapisal
bozukluklar (nukleuslar belirsizlesmis, soluk
gOrinimlu) (oklar) (Hematoksilen Eosin, 40X)

Sekil 5: Kontrol grubunda normal santral ven
yapisi ve normal sinuzoidal yapi ve isinsal dizi-
lim. Hepatosit nukleuslar son derece belirgin
boyanmis (Hematoksilen Eosin, 20 X)

Kontrol grubunda herhangi bir pato-
loji izlenmemekte olup siniizoid-
ler normal 1s1nsal dizilime sahipti,
santral verip duvar yapist normal
gorinime sahip olup, hepatosit-
lerde de herhangi bir patoloji goz-
lenmedi ve cekirdekler son derece
belirgin boyanmustt. (Sekil 5)

Sham gurubunda degisik biyitme-
lerde gozlenen karaciger dokusu
kontrol grubundan farklilik gos-
termemekte olup, siniizoidler nor-
mal 1sinsal dizilime sahipti, santral
verip duvar yapist normal gorint-
me sahip olup, hepatositlerde de
herhangi bir sitoplazmik ve ¢ekir-
dek yapisinda patoloji saptanma-

Sekil 6: Sham grubunda normal santral ven
yapisi ve normal sinuzoidal yapi (Hematoksi-
len Eosin, 20 X)

mustir ve ¢ekirdekler daha belirgin
boyanmist1 (Sekil 6).

Biyokimyasal sonuclar:

Aluminyum’un histolojik olarak ne-
den oldugu inflamatuar yanitin ya-
nisira muhtemel oksidatif hasarin
bir gostergesi olan Malondialdehit
(MDA) ve Glutatyon (GSH) diizey-
leri nmol/g doku olarak Tablo 1'de
ayrica grafikleri Sekil 7 ve 8’de
gosterilmektedir.

Tartisma

Al yeryuiziinde en ¢ok bulunan tgtin-
ci metaldir ve beyine, karacigere,
kemiklere ve hematopoietik siste-
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Sekil 7: Calisilan gruplarda term civciv karaci-
ger dokusu oksidatif hasarinin bir géstergesi
olan MDA konsantrasyon duzeyleri (nmol/
gram). Aluminyum gurubundaki artmis oksi-
dayonun sonucu anlamli MDA konsantrasyon
artisi izlenmektedir.

GESHCONS
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Sekil 8: Calisilan gruplarda term civciv karaci-
ger dokusu oksidatif hasarinin bir gostergesi
olan GSH konsantrasyon diizeyleri (nmol/
gram). Aluminyum gurubundaki artmis oksi-
dayonun sonucu anlamli GSH konsantrasyon
azalmasi izlenmektedir.

me toksiktir(25). Sayist cok fazla
olmasa da Al'un yaratmis oldugu
fizyopatoloji ile ilgili olarak bir ca-
lismada Al'un mikromolar dizey-
lerde dahi heaptosit kromatin ya-
pisinda kayda deger degisiklikler
yarattugini(26) Snyder ve ark ise
Al'un plazma membranindaki si-
toskeletal proteinlere baglandigi-
n1 ve bunun bariyer gecirgenligini
bozarak hepatosit 6limiine yol ac-
tigin1 6ne sirduiler(27). Diger bir
calismada ise temelde Al'un hiic-
resel birikimle mitokondriyonla-
rin fonksiyonunu etkiledigi goste-
rilmistir. Mitokondriyon i¢ zari ile
Al'un etkilesiminin reaktif oksijen
tiirlerinin agiga cikmasini sagladigi
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ve oksidatif hasara yol actig1 goste-
rilmistir(28).

Calismamizda pek ¢ok organda me-

kanizmasinin tam olarak belir-
lenemedigi Al hasarinin, deney
grubunda goriilen term civciv ka-
racigerinde histolojik masif infla-
masyon, istatistiki olarak belirgin
okisdatif hasarin gostergesi olan
MDA vyiiksekligi ve reaktif oksijen
tiirlerini yok etme gorevine sahip
olan(29) GSH’nun tikenme be-
lirtilerine yol acmast literatiirde-
ki daha 6nceki calismalari bu kez
civcivlerde dogrular nitelikte go-
zikmektedir. Abubakar ve ark ile
Katyal ve ark yaptigt calismalarda
Al uygulamasinin ytiksek karaciger
reaktif oksijen tiirleri diizeyiyle bir-
likte azalmis gultatyon diizeyleri-
ne yol actig1 gosterilmistir(30,31).
Bir diger calismada kiltirlenmis
hepatositlerde hticresel Al birkimi-
nin peroksidatif hasari indikledigi
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