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SIGAN TiROID BEZINDE KADMiYUM HASARINA KARSI C VITAMINI, E VITAMINI VE
SELENYUMUN KOMBINE KULLANIMININ ETKILERI*

Omir KARABULUT-BULAN, Meral KOYUTL“JR[(, Sehnaz BOLKENT, Refiye YANARDAG,
Ayse TABAKOGLU-OGUZ

Background and Design.- Histopathological alterations to various organs of the different species in acute and
chronic cadmium exposure have been studied by light and electron microscopy. Metallothionein is a protein
inducible by heavy metal ions. The aim of this study was to determine the effects of vitamin C, vitamin E and
selenium combination on the cadmium-induced morphological and immunohistochemical changes in the thyroid
gland of adult male rats.

Results.- In the group given cadmium, the degenerative changes were observed in the thyroid gland. In addition,
an increase in the number of metallothionein positive cells was detected in this group. These immunoreactive
cells were identified as mast cells. While these degenerative changes and metallothionein immunoreactive cells in
the thyroid gland were decreased in the group given cadmium and antioxidants according to the experimental
group.

Conclusion.- These results suggest that metallothionein participate in accumulation of cadmium in rats, since
thyroid gland containing a lot of metallothionein positive cells show a tendency to accumulate of cadmium. In
addition, the combination of vitamin C, vitamin E and selenium shows a protective effect against cadmium
induced oxidative injury of thyroid gland. Antioxidants also may participate to regulation of the metallothionein
expression.

Karabulut Bulan O, Koyutiirk M, Bolkent S, Yanardagd R, Tabakoglu Oguz A. The effects of combined therapy of
vitamin C, vitamin E and selenium against cadmiume-injury in thyroid gland of rats. Cerrahpasa J Med 2004; 35:
174-180.

n Oonemli endiistriyel ve ¢evresel kir-

leticilerden biri olan ve canlilar iize-

rindeki cesitli toksik etkileri bilinen

kadmiyum esansiyel olmayan, toksik,
agir metallerden biridir. Tiim canlilar i¢in kad-
miyumun esas ¢evresel kaynagi yiyecekler ve
igme suyudur.' Kadmiyumun iiretimi ve kulla-
nimu arttik¢a sadece endiistride ¢alisanlar degil,
ayni1 zamanda genel popiilasyon da kadmiyu-
mun toksik etkisine maruz kalir.>” Cogu metal-
lerde oldugu gibi kadmiyum igin de esas hedef
organ karaciger olmasma ragmen, kadmiyu-
mun bobrek, akciger, duodenum, pankreas, ke-
mik ve testis dokularinda birikip, sitolojik ve
histolojik hasara sebep oldugu cesitli arastirici-
lar tarafindan rapor edilmistir.*” Deneysel ve
gevresel olarak bu metale maruz kalinmasi ha-
linde testiste atrofi, renal fonksiyon kaybi, he-
patik hasar, solunum ve sindirim sistemi bo-

zukluklar1 ve anemi gibi ciddi rahatsizliklar
olusmaktadir.®’ Kadmiyumun ¢esitli hiicrelerin
ince yapisi lizerindeki toksik etkileri ise nukle-
us membran hasari, kromatin yogunlasmasi,
mitokondri kristalarinda hasar ve sonunda hiic-
re olimiidir."” Kadmiyumun bu toksik etkile-
rinden antioksidan sistemler yoluyla korunula-
bilir."

Hayvan viicudunda kadmiyum genellikle
metallotionein ile birlesmistir.* Metallotionein
sisteince zengin, diisiik molekiiler agirliga sa-
hip olan metal baglayic1 hiicre i¢i bir protein-
dir. Metallotioneinin pek ¢ok memeliye ait or-
ganda bazal seviyede bulundugu gosterilmis-
tir.'”” Metallotioneinin esansiyel metallerden
ozellikle ¢inko ve bakira, esansiyel olmayan
metallerden de kadmiyum ve civaya ¢ok fazla
afinitesi vardir."”> Kadmiyuma maruz kalan de-
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ney hayvanlarinin karaciger, bobrek, akciger,
bagirsak ve testisinde metallotionein ekspres-
yonunda artis oldugu bilinmektedir.'* Metallo-
tionein serbest radikal savici etkisinden dolay1,
antioksidan savunma sisteminin 6nemli bir un-
surudur.”® Yapilan literatiir taramasi sonucu ti-
roid bezinde kadmiyum toksisitesi ile metallo-
tionein arasindaki iligkinin tanimlanmadig: tes-
pit edilmistir. Glutatyon, N-asetilsistein, E vi-
tamini ve selenyumun da antioksidatif meka-
nizmalar yoluyla gesitli organlardaki kadmi-
yum toksisitesini azalttig1 belirtilmistir.'""'¢

Bu calismada, kadmiyuma maruz kalan si-
canlarin tiroid bezinde metallotionein lokali-
zasyonunun ve dagilimmin belirlenmesi, me-
tallotioneinin biyolojik roliiniine agiklik getiril-
mesi, C vitamini, E vitamini ve selenyum kom-
binasyonunun kadmiyumun sebep oldugu tiro-
id bezi toksisitesine kars1 koruyucu etkisi olup
olmadigimin immiinohistokimyasal ve histolo-
jik olarak gdsterilmesi amaglanmustir.

YONTEM VE GEREGLER

Deney ve Hayvanlar: Caligmada 24 adet,
200-250 gram agirhiginda, erkek ergin sigcan
kullanildi. Grup I: Dokunulmamis siganlardan;
Grup II: 8 giin oral olarak sadece C vitamini
(250 mg/kg/giin), E vitamini (250 mg/kg/giin)
ve sodyum selenat (0.25 mg/kg/giin) verilen si-
canlardan; Grup III: Intraperitoneal olarak 8
giin CdCl, (2 mg/kg/giin) verilen sicanlardan;
Grup IV: Kadmiyum verilmesinden 1 saat 6n-
ce, C vitamini, E vitamini ve selenyum (ayni
zaman ve dozlarda) verilen siganlardan olustu-
ruldu.

Histolojik Calisma: Histolojik incelemeler
icin 9. giin hayvanlardan eter anestezisi altinda
alman dokular Bouin’de fikse edilerek, rutin
takipleri yapildiktan sonra parafine gomiildii.
4p kalinlikta alinan kesitler hematoksilen-eo-
sin ile boyandiktan sonra, Olympus CX41 151k
mikroskobunda incelendi. Gruplara ait tiim 6r-
nekler ayn1 zamanda toluidin mavisi ile boyan-
d1 ve tiroid bezindeki mast hiicreleri sayilarak
degerlendirildi.

Immiinohistokimyasal Cahsma: Histolo-
jik ¢alisma icin hazirlanan parafin bloklardan
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alman kesitlerde metallotionein i¢in immiin
pozitiflik streptavidin-biotin-peroksidaz meto-
du ile tayin edildi ve kontrol bireylere ait para-
metreler ile karsilastirildi. Kesitler parafini gi-
derildikten sonra rehidre edildi. Sitrat tampo-
nunda antijen iyilestirme uygulandiktan sonra,
%3’1iik H,0O; ile endojen peroksidaz aktivitesi,
immiin olmayan serum ile de spesifik olmayan
baglantilar inhibe edildi. 1:50 diliisyonda anti-
kor inkiibasyonu ger¢eklestirildi. PBS ile yika-
ma yapildiktan sonra, biotin isaretli sekonder
antikor uygulamasimi takiben, yeniden yikama
sonrast  streptavidin-peroksidaz  uygulandi.
Tekrar yikama yapilip, AEC (Amino Etil Car-
bazol) ile boyandi. Doku morfolojisinin izlen-
mesi i¢cin Mayer hematoksilin ile zit boyama
yapildi. Kesitler AEC boyasi ile uyumlu kapat-
ma sivisi ile kapatildi. Metallotionein i¢in im-
mun pozitif reaksiyon gosteren hiicrelerin ve
mast hiicrelerinin sayimi ayni aragtirmaci tara-
findan X40 biiyiitmede 151k mikroskobunda ya-
pildi

Istatistiksel Analiz: Degerlerin istatistiksel
incelemesinde “SPSS 10” paket programi ve
Mann Whitney-U testi kullanildi.

BULGULAR

Histolojik Bulgular: Dokunulmamis ve sa-
dece antioksidanlarin verildigi kontrol grupla-
rina ait tiroid bezinde normal histolojik gorii-
niim mevcuttu (Resim 1). Kadmiyum verilen
grupta, tiroid bezi folikiil epitelinde piknotik
nukleus ve vakuolizasyon, genellikle periferde-
ki folikiillerin bazi hiicrelerinde sisme ve bazi-
larinda yassilasma, folikiil epitelinde pargalan-
ma, folikiil limenlerinde atilmis hiicre artiklar
ve nukleuslar gibi dejeneratif degisiklikler goz-
lendi. Ayrica kolloid miktarinda azalma da
dikkati ¢ekti (Resim 2). Kadmiyum-+antioksi-
danlarin verildigi grupta ise bu dejeneratif de-
gisikliklerin azaldig1 dikkati ¢ekti (Resim 3).

Immiinohistokimyasal Bulgular: Tiroid
bezi interstisiyel bag dokusunda metallotionein
icin immiin pozitif hiicreler gozlendi. Mast
hiicresi oldugu tahmin edilen ve toluidin mavi-
si ile metakromazi gosteren bu hiicrelerin mast
hiicreleri olduklar1 belirlendi. Calisma grupla-
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rinda ki mast hiicre sayilar1 Sekil 1’de, MT
eksprese eden mast hiicrelerin sayisi ise Sekil
2’de gosterilmektedir. Sadece kadmiyum veri-
len grupta MT eksprese eden hiicre sayisinin,
kontrol grubuna gore, istatistiksel olarak an-
laml1 bir artig gosterdigi saptandi (p<0.000),
diger gruplarda ise anlamli bir farklilik izlen-
medi (Resim 4-6). Gruplara ait mast hiicre sa-
yilar1 ve kontrol gurubuna ait degerler karsilag-
tirildiginda, istatistiksel olarak anlaml farklilik
izlendi (p<0.000) (Resim 7-9).
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Resim 1. Kontrol grubﬁna ait tiroid bezinin genel histolo-

jik goriiniimii. H.E. X 320.
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Resim 2. Kadmiyum verilen deney grubunun tiroid be-
zinde piknotik nukleuslar (=), vakuolizasyon (v), azal-
mis kolloid igeren ya da icermeyen folikiiller (*), atilmig
hiicre artiklar1 ve nukleuslar igeren liimene (L) sahip foli-
kiillerin epitelinde pargalanma (—), sismis (A) yada yas-
silasmis (A) folikiil hiicreleri. H.E. X 320.
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Resim 3. Ka&miyum ve antioksidan Velen grubun tiroid
bezinde, kontrol gruba benzer, genel histolojik goriiniim.
H.E. X 320.
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Sekil 1. Her dort gruba ait mast hiicre sayisi.
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Sekil 2. Her dort gruba ait MT pozitif hiicre sayisi.
TARTISMA

Bilindigi gibi kadmiyum, c¢ok toksik en-
diistriyel ve cevresel agir metallerden biridir.
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Farkli hayvanlarla yapilan deneylerle, kadmi-
yumun c¢esitli organlardaki kronik toksisitesi,
cesitli aragtiricilar tarafindan histolojik ve ince
yapisal olarak gosterilmistir.*” Akut olarak
maruz kalinma ile kadmiyumun bdbrek, kara-
ciger ve testiste nekrozu indiikledigi ve hiicre-
sel hasar olusturdugu, kronik olarak maruz ka-
linmasi ile ise bobrek ve kemikte hasara sebep
oldugu bilinmektedir.” Kadmiyum oksit (CdO)
ve kadmiyum kloriir (CdCl,) gibi tipik inorga-
nik kadmiyum bilesiklerinin solunmasi ve sin-
diriminden sonra, alveolar membranlara yada
bagirsak duvarina gegisini takiben, kadmiyu-
mun ana fraksiyonunun evvela karacigerde bi-
riktigi kabul edilir. Metallotionein ise diisiik
molekiiler agirlikli, sisteince zengin bir prote-
indir ve ¢inko, kadmiyum, bakir, civa gibi me-
taller metallotionein sentezini indiikler."” Kad-
miyumun almma yolu, onun absorpsiyonunu
ve tutulmasin etkiler. Farkli alinma yollar1 so-
nucu, kadmiyumun organlardaki dagiliminin
ve buna bagli olarak metallotionein aktivasyon
bolgelerinin degistigi bildirilmistir."” Kadmi-
yuma maruz kalinmasi durumunda tiroid be-
zinde kadmiyum yliksek konsantrasyonda bu-
lunmus ve tiroid bezinde dejeneratif etkileri
bildirilmistir.'"” Kadmiyumun tiroid fonksiyon-
lar1 {izerindeki etkisi ise tam olarak agiklanma-
mistir. Ancak, kadmiyum muamelesinin tiroid
hormonunun serum konsantrasyonunda azal-
maya ve lipid peroksidasyonunda artigsa sebep
oldugu bildirilmistir. '®
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Resim 4. Ko

bag dokusunda metallotionein i¢in immiinpozitif reaksi-
yon gosteren hiicreler (). X 320.
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Resim 5. Kadmiyum verilen deney grubunun tiroid be-
zinde metallotionein eksprese eden hiicre sayisinda artis
(). X 320.
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Resim 6. Kadmiyum ve antioksidan verilen grubun tiroid

bezinde metallotionein i¢in immiinpozitif hiicreler (=).
X 320.

Kadmiyuma maruz kalan siganlarin karaci-
ger, bobrek ve beyin hiicrelerinin analizleri
DNA hasarin1 da agikga gostermektedir. Kad-
miyum dozu ve DNA hasarimin derecesi ara-
sinda pozitif bir iliski vardir.'” Sitoplazmik lo-
kalizasyon gdosteren metallotioneinin, hiicre
siklusunun G1 ve S fazindaki hiicrelerde nuk-
leusda ekspresyon gosterdigi bildirilmistir."
Oksidatif stresin kronik kadmiyumun indiikle-
digi toksisitede esas rol oynadigi bilinmekte-



178 CERRAHPASA TIP DERGISI

dir."" Kadmiyum, hiicrelerin antioksidan sis-
temlerini degistirerek ve membran lipidlerinin
peroksidasyonunu artirarak farkli dokularda
oksidatif hasari indiikleyebilir.* Kadmiyum-
dan etkilenen hiicrelerde, metal baglayici bir
protein olan metallotionein sentezini takiben,
metallotionein-kadmiyum kompleksi olusur.”’
Metallotioneine baglanamayan kadmiyumun
ise toksikolojik degisikliklere sebep olabildigi
ileri siiriilmektedir.”’ Metallotionein sentezi
agir metallerle muameleden sonra kemiricilerin
bobrek, karaciger, akciger, bagirsak ve testisle-
rinde artis gostermektedir.'* Tiim dokularda
kadmiyum metallotioneine baglanir ve toksik
olmayan metallotionein-kadmiyum kompleksi
olarak depolanir.'" Metallotionein, oksidatif st-
resi baskilayarak kadmiyumun sebep oldugu
toksisiteye karsi korunmaya yardim eder. Me-
tallotionein serbest radikal savici etkisinden
dolay1 antioksidan savunma sisteminin dnemli
bir unsurudur.” Calismamizda, deney grubun-
da artan metallotionein ekspresyonu kadmiyu-
mun oksidatif stresle olusturdugu hasara kars1
savunmada koruyucu rol oynadigini diigiindiir-
mektedir. Serbest radikal savicilar1 ve antioksi-
danlarin kadmiyum toksisitesine kars1 korun-
mada etkili oldugu bildirilmistir.>*!'" C vitami-
ni, E vitamini ve selenyum antioksidatif meka-
nizmalar yoluyla kadmiyum toksisitesini azal-
tabilir. E vitamini ve selenyum verilen siganla-
rin karaciger ve bobreginde kadmiyum alimi
ve dagilmmin smirlandigi gosterilmistir. Bu
antioksidanlar karaciger ve bobrekte toksik
serbest radikallerin olusumunu inhibe ederler.'®
Selenyumun varliginda testiste ve bdbrekte
kadmiyum lipid peroksidasyonunu indiikleye-
mez.** Bir diger calismada, selenyumun kad-
miyum toksisitesine karsi koruyucu etkisi gos-
terilmistir.”> Askorbik asit 6n muamelesinin
ise yine kadmiyum toksisitesini azalttig1 goste-
rilmistir.” Ayrica, kadmiyumla tiroid bezinde
olusan fonksiyon kaybina karsi askorbik asidin
koruyucu etkisinin antioksidatif etki mekaniz-
mastyla olustugunu bildirmiglerdir. Bu calis-
mada kadmiyumun serum tiroid hormon kon-
santrasyonlarinda azalmaya yol actigi ve as-
korbik asit verilmesinin T; (triiyodotironin)
konsantrasyonunu diizelttigi, ancak T4 konsan-
trasyonunda degisiklige yol agmadigi bildiril-
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mistir.'”® Bizim ¢alismamizda da, kadmiyum
verilen bireylerde gozlenen dejeneratif degisik-
liklerin C vitamini, E vitamini ve selenyum
verilen grupta azalmasi, kadmiyum toksisitesi-
ne kargt giiglii bir antioksidatif etkinin olustu-
gunu gostermektedir.
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Resim 7. Kontrol grubuna ait tiroid bezinde mast hiicre-
leri (=®). Toluidin mavisi. X 320.

leri (=»). Toluidin mavisi. X 320.

Tiroid dokusunda sadece interstisiyel doku-
da yer alan mast hiicrelerinde metallotionein
ekspresyonu gozlendi. Mast hiicreleri inflama-
tuar ve alerjik reaksiyonlarda rol alan bag doku
hiicreleridir. Bu hiicreler etkilerini histamin, si-
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tokinler, kemotaktik faktorler, arasidonik asit
metabolitleri gibi inflamatuvar diizenleyiciler
salgilayarak gosterirler.”® Mast hiicrelerinin
metallotionein eksprese ettigi daha once bildi-
rilmemistir. Oksidatif stresin mast hiicrelerin-
den diizenleyicilerin saliniminda etkili oldugu,
oksidan ve antioksidan diizeylerinin de mast
hiicre fonksiyonlarmin diizenlenmesinde rol
oynadigi bildirilmistir.® Bulgularimiz, mast
hiicrelerinin metallotionein ekspresyonu gos-
termeleri nedeni ile, kadmiyum biriktirme ye-
tenegine sahip oldugu diisiindiirmektedir. Kad-
miyum verilen grupta, mast hiicre sayisinin ve
MT ekspresyonunun artigi kadmiyumun oksi-
datif stresle olusturdugu hasara karst metalloti-
oneinin koruyucu rol oynadigimi diistindiirmek-
tedir. Kadmiyum + antioksidanlarin verildigi
grupta, kadmiyum verilen gruba gore, bir anti-
oksidan olan metallotioneinin ekspresyonu ve
mast hiicre sayisinin azalmasi, vitamin C, E,
selenyum uygulamasi ile antioksidatif meka-
nizmanm kompanse edilmesi sonucunda, me-
tallotioneinin ekspresyonunda azalma meydana
geldigini diisiindiirmektedir.
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Resim 9. Kadmiyum ve antioksidan verilen grubun tiroid
bezinde mast hiicreleri (=). Toluidin mavisi. X 320.

Sonug olarak, kadmiyuma maruz kalmanin
tiroid bezinde 6nemli dejeneratif degisiklikler
olusturdugu, metallotionein ekspresyonunun
kadmiyum toksisitesine bagli olarak artig gos-
terdigi tespit edilmistir. Bulgularimiz muhte-
melen metallotioneinin antioksidan olarak tiro-
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id bezinde kadmiyum toksititesine karsi rol al-
digim diisiindlirmektedir. Ayrica C vitamini, E
vitamini ve selenyum kombinasyonunun veril-
mesi ile giiclii bir antioksidan etki olustugun-
dan MT ekspresyonunun azaldigi ve antioksi-
danlarin metallotionein ekspresyonunun dii-
zenlenmesine katkida bulunabilecegi diisiintil-
mektedir. C vitamini, E vitamini , selenyum ve
metallotioneinin tiroid bezinde kadmiyum ha-
sarma kars1 miisterek koruyucu bir etki goster-
digini soyleyebiliriz.

OZET

Caligmanin amaci sigan tiroid bezinde kad-
miyumun sebep oldugu hasara karsi C vitami-
ni, E vitamini ve selenyumun koruyucu bir et-
kisinin olup olmadigini incelemek ve metallo-
tionein ekspresyonunu tespit etmekti. Grup I:
Dokunulmamis si¢anlardan; Grup II: 8 giin
oral olarak sadece C vitamini (250 mg/kg/giin),
E vitamini (250 mg/kg/giin) ve sodyum selenat
(0.25 mg/kg/giin) verilen sicanlardan; Grup I1I:
Intraperitoneal olarak CdCl, (2 mg/kg/giin) ve-
rilen siganlardan; Grup IV: Kadmiyum veril-
mesinden 1 saat Once, aynt zaman ve dozda C
vitamini, E vitamini ve selenyum verilen sigan-
lardan olusturuldu. Sicanlarin tiroid bezinden
alinan doku pargalar1 rutin takipleri yapildiktan
sonra, histolojik ve immunohistokimyasal ola-
rak incelendi. Sonug olarak, kadmiyumun tiro-
id bezinde yapisal dejeneratif degisikliklere se-
bep oldugunu, bu antioksidanlarin tiroid be-
zinde kadmiyum ile olusan oksidatif hasara
kars1 koruyucu bir etki gosterdigini ve metallo-
tionein ekspresyonunun diizenlenmesine katki-
da bulunabilecegini soyleyebiliriz. Ayrica, gok
sayida metallotionein pozitif hiicre igeren tiro-
id bezinin kadmiyum birikimi ile ilgili oldugu
ve metallotioneinin de bu birikimde rolu oldu-
gu diistiniilmektedir.
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