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Abstract

Amag: Bu calismada kadmiyum kloriir uygulamasi ile bobrek
dokusunda meydana gelen yapisal degisiklikler ve kadmiyum
kloriir ile birlikte ekzojen uygulanan metallothioneinin koruyucu
etkilerinin 151k miroskobik incelenmesi amaglandi.

Gere¢ ve Yontemler: Calismada 36 adet Wistar cinsi ergin erkek
sican kullanildi. Denekler 3 gruba ayrildi. Birinci grup sigcanlara
(n: 16) deri alt1 yolla 3.5 mg/kg/giin kadmiyum kloriir (Sigma;
St Louis MO, USA), ikinci grup sicanlara (n: 16) deri alt1 yolla
3.5 mg/kg/giin kadmiyum kloriir ve periton i¢i 30 pmol/kg/giin
metallothionein (Sigma; St Louis MO, USA) enjekte edildi.
Uciincii grup siganlar (n: 4) ise kontrol grubu olarak kullanildi.
Calismanin 1., 3., 5. ve 7. giinlerinde deneklerden eter anestezisi
altinda bobrek dokulart alindi, %10’luk formaldehit
soliisyonunda tespit edildi, parafin bloklar hazirlandi. Alinan
kesitlere (5 pm) Hematoksilen & Eosin, Periodic acid Schiff ve
Masson’un ti¢lii boyalart uygulandi.

Bulgular: Bu calismada her iki deney grubunda da kadmiyum kloriir
ve metallothionein uygulama siiresinin artisina paralel olarak
renal korpuskiil ve tiibiillerin bazal membranlarinda kalinlagma,
proksimal tiibiillerde dejenerasyon, korteksteki damarlarda
konjesyon saptandi. Ikinci grupta ayrica intramezengial
hiicrelerde artig, tiibiillerde PAS (+) graniiller ve Kkortiko
medullar bolgedeki tiibiillerde PAS (+) hiyalin madde birikimi
gozlendi.

Sonugc: Sonug olarak kadmiyum kloriir’tin bobrekler igin oldukga toksik
oldugu ve Onemli yapisal hasara yol agtigi belirlendi. Metal
baglayan protein olarak bilinen metallothioneinin olusan bu
yapisal hasarlar1 onlemede yetersiz kaldigi ve benzer yapisal
bozukluklarin metallothionein uygulanan gruplarda da olustugu
saptandi.

Anahtar Kelimeler: Kadmiyum, metallothionein, bobrek, mikroskop

Objective: The aim of present study was to determine by light
microscopy the cadmium chloride-induced structural changes
and protective effects of co-administration of metallothionein in
kidney tissue.

Material and Methods: Thirty-six adult Wistar male rats were used
in this study. Animals were divided into three groups. Cadmium
chloride (3.5 mg/kg/day) was subcutaneously (s.c) injected to
the first group (n= 16), whereas the second group (n= 16)
received both cadmium chloride (3.5 mg/kg/day s.c) and
metallothionein (30 pmol/kg/day intraperitoneally). The rats in
the third group (n= 4) were used as controls. On the 1%, 3%, 5"
and 7" days of the study, kidney tissue samples were taken
under ether anesthesia and fixed with 10% formaldehyde
solution and prepared in paraffin blocks. Tissue sections (5 pm)
were stained with Hematoxylin & Eosin, Periodic Acid Schiff
and Masson’s trichrom.

Results: Kidney tissue damage including basal membrane thickening
of the renal corpuscule and tubules, degeneration in the
proximal tubules and vascular congestion in the renal cortex
were observed in both experimental groups dependent time.
Moreover, in the second group, an increase in intramesangial
cells, PAS (+) granules in the tubules and, in the corticomedullar
tubules, an accumulation of PAS (+) hyaline substance was
observed.

Conclusion: It was determined that cadmium chloride has a toxic
effect in kidneys and causes serious structural damage.
Metallothionein, known as a metal-binding protein, proved
insufficient in preventing cadmium chloride-induced damage.
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Iduk¢ca toksik agir bir metal olan
kadmiyumun c¢evresel miktarinda son
birka¢ ylizyil icinde 6nemli artig oldugu
bildirilmektedir.' Ozellikle karaciger ve bobrek
kadmiyum, hiicrelerde

dokularinda  biriken
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apoptozisi indiiklemekte ve ayn1 zamanda nekroza
yol agmaktadir.” Nefropati, kronik kadmiyum
toksikasyonunun insanda meydana  getirdigi
rahatsizliklardan en bilinenidir.! Kadmiyumun
olusturdugu nefropati proteiniiri, aminoasidotiiri ve
glikoz-iiri gibi klinik semptomlar gostermektedir.'”
Kadmiyum bobreklerde o6zellikle proksimal tiibiil
hiicrelerinde toksik etki gostermektedir.’ Kanda
kadmiyum miktarinin artig1 glomeruler filtrasyonda
azalmaya yol acmaktadir.’ Ovariektomi yapilan
sicanlarda kadmiyumun neden oldugu renal
hasarin siddetinde artig oldugu rapor edilmistir.’

Kadmiyum; DNA, RNA ve protein sentezini
inhibe etmekte, karbonhidrat metabolizmasini ve
mikrozomal sitokromlarin icerigini
degistirmektedir.* Konneksinlerin ekspresyonunu
azaltarak hiicreleraras1 iletisimi saglayan gap
junction’lari inhibisyonuna sebep olmaktadir.’

Metal baglayan bir protein olan
metallothionein (MT)’in sentezi bircok metal
tarafindan indiiklenmektedir. Bu proteinin hiicre ici
cinko ve bakir depolanmasinda gorevli oldugu
diistiniilmektedir. Kadmiyum, MT’nin sentezini
uyaran metallerden biridir. Kadmiyum
toksisitesine karsi bu proteinin koruyucu etkisi
oldugu bildirilmektedir. Yapilan doku kiiltiirii
caligmalarinda diisiik dozda uygulanan
kadmiyumun MT salgilatigs ve daha sonra
uygulanan letal dozdaki kadmiyuma kars1 direng
gelistigi bildirilmektedir.®

Bu calismada bobreklerde kadmiyum kloriir

uygulamasi ile meydana gelen yapisal degisiklikler
tizerine ekzojen uygulanan MT’nin etkisinin 151k
miroskobik incelenmesi amaclandi.

Gerec ve Yontemler

Deneye baslamadan once Firat Universitesi
Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’'ndan onay alindi ve
“Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals” prensiplerine uyularak hayvan haklarinin
korunmas1 ile ilgili gereken titizlik gosterildi.
Calismada 36 adet Wistar cinsi ergin erkek sigan
kullanildi. Denekler 3 gruba ayrildi. Birinci grup
sicanlara (n: 16) deri alt1 yolla 3.5 mg/kg/giin
kadmiyum kloriir (Sigma; St Louis MO, USA),
ikinci grup sicanlara (n: 16) deri alti yolla 3.5
mg/kg/glin kadmiyum kloriir ile birlikte periton ici
30 wmol/kg/giin MT (Sigma; St Louis MO, USA)
enjekte edildi.” Uciincii grup sicanlar (n: 4) ise
kontrol grubu olarak kullanildi. Kadmiyum kloriir
ve MT uygulamsinin 1., 3., 5. ve 7. giinlerinde
deneklerden eter anestezisi altinda bobrek dokular:
alindi, %10’luk formaldehit soliisyonunda tespit
edildi ve 151tk mikroskobik takip serilerinden
gecirilip, parafin bloklar hazirlandi. Alinan 5 pm’lik
kesitlere Hematoksilen & Eosin, Periodic acid
Schiff ve Masson’un {iglii boyalar1 uygulandi.
Kesitler Olympus BH2 fotomikroskopta incelenip
fotograflandi. Deneye bagli olarak bdbrek
dokusunda meydana gelen histopatolojik bulgularin
gruplar arasindaki farkliligi semiquantitative analiz

Tablo 1. Kadmiyum kloriir ve kadmiyum kloriir ile birlikte MT uygulamasini takiben bobrek dokusunda
meydana gelen histopatolojik degisikliklerin siddetinin deney siiresine baglh olarak skorlanmasi.

Kadmiyum Kloriir Kadmiyum Kloriir + MT
Giinler Giinler
Histopatolojik degisiklikler Kontrol 1 5 7 1 3 5 7
RK ve tiibiillerde BM kalinlagsmasi - - + ++ - - + ++
Intramezengial hiicre artis1 + + - + + ++
PTD’da dilatasyon ve konjesyon ++ +++ - - ++ +++
KMT’de PAS (+) hiyalin madde - + + ++
PT’de vakuolizasyon + + - - + +
Tiibiillerde PAS (+) graniil - - - - - ++
PT’de bazofilik boyanmada azalis - ++ ++ ++ ++ ++ ++

RK: Renal korpuskiil, BM: Bazal membran, PTD: Peritiibiiler damarlar, KMT: Kortikomeduller tiibiil, PT: Proksimal tiibiil yapilarini;
histopatolojik degisiklikler yoniinden -: Yok; +: Hafif derecede; ++: Orta derecede; +++: Siddetli derecede meydana gelen yapisal

degisiklikleri ifade etmektedir.
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ile Tablo 1’de gosterildi.

Bulgular

Deney siiresince kadmiyum kloriir toksisitesine
bagh olarak sicanlarda o6liim olay1 gerceklesmedi.
Kadmiyum  kloriir ve  MT  enjeksiyonu
tamamlandiktan anestezisi  altinda
abdominal bolgeye yapilan midsagital insizyon ile
alinan bobrek dokularinin makroskobik incelenmesi
sonunda her iki deney grubunda da konjesyon
gozlendi. Mikroskobik incelemelerde kontrol

sonra eter

grubuna ait olan kesitlerde renal korpuskiil (RK),

Sekil 1. Kontrol grubu. RK ve tiibiil yapilar1 (ok) normal
olarak izlenmekte. Periodic acid Schiff x 20.

Sekil 3. Kadmiyum kloriir uygulaniginin 3. giini. RK’da
mezangium artist (m), proksimal tiibiillerin lumenlerinin

kapalt oldugu ve soluk boyandigi (ok) izlenmekte.

Hematoksilen Eozin x 20.
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tiibiil yapilar ve bazal membran kalinliklart normal
olarak izlendi (Sekil 1). Birinci ve ikinci gruplarda
deneyin 1. giiniindeki bobrek yapisi kontrol grubuna
benzer sekilde goriildii (Sekil 2). Kadmiyum kloriir
ve kadmiyum Kloriir ile birlikte MT uygulaniginin 3.
giiniinde proksimal tiibiillerde, dejenerasyon belirtisi
oldugu diisiiniilen bazofilik boyanmada azalma, MT
uygulanan grupta ayrica RK’larin ¢ogunda
intramezengial hiicrelerde artis saptandi (Sekil 3, 4).
Deneyin 5. giiniinde 1. ve 2. gruplarda yapisal
bozuluklarin belirginligi devam etmekteydi. Onceki
bulgulara ilaveten her iki grupta da peritiibiiler

Sekil 2. Kadmiyum kloriir uygulaniginin 1. giinii. RK ve tiibiil
yapilart kontrol grubuna benzer olarak ayirt edilmekte.
Hematoksilen Eozin x 20.

~

A
—

.“-it "B ‘-:f ' e d

Sekil 4. Kadmiyum kloriir ile birlikte MT uygulanisinin 3.
giinii. RK’da mezengial hiicrelerde artis (m), Bowman
araliginda belirgin daralma (ok), proksimal tiibiillerde
dejenerasyon (*), gozlenmekte. Distal tiibiiller (¢ift ok) normal
yapida ayirt edilmekte. Hematoksilen Eozin x 20.
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Sekil 5. Kadmiyum kloriir uygulanisinin 7. giinii. Tiibiiller arasi
kan damarlarinda genigleme ve konjesyon (*), proksimal tiibiil-
lerde vakuolizasyon (ok) izlenmekte. Hematoksilen Eozin x 10.

Sekil 7. Kadmiyum kolriir ve MT uygulaniginin 7. giinii.
RK’da intramezengial hiicre artis1 (m), Bowman aralifinda
daralma (gift ok), soluk boyanan tiibiiller (ok) ve tiibiiller
arasindaki kan damarlarinda genisleme ve konjesyon (*) ayirt
edilmekte. Mallory’nin ii¢lii boyasi x 10.

damarlarda dilatasyon ve konjesyon, proksimal
tiibiillerde  vakuolizasyon gozlendi (Sekil 5).
Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda RK ve
tiibiillerin bazal membranlarinda PAS (+)’lik
siddetinde artis dolayisiyla bazal ~membran
kalinlagmas1 belirgin olarak saptandi (Sekil 6).
Kadmiyum kloriir ve MT nin birlikte uygulanisinin
7. giniinde prok-simal tiibiil dejenerasyonu,
intramezengial hiicrelerde yogunlagma, konjesyone
ve genislemis peritiibiiler damarlar, bazal membran
kalinlagmasi ve tiibiillerde PAS (+) graniiler yapilar
ayirt edildi (Sekil 7, 8). Kadmiyum kloriir ve MT nin
birlikte uygulandigi gruplarda deneyin 3. giiniinden
itibaren  Ozellikle  kortikomeduller — bolgedeki
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Sekil 6. Kadmiyum kloriir uygulanisinin 7. giini. RK’da
mezengium artist (m), tiibiil ve RK bazal membranlarinda
kalinlagsma (ok) dikkat ¢ekmekte. Periodic acid Schiff x 20.

Sekil 8. Kadmiyum kolriir ve MT uygulaniginin 7. giinii. RK
ve tiibiillerin bazal membranlarindaki kalinlagsma (¢ift ok) ve
tiibiillerde PAS (+) graniiler yapilar (ok) belirgin olarak
gozlenmekte. Periodic acid Schiff x 20.

Sekil 9. Kadmiyum kolriir ve MT uygulanisinin 7. giinil.
Kortikomeduller bolgedeki tiibiillerde PAS (+) hiyalin madde
birikimi (*) ayirt edilmekte. Periodic acid Schiff x 20.
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tiibiillerde PAS (+) hiyalin madde birikimi saptandi
(Sekil 9). Deney sonunda I. ve II. gruplara ait
bobreklerdeki etkilenmenin ozellikle 3. giinden
itibaren basladig: tespit edildi (Tablo 1).

Tartisma

Bircok endiistri sahasindan cevreye salinan
agir metallerden biri olan kadmiyum sindirim
kanali ile alindiktan sonra bobreklerde birikip renal
hasara yol agmaktadir.'” Uzun siireli kadmiyum
maruziyetinin, proksimal tiibiillerde atrofiye,
dejenerasyon ve vezikiilasyona sebep oldugu
bildirilmektedir.'"'* Akut ve kronik kadmiyum
toksikasyonunda proksimal tiibiil hiicrelerinde
apoptozis, mikrovillus yapilarinda bozulma,
mitokondriyonlarda sisme gozlenirken, RK’larin
podosit ve pedisellerinde fiizyon meydana
gelmektedir.” Kadmiyum miktarinin  artisina
paralel olarak renal kortekste nekrotik degisiklikler
olusmaktadir."

Gallien ve ark. kadmiyum konsantrasyonu
bobrek korteksinde 50upg/g’a ulastiginda tiibiiler
fonksiyon bozuklugunun meydana geldigini
bildirmektedirler.” Kadmiyuma bagli olarak
proksimal tiibiillerde vakuolizasyon, lizozom artist,
RK’larin  bazal membranlarinda kalinlagma,
mikrocisimlerde ve diiz endoplazmik retikulum
organellerinde artis, ¢ekirdekte inkliizyonlar tespit
edilmistir.*'*

Yapilan bu calismada da kadmiyum Kkloriir
uygulamasinin ~ bobrek  dokusunu  etkiledigi
saptandi. Kadmiyum uygulama siiresinin artisina
paralel olarak 6nem kazanan RK ve tiibiillerin
bazal membranlarinda kalinlasma, proksimal
tiibiillerde ~ dejenerasyon ve  vakuolizasyon,
koretkste tiibiiller arasindaki damarlarda genisleme
ve konjesyon gozlendi.

Agir metalleri  baglaylp detoksifikasyon
siirecinde etkili olduklar1 bildirilen MT’ler en
yogun olarak karaciger ve ozellikle de bobreklerde
sentezlenmektedirler.”” MT nin ayrica esansiyel iz
elementlerinin homeostazisinde, bir¢cok hastaligin
tedavisinde rol oynadig ve degisik oksidatif stres
kosullarina kars1 koruyucu oldugu
bildirilmektedir."
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Bu calismada kadmiyumun olusturdugu hasari
onlemek amaciyla kullanilan MT’nin bdbrek
dokusunu koruyamadigi saptandi. Kadmiyum ile
birlikte MT uygulanisinin 3. giiniinden itibaren
RK’larda mezengium artisi, proksimal tiibiillerde
dejenerasyon, tiibiiller aras1 damarlarda dilatasyon
ve konjesyon, tiibiillerin ve RK’larin bazal
membranlarinda kalinlasma ve
kortikomeduller bolgedeki tiibiillerde yogun olmak
iizere biitiin tiibiillerde PAS (+) hiyalin madde
birikimi tespit edildi. Ayrica sadece kadmiyum
verilen gruplardan farkli olarak deneyin 7.
giiniinde renal korteksteki tiibiillerde PAS (+)
graniiler yapilar saptandi. Bu graniillerin metal
detoksifikasyonunda rol oynuyor olabilecegi
diistintildii.

ozellikle

Sonug¢ olarak hem kadmiyum kloriir hem de
kadmiyum kloriir ile birlikte MT uygulanmasinin
sican bobrek fonksiyonlarim1 etkileyebilecek
derecede yapisal bozukluklara yol agtig1
saptandi. Bir¢cok zararli maddeyi detoksifiye
etmesiyle bilinen ve biyosentezi karaciger ve
bobrekler tarafindan yapilan MT’nin ekzojen
uygulamasinin  kadmiyumun sebep oldugu
yapisal degisikliklere kars1 koruyucu etki
olusturamadig: tespit edildi.
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