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Background and design.- The harmful effects of acute and chronic iron
loading are well documented. Increased lipid peroxidation is an important
expression of both chronic and acute iron toxicity. In the structure of some
antioxidant enzymes such as SOD, the copper and the zinc are irivolved.
Our aim was to study the effect of iron overloading on the plasma copper
and zinc levels.
Results.- Adult male Wistar albino rats weighing 200-205g were used. The
animals were divided into 2 weight-matched groups. Group 1: Control
group (n=6) and Group 2: Iron overloading group (n=7). The rats of group 2
received intraperitoneal iron (Ferro lll hydroxide polymaltose) at a dose of
250 mg/kg/day for 10 days. At the end of the administration period, the rats
were killed under ketamine ariesthesia (50 mg/kg). Heparinized blood
samples were obtained from aorta abdominalis. The plasma iron, copper
and ziric levels were mesaured by atomic absorbtion spectrophotometer.
The plasma free iron values for rats receiving iron were significantly
(p<0.001) higher. This finding confirmed the establishment of the iron
overloading state. The plasma free copper levels of iron overloading group
were higher (p<0.01) than those of control rats. There was no significant
difference between the plasma zinc levels of two groups (P>0.05).
Conclusion.- We concluded that the trace elements such as copper and
zinc have very important effects on the oxidant/antioxidant status of the

organism.

These are:
1- High iron levels of the plasma under iron overloading condition indicate
the oxidant status in the organism.

2- The plasma Cu’ levels increase iron overloading condition. This
contributes to the metabolic activation of the antioxidant enzymes such as

SOD.
3- The plasma Zn" concentrations of two groups are almost the same
levels. This impact may be due to overutilization of zinc ions in iron

overloading group.
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Bazi anemilerin tedavisi, dogumsal hemokromatozis ve kan nakilleri
gibi durumlarda plazma demir konsantrasyonu yiikselmektedir. Demir
yiiklemesi kisa siireli bir uygulama da olsa, asir1 konsantrasyonlarda
lipid peroksidasyonunun arttigi kanitlanmistir.*? Bu etki in vivo sigan
deneyleri, in vitro hepatik mikrozomlan ve insan lipozomlarinda
malondialdehit (MDA) artisiyla gosterilmistir. Ayrica demir yiiklenen
hayvanlarda solunumsal penton atim1 ile dokularda konjuge dienlerin
artis1 belirlenmistir.?

Demir, Fenton Reaksiyonu yoluyla en giliclii serbest radikal olan
hidroksil (OH') radikallerinin olusmasini saglarken, stabil lipid



hidroperoksitlerinin peroksi ve alkoksi radikallerine dontsiimiinii
hizlandirir. Benzer etki bakirin (Cu®) girdigi indirgen transizyon
metallerinin otooksidasyonu reaksiyonlannda da goriilmektedir. Cu* +
0, --> Cu™ + O, " Membran lipidlerinde peroksidasyon islevi hidrosil,
alkoksi ve peroksi radikalleri gibi reaktif maddelerin bir metilen
grubundan hidrojen atomunu ¢ikarmasi ile gerceklesir.* Coklu
doymamig yag asitleri membran lipidlerinde bulunur ve
peroksidasyona duyarhdirlar.

Bakirin yukaridaki reaksiyondan baska, insan viicudunda Onemli
fonksiyonlar1 vardir. Hiicreleri lipid peroksidasyonundan koruyan
enzimlerden siiperoksit dismutaz (SOD) enziminin yapisinda
bulunurlar. Mitokondrial sitokrom oksidazlann 6nemli elementidir.
Bakirin plazmada tasinmasinda rol oynayan seiiiloplazminin
yapisinda da bakir bulunmaktadwr. Hemoglobin sentezinin degisik
evrelerinde bakir kullanilmaktadr. Serbest bakir organizmada hiicre
membranlan iizerine prooksidan bir ajan olarak rol oynamaktadir.
Ancak toplumda bakir eksikligi ¢ok nadir goriiliir ve tedavi amaciyla
bakir supplementasyonu da yapilmamaktadir.

Bir bagka eser element olan ¢inko (Znt+2), insan organizmasindaki
bircok enzimin isleyisinde gorev almaktadir. SOD enziminin
yapisinda bakir oraninda ¢inko da bulunmaktadwr. Plazmada serbest
halde bnlunan ¢inko, hiicrelerde membran stabilizatorii olarak
fonksiyon gormektedir.’ Cesitli biyolojk molekiillere baglanarak
demir ve bakinn baglanmasmi ve dolayisiyla bunlann yapacaklari
oksidatif hasar1 Onlemektedir. Bu nedenle ¢inko antiperoksidatif
etkiye sahip bir element olarak tammlanir. Ozetle, Fe, Cu ve Zn
oksidan/antioksidan sistemlerde reaksiyonlann etkilesiminde degisime
ugrayan 0nemli elementler olmalidir.

Daha 6nce demir uygulamasi ile ilgili ¢alismalarimizda, demirin
oksidan stres faktorii oldugu, plazmada MDA'in ¢ok anlamh
yikselmesiyle gosterilmistir.® Ayn1 deney serisinde, eritrosit i¢i enzim
tayinleri de yapilmus, Cu, Zn-SOD, Glutatyon peroksidaz gibi
antioksidan  enzimlern  eritrositlerde  arttig1  belirlenmistir.
Sundugumuz caligma oksidatif olaylarin arttigt demir yiiklemesi
durumunda, plazma bakir ve ¢inko eser elementlerinin degisimlerinin
incelenmesi amaciyla planlanmustir.

YONTEM VE GEREGLER

Caliymada Wistar -Albino tipi 13 erkek sican kullanildi Caliymada kullanilan
hayvanlar standart laboratuar sigan yemiyle ve ¢esme suyuyla beslendi. Sigcanlar 1.
Kontrol grubu ve 2. Demir yiliklemesi yapilan grup (n=7) olarak ikiye ayrldi. 2.
Gruptaki sicanlara 10 giin siireyle intraperitoneal Ferro III polimaltaz (250 mg/kg/
gilin) enjekte edildi 6 Bu siirenin sonunda si¢anlara ketamin (50 mg/kg) anestezisi
uygulandi. Abdominal bélgeden yapilan diseksiyonla periton i¢indeki organlar
incelendi. Abdominal aortadan tliim sistemik kan (yaklasik 5 ml) alndi. Karaciger,
dalak ve pankreas morfolojik inceleme amaciyla ¢ikarilarak fikse edildi. Heparinize



tiiplere alman kan Omekleri santrifiije edilerek (3000 rpm) plazma siipernatanti
ayrildi. Ayrlan siipernatantlar 6lgiim yapilana kadar -20° C de saklandi. Atomik
absorbsiyon spektrofotometresi ile plazma bakrr ve ¢inko diizeyleri ile, oksidan
stres gostergesiolarak demir diizeyleri 6 Igiildii.

Her bir elementin 6l¢iimii i¢in Titrosol 1000+£0.002 mg (Merck) standard stok
solusyonundan demir ve bakir i¢in 1 ve 2, ¢inko i¢in 0.5 ve 1 pl/ml'lik standart
¢Ozeltiler hazirlandi. Kor olarak bidistile su kullanild1. Alette her elemente ait 6 zel
dalga boyunda 151k veren HCL (Hollow Cathod Lamp) lambalan ile yine her
elemente uygun hava-asetilen gaz karigimy, silit araligit HCL ve BGC (Back Ground
Correction) modlan segildi. Bu sartlarda kor ve standart ¢ozeltiler alete (Shimadzu
AA-680) verilerek kalibrasyon egrileri ¢izdirildi. Alman 6rneklerin 6 l¢iimii yapild1.

Bulgularimizin istatistiksel degerlendirmesi, SPSS istatistik programi ile Student-t

testi kullanilarak yapildi. Istatistiksel olarak p<0,05 anlamhilik smin olarak kabul
edildi.

BULGULAR

Bulgularimiz  Tablo I'de  topluca  gosterilmektedir. Deney
gruplarindakibulgularm grafikleri ise Sekil 1, 2, 3'te goriilmektedir.

Tahlo [. Kontrol ve Deney gruplannda Slglilen parametreler
(Ortalama # standart saprma).

Kontrol Grubu Oksidan Stres Grubu

Plazma Demir (ugfdl)  459.58+64.16 1207.7 11529 2%+
Plazma Bakir (pg/dl) 148.5+74.53 204, 7841 13,53
Plazma Cinko (pgfdl)  185.75259.81 224 5746914

{(**) p0D1, (**+%) p<0,001
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Bulgularimiza gore; plazma serbest demir diizeyi oksidan stres
grubunda kontrol grubuna gore ¢ok anlaml olarak yiksek (p<0,001)
bulundu. Bakir diizeyi, ayni sekilde deney grubunda istatistiksel
olarak anlamh (p<0,01) yiiksek bulundu. Plazma serbest ¢inko diizeyi
ise demir yiiklenen grupta yiiksek bulunmasma karsm, iki grup
arasinda istatistiksel olarak anlaml farklilik sap tanmadi (p>0,05).

TARTISMA

Demir plazmada yiksek konsantrasyonda bulundugunda, c¢esitli
dokularda birikim yapabilen bir elementtir. Bu birikim dokularin
fizyolojik fonksiyonlarmda bozulmalara neden olur. Bunun yaninda,
plazmadaki serbest demirin hiicre membranlar1 tizerinde dogrudan ya
da dolayl olarak oksidan stres etkisi de bulunmaktadir.®® Oksidan
stress reaksiyonlarmin siddeti, son {irlin olan malondi aldehitin
(MDA) plazmadaki konsantrasyonu ile belirlenmektedir. Konuyla
ilgili bir arasgtirmamizda MDA diizeyi ile plazma serbest demir
konsantrasyonu arasinda iliski bulunmustur.*® Bu baglamda oksidan
stres kosulu olusturulmak istenen deneysel modellerde, serum demir
diizeyi oksidan stres kriteri olarak alinabilir. Aragtirmamizda kontrol
ve deney gruplarinin plazma demir diizeylerindeki ¢ok anlaml
farklilikk  (p<0,001) oksidan stres kosulunun saglandigini
gostermektedir.

Organizmada eser elementler plazmada serbest halde bulunduklar



gibi ¢ok farkli enzimlerin yapisinda, bagh olarak da yer alirlar.’
Gereksinim durumunda serbest halden bagl, baglh halden serbest
duruma gecerler. Plazmada demirin yiksek oldugu deney
grubumuzda, plazma Cut2 diizeyinde de artis saptanmustir (p<0,01).
Bu bulgu oksidan stres kosulunun olusumuyla, antioksidan aktivitenin
artigtyla ilgili olabilir.

Konuyu su sekilde agiklayabiliriz; hiicrelerde oksijen radikallerinden
korunmak amaciyla intraselliiler savunma sistemleri gelismektedir.
Antioksidanlar adi1 verilen bu sistemler oksijen radikallerinin
olusumunu bloke ya da olusmus radikal inaktive eden enzimlerden
olusur. Giinlimiizde savunma sistemleri igcinde SOD, katalaz ve
glutatyon  peroksidaz  enzimleri iizerinde fazlaca ¢alisma
bulunmaktadr.*®®  Siiperoksid dismutaz (SOD) O,'nin H,0'e
indirgenmesini saglayan katalizor bir metalloproteindir. Bu protein,
Fe, Mn, Cu ve Zn iceren yapilar olarak farklilik gosterebilir. Cesitli
memeli tiirlerinde bu enzim mitokondri, endeplazmik retikulum ve
sitoplazmada  bulunmustur.®**® Fe yiklemesi yapilan deney
grubumuzda plazmada serbest demir diizeyinin artmasina bagh olarak
oksidan ortam olusmustur. Bu ortam demirin serbest dagilimim
gosterdigi plazma ile demir birkiminin oldugu doku ya da
hiicrelerdir. Oksidan stres oksidan/antioksidan dengenin korunmasi
icin hiicrelerde SOD {iretimi ve tiikketimi ¢ok fazla artar. Ciinkd,
serbest oksijen radikalleri membran fosfolipidleri proteinleri ve
niikleik asidleri etkileyerek doku haraplanmasima neden olmaktadur.

Radikal toksikasyonunu engelleyen SOD enziminin, plazma demir
artigiyla paralellik gosterebilecegi ileri siiriilmektedir. Demir
yiklemesi yapilan bir ¢aligmamizda, eritrosit i¢i SOD artis1 da bu
gorisi kanitlamigtir. Cu, Zn-SOD enziminin, oksidan olaylara karsi
artigl, beraberinde enzim yikimmmin artmasma neden olacaktr.
Plazmada serbest Cu™"un yiiksek bulunmasi, enzimin yikim iiriinii
olarak aciklanabilir.

Antioksidan 6zellikli Zn" diizeyleri incelendiginde, deney grubunun
plazma Zn* su kontrole gdre biraz yiiksek bulunmustur. Ancak bu
farkin  anlamli  olmamasy Zn® nun membranlar {izerinde
antiperoksidatif koruyucu etkisini disiindiinnektedir. Yiksek demir
iceren ortamlarda membranlann Zn® kullanim hizlanr. Serbest
oksijen radikallerinin neden oldugu lipid peroksidasyonu, protein
hasar, membran permeabilitesinin bozulmasi, Na® wve Ca’
pompalarmm bozulmast fizyolojik fonksiyonlar agisindan ¢ok
onemlidir. Zn" dzellikle protein sentezinin hizlanmasi ve membran
onarimi - stabilitesini, koruyan enzimlerle yofun bir aktiviteye
katilmaktadr. Ozetle Fe yiklenmesiyle olusan oksidasyon olaylar:
antiooksidan sistemlerin tetiklenmesine neden olmaktadir. Sistem
enzimlerinin aktivasyon ve yikim (Cu, Zn-SOD) yapisinda bulunan
Cu™ ve Zn" gbi elementlerin plazmada artmasma neden olur. Zn",
membran onarimina yeniden katilimi ya da elementin yeniden



kullanimi s6z konusudur. Bu nedenle plazmada Zn* diizeyinin
degismedigi goriiliir.

OZET

Demir yiiklemesinde kisa siireli bir uygulama da olsa plazmada, asir1
konsantrasyonlarda demir artmasi durumunda lipid peroksidasyonun
arttig1 bildirilmektedir. Arastrmamz oksidatif olaylarm arttig1 demir
yiklemesi durumunda, plazma bakir ve ¢inko eser elementlerin
degisimlerinin incelenmesi amaciyla planlandi.

Caligma Wistar - Albino tipi 13 erkek siganda yapildi Sicanlar 1.
Kontrol grubu (n=6) ve 2. Demir yiiklemesi yapilan grup (n=7) olarak
ikiye aynldi 2. Grup siganlara 10 giin siireyle, intraperitoneal Ferro
I polimaltoz (250 mg/kg/giin) enjekte edildi. Sire sonunda
sicanlardan ketamin (50 mg/kg) anestezisi altinda abdominal aortadan
kan oOrnekleri alindi. Kan Orneklerinde atomik absorbsiyon
spektrofotometresi ile plazma bakir ve ¢inko diizeyleri ile, oksidan
stres gostergesiolarak demir diizeyleri 61¢iildii

Bulgularimiza gore plazma serbest demir diizeyi oksidan stres
grubunda ¢ok anlaml olarak yiksek bulundu (p<0,001). Bakir
diizeyi, deney grubunda istatistiksel olarak anlamli bir yikseklik
gosterdi (p<0,01). Plazma serbest ¢inko diizeyi demir yiiklenen grupta
yiksek bulunmasma karsin, istatistiksel olarak iki grup arasinda
anlamh farkhlik saptanmadi (p>0,05).

Organizmadaki oksidan/antioksidan dengenin korunmasinda bakir ve
¢inkonun 6nemi konusunda su sonuca varildi;

1- Plazmada demir diizeyinin yiksek olmasi oksidan statiiniin
gostergesidir.

2- Cut artis1 oksidan stresle antioksidan enzimlerin (SOD) metabolik
aktivasyonuna baglandi.

3- Belirtilen kosullarda ¢inko tiiketiminin asir1 artis1 nedeniyle,
plazmada Zn* diizeyinin degismedigi diisiiniildii.
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