DEMIR YOKLEMESININ
DOKU DEMIR DUZEYLERINE ETKILERI*

H. Oktay SEYMEN,_Dervi§ OZCELIK, Tevfik Gl'J_I:_YASAR,
Murat MENGI, Pinar SEYMEN, Gunnur YIGIT

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. Our aim was to study the effect of iron overloading on the different tissue levels of iron.
Results.- 14 adult male Wistar albino rats weighing 200-250g were used. The animals were divided
into 2 weight-matched groups. Group 1: Control group (n=7) and Group 2: Iron overloading group
(n=7). The rats in group 2 received intraperitoneal iron (Ferro Il hydroxide polymaltose) at a dose of
250 mg/kg/day for 10 days. At the end of the administration period, the rats were anesthetized by
ketamine (50 mg/kg). Heparinized blood samples were obtained via aorta abdominalis. The samples
of the tissue from liver, heart, spleen, brain and skeletal muscle were obtained. The plasma and the
tissue levels of iron were measured 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 liver, heart, spleen, and skeletal muscle tissue levels
of iron were significantly higher (p<0.001, p<0.01, p<0.05, p<0.05 respectively) than those of control
rats. There was no significant difference between two groups brain tissue levels of iron (p>0.05).
Conclusion.- Our results show that the liver cells have the most capability of iron storage.
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Kan transfiizyonlari, hemokromatozis ve bazi anemilerin tedavisi gibi durumlarda plazma
demir konsantrasyonu yiikselmektedir.! Cesitli dokularda depolanma 6zelligi olan molekiiliin,
yiiksek konsantrasyonlarda hipertansiyona yol actigr ileri siiriilmiistiir. Akut ya da kronik
demir yiiklemesinin zararl etkilerini inceleyen pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Yiiksek doz
demir, genellikle parankimal dokularda, retikiilo-endotelyal sistemin makrofajlarinda ve en
belirgin olarak da karacigerde toplanir. Yiiksek doz demire retikiilositler ve eritrosit onciil
hiicreleri gibi hiicrelerde de rastlanabilir. Yiiksek doz demirin zararli etkileri, oncelikle
oksijen radikallerinin iiretiminde baslica kaynak iirlin olmasiyla ilgili olabilir.® Haber-Weiss
reaksiyonunda demir, hidrojen peroksit ve siiperoksit molekiillerini toksik serbest hidroksi
radikallerine doniistiiriir.®* Lipid peroksidasyonunun artmasi hem akut hem de kronik demir
toksisitesinin 6nemli bir 6zelligidir. Kronik demir yiliklemesinde lipid peroksidasyonunun
artist demir yiiklenen deney hayvanlar ve talesemik hasta organlarinda gosterilmistir. Lipid
peroksidasyonunun son {iriinii olan malondialdehit (MDA) konsantrasyonlarinin yiikselmesi
olaym 6nemli bir gostergesidir.” Demir yiiklenen hayvanlarda solunumsal penton atiminin ve
dokularda konjuge dienlerin yiikseldigi belirtilmektedir. Demir yiiklemesi kisa siireli bir
uygulama da olsa, asir1 konsantrasyonlarda lipid peroksidasyonunun arttigi kanitlanmistir. Bu
etki in-vivo sigan deneyleri, in-vitro hepatik mikrozomlar1 ve insan lipozomlarinda
malondialdehit artisiyla gosterilmistir.

Demir, Fenton reaksiyonu yoluyla hidroksil radikallerinin olugmasini saglarken stabil lipid
hidroperoksitlerinin peroksi ve alkoksi radikallerine doniisiimiinii hizlandirir. Doymamis yag
asidleri membran lipidlerinde bulunur ve peroksidasyona karst duyarlidirlar. Membran
lipidlerinde peroksidasyon islevi hidroksil, alkoksil ve peroksil radikalleri gibi reaktif
maddelerin bir metilen grubundan hidrojen atomunu ¢ikarmasi ile olur. **



Membran lipidleri ve proteinleri demire bagli peroksidatif hasara asir1 duyarlilik gosterir.
Yiiksek doz demir verilen sigan hepotositlerinde demirin mitokondrilerde intrakristal
depolandigi, matriks boslugunda amorf yogunluklu yapilarin biriktigi ve mitokondriyumlarda
sisme oldugu bildirilmistir. Lipid peroksidasyonuyla mitokondriyumlarda hasar ayni1 zamanda
kreps dongiisii enzimleri {izerinde de gergeklesir. Mitokondrilerde belirtilen anomaliler
elektronmikroskobu caligmalariyla da gosterilmistir. Kronik demir yiiklenmesinde dokularda
biiylik miktarda hemosiderin depolanir. Cogu hiicrelerin hemosiderini lizozomlarda bulunur.
Lizozomal membranlarin haraplanmasi hidrolitik enzimlerin hiicre i¢ine salinmasina neden
olur ve sonu¢ olarak hiicre oliir. Lizozomal hemosiderin, demir toksisitesinden dogrudan
sorumlu degildir. Lipozomlara veya normal karaciger hemojenatlarina hemosiderinin
eklenmesiyle lipid peroksidasyonunun baglamadigi gozlenmistir. Lizozomal enzimlerin
aktivitesinde azalma, lizozomal membranlarin kirilganliginda belirgin bir artma, primer ve
sekonder hemokromatosizli hastalarin karacigerinden elde edilen biyopsi materyallerinde
gOsterilmistir.?

Kalp kasinda hiicre membranlar1 ve sarkoplazmik membranlar ekstraselliiler s1v1 ile dogrudan
temas halinde bulunurlar. Membranlarin demir toksisitesinden asir1 etkilenmesi 6zellikle
kolaylasmaktadir. Agir kronik demir yiiklenmis hastalarin plazmalarinda diisiik molekiiler
agirlikli  demir kompleksleri bulunmustur. Bu nedenle fare miyokard hiicrelerinde
sarkolemma membranlarinda kirilmalarin, demire ve ¢evresel oksijen konsantrasyonuna bagli
oldugu gosterilmistir.? Akut demir zehirlenmesinde toksik konsantrasyonlardaki demir,
mitokondriler ve sitoplazma membranini1 dogrudan etkiler. Hipotansiyon ve metabolik asidoz
gibi bircok klinik gdriiniim bu organellerin hasari ile baglantilidir. Asir1 demirin hiicrelerde
lizozomal depolanmasi ve hizlanmis ferritin sentezi saatler iginde hiicresel savunma
mekanizmalar1 olarak aktif olaylarla gerceklesir.® Kronik demir yiiklenmesinde hiicreler i¢in
koruyucu bu mekanizma, ¢ok uzun siirdiigiinde yeterli olmayabilir. Lizozomlarda demir
biiylik miktarlarda hemosiderin olarak depo edilir ve peroksidatif hasar kismen baslar.

Aterosklerozis, arter duvarinda diiz kas hiicrelerinin proliferasyonu, lipidlerin depolanmasi ve
endotel hiicre hasar1 ile damarda kalinlasmaya yol acan dejeneratif bir siirectir.
Aterogenezisde patofizyolojik goriiniimler serbest radikaller ve oksitlenmis lipidlerin etkili
oldugu ileri siiriilmektedir.”® Yiiksek kolesterollii besinlerle beslenen siganlarda demir
yiiklemesi aterosklerotik lezyonlarin gelisimini artirmistir. Avusturyali arastirmacilar, 840
kisilik (40 ile 70 yaslar1 arasinda) bir calismada serum ferritin konsantrasyonlar ile
ateroskleroz arasinda bir iliskinin oldugunu bildirmislerdir. Ayn1 grup, ferritin artis1 ile serum
kolestrolii artis1 arasinda benzer iliskiyi gostermistir.™

Arastirmamiz, demir yiliklemesi yapilan deney sicanlarinda, demir birikiminin yogunlastigi
dokular1 saptamak amaciyla planlandi. Ciinkii, daha oOnce yaptigimiz demir uygulamali
calismalarimizda, demirin oksidan stress faktorii oldugu, plazmada MDA'in ¢ok anlamh
artigtyla saptanmigti.’ Demirin ortaya ¢ikardigi zararh oksidatif etkinin demir birikimi olan
dokularla iliskisi tizerinde duruldu. Oksidatif olaylarin arttigi demir yiiklemesi durumunda
karaciger, kalp, iskelet kasi, dalak ve beyin dokusunun incelenmesi planlandi.

GEREG VE YONTEM

Calismada Wistar-Albino 14 erkek sigan kullanildi. Siganlar kontrol (n=7) ve demir yiiklemesi yapilan grup
(n=7) olarak ikiye ayrildi. Oksidatif stres olusumu, on giin siireyle intraperitoneal Ferro III polimaltoz (250
mg/kg/giin) uygulanarak sagland1.>"! Siire sonunda ketamin hidrokloriir (50 mg/kg) anestezisi altinda abdominal
aortadan ¢esitli kan parametreleri tayini i¢in kan drnekleri ayrica doku demir diizeylerini saptamak amaci ile
karaciger, kalp, dalak, kas ve beyin dokusu oOrnekleri alindi. Alinan Orneklerde atomik absorbsiyon



spektrofotometresi (Shimadzu AA-680) ile Fe+2 diizeyleri 6l¢iildii. Atomik absorbsiyon spektrofotometresiyle
Olciimde; alinan doku oOrnekleri yas agirlik olarak tartilip, temiz cam santrifiij tiipleri icerisine yerlestirildi.
Uzerlerine 1 ml derisik nitrik asit eklenerek toplam hacmin yaris1 kalana kadar 100°C de ¢eker ocaktaki etiivde
bekletildi. Ornekler etiivden ¢ikarilip sogumalari beklendi ve iizerlerine 1 ml derisik perklorik asit ilave edilerek
tekrar etiive kondu. Yine toplam hacmin yarisi kalincaya kadar etiivde bekletildi. Bu islemden sonra etiivden
cikarilan Orneklerin tlizerine bidistile su konularak hacim 5 ml ye tamamlandi ve bdylece spekrofotometrede
olciilebilir hale getirildi. Olgiim igin Titrosol 1000(0,002 mg (Merck) standart stok solusyonundan 1 ve 2
pg/ml'lik standart ¢ozeltiler hazirlandi. Kor olarak bidistile su kullanildi. Alette elemente ait 6zel dalga boyunda
151k veren HCL (Hollow Cathod Lamp) lambalari ile yine 6lgiilecek elemente uygun hava-asetilen gaz karigimu,
slit araligr, HCL ve BGC (Back Ground Correction) modlart segildi. Bu sartlarda kor ve standart ¢ozeltiler alete
(Shimadzu AA-680) verilerek kalibrasyon egrisi ¢izdirildi ve alinan 6rnekler 6l¢iildil.

Kontrol ve deney grubu hayvanlarinda 6lgiilen parametrelerin istatistiksel degerlendirilmesi microstat istatistik
programui kullanilarak Student's-t testi ile yapilmistir. Anlamlilik sinir1 olarak p<0,05 alindi.

BULGULAR

Bulgularimiza Tablo I'de topluca bakildiginda; plazma demir konsantrasyonu kontrol grubuna
gore ¢ok yliksek bulunan (p<0,001) sicanlarda, demir yiiklemesinin amaca uygun sekilde artig
yaptig1 saptandi. Kan degerleri; eritrosit ve Hb acisindan anlaml bir farklilik gostermezken,
%Hct degerlerinin demir yiiklenen grupta yiikseldigini (p<0,001) kanitliyordu (Sekil 1,2).

Tablo I. Kontrol ve Deney Gruplannda Olgulen Farametreler ve Dederleri (Ort=5D)

Kontral Grsbu Deney Grubu
hM+5D hA =500
Eritresit Saws (x10%mm’) 809834 5342056
HE (gadl) 14,32= 1,04 13,63 =0,61
Het % 41,14=6,03 52865017
Flazrna Fe kors (ugig) 459 58 +64.16 1207, 71 £529 26"
Karacger Fe kors. (ugig) 396,79 +86 35 1095, 38+ 185 40"
Kalp Fe kons. [iegig) 336,32 +115,38 A2 03£TT7.01%*
Dalak Fe kons. [ug'a) 05016220042 113544171 "
Iskelet kasi Fe kors. (wagh 157,22 258,61 293,73=2154,20°
Beyin Fe kons [w3/g) B2 68x24,64 104,72 £39,51
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Sekil 1. Deney gruplarinda eritrosit sayisi, Hb ve Hct%  Sekil 2. Deney gruplarinda plazma demir diizeyleri
degerleri. *** p<0.001 *** p<0.001

Dokularla ilgili bulgular; kontrol ve deney gruplarinda en yiiksek demir konsantrasyonu dalak
dokusunda bulundu (Sekil 3). Bu bulgu dalagin demir tutma kapasitesiyle agiklandi. Kontrol
grubuyla deney grubunun dalak dokusu demir konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda, aradaki
farkin sadece %18,4 oraninda ve az anlamli oldugu (p<0,05) anlasildi. Bulgumuz demir



yiikklenmesinde dalak kapasitesinin yetersizligini diisiindiirdii. Karaciger demiri, kontrol ve
deney grubunda konsantrasyon olarak ikinci sirayr aliyordu. Ancak gruplar arasi
karsilastirmada, deney grubundaki demirin kontrole gore % farki %176 oraninda yiiksek ve
cok anlamli bulundu (p<0,001). Bu bulgu demir yiiklemesinde karacigerin yiiksek
kapasitesini kanitliyordu. Kalp kasi, demiri en fazla iceren ti¢iincii doku olarak saptandi. Kalp
kasinda olciilen demir diizeyleri kontrol ve deney grubunda %43,3 oraninda anlamli (p<0,01)
farklilik gosterdi. Demirli grupta kalp kasinda bulunan demir fazlaligi, iskelet kaslarinda ¢ok
daha yiiksek oranda (%86,8) bulundu. Ancak farkin anlamlilig1 (p<0,05) daha diisiiktii. Beyin
dokusundaki demir diizeyleri ise kontrol ve deney gruplar1 arasinda farklilik géstermedi (Sekil
4).
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Sekil 3. Kontrol grubu ve demir yiiklemesi yapilan deney grubunun doku demir degerleri
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Sekil 4. Gruplar arasi eser element fark %leri

TARTISMA

Eser elementlerin dokularda birikimi cesitli fizyolojik fonksiyonlarin bozulmasima neden
olmaktadir. Biriken metallerin hangi mekanizmalarla bu bozukluklara neden oldugu ¢ogu
aragtirmanin konusunu olusturmaktadir. Demir birikimine bagli hastalik tablolari, en ¢ok
arastirilan ve rapor edilen bilgiler arasindadir. Son yillarda hipertansiyon risk faktorii olarak
demirin zararli oksidan Ozelligiyle iliskisi iizerinde durulmustur. Finlandiya'da yapilan bir
arastirmada  yiiksek demir alan kisilerde hipertansiyon riskinin artmig oldugu
bildirilmektedir.”” Gergekte demirin oksidan sistem agisindan 6nemi ilk kez 19. yiizyil
sonlarinda Fenton tarafindan ortaya konmustur. Ancak Oksidan / Antioksidan dengesinin
onemi son yillarda daha ¢ok anlagilmakta ve bir ¢ok yayin yapilmaktadir.”



Arastirmamiz demir uygulanan grupta plazma demir konsantrasyonunun c¢ok yliksek
bulunmasiyla (p<0,001) deney modelinin basarili sekilde olusturuldugunu kanithiyordu.

Kontrol ve deney grubundaki siganlarin eritrosit sayilar1 ve Hb diizeyleri arasinda anlamli bir
farkin bulunmadig1 saptandi. Bu durumda demir uygulamasiyla, eritropoietik bir uyarinin
olmadig1 anlasildi. Buna karsin deney grubunun %Hct degeri kontrol grubuna gore cok
anlamli (p<0,001) artisin varligint gosterdi. Bu bulgu eritrositlerde demir reaksiyonlarina
bagli bir degisimin olabilecegini diisiindiirdii. Bu degisim membranlarda gelisen lipid
peroksidasyonu ile ilgili olabilirdi. MCV degerleri ylikselen demirli grupta Hct artis1 yilizey
hacim degisimleriyle ilgili olmaliydi. Bu konunun agiklanmasi amaciyla bir baska deney
serisi olusturularak oksidan olaylara bagli kandaki hemoreolojik 6zelliklerin incelenmesi
planlandi.

Calismamizin sonuglarina gore demir en fazla karaciger dokusunda depolanmaktadir
(p<0,001). Yiiksek dozda demirin karaciger hiicrelerinde biiyiilk hasar yaptigini gdsteren
enzim c¢alismalarimiz slirmektedir. Kalp dokusunda birikimin anlamli diizeyde olmasi da
ilginctir. Bu sonug¢ kardiyovaskiiler sistem fizyolojisi agisindan son derece dnemlidir. Ayni
zamanda hipertansiyon ag¢isindan da degerlendirilmelidir.

RES'in bir pargasi olan dalakta da demir birikiminde kontrole gore anlamli bir artig vardir
(p<0,05). Bu olay bagisiklik sistemi gibi bir koruma mekanizmasinin aktif hale gectigini ve
demir elementinin fagositozunun artmis oldugunu diisiindiirmektedir.

Deney grubunda iskelet kaslarinda gézlenen demir birikiminin, kontrole gére anlamli artigi
(p<0,05), reaktif oksijen tirlinlerinin yiiksek miktarlarda aciga ¢ikabilecegini gostermektedir.
Inspeksiyonla incelenen hayvanlarda devinim azalmasmin nedeni de oksidan sistemin
aktiflesmesi olabilir. Beyin dokusu agisindan demir birikimine baktigimizda, kontrole gore
demir yiiklenen grupta istatistiksel olarak anlamlilik saptanmadi (p>0,05). Intraperitoneal
veya oral yoldan, maksimal dozun lizerinde demir uygulanmasi durumunda, demirin beyin
dokusuna ge¢isinin kan-beyin setti tarafindan engellendigi kanisindayiz. Sonug¢ olarak
diyebiliriz ki, yiiksek dozda verilen demir, ¢esitli doku ve organlarda birikime ugramaktadir.
Bu birikim doku ve organlarin fizyolojik fonksiyonlarini degistirebilir.

OZET

Kan transflizyonlari, hemokromatozis ve bazi anemilerin tedavisi gibi durumlarda plazma
demir konsantrasyonu yiikselir. Cesitli dokularda depolanma 06zelligi olan molekiiliin
oksidatif olaylar1 artirdigi ve yiiksek konsantrasyonlarda hipertansiyona yol ag¢tigi ileri
stiriilmektedir. Bu arastirmada, demir yiiklemesi durumunda zararli etkileri bilinen demirin
farkl1 dokularda karaciger, kalp, iskelet kasi, dalak ve beyin dokusundaki diizeylerinin
incelenmesi planlanmistir. Calismada Wistar-Albino 14 erkek sican kullanildi. Siganlar
kontrol (n=7) ve demir yiiklemesi yapilan grup (n=7) olarak ikiye ayrildi. Demir yiiklemesi ve
dolayisiyla oksidatif stres olusumu, on giin siireyle intraperitoneal Ferro III polimaltoz (250
mg/ kg/ giin) uygulanarak saglandi. Siire sonunda siganlara ketamin hidrokloriir (50 mg/kg)
ile anestezi yapildi. Abdominal aortalarindan heparinli kan 6rnekleri, doku demir diizeylerini
saptamak amaci ile karaciger, kalp, dalak, kas ve beyin dokular1 alindi. Alinan &rneklerde
atomik absorbsiyon spektrofotometresi (Shimadzu AA-680) ile demir diizeyleri o6lgildii.
Bulgularimiza gore, ikinci gupta %Hct degeri, plazma demiri ve karaciger demirindeki artiglar
istatistiksel olarak ¢ok anlamli bulundu (p<0.001). Kalp dokusu demiri deney grubunda
anlamli olarak yiiksek saptandi (p<0.01). Dalak ve iskelet kas1 demir birikimi ise az anlaml



olarak yiiksekti. Beyin dokusu demir birikimi agisindan iki grup arasinda anlamli bir fark
saptanmadi (p<0.05). Sonug olarak diyebiliriz ki, yiiksek dozda verilen demir, ¢esitli doku ve
organlarda farkli diizeylerde birikime ugramakta, demir depolama kapasitesi en fazla
karaciger dokusunda olmaktadir.
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