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Sican Testis Dokusunda Kadmiyum Kilorir’iin Olusturdugu
Yapisal Degisiklikler ve Bu Degisiklikler Uzerine
Metallothionein’nin Etkileri: Elektron Mikroskobik Calisma

Amag: Bu calismada, testikiler dokuda kadmiyum kloririin sebep oldugu yapisal degisiklikler ve
bu degisiklikler Uzerine koruyucu amagla uygulanan metallothioneinin etkilerinin belirlenmesi
amaglandi.

Gere¢ Yontem: 36 adet erigskin Wistar rat 3 gruba ayrildi. Birinci gruba (n:16) 3.5 mg/kg/giin
kadmiyum kloriir subkutan yolla enjekte edildi. Ikinci grup ratlara (n:16) ise 3.5 mg/kg/gin
kadmiyum klorir subkutan yolla ve metallothionein (30 umol/kg/giin) intraperitoneal yolla birlikte
enjekte edildi. Uglincii grup ratlar (n: 4) kontrol olarak kullanildi. Deneysel calismanin 1., 3., 5. ve 7.
gunlerinde eter anestezisi altinda testikiller doku o6rnekleri 2.5% ‘luk glutaraldehit solusyonuna
alinarak tespit edildi. Elektron mikroskobik incelemeler igin bloklar hazirlandi.

Bulgular: Elektron mikroskobik incelemelerde, kadmiyum klorir enjeksiyonunun ozellikle 3.
glntinden sonra siddetli doku hasari gézlendi. Bu hasar deneyin ilerleyen gunlerinde giderek
artmaktaydi. Kadmiyum klorlr toksikasyonu sonucunda testis dokusunda interstisyel alanda
kollagen artisi, leydig hiicrelerinde mitokondri artigi, spermatogenik hiicrelerde lipid birikimi ve
apoptozis tespit edildi. Benzer vyapisal degisiklikler kadmiyumla birlikte koruyucu amacla
metallothionenin enjekte edilen grupta da gozlendi.

Sonug: Calismanin sonucunda kadmiyumun, testis dokusunda oldukga ciddi yapisal bozukluklar
meydana getirdigi saptandi. Uzun slre kadmiyum maruziyetinin infertiliteye sebep olan ciddi
hasarlar olusturabilecegi sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Kadmiyum, testis, metallothionein, mikroskop.

Structural Changes Induced by Cadmium Chloride and Effects of Metallothionein
on These Changes in Rat Testicular Tissue: An Electron Microscopic Study

Objective: This study was undertaken to investigate cadmium chloride-induced structural changes
and the probable protective effects of co-administration of metallothionein in the testicular tissue.

Material Methods: Thirty-six adult Wistar rats were divided in to three groups. Cadmium chloride
(3.5mg/kg/day) was subcutaneously injected to the first group (n: 16) whereas second group of rats
(n:16) received both cadmium chloride (3.5mg/kg/day) and metallothionein (30umol/kg/day, ip).
The 3rd group (n:4) used as control. On the 1st, 3rd, 5th and 7th day of experimental study,
testicular tissue samples were taken under ether anesthesia and fixed with 2.5% glutaraldehyde
then prepared blocks for electron microscopic examination.

Results: On the electron microscopic examination, particularly after the 3rd day of injection of
cadmium chloride, severe tissue damage was evident. The damage gradually increased relative to
the time of administration of cadmium chloride. It was determined that cadmium chloride led to
collagen increase in the interstitial field, lipid accumulation and apoptosis in the spermatogenic
cells increase of mitochondria in the Leydig cells. Similar structural changes were observed in the
group that was co-administered metallothionein for protection.

Conclusions: As a results, cadmium chloride caused serious structural damage in the testicular
tissue. Long term exposure to cadmium chloride may give rise to infertility.

Key Words: Cadmium, testes, metallothionein, microscopy.

Giris

Agir bir metal olan kadmiyum major ¢evresel toksik ajanlardan biridir. Genel insan
populasyonu kadmiyuma, kontamine igme sulari ve yiyeceklerle ve ayrica maden
endustrisinde galigsan insanlar da mesleki olarak maruz kalirlar. Madenlerin eritiimesi ve
islenmesi gibi endUstriyel aktivitelerle kadmiyum, atmosfere kadmiyum oksit, klorid veya
silfid olarak salinmaktadir.



COLAKOGLU N. ve Ark.,

Havadaki ~ 0.04 pg/m3, igme suyundaki 1 pg/l ve
daha dusik seviyelerdeki kadmiyum tehlike arz
etmemektedir. Bir insan ginde ortalama ~ 1 pg/glin
yiyecekler yoluyla, 1-3 ug/giin sigara yoluyla kadmiyum
absorbe etmektedir (1).

Kadmiyumun bobrek, prostat, karaciger ve pankreasi
iceren bircok organda kanserojenik etki gdsterdigi
bildiriimektedir. Son yillarda ulusal ve uluslararasi
ajanslar insanlarin kadmiyuma maruz kalmasini kontrol
altina alip en dislk diizeylerde tutmak igin buyik ¢aba
sarfetmektedirler. Bununla beraber kadmiyum insan
vicudunda oldukga uzun sliren yarilanma Omriine
sahiptir ve bobrek ve karaciger basta olmak lzere butiin
vicutta birikme egilimi gdstermektedir. Kadmiyumun hizli
kompanenti vicutta 75-128 gunluk yarilanma émrine
sahipken, yavas kompanenti 7.4-26 yil gibi uzun bir
yarilanma émrine sahiptir (2).

Kadmiyum vicutta absorbe olduktan sonra albumine
baglanarak karacigere gelir ve karacigerde sisteinden
zengin agir metal baglayan bir protein olan
metallothioneinin (MT) sentezini indikler. MT'ye bagli
kadmiyum karacigerden plazmaya gecer ve idrar ile atilir

(2).

MT; kadmiyum, civa gibi agir metallerin detoksifiye
edilmesinde, ¢inko ve bakir gibi esansiyel metallerin
homoestazisinde rol oynar. Ayrica hiicre igi oksidatif
hasara karsi koruma sagladigi bildiriimektedir (3, 4). Bir
metalloprotein olan MT hiicrede sitosol, nikleus, lizozom
ve mitokondrinin membranlari arasinda tespit edilmistir
(5). MT transkripsiyonu agir metaller (6, 7), ionize
radyasyon ve oksidatif stres tarafindan indiklenmektedir
(7). Agir metalleri baglayan bir protein olarak bilinen
MT’nin testislerde de bulundugu ve sahip oldudu sistein
rezidileri ile ¢inko, bakir, ve kadmiyum gibi agir
metallere baglanarak detoksifikasyonda goérev aldigi
rapor edilmektedir (8, 9). MT’'nin 6nemli aktiviteleri
sadece metal iyonlarinin homeostazisi ile sinirli degildir.
Ayni zamanda hicresel yasamin uzamasi, metabolik
aktivite, doku rejenerasyonu ve apoptotik ve inflamatuvar
cevaplarin bloke edilmesi gibi 6nemli fonksiyonlari vardir

(5).

Biz bu calismada invivo sartlarda organizmada
sentezlenen ve agdir metalleri detoksifiye etmesiyle
bilinen bir metalloprotein olan MT’nin ekzojen olarak
uygulanmasinin kadmiyumla olusturulan testis hasarina
karg! koruyucu olup olmadigini belirlemeyi amacladik.

Gere¢ ve Yontem

Calismada 36 adet Wistar cinsi ergin erkek si¢an
kullanildi. Denekler 3 gruba ayrildi. Birinci grup siganlara
(n:16) deri alt1 yolla 3.5mg/kg/gtin kadmiyum klordir, ikinci
grup siganlara(n:16) deri alti yolla 3.5mg/kg/gln
kadmiyum klorir ile birlikte periton ici 30pumol/kg/glin
metallothionein enjekte edildi. Uglincii grup siganlar (n:4)
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ise kontrol olarak kullanildi. Kadmiyum klorir ve MT
uygulanisinin 1., 3., 5. ve 7. gunlerinde deneklerden eter

anestezisi altinda testis dokulari alindi, %2.5’luk
glutaraldehit sollisyonunda tespit edildi. Elektron
mikroskop takip serilerinden gegirildi ve Araldit

Cy212+DDSA+BDMA karisimina gémiildii. ince ve yari
ince kesitler alinarak Zeiss 9S2 elektron mikroskop ve
Olympus BH2  fotomikroskop ile  incelenerek
goruntilendi.

Bulgular

Kontrol grubunda seminifer tibll, spermatogenik
hiicreler ve interstisyel hiicreler normal yapida (Sekil 1)
g6zlenirken, kadmiyum enjeksiyonundan 1 giin sonra
incelenen testis dokularinda interstisiyel bélgede minimal
kollagen artisi ve bazi seminifer tibdllerin bazal
membranlarindan ayrildigi saptandi (Sekil 2). Kadmiyum
kloriir enjeksiyonundan ¢ glin sonra spermatogenik
hiicrelerin sinirlarinin ve organellerinin tanimlanmasinin
glc oldugu, oldukga heterekromatik nlkleusa sahip
olduklar ve interstisiyel alanda kollagen artisinin oldugu
saptandi. Lipid birikimi belirgin olarak gézlendi (Sekil 3).
Leydig hicrelerinde mitokondri artisi, genislemis diz
endoplazmik retikulum yapilari ve lipid birikimi tespit
edildi (Sekil 4). Kadmiyum uygulanisinin 5. ve 7.
glinlerinde benzer patoloji godzlendi. Bu gruplarda
seminifer  tublllerdeki  hicrelerin  sinirlarinin =~ ve
organellerin  secilemedidi, apoptotik gorinimli gok
saylda hicre ve interstisiyel bdlgede kollagen ve lipid
artisi dikkat cekiciydi (Sekil 5, 6). Kadmiyum toksisitesine
karsi metallothionein uygulanan gruplarda da apoptotik
g6runimli hicreler, lipid birikimi ve fazla miktarda
kollagen lif demetleri saptandi (Sekil 7).

Sekil 1. Kontrol grubu. Seminifer tibil duvarinda yer
alan spermatogonia (sg), primer spermatosit (ps) ve
peritibller myoid hiicre (m) gézlenmekte. Kursun Sitrat-

Uranil Asetat. Orijinal biyltme X 3000.
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Sekil 2. Grup I. Kadmiyum uygulanisindan 1 giin sonra.
Seminifer tibdlin bazal membrandan ayrildigi (*) ayirt
edilmekte. Toluidin Mavisi x 240.

Sekil 3. Grup |. Kadmiyum enjeksiyonundan 3 gin
sonra. Hucreler arasi sinirlarin  belirgin  olmadigi,
apoptotik goérinimli  hucreler (kalin  ok), hucrelerde
vezikiler yapilar (ince ok) ve lipid birikimi (L) dikkat
cekmekte. Kursun Sitrat- Uranil Asetat. Orijinal blyutme
x 3000.
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Sekil 4. Grup |. Kadmiyum uygulanisindan 3 giin sonra.
Leydig hicrelerinde mitokondri artisi (m), genislemis
SER yapilari ve lipid damlaciklar (L) ayirt edilmekte.
Kursun Sitrat- Uranil Asetat. Orijinal buytutme x 3000.

Sekil 5. Grup I. Kadmiyum enjeksiyonundan 5 gin
sonra. Seminifer tlbul iginde apoptotik hiicreler (ok),
hiicreler arasi sinirlarin belirgin olmadigi izlenmekte.
Kursun Sitrat- Uranil Asetat. Orijinal buyttme x 3000.
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Sekil 6. Grup |. Kadmiyum enjeksiyonundan 7 gln
sonra. Duzensiz seminifer tubdl (*), lipid birikimi (L) ve
interstisiyel alanda kollogen (ok) ayirt edilmekte. Kursun
Sitrat- Uranil Asetat. Orijinal buyttme x 3000.

metallothionein

Kadmiyum ve
enjeksiyonundan 7 giin sonra. Apoptotik Leydik hiicresi
(A), karyorektik hiicre, lipid damlaciklar (L) ve kollagen
(ok). Kursun Sitrat- Uranil Asetat. Orijinal blylitme x
3000.

Sekil 7. Grupll

Tartisma

Kadmiyum, cok sayida doku icin toksiktir. Akut
kadmiyum zehirlenmesinde pulmoner édem, hemoraji,
fulminant hepatitis, testikiler hasar goézlenirken, uzun
sureli kadmiyum maruziyetinde nefrotoksisite,
osteotoksisite ve imminotoksisiteden bahsedilmektedir
(10).

Testisler kadmiyumun énemli hedef organlarindandir.
Kadmiyum uygulamasi sonucunda akut stres durumunda
aciga cikan cytoplasmic Myc protein (C-myc) ve early
growth response 1(Egr-1) ekspresyonunda artis olurken
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DNA-tamir genlerinin ve basta Caspase 3 (Casp3) olmak
Uzere proapoptotik genlerin ekspresyonunda azalma
oldugu go6zlenmistir. Bu durumda kadmiyumun
karsinogenezisi indukledigi dusunulebilir (11).

Testis kadmiyuma karsi  oldukga  duyarhdir.
Kadmiyum  kan-testis  bariyerini bozmakta germ
hiicrelerinde kayiba, 6dem, hemoraji ve nekrozise sebep
olup sonugta infertiliteyle sonuglanan saglik
problemlerine yol agmaktadir (1).

Akut ve kronik kadmiyum uygulamasi erkek
sicanlarda kan testesteron dizeyini dusurmektedir.
intratestikiiler kadmiyum enjeksiyonun; spermotogenezisi
gegici olarak duraklattigr, spermatozoa
konsantrasyonunu disirdigu ve anormal yapili sperm
sayisini  artirdiyi  rapor edilmektedir. Yine balik
testislerinde germinal zon (zerinde toksik etkiler
dogurdugu, kemiricilerde Sertoli hiicreleri arasindaki siki
baglantilari bozarak kan-testis bariyerini hasara ugrattigi
ve spermatogenik hicrelerde yapisal bozukluklara neden
oldugu goézlenmistir (12).

Kusakabe T ve arkadaslari yaptiklari galismada
intraperitoneal kadmiyum enjeksiyonundan 24 saat sonra
seminifer tUbdllerin bazal membranlarindan ayrildigini,
atrofiye ugradigini ve spermatogenik hiicrelerin 6nemli
derecede azaldigini ve ayrica interstisyel dokunun
bozuldugunu tespit etmislerdir. Yine bu arastirmacilar
kadmiyum enjeksiyonundan 6 saat sonra seminifer
tubdllerin butin bdélimlerinde gi¢li MT ekspresyonunun
oldugunu gdézlemlemigler. Kadmiyum enjeksiyonundan
12 saat sonra MT ekspresyonu seminifer tibdillerin bitiin
bélimlerinde zayif olarak ayirt edilirken 24 saat sonra ise
ciddi testikller hasardan dolayi tibdillerin periferinde MT
ekspresyonu belirlenememistir (8).

Yapilan bu g¢alismada kadmiyum enjeksiyonunun
6zellikle 3. glininden sonra artan siddette interstisyel
boélgede kollagen artisi, seminifer tlbdllerin bazal
membranlarindan ayrilmasi, spermatogenik hicrelerin
organellerinde hasar ve hucrelerarasi sinirlarinin belirgin
olmayisi ayirt edildi. Yine apoptotik goérinimli gok
sayida hiicre ve hiicrelerde lipid birikimi gdzlendi. Benzer
bulgulara kadmiyumla birlikte koruyucu amacgla MT
uyguladigimiz deneklerimizde de rastladik.

Sonug olarak kadmiyumun, testis dokusunda oldukga
ciddi yapisal bozukluklar meydana getirdigi, uzun sure
kadmiyum maruziyetinin infertilite gibi ciddi hasarlar
olusturabilecegi soylenebilir. Normal sartlarda
organizmada sentezlenen ve agir metalleri baglayip
detoksifiye edilmesinde gorev yapan MT'nin ekzojen
olarak  uygulanmasinin  ise  koruyucu bir etki
olusturmadidi sonucuna varildi. Bu sonug bize kullanilan
MT dozunun tedavi igin yetersiz oldugunu veya invivo
olarak organizmanin sentezledigi MT'nin sentetik olarak
uygulanan MT’den daha glglu bir terapétik etkiye sahip
oldugunu distndirda.
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