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Adrenomedullin (AdM) ilk kez insan feokromositomasindan izole edilen, ancak
daha sonra pek c¢ok dokuda ifade edildigi kesfedilen, cok fonksiyonlu bir peptittir.
AdM’nin en karakteristik biyolojik 6zelligi ¢ok giiclii hipotansif aktivitesidir. AdM
dolasimdaki bir hormon gibi rol oynar ve ¢ok yonlii biyolojik aktiviteleri baglatir. Son
zamanlarda aragtiricilar tarafindan AdM’nin antioksidan 6zelliklere sahip olabilecegi ve
hiicreleri oksidan hasardan koruyabilecegi rapor edilmistir.

Bu ¢alismada, kadmiyum ve kursuna maruz kalan siganlarin karaciger, akciger ve
bobreklerinde AdM uygulamasinin antioksidan sistem tizerine etkisi arastirilmistir. Otuz
alt1 disi Wistar sicani, kontrol grubu (K), adrenomedullin grubu (AdM), kadmiyum (Cd),
kadmiyum + adrenomedullin (Cd + AdM), kursun (Pb) ve kursun + adrenomedullin (Pb
+ AdM) grubu olacak sekilde alti gruba ayrilmistir. Cd ve Pb uygulanan gruplardaki
sicanlar dort hafta boyunca igme suyu ile sirasiyla 100 ppm CdCl; ve 250 ppm PbCl,’ye
maruz birakilmistir. AdM uygulamasi yapilan grupta sicanlara agir metal uygulamasinin
iclincili haftasindan itibaren bir hafta boyunca intraperitonal olarak AdM (3000 ng/kg
viicut agirligl) enjekte edilmistir. Sicanlarin dokularinda katalaz (CAT), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) ve siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktiviteleri, malondialdehit
(MDA) seviyeleri ile birlikte histopatolojik degisimler tespit edilmistir. Aynit zamanda
dokulardaki kadmiyum ve kursun seviyeleri atomik absorpsiyon spektrometre (AAS) ile
belirlenmistir.

Sonug olarak, kursuna maruz kalan siganlarda AdM uygulamasi, karaciger ve
akciger dokularinda lipit peroksidasyon, doku Pb seviyelerinde azalmaya ve hepatik
hasarda da azalmaya yol agmistir. Ancak kadmiyuma maruz kalan sicanlarda AdM
uygulamasi bu parametrelerde iyilestirici etki gostermemistir. Buna ilaveten AdM
uygulamasi, hem kadmiyuma hem de kursuna maruz kalan sicanlarin bazi antioksidan
enzim aktivitelerinde telafi edici sonuglara yol agmistir. Calismada elde edilen veriler bir
biitiin olarak degerlendirildiginde AdM’nin kadmiyum ve kursun toksisitesinde
koruyucu veya telafi edici etkilerinin olabilecegi sdylenebilir.

ANAHTAR KELIMELER: Adrenomedullin, antioksidan enzimler, lipit peroksidasyonu,
kadmiyum, kursun, si¢an
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Adrenomedullin (AdM) is a multifunctional peptide, originally isolated from
human pheochromocytoma but later found to be ubiquitously expressed. The most
characteristic biological activity of AdM is its very powerful hypotensive activity. AdM
acts as a circulating hormone and elicits multiple biological activities. Recently, it has
been reported that AdM may possess antioxidant properties and protect cells from
oxidant damage.

In this study, we investigated the effect of AdM administration on the antioxidant
system in liver, lungs and kidneys of rats exposed to cadmium and lead. Thirty-six
female Wistar rats were divided into six groups: Control group (C), adrenomedullin
group (AdM), cadmium (Cd), cadmium + adrenomedullin (Cd + AdM), lead (Pb) and
lead + adrenomedullin (Pb + AdM) group. In Cd and Pb-treated groups, animals were
exposed to cadmium and lead in drinking water containing 100 ppm CdCl, and 250 ppm
PbCl, for four weeks, respectively. In AdM-treated group, animals received
intraperitoneal (i.p.) injection of AdM (3000 ng/kg body weight) in the third week of
heavy metal treatment for one week. The activities of catalase (CAT), glutathione
peroxidase (GSH-Px) and superoxide dismutase (SOD), the level of malondialdehyde
(MDA) and histopathological changes were determined in the tissues of rats. Also,
cadmium and lead levels in the tissues were determined by atomic absorption
spectrometer (AAS).

In conclusion, AdM treatment decreased lipid peroxidation and tissue Pb levels
in liver and lung, and also reduced hepatic damage in Pb exposed rats. But in Cd
exposed rats, ameliorative effect of AdM treatment was not observed in these
parameters. Moreover, AdM treatment compensated some antioxidant enzyme activities
in both Cd and Pb exposed rats. When the results are taken together, it can be concluded
that AAM may have protective or compensating effect in cadmium and lead toxicity.

KEYWORDS: Adrenomedullin, antioxidant enzymes, lipid peroxidation, cadmium,
lead, rat
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1. GIRIS

1.1 Genel Bilgiler

Agir metal terimi genel olarak kirletici ve yliksek oranda toksikolojik veya
ekotoksikolojik potansiyele sahip metalleri ve yar1 metalleri (metaloid) igine alan bir
grup metal i¢in kullanilmaktadir. Bu kapsamdan dolay1 agir metal olarak kabul edilen
elementler s6z konusu oldugunda, ger¢ekte birbirlerinden oldukga farkli 6zellikleri olan
elementler toplulugu anlatilmak istenmektedir.

Literatiirdeki agir metal tanimlar1 incelendigi zaman yogunluk, atom agirligi,
atom numarast ve diger kimyasal Ozelliklere gore cesitli agir metal tanimlari
bulunmaktadir. Yogunluga gore yapilan tanimlarda; en diisiik 3.5 g/cm’ den baslamak
{izere 7 g/cm’ ve tizeri yogunluga sahip elementlerin agir metal oldugunu belirten pek
cok farkli agir metal tanimi bulunmaktadir. Atom agirligina gore yapilan tanimlarda ise;
“atom agirligl sodyumdan biiyiik olanlar” veya “atom agirligi 40’dan biiyiik olan
metaller agir metaldir” seklinde tanimlar bulunmaktadir. Eger atom agirligi sodyumdan
fazla olan metaller agir metal olarak kabul edilirse, agir metaller magnezyum
elementinden itibaren baglamakta, atom agirligi 40’dan fazla olan elementler agir metal
olarak kabul edilirse, agir metaller skandiyum elementinden itibaren baslamaktadir.
Atom numarasina gore yapilan tanimlarda ise; “atom numarasi kalsiyumdan fazla olan
metaller”, “atom numarast 20 den fazla olan metaller” ve ‘“atom numaras: 21
(skandiyum) ila 92 (uranyum) arasinda olan metaller agir metal olarak kabul
edilmektedir” seklinde tanimlar bulunmaktadir. Agir metallerin skandiyumdan itibaren
basladigim belirten tanimlar kabul edildiginde ise, bu durumda yogunlugu 3 g/cm®’iin
altinda olan elementler de agir metal kategorisine girmektedir [1].

Literatiirde pek ¢ok agir metal tanim1 olmasina karsin, giiniimiizde agir metaller
icin herkes tarafindan kabul edilmis ve fikir birligine varilmis tek bir tanim
bulunmamaktadir. Toksikoloji konusunda yaygin bir sekilde ders kitab1 olarak
kullanilan “Casarett and Doull’s Toxicology” kitabinda “agir metal” teriminin hic
kullanilmamas1 bu nedenle siirpriz degildir [2]. Duffus agir metal terimini yanls
kullanilan ve anlamsiz bir terim olarak kabul etmekte ve bu nedenle periyodik tablo
temelli olarak yeni bir metal siniflandirilma yapilmasi gerektigini bildirmektedir [1].
Ancak bu diisiince bilim diinyasinda herkes tarafindan heniiz kabul edilmedigi igin

bundan sonraki boliimlerde de “agir metal” terimi tarafimizca kullanilacaktir.



Agir metaller yer kabugunun dogal bilesenleri olup bozunmayan ve yok
edilmeyen bilesiklerdir [3, 4]. Agir metallerin genellikle yer kabugunun derinliklerinde
bulunmalarindan dolayi, dogal yollar ile canlilara gegme olasilig1 azdir. Ancak insan
faktorii nedeni ile bu durum giinlimiizde tamamen ortadan kalkmis ve agir metaller
ekosistemin her tarafinda bulunur hale gelmistir [4, 5]. Son yiiz yil igerisinde
madencilik faaliyetlerinin sinirlandirilmamis olmasi, fosil yakitlarin kullanilmasi, sanayi
ve endiistriyel faaliyetlerin artmasi, bu faaliyetlerde agir metallerin kullanilmas1 ve agir
metal i¢eren atiklarin dogrudan veya islem gordiikten sonra dogaya verilmesi gibi insan
faktoriinden kaynaklanan nedenlerle biyosferde biiyliik oranda agir metal kirliligi
gerceklesmektedir. Bugiiniin endiistri toplumunda toksik kimyasallara ve agir metallere
maruz kalma kaginilmaz hale gelmistir. Agir metallerin yasama olan tehditleri her gegen
giin artmaktadir. Clinkii her yil ¢evreye eklenen agir metal kirliliginin toksisite toplama,
tiim organik ve radyoaktif atiklarin birlesiminin toksisite toplamint gegmektedir [6, 7].
Atmosfere giren agir metaller uzak mesafelere taginabilmekte ve bazi formlar1 canlilarin
yasamini tehdit etmektedir [4].

Bazi agir metalleri de igine alan ¢esitli elementler canlilarin yagamlarini devam
ettirilmesi i¢in mutlaka gereklidirler [3]. Iz element olarak ta adlandirilan bu
metaller/elementler veya bazi formlar sebze, meyve, gida maddeleri ve ticari olarak
satilan multi-vitamin iriinlerinde bulunmaktadir [9]. iz elementlere 6rnek olarak demir,
¢inko ve bakir verilebilir. Cinko pek ¢ok enzim i¢in kofaktoér olarak gorev alirken,
demir de aneminin Onlenmesinde rol oynamaktadir. Normal sartlarda bu metaller
canlilarda diisiik miktarlarda bulunurlar [7]. Bununla birlikte ytliksek konsantrasyonlarda
canlilar i¢in toksik olabilirler [3, 7]. Kursun, kadmiyum ve civa gibi agir metaller ise
herhangi bir biyolojik rolii olmayan ve diisilk konsantrasyonlarda bile canlilar i¢in
toksik olan metallerdir [8]. Sekil 1.1°de periyodik cetvelde toksik 6zellik gdsteren agir

metaller verilmistir.
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Sekil 1.1. Toksik 6zellik gosteren agir metaller

Agir metaller metabolize edilemedikleri ve biyobirikim egilimleri olduklar: igin
tehlikelidirler [3, 7]. Biyobirikim terimi zamanla bir organizmada bir kimyasal
konsantrasyonunun, kimyasalin dogadaki konsantrasyonuyla karsilagtirildiginda artmasi
olarak ifade edilmektedir. Biyobirikimin nedeni bilesigin organizmaya alinmasinin ve
depolanmasinin, metabolize edilmesi veya atilmasindan daha hizli olmasindan
kaynaklanmaktadir [3]. Meslekleri geregi agir metallere maruz kalan insanlar harig,
canlilarin ve insanlarin agir metallere maruz kalmalarindaki ana yol kontamine olmus su
ve besinlerin alinmasi yani besin zinciridir [3, 7, 9]. Agir metaller ayrica solunum ve
deri yolu ile de organizmaya gegebilmektedirler [7].

Agir metallere maruz kalma bir c¢evresel stres faktorii olarak ta
degerlendirilebilir. Agir metal stresi ve toksisitesi hemen hemen tiim fizyolojik
mekanizmalar {izerine ¢oklu dogrudan ve dolayl etkilere sahiptir [6]. Agir metal
toksisitelerinin patofizyolojisi genel olarak benzerdir [10]. Toksik metaller tarafindan
olusan hasarin c¢ogu sebep olduklar1 oksidatif serbest radikallerin artisindan
kaynaklanmaktadir [7, 11]. Bu hasarlar artan lipit peroksidasyonunu, DNA hasarin1 ve
protein siilfidril gruplarinin oksidasyonunu igermektedir [11]. Agir metaller pro-
oksidan/antioksidan dengesini degistirmekte ve proteinlerin siilfidril gruplarina kars
yiiksek affinite gostermektedirler. Siilfidril gruplarina baglanmalar1 sonucu agir metaller
glutatyon metabolizmasinin, ¢esitli enzimlerin ve hormonlarin fonksiyonlarinin

inhibisyonuna yol acarlar [7, 10].



Genel olarak agir metaller norotoksik, nefrotoksik, fetotoksik ve teratojenik
etkileri olan sistemik toksinlerdir [7]. Hemen hemen biitiin organlar agir metal
toksisitesinden etkilenmektedir. Ancak, genel olarak merkezi sinir sistemi (MSS),
cevresel sinir sistemi (CSS), hematopoietik, bobrek, mide barsak kanali, kardiovaskiiler
sistem daha biiyiik oranda etkilenirken, iskelet-kas sistemi ve lireme sistemi daha az
oranda etkilenmektedir. Organlarin bu toksisiteden etkilenme dereceleri metalin tiiriine,
bireyin yasina ve maruz kalinan doza gore degigsmektedir [10]. Agir metaller metabolik
mekanizmalar1 degistirerek, ndrotransmitter tiretimi ve kullanimini etkileyerek, mental
ve norolojik fonksiyonlar1 zayiflatarak, davranig yapisini dogrudan etkileyebilirler.
Toksik metaller alerjik reaksiyonlar1 artirabilir, genetik mutasyonlara neden olabilir,
biyokimyasal reaksiyonlar i¢in gerekli olan faydali iz elementleri ile yarisabilir ve
antibiyotik olarak rol alip faydali bakterileri dldiirebilirler. Agir metallerin biyolojik yar1
Oomiirleri olduk¢a uzundur ve bazi agir metaller karsinojenik etkiye sahiptirler. Pek ¢ok
agir metal, plasentaya ve anne siitiine gecebilir ve dolayisi ile ¢ocuklarda da ciddi
davranis, entelektiiel ve gelisim bozukluklarina yol acabilirler [4, 7]. Cocuklar agir
metallerin toksisitesine daha duyarlidir. Inorganik kursun tuzlari viicuda besin veya
solunum yolu ile girmektedir. Yetiskinlerde besin ile alinan kursunun yaklasik % 10’u
absorbe edilirken, ¢ocuklarda bu oran % 50 olabilmektedir [10].

Endiistriyel faaliyetlere ilaveten alasim, lehim, pestisit spreyleri, bakir borular,
pisirme kaplari, sigara dumani, dis dolgulari, lateks boyalar, piller, elektrokaplama,
celik imalat1 ve kozmetikler agir metal kaynagidirlar. Agir metal zehirlenmelerinde ilk
belirtiler bulantidir. Bulant1 ile birlikte bas agrisi, yorgunluk, kas agrisi, hazimsizlik,
titreme, kabizlik, anemi, beniz sariligi, bas donmesi ve koordinasyon bozuklugu agir
metal zehirlenmesindeki erken belirtilerdir. Toksisite artikga belirtilerin siddeti de
artmaktadir [8, 12]. Deneysel c¢alismalar agir metallerin ¢esitli immiin sistem
parametrelerini etkiledigi ve enfeksiyonlara, otoimmiin hastaliklara ve alerjik cevaplara

kars1 duyarliliga neden oldugunu géstermektedir [13].

1.2. Kursun

Kursun (Lat: Plumbum) periyodik tabloda Pb sembolii ile ifade edilen atom
numarast 82, yogunlugu 11.34 g/cm’ olan kimyasal bir elementtir [14]. Kursun
yumusak, olduk¢a yogun, zehirleyici, kolay doviilebilen bir yeraltt minerali olup, yeni

kesildiginde mavimsi-beyaz, ancak zamanla havada oksitlenmesi sonucu glimiis/mat gri



renkli hale gelmektedir. Kararli elementler i¢inde en yiiksek atom numarasina sahip
olandir. Kursunun kendisi yikima ugramaz ancak, bilesikleri giines 15181, hava ve suda
degisime ugrar. Bu metal kullanilmakta olan en eski metallerden biridir. Genis dagilim
gostermesi ve kolayca ¢ikarilabilmesi nedeni ile insanlar tarafindan 7000 yildir
kullanilmaktadir. Canakkale yoresinde “Abydos” sehrinde bulunan bir kursun figiir
M.O. 3000 yilma aittir. Bronz ¢agda kullanildigina dair deliller vardir. Ilk iiretim
yapilan kursun madenlerinden en iyi bilineni Balikesir-Karaaydin madenidir. Misir’da
eski Misir medeniyetine ait kursun borular bulunmustur [7, 14-16].

Kursunun yer kabugunda bulunma siklig1 12.5 g/t dur. Dogal olarak bulunabilen
metaller arasinda yer alan kursunun en ¢ok rastlanilan cevherleri siilfiir minerali galen

(PbS) ve onun oksitlenmis tirtinleri olan seriisit (PbCOs3) ve anglezit (PbSOy,) tir [16].

1.2.1. Kursunun ¢evreye dagilimi ve canhlara gecisi

Yer kabugunun dogal bir bileseni olan ve derinliklerinde bulunan kursun, ¢ok
eski tarihlerden itibaren baslayan insan faktorii nedeniyle bugiin ekosistemin her
yerinde bulunur hale gelmistir [15-17]. Insan etkisinden dolay1 dogal gevreyi kirleten en
onde gelen metallerden birisi de kursundur [6]. Yirminci ylizyilda kullanilan kursun
miktar1 6nemli derecede artmistir. Bu asir1 kullanim neticesinde hava, su ve topragin
bolgesel ve genel kirlenmesi s6z konusudur [18]. Kursun yikilamadigi i¢in, atmosferde,
suda, besinlerde ve kursunun bulastig1 alanlarda yasayan canlilarda birikmektedir.
Kursunun bu ¢evresel birikimi sanayi, boya, benzin vb. genis endiistriyel kullanim
alanlarindan dolay1 hizlanmaktadir [6].

Glinlimiizde pek ¢ok iilkede yasaklanmis veya sinirlandirilmis (0.5 g/L)
olmasma karsin, bugiinkii kursun kirliliginde kursunlu benzin biiylik pay sahibidir.
Kursun tetraetil ((CH3CH;)4Pb) 1920’lerden itibaren baglayarak, motorlarin vuruntu
sesini azaltmak amaci ile benzinlere katki olarak konulmus ve benzinin oktan sayisi
yiikseltilmistir [15, 16, 19]. i¢ten yanmali motorlardan ¢ikan gazlar diinya atmosferine
verilmektedir. Kursun atmosferden (biiyiik oranda metal oksitleri ve tuzlar seklinde)
yagmurla tekrar yeryiiziine inerek c¢evreye daha fazla yayilmaktadir [19]. Avrupa
tilkeleri ve ABD 1970’lerde kursunlu benzin iiretimini yasaklamistir [19, 20].

Diinyada ABD’den daha fazla kursuna maruz kalan cografya bulunmamaktadir.
Yilda 1.3 milyon ton kursunun piller, lehim, pigmentler, petrol {riinleri, boya ve diger

tirtinlerde kullanildigr tahmin edilmektedir. Kursun, endiistriyel kaynaklardan dolay1



atmosfere verilmekte, ve canlilara solunum ile veya toprak, su ve besinlere bulagmasi
neticesinde besin zinciri yolu ile ge¢mektedir [12, 19]. Tiitiin bitkisi i¢in kursun
arsenatin insektisit olarak kullanilmasindan dolayi sigara kursun icermektedir. Sigaranin
tilkketilmesiyle kursun hem sigara igen insanlara hem de atmosfere gegmektedir. Yapilan
kemik analizleri ile eski caglardaki insanlara gére 500-1000 kat daha fazla kursun
bugiinkii modern insanin kemiklerinde bulunmaktadir [19].

Bugiiniin modern sanayisinde kursun onemli bir yer almaktadir. Bu nedenle
insan populasyonunun bir kism1 mesleki olarak kursuna maruz kalmaktadir [21]. Bunun
disinda kalan insan populasyonun énemli bir kismi1 ve diger canlilar kursuna su ve besin
kontaminasyonu, besin zinciri, endiistriyel emisyon ve kursun bilesikler iceren
akaryakitlardan kaynaklanan hava kirliligi nedeni ile maruz kalmaktadir [22].
Ingiltere’de yetiskin insanlarm giinliik olarak 1.6 pug havadan, 20 pg igme suyundan ve
28 pg besinlerden kursun aldig1 tahmin edilmektedir [20, 23]. Ulkemizdeki durum ile

ilgili olarak herhangi bir bilgiye tarafimizca rastlanilamamustir.

1.2.2. Kursunun canlilara olan etkisi

Daha onceki boliimler de belirtildigi gibi gliniimiiziin kursun kirliliginde en
biiylik pay madencilik, imalat endiistrisi ve fosil yakitlarin yakilmasi gibi insan kaynakl
faktorlerdir [7]. Kursunun pek ¢ok iilkede ve sanayide biiyiik oranda kullanilmasindan
dolayi, kursunun toksik etkilerine maruz kalma ve kursun zehirlenmesi halen
goriilebilen bir durumdur [15, 22]. Kursunun insanlar tarafindan uzun zamandir
kullanilmasindan dolay1 kursun zehirlenmesi ¢ok eskilere dayanan bir problemdir.
Kursunun diger metallerle ¢ok kolay alasim yapmasindan esinlenerek “metalleri yutan
metal” (Satiirniin ¢ocuklarin1 yutmasi gibi) anlaminda, kronik kursun zehirlenmelerine
“saturnizm” ad1 verilmistir. Gegmiste bilingsizce kullanilan kursun ¢ok sayida 6liimlere
yol agmistir [15, 17].

Kursun yaygin bir g¢evresel ve endiistriyel kirleticidir. Cevre ve biyolojik
sistemlerin her fazinda bulunabilir [24]. Kursun olduk¢a genis bir gercevede deney
hayvanlarinda ve insanlarda fizyolojik, biyokimyasal ve davranigsal bozukluklara yol
acmaktadir [17, 18]. Merkezi ve g¢evresel sinir sistemi, hematolojik sistem,
kardiovaskiiler sistem, immiinolojik sistem, solunum sistemi, bobrekler, karaciger,
erkek ve disi lireme sistemleri kursundan olumsuz olarak etkilenmektedir [18, 21].

Diisiik seviyede kursuna maruz kalma insan ve deney hayvanlarinda davranigsal



anormallikler, 6grenme bozuklugu ve kavrama yetenegi, isitme kaybi fonksiyonlar ile
birliktedir. Yiiksek dozdaki kursuna maruz kalma ise hemen hemen tiim organlarda
hasara neden olmakta ve hatta canlinin 6liimiine yol agabilmektedir [25]. Karaciger,
bobrekler ve beyin kursunun toksik etkileri i¢in ana hedef organlar olarak kabul
edilmektedir [24].

Kursun ve kursunlu bilesikler sindirim ve solunum yolu ile absorbe
edilebilmektedir. Akcigerlerden kursunun absorbsiyonu oldukc¢a etkili bir seklide
gerceklesmektedir. Gastrointestinal kanaldan absorbsiyon ise bireyin yasina gore
degismektedir. Cocuklarda sindirim yolu ile alinan kursunun % 50 kadar1 absorbe
edilirken, yetiskinlerde bu oran % 10-20 arasindadir [10, 15, 26]. Kana ge¢en kursun
uzun siire kanda kalmamaktadir. Buradan yumusak dokulara ve esas depolanma yeri
olan kemiklere ge¢cmektedir. Besinlerle alinan kursunun 6nemli bir kismi (% 90-95)
feges ile atilirken az miktarda bobrekler ve ter ile de atilir. [10, 15, 19]. Absorbe edilen

kursunun insanlardaki dolagimi Sekil 1.2°de gosterilmistir.

Absorbe edilen kursun

d

Godunlukla alyuvar hiicreleri olmak Gzere kursun kana gecer.
Hemoglobin ve diger molekillere baglanir.
En sonunda kan plazmasina gecger.

!

Hicre disi sivilara esit bir sekilde dadihr.
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Kan-Beyin bariyeri ve plasenta gibi yaplanda iceren biyolojik
zarlardan gecer. Anne sitine de gecmektedir.

I

Ozellikle Ca'nin énemli rol oynadigi yumusak ve sert dokularda
birkir. Absorbe edilen kursunun % 80-90'inin depolandi§i diger
birikim yer kemiklerdir.

Sekil 1.2. Absorbe edilen kursunun insanlardaki dolasimi

Kursunun noronlara kalsiyum kanallar1 araciligiyla girdigi, ayrica troponin C ve

kalmodulin gibi kalsiyum baglayici proteinlerde Ca*"’nin yerini aldig1 ve dolayisiyla



kalsiyum aracilikl iglevleri etkiledigi gosterilmistir [27]. Kursun kemik dokusunda da
kalsiyumun yerini almakta ve kemikleri daha yumusak hale getirmektedir. Ozellikle
metabolik aktivitenin yogun oldugu fibula, tibia ve femur kemik dokularinda kursun
fosfatlar1 seklinde depolanmasindan dolayi, radyolojik analizlerde kursun cizgileri
olarak adlandirilan ¢izgiler seklinde goriiliir. Kursun c¢izgilerinin genisligi yiiklenilen
kursun miktari ile orantilidir [15, 19].

Kursunun toksik etkilerini aciklamak i¢in ¢esitli mekanizmalar arastiricilar
tarafindan ileri siirlilmesine ragmen, hicbir mekanizma bu toksisiteyi tam olarak
aciklayamamaktadir. Bunun nedeni kursun toksisitesinin biyokimyasal ve molekiiler
mekanizmalarinin tam olarak bilinmemesinden kaynaklanmaktadir. Ancak deneysel
calismalardan elde edilen veriler, protein kinaz C (PKC)’nin aktivasyonunda kalsiyumu
engellemesi ve/veya reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumundan dolayi, kursunun
toksik etkilerinin ortaya ¢iktig ileri siirlilmektedir [21]. Son ¢aligmalar kursunun toksik
etkilerinde, oksidatif stresin O6nemli mekanizmalardan biri olarak rol aldigini
gostermektedir [24, 28]. Bu mekanizmaya gore kursun ile indiiklenen oksidatif stresin,
memelilerde var olan hassas prooksidan/antioksidan dengesini bozarak kursun
zehirlenmesinin patogenezisine katkida bulundugu, kursunun oksidatif hasar araciligiyla
lipitler, proteinler ve DNA gibi 6nemli biyomolekiillere zarar verdigi onerilmektedir
[18, 29]. Kursun ile indiiklenen oksidatif stres hasar1 asagidaki mekanizmalardan
meydana gelebilir.

* d-aminolevulinik asit dehidratazin (ALAD) kursun tarafindan inhibisyonu
sonucu ALA birikimi. ALA etkin bir endojen serbest radikal kaynagidir.

 Lipit peroksidayonunu da dahil olmak iizere, kursunun dogrudan biyolojik
zarlarla etkilesimi.

* Hiicre i¢i kalsiyum seviyelerinin artmasi, bozulan mitokondriyal fonksiyonlar.

» Serbest radikal siipiiriicii enzimler ve glutatyon seviyelerinde kursun ile
indiiklenen azalma. Bu durum kursunun radikal siipiiriici enzimler ve molekiillerdeki
metal kofaktorlerine veya siilfidril gruplarina olan yiiksek ilgisine baglanmaktadir [29].

Kursun toksisitesinin tedavisinde giinlimiizde kullanilan klinik yontem
selatlayici ajanlardir. Bu ajanlar kursuna baglanmakta ve kursun ile yiiklenmis olan
dokudan kursunun uzaklastirilmasini saglamaktadir. Kalsiyum disodyum etilendiamin
tetra asetik asit (CaNa,EDTA), D-penisilamin ve dimerkaprol (British Anti-Lewisite,
BAL) selasyon (antidot) tedavisinde yaygin olarak kullanilan ajanlardir. Ancak bu



ajanlar ciddi yan etkilere sahiptirler [15, 17, 25]. Kursun ile indiiklenen oksidatif
stresteki olas1t mekanizmalar Sekil 1.3’te gosterilmistir.

Kursun toksisitesinde ortaya c¢ikan olaylari, kursunun kalsiyum ve ¢inko gibi
metallerle yarigmasi, proteinlerin tiol gruplarma olan yiiksek ilgisi, ROT olusumu,
endojen antioksidanlarin baskilanmasi ve lipit peroksidasyonunun artmasi seklinde
Ozetleyebiliriz [6]. Kursunun bir insan karsinojeni olmasindan siiphe edilmektedir [21].
Deney hayvanlarn ile yapilan ¢alismalarda, kursun asetat ve kursun fosfatin karsinojen
etkisi olabilecegi bildirilmistir. Ancak kursunun insan karsinojeni oldugunu
sOyleyebilmek i¢in veriler yeterli degildir. Kursun Uluslararasi Kanser Arastirma
Kurumu (International Agency for Research on Cancer, IARC) tarafindan grup 2B
(muhtemel insan karsinojeni) olarak listelenmistir [7].
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Sekil 1.3. Kursun ile indiiklenen oksidatif stresteki olas1t mekanizmalar



1.2.3. Kursunun hiicre zarlarina etkisi

Kursun hiicre zar yapisina ve kompozisyonuna toksik etkiye sahiptir [30]. Kan
dolagimindaki kursunun biiyiikk cogunlugunun eritrositlerde bulunmasindan dolay1
kursunun toksik etkilerinin arastirildigi calismalarda eritrositler yaygin olarak kullanilan
bir modeldir. Kursuna maruz kalma ile eritrositlerde bazi membran bagimli enzimlerin
aktiviteleri ve membran proteinlerinin kompozisyonu degismektedir. Biyolojik
membranlarin ana yapilari protein ve lipitlerdir [17]. Hiicre zarlarinda yag asitlerindeki
cift baglarin varligi, ¢ift baga komsu karbon atomundaki C-H baglarin1 zayiflatmakta ve
hidrojen atomunun uzaklastirilmasini kolaylastirmaktadir. Bu sebepten dolay1 hi¢ ¢ift
bag icermeyen ya da bir veya iki ¢ift bag iceren yag asitleri, oksidatif saldiriya karsi
ikiden daha fazla ¢ift bag igeren ¢coklu doymamis yag asitlerine gore daha direnglidirler
[17, 18]. Kursunun membranlara olan bir bagka etkisi de, zardaki yag asidi
kompozisyonunu degistirmesidir [31]. Biyolojik zarlarin lipit kompozisyonunun
degismesi zar Dbiitlinliigli, ge¢irgenligi ve fonksiyonunda degisimler ile
sonuglanabilmektedir [17]. Bu nedenle kursun ile indiiklenen toksisitenin zar enzim
aktivitelerini, endo ve ekzositoz, zardan madde tasinimi ve sinyal iletimi gibi zarla

iliskili islevleri etkilemesi olasidir [18].

1.2.4. Kursunun hemoglobin biyosentezine etkisi

Kursunun en 1iyi bilenen toksik etkilerinden biri hem biyosentezini
engellemesidir [28]. Kursun hemoglobin ve sitokrom iiretiminde ve hem biyosentezinde
gerekli olan enzimlerin aktif yerleri i¢in yarigir. Bu yarigma sonucu kanda ve idrarda
hem oOnciillerinin anormal konsantrasyonlari ortaya c¢ikar. Kursun zehirlenmesinin
tanisinda bu bulgular kullanilmaktadir. Kursun hemoglobin biyosentezindeki etkisini
Sekil 1.4’te de gosterilen enzimleri inhibe ederek olusturmaktadir. Kursun ile etkilenen
bu mekanizmada delta-aminoleviinilik asit ve koproporfirinojen III idrar ile atilirken,
protoporfirin IX eritrositlerde birikmektedir. Kursun Na'/K'-ATPaz pompasini ve

eritrositlerin zar yapisini bozarak, eritrositlerin yasam siirelerini kisaltmaktadir [15].
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Sekil 1.4. Kursunun hem sentezine olan etkisi.

1.2.5. Kursunun DNA iizerine etkisi

Kursunun DNA’da da oksidatif strese neden oldugu bildirilmistir.
Aminolevulinik asit dehidrataz (ALAD) kursunun toksik etkilerine karst oldukca
duyarhidir ve ortamda aminolevulinik asit (ALA) birikimi nedeni ile ROT olusumu
artmakta ve oksidatif stres meydana gelmektedir. ALA’nin son oksidasyon iiriinii 4,5-
dioksovalerik asittir. Bu molekiiliin hem izole DNA hem de niikleozidler i¢indeki
guanin kisimlart i¢in olduke¢a etkili bir alkilleyici ajan oldugu bulunmustur [32].

Kursunun gen ifadesini degistirebilecegine dair veriler de mevcuttur [33].

1.2.6. Kursunun antioksidan savunma sistemlerine etkisi

Stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
gibi enzimlerin aktivitelerinde ve glutatyon (GSH) gibi bazi antioksidan molekiillerin
konsantrasyonlarinda degisikliklerin oldugu kursuna maruz kalan hayvan ve insanlarla
yapilan calismalarda gosterilmistir. Tiim bu c¢alismalarin kursun zehirlenmesinin
patofizyolojisinde oksidatif stresin olasi iligkisini Onermesine ragmen, enzim

aktivitelerindeki ve antioksidan molekiillerin konsantrasyonlarindaki degisikliklerin,
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oksidatif hasara neden mi oldugu yoksa oksidatif hasar sonucu mu ortaya ¢iktig1 agik
degildir [17].

Kursun, kadmiyum ve civa gibi bazi agir metaller siilfidril (SH) gruplarina kars:
yiiksek affinite gosterirler. Kursunun fonksiyonel SH gruplari igeren c¢esitli enzimleri
inhibe ettigi gosterilmistir [17]. Glutatyon reaktif bir SH grubuna sahip enzimatik
olmayan antioksidan olarak rol alan bir peptittir [34]. Kursun SH grubuna baglanarak
GSH seviyelerini ve GSH’1n antioksidan etkilerini azaltmaktadir. Glutatyon rediiktaz
(GR) antioksidan sistemde yer alan ve aktif bolgesinde disiilfit igeren bir enzimdir. Bu
durum GR’yi kursun i¢in bir hedef haline getirmekte ve kursun bu enzimi inhibe
etmektedir. Bunun neticesinde GSH:GSSG oran1 azalmakta ve hiicreler oksidatif strese
daha duyarli hale gelmektedir [17].

Antioksidan savunmada enzimatik olarak rol alan CAT, GSH-Px ve SOD birer
metalloproteinlerdir ve uygun molekiiler yap1 ve enzimatik aktivite i¢in c¢esitli iz
elementlere ihtiya¢ duyarlar. Bu durum kursunun diger metallerle yarismasindan dolay1
kursun toksisitesinde bu enzimleri hedef haline getirir [35]. CAT prostetik grup olarak
hem icermektedir. GSH-Px kofaktor olarak selenyuma ihtiya¢ duymaktadir. SOD’un
aktivite icin ise bakir ve c¢inko gerekmektedir. Kursun bu enzimlerin siipiiriicii
gorevlerini  yapmalarimi  engelleyerek  oksidatif hasarin  olusmasma katkida

bulunmaktadir [17].

1.3. Kadmiyum

Kadmiyum (Lat: Cadmia) periyodik tabloda Cd sembolii ile ifade edilen atom
numarasi 48, yogunlugu 8.65 g/cm’ olan periyodik cetvelde 2B grubunda bulunan
elementtir. Nispeten nadir bulunan, yumusak, biikiiliip sekil verilebilen, mavimsi beyaz
renkli, toksik bir gecis metalidir [36-38]. Kadmiyum 1817’de Almanya’da Friedrich
Strohmeyer tarafindan ¢inko karbonat (kalamin) icerisinde kesfedilmistir [38, 39].
Strohmeyer, saf olmayan kalaminin 1sitildiginda renk degistirdigini, saf kalaminin ise
renk degistirmedigini fark etmistir. Giiniimiizde kadmiyum ve kadmiyum bilesiklerinin
ylksek oranda toksik olduklar1 bilinmesine karsin, eskiden kadmiyum iyoditin eklem
biiylimesi, kizarik ve sisliklerin tedavisinde kullanildigini British Pharmaceutical Codex
bildirmistir [38].

Kursunun aksine, kesfedilmesi c¢ok yeni olmasina karsin gecen yiizyilin

icerisinde baglayan endiistriyel boyutta kullanirmindan dolay1 yiiksek oranda kadmiyum
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kirliligi meydana gelmistir [12, 39]. Kadmiyum Birlesik Devletler Cevre Koruma
Dairesi (US Environmental Protection Agency, EPA) tarafindan Onemli bir cevre

kirleticisi olarak listelenmistir [37, 40].

1.3.1. Kadmiyumun ¢evreye dagilim ve canhlara gecisi

Kadmiyum kursun gibi bir yeralti minerali olup yer kabugunda bulunan dogal
bir elementtir [7]. Dogada c¢inko ile ham cevherde birlikte bulundugundan ¢inko
aritiminda yan iriin olarak kaginilmaz bir sekilde ortaya ¢ikmaktadir [23, 39]. Dogal
yollar ile besinlere ve suya karisimi diisiik orandadir. Insan kaynakli endiistrilesme
cevreye daha yiliksek oranda kadmiyum kirliligini beraberinde getirmistir [12]. Dogal
kaynaklarla kadmiyumun c¢evreye ve atmosfere gecisi volkanik aktivite, orman
yanginlar1 ve toprak partikiillerinin riizgar ile tasmmasi ile olmaktadir. Insan kaynakli
olarak kadmiyumun cevreye gecisi endiistriyel faaliyetler, metallerin ergitilmesi, fosil
yakitlarin tiiketilmesi ve fosfathh giibrelerin kullanilmast ile gerceklesmektedir.
Kadmiyumun insan kaynakli faktorler tarafindan ¢evreye yayilmasi, dogal kaynaklar
tarafindan yayilan miktara gére daha fazla olmaktadir [40].

Insanlar agisindan ele alindiginda kadmiyuma maruz kalanlarin en onemli
kismin1 meslekleri geregi bu metale maruz kalanlar olusturmaktadir. Meslekleri geregi
kadmiyumla karsilasmayan insanlara ise en 6nemli gecis yolu sigaradir. Sigara ve sigara
dumanina maruz kalmayan insanlar ve canlilar i¢in kadmiyuma maruz kalmadaki ana
yol endiistriyel faaliyetler sonucu olusan hava kirliligi ve besin zinciridir [40-42].

Genel popiilasyon i¢in besin ile aliman kadmiyum orani, igme suyu veya
atmosferden alinana gére daha fazladir [43]. insanlar giinliik olarak 0.15 pg havadan, 1
ug sudan kadmiyum almaktadir. Genel olarak ¢ogu besinlerden kaynaklanmakla birlikte
glinliik 25-200 pg kadmiyuma maruz kalindigi tahmin edilmektedir [20]. Diinyada
insanlar arasinda bobrek kadmiyum seviyelerinin en yiiksek olugu toplum Japonlardir.
Avrupalilarda bobrek kadmiyum oranlar1 ortalama 10-30 pg/g yas doku iken Japonlarda
bu oran 65-115 pg/g yas dokudur. Bu fark kadmiyum bakimindan zengin topraklarda
yetigen pirincin tliketilmesinden kaynaklanmaktadir. Bu pirincin tiiketilmesi Japonya’da
giinliik olarak alinan toplam kadmiyumun {icte birlik b6liimiinii olusturmaktadir [43].

Sigara dumani Onemli bir kadmiyuma maruz kalma yoludur. Sigara
dumanindaki kadmiyum miktar1 genel olarak besinlerden az olmasina karsin, akcigerler

bagirsaga gore kadmiyumu c¢ok daha fazla absorbe ederler [44]. Oral olarak verilen
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dozun sadece % 5 kadar1 gastrointestinal kanaldan absorbe edilirken, akcigerlerden
absorbe edilen kadmiyum orani1 ise % 90 civarindadir [45]. Yirmi sigaralik bir paketin
tiiketilmesinin ardindan insanlarin 2-4 pg kadmiyum aldig1 kabul edilmektedir [15, 20,
23].

1.3.2. Kadmiyumun canhilara etkisi

Kadmiyumun canlilar i¢in herhangi bir biyolojik fonksiyonu bulunmamaktadir
[38, 41]. Diisiik konsantrasyonlarda bile canlilar i¢in oldukga toksik olup canlilar ve eko
sistemde birikmektedir [38]. Kadmiyum osteoporoz, non-hipertrofik anfizem, geri
doniisiimsiliz bobrek bozukluklari, hipertansiyon, akciger fibrozis, anemi, eozinofili,
anosmia ve kronik rhinitis gibi durumlara neden olabilir [37, 40, 46].

Kadmiyum zehirlenmesine verilen tipik 6rnek literatiire itai-itai hastaligi olarak
gecen durumdur [15, 40]. Kadmiyumla kronik zehirlenmeler, toz ya da buharlarinin
uzun siire diisiik dozlarda solunumla ve besinlere karisan ¢oziinmiis kadmiyum ve
tuzlarinin alinmasi ile olusmaktadir. Bu tiir zehirlenmelerde ortaya c¢ikan belirtiler
sindirim bozukluklar1 (karin agrisi, kanli kusma, ishal), dis minerallerinin sari
goriinmesi (kadmik sar1), solunum bozukluklari, bobrek bozukluklari, osteopati ve
anemidir [15]. Kronik kadmiyum zehirlenmesinde ispatlanmis etkili bir tedavi yoktur
[45]. Agizdan alma sonucu meydana gelen akut zehirlenmelerde gastrik bosaltma
(gastrik lavaj, kusturma) gerceklestirilir. Selatorler ¢ok etkili degildirler. Hatta Cd-BAL
komplekslerinin bobreklerde akut tubiilonefrit olusturmasi nedeni ile uygulamalar
tehlikeli olabilir [15].

Kadmiyum gastrointestinal kanaldan iyi absorbe edilen bir metal degildir. Ancak
absorbe edilen miktarinin canlidan elimine edilmesi kolay degildir [47]. Kadmiyum ve
kalsiyumun benzer yiik ve boyuta sahip olmalar1 nedeni ile (Cd*'= 0.99 A, Ca®'= 0.97
A) kadmiyum hiicre igine voltaj ve reseptdr aracilikli kalsiyum kanallar1 araciligiyla
kolaylikla girebilmektedir [48]. Cesitli kaynaklarda farkli gosterilmekle birlikte,
kadmiyum uzun bir biyolojik yarilanma zamanina (15-20/15-30 y1l) sahiptir [36, 37, 40,
48]. Viicuttan diisiik atillm orani nedeni ile kan, bdbrek, karaciger ve iireme
organlarinda birikmektedir [48]. Kadmiyum bir kez viicuda alindiktan sonra kandan
hizli bir sekilde temizlenip diger dokularda konsantre hale gelmektedir. Kadmiyumun
birincil derecede birikime ugradigi dokular bobrek ve karacigerdir [45]. Metallotionin

(MT) proteinleri yiiksek sistein icerdiklerinden dolay1 kadmiyum gibi agir metallere
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yluksek ilgi duyarlar [49]. Bu iki dokunun yiiksek miktarda MT {iretebilme yeteneginden
dolay1 viicuttaki toplam kadmiyum yiikiiniin cogunlugunu bobrek ve karaciger dokulari
tistlenmektedirler [15, 45]. Hiicresel MT varligi kadmiyumun toksik etkilerini dnemli
derecede azaltabilmektedir. Ancak, muhtemelen MT’lere baglanmasinin bir sonucu
olarak viicuttan kadmiyumun atilimi ¢ok yavastir. Bu nedene ilave olarak yaslanma
ve/veya giinliik kadmiyum aliniminin devami sonucunda memelilerde kadmiyum bu iki
dokuda daha c¢ok birikmektedir [43]. Organizmadaki bu uzun siireli kadmiyum
mevcudiyeti, kadmiyum ile indiiklenen neoplastik transformasyonlarin olasiligini
artirmaktadir [45]. Kadmiyum 6zellikle idrar ve bir kisim feges ile olmak iizere yavas
atilir. Ayrica, ¢ok az oranda ter ve tiikiiriik ile de atilmaktadir [15].

Coziinebilir kadmiyum bilesikleri karaciger, beyin, bobrekler, akciger, kalp,
testisler ve merkezi sinir sisteminde birikebilmekte ve toksik etkilere yol agabilmektedir
[37, 50]. Kadmiyumun toksik etkilerinden sorumlu olan molekiiler mekanizma(lar) tam
olarak aydinlatilmis degildir. Kadmiyum ile indiiklenen hasarda; antioksidan enzimlerin
engellenmesi, tiol igeren proteinlerde degisimler, enerji metabolizmasinda inhibisyon,
DNA yapisinda degisimler, degisen membran yapi/fonksiyonu Onerilmektedir [S1].

Molekiiler seviyede kadmiyum kalsiyum, ¢inko, selenyum, krom ve demir gibi
gerekli metallerin kullanimini engellemekte ve bagirsaklarindan artan absorbsiyon ve
diger dokularda metallotioninlerle artan alikonmasindan dolayr bu esasi metallerin
yetersizligi kadmiyum toksisitesini artirmaktadir [41]. Kadmiyumun toksik etkilerinin
ortaya ¢ikmasinda ¢inko aracilikli ¢esitli metabolik olaylarin engellenmesinin énemli
bir yeri vardir. Genellikle ¢inko tedavisi ile kadmiyumun zararl etkileri azalmaktadir
[45]. Kadmiyumun bagirsak ve bobrek zarlarindan tasiniminda ¢inko ve kalsiyum
iyonlar1 ile yarigsmakta ve ayni tagima sistemini paylagsmaktadir [41]. Kadmiyum, PKC
ve kalmodulinde kalsiyumun normal baglanma bolgesinden kalsiyumun yerini
alabilmektedir. Kalmodulin kalsiyum/kalmodulin bagimli kinaz, fosfodiesteraz ve
miyozin hafif zincir kinazi da igeren ¢esitli enzimlerin ikincil haberci yollarinda rol alip
bu enzimleri aktive etmekte ve gen ifadelerini diizenlemektedir. Kadmiyum
konsantrasyonlardaki belli seviyeler (0.1-5 uM) Ca”**-ATPaz pompalarini engellemekte
ve sonugta hiicre i¢i Ca miktar1 artmaktadir [48]. Kadmiyum ATP sentezini de inhibe
etmektedir [52].

Memelilerle yapilan ¢alismalarda kadmiyumun ROT olusumu uyarabilecegini
gostermektedir. Bunun sonucunda lipit peroksidasyonu, DNA hasar1 artmakta, kalsiyum

ve silfidril homeostazisi degismekte ve antioksidan savunma bozulmaktadir [53].
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Kadmiyum aktif bir redoks metali olmadigi i¢in oksidan rolii agik degildir [36].
Kadmiyumun kendisi dogrudan serbest radikal olusumunu saglayamaz ancak, ¢esitli
mekanizmalarla dolayli olarak siiperoksit ve hidroksil radikali gibi radikallerin

olusumuna yol agar [37]. Sekil 1.5°de kadmiyum ile indiiklenen olas1 oksidatif stres
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Sekil 1.5. Kadmiyum ile indiiklenen olas1 oksidatif stres

1.3.3. Kadmiyum karsinogenezi

Kadmiyum insanlar i¢in gii¢lii bir karsinojendir. Uluslararasi Kanser Arastirma
Kurumu (International Agency for Research on Cancer-IARC) ve Amerika Birlesik
Devletleri Ulusal Toksikoloji Programi (National Toxicology Program of the USA)
tarafindan kadmiyum kategori 1 karsinojen (insan karsinojeni) olarak siniflandirtlmigtir
[37, 40, 45, 54]. Kanada ve Almanya’da yapilan vaka kontrol ¢aligmalarinda mesleki
olarak kadmiyuma maruz kalanlar ile renal hiicre karsinoma arasinda baglanti oldugu
gosterilmigtir. Kadmiyumun bir insan karsinojeni olarak smiflandirilmas: deney
hayvanlari ile yapilan caligmalardan elde edilen kuvvetli delillerle de desteklenmistir.

Sicanlara subkutan olarak CdCl, uygulamasi sonucunda prostat ve pankreas tiimorleri

16



olusmustur. Agizdan sicanlara kadmiyum uygulamasi sonucunda testis tlimdrleri
gelismistir. Sigan ve farelerde enjeksiyon yapilan bdlgelere bagli olarak lokal tlimorler
olugmustur. Geligmis iilkelerde kanser dliimlerinden sorumlu olan pankreas kanserinin
patogenezinde yiiksek oranda kadmiyuma maruz kalan kisilerde kadmiyumun da roli
olabilmektedir. Meslekleri geregi bu agir metale maruz kalan kisilerde akciger, prostat,
pankreas ve bobrek kanserleri goriilebilmektedir [40].

Kadmiyum c¢ogunlukla genotoksik olmayan bir karsinojendir. Bakteriyal
testlerde mutasyonel olmayan bir ajan iken, in vitro memeli hiicrelerde ise zayif
mutajenik 6zellik gostermektedir. Ancak, kadmiyum bilesiklerinin genotoksik ajanlarla
birlikte oldugu zaman DNA tamirinin kadmiyum tarafindan inhibe edilmesi nedeniyle,
memeli hiicrelerde ko-mutajenik oldugu kanitlanmistir [40]. Kadmiyum belirli sartlarin
varliginda genotoksik ve mutajenik olaylara yol acabilmesi i¢in yiiksek dozda
kadmiyuma maruz kalma gerekmektedir [45].

Kadmiyum karsinogenezinin  molekiiler = mekanizmalart tam  olarak
bilinmemektedir [55]. Ancak Sekil 1.6’da kadmiyum karsinogenezinde yer alan
molekiiler etkiler ~6zetlenmistir. 1k kolonda kadmiyumun karsinogenezdeki
biyokimyasal hedefleri gosterilmistir. ikinci kolonda ise bu biyokimyasal yollarin

hiicresel fizyolojik sonuglart verilmistir [40].
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1.4. Adrenomedullin

Adrenomedullin (AdM) 1993 yilinda Kitamura vd. tarafindan bazi peptidlerin
trombosit siklik adenozin monofosfat (cCAMP) diizeylerine etkisini aragtirirken insan
feokromasitoma hiicrelerinde kesfedilmis, hipotansif etkili 52 amino asitlik endojen
vazodilator bir peptitdir. Feokromasitoma hiicrelerindeki gibi normal adrenal medulla
hiicrelerinde de bol miktarda bulunmasi nedeni ile Kitamura vd. bu peptide
adrenomedullin ismini vermislerdir [56]. AdM’ nin kesfinden sonra bu peptidin pek ¢ok
dokuda bulundugu [57] ve bir hormon gibi davranarak otokrin/parakrin tarzda ¢ok
yonlii biyolojik aktivite gosterdigi bildirilmistir [58]. AdM bir intramolekiiler distilfid
bagi C-terminal amid yapisindan olusan bir polipeptittir. Kalsitonin gen iliskili peptid
(CGRP) ile % 27 oraninda homoloji gostermesi nedeni ile CGRP siiper ailesine dahil
edilmistir [59]. AdM bilinen peptidler arasinda en giiclii damar genisletici etkinligine
sahiptir [60].

1.4.1. Yap1 ve molekiiler biyoloji

AdM alt1 amino asitlik tek bir rezidii ve CGRP ile amiline benzeyen C-terminal
amid yapisi icermektedir [61]. AdM geni, insan, sigan ve domuzlarda yiiksek derecede
korunmustur [59]. Kitamura vd. insan feokromasitoma hiicrelerinden cDNA yapisini
aragtirmislar ve AdM’nin sifresinin onciilii olan prepro-AdM’den elde etmeyi
basarmislardir. insan prepro AdM’si 185 amino asit uzunlugunda olup 164 amino asitlik
bir peptid olan proAdM’ne doniistiiriilmekte ve bu da 52 amino asitlik biyolojik olarak
aktif form olan AdM’ye déniistiiriilmektedir [62]. Insan AdM’sinin genomik DNA’s1 4
ekzon ve 3 intron igermektedir ve olgun AdM dordiincii ekzondan kodlanmaktadir.

AdM geni 11. kromozomun tek bir lokusuna yerlesmistir [59].

18



NI-!Z-::!G%3
Proadrenomedullin
gimﬂmﬂﬁﬁmég N-terminal 20 peptit
\RT

QOO0 -CONH; (PAMP)

l Proadrenomedullin

<

NH. (AE@E
BXCOGERS
DVEKDAHG Ly Adrenomedullin

GROEORODE
PRERCEFEGEY CONH,

(EXC
@
Qﬂ(—:

Sekil 1.7. insan proAdM’sinin translasyon sonras: siirecinden olusan AdM ve PAMP
1.4.2. Adrenomedullinin doku dagilimi

AdM doku dagilimi cesitli arastiricilar tarafindan ¢esitli canlilarda farkli
yontemlerle genis bir sekilde galigilmistir. AdM immiinoreaktivitesi hem si¢an hem de
domuzlarin adrenal bez, kalp, akciger, bobreklerinde gosterilmistir. Ters transkripsiyon
polimeraz zincir reaksiyonu ile (RT-PCR) domuzlarin kardiyak miyakardium, bobrek,
akciger, endotel hiicreleri, diiz kas hiicreleri ve epitel hiicrelerinde AdM mRNA
ifadeleri gosterilmistir. Saglikli insan dokular ile yapilan RT-PCR c¢aligmasinda da
beyin, kalp, akciger ve adrenal bezlerde AdM mRNA’s1 gosterilmistir [59]. Sican
kopek, fare ve sigir gibi memeli canlilarda AdM’nin amino asit dizisi rapor edilmistir.
AdM kan, idrar, serebrospinal sivi, amniyotik siv1 ve siitte de bulunmaktadir. AdM’nin
immiineraktivitesinin en fazla oldugu doku adrenal medulladir. Bununla birlikte ¢esitli
dokularda daha az oranda immiinoreaktive gostermektedir. Literatiirdeki buna benzer
tim c¢alismalar AdM’nin insan dokularinda ayni zamanda her yerde bulunan ve bu

ozelliginden dolay1 ¢ok yonlii biyolojik rollere sahip oldugunu gdstermektedir [58].
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1.4.3. Adrenomedullinin sentez ve salinimi

AdM sentezinin regiilasyon mekanizmasi heniiz tam olarak agiklanamamustir.
Ancak AdM sentezinde ¢esitli mekanik ve humoral faktorlerin uyarisina bagl oldugu
diistintilmektedir [61]. Sugo vd. sigan vaskiiler diiz kas kiiltiirlerinde hiicre ici cAMP
konsantrasyonlarinin AdM iiretimini regiile ettigini gostermislerdir [63]. Forskolin ve 8-
bromo-cAMP’nin AdM gen transkripsiyonu ve iiretimini baskilamasi, AdM iiretiminin
hiicre i¢i cAMP konsantrasyonu ile diizenlenebilecegini gostermektedir [59]. Kitamura
vd.’nin kesfinden sonra cAMP’nin, AdM’nin sekonder habercisi oldugunu gosteren
caligmalar yaymlanmistir [64-66]. Sitokinler AdM salgilanmasina yol agmaktadirlar.
AdM gen ekspresyonu ve iiretimi interlokin-la (IL-1a), interlokin-1B (IL-1pB), timor
nekréz faktor-o (TNF-a), timor nekroz faktor-f (TNF-B) ve lipopolisakkarit (LPS) ile
belirgin diizeyde artmaktadir [67]. Anestezi uygulanmis sicanlarda LPS’ nin damar igine
enjeksiyonu plazma AdM konsantrasyonunu artirmaktadir [68]. AdM hipotansif etkisini
en az iki mekanizma ile olusturmaktadir. Ilk mekanizma vaskiiler diiz kas hiicrelerine
dogrudan etki gosterip cAMP diizeylerini artirmak ve endotel hiicrelerine etki edip
nitrik oksit (NO) salinimini uyarmak ile olmaktadir. Her iki mekanizmanin sonucunda

da vaskiiler genisleme meydana gelmektedir [59].

1.4.4. Adrenomedullinin reseptorleri ve sinyal iletimi

AdM biyolojik aktiviteleri i¢in kalsitonin benzeri reseptdr (CL) ve spesifik
reseptor aktivitesini modifiye eden proteine (RAMP) ihtiya¢c duymaktadir. RAMP ailesi
RAMP1, RAMP 2 ve RAMP 3 olmak iizere ii¢ iiyeden olusur. RAMP2 ve RAMP3
sirastyla AdM1 ve AdM2 reseptorleri olarak da adlandirilmaktadir [69]. AdM’nin
biyolojik etkisini CGRP iizerinden ve spesifik AdM reseptorleri (AdM1, AdM?2)
araciligr ile gosterdigi bilinmektedir. AdM1 ve AdM2 reseptdrlerinde meydana gelen
konformasyonel degisiklik sonucunda guanilat siklaz, adenilat siklaz ve protein kinaz A
uyarilir ve sonugta hiicre ici cAMP seviyesi artar. cAMP artist hiicre i¢i kalsiyum

miktarinin ylikselmesi ile sonug¢lanir [70].
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a) Damarlar iizerine etkisi
Hem in vitro hem de in vivo ¢alismalar ile AdM’nin vaskiiler tonus lizerinde
etkili bir vazodilator oldugu gosterilmistir [5S9]. Kopeklerden izole edilen femoral, renal,
koroner, mesenterik ve basiler arterlerde AdM’nin doza bagli damar gevsemesi yaptigi
rapor edilmistir [61]. Sicanlardan izole edilmis aortik arterlerde, insan AdM’nin NO
bagimli gevseme olusturdugu, endotelin-1 (ET-1) ve angiotensin II (A-II) salinimini

inhibe ettigi bildirilmistir [71].

b) Kalp iizerine etkisi
AdM’nin inotropik etkileri hakkinda tartismali bilgiler mevcuttur. Szokodi vd.
AdM’nin (+) inotrop etkisi oldugunu ileri slirmiislerdir [72]. Ancak, Ikenouchi vd.

tavsan ventrikiil myositlerinde AdM nin (-) inotrop etkili oldugunu bildirmislerdir [73].

c) Sistemik kardiovaskiiler etkileri

Anestezi altindaki siganlarda AdM’nin damar i¢i bolus enjeksiyonu sonucunda
toplam periferal direnci azaltarak ve kardiak giicli artirarak AdM’nin doza bagl olarak
ortalama arteriyal kan basincini azaltmaktadir. AdM kan akisinin akcigerler, kalp,
dalak, bobrekler, adrenal bezler, ve ince bagirsakta onemli derecede artmasina yol
acarken, beyin ve deride bir degisiklige yol agmamis, iskelet kasi ve testislerde ise
azalmaya yol agmistir. Genel olarak yiiksek derecede ifade edildigi dokularin cogunda
AdM’nin akis oranini artirmasi, AdM’nin dolasimdaki bir hormondan ziyade lokal

damar genisletici bir hormon gibi rol aldigin1 6nermektedir [59].

d) Bdbreklere etkisi
AdM’nin natriiiretik 6zellige sahip oldugu bildirilmistir. Kopeklerde yapilan
calismada bobrek icine verilen AdM’nin belirgin bir diiiretik ve natriiiretik etki
olusturdugu buna karsin serum fizyolojik verilen diger bobrekte bdyle bir etki
olusturmadig1 gosterilmistir. AdM’nin bu etkisinde artan glomerular filtrasyon oram
(GFR) ve azalan distal tlibiiler sodyum reabsorbsiyonunun aracilik ettigi

diistiniilmektedir [74].

e) Merkezi sinir sistemine (MSS) Etkisi
AdM’nin MSS’de su i¢me ihtiyacini azaltma, tuz aliniminda azalma ve gastrik

hareketlerde azaltma gibi etkiler yaptig1 deneylerle ispatlanmistir [S9].
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AdM plazmada normal sartlarda pikomolar konsantrasyonlarda bulunmaktadir
[75]. Ancak plazma ve doku AdM seviyeleri hipertansiyon, konjestif kalp yetmezligi,
akut miyokard infarktiis, kronik bobrek yetmezligi, doku iskemi veya hipokziya gibi
cesitli durumlarda yilikselmektedir. Bu durumun bu patalojik durumlara karsi

diizenleyici ve koruyucu rol iistlenmesi nedeniyle oldugu diisiiniilmektedir [58, 59].

1.5. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Kuantum kimyasina gore ancak iki elektron bir bagin yapisina girebilmektedir.
Elektron giftleri olduk¢a karali yapilardir ve insan viicudunda elektronlar genelde cift
halde bulunmaktadir. Bir bag koptugunda elektronlar ya birlikte kalmakta ya da
ayrilmaktadirlar. Eger birlikte kalirlarsa olugan atom bir iyon olur. Ayrililarsa da serbest
radikaller olusur [76].

Serbest radikaller bir veya daha fazla eslesmemis elektron iceren molekiil,
molekiiler parcalar veya atomlar olarak tanimlanabilirler. Eslesmemis elektronlar
yiiksek enerjilidirler. Bu nedenle eslenmemis elektronlarin varligi, serbest radikallere
onemli derecede reaktif Ozellik kazandirmaktadir [76-78]. Serbest radikaller
organizmada normal olarak meydana gelen oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlari
sirasinda  olusabildikleri  gibi, c¢esitli dis kaynakli etkenler etkisiyle de
olusabilmektedirler. Oksijen kaynakli olan radikaller, canli sistemlerde olusan radikaller
icerisinde en onemli radikal sinifi olup reaktif oksijen tiirleri/tiirevleri (ROT) olarak
adlandirilmaktadir [77].

Oksijeni metabolize eden tiim hiicrelerde ROT olusumu normal bir siirectir [79].
Normal aerobik hiicrelerde ROT olusumu ve antioksidan koruma arasinda hassas bir
denge vardir. Asirt ROT iiretimi ve/veya yetersiz antioksidan savunma nedeni ile ROT
konsantrasyonundaki artis lipitler, membranlar, proteinler ve niikleik asitleri igeren
hiicre yapilarina hasar vermekte ve bu durum genel olarak oksidatif hasar veya oksidatif
stres olarak adlandirilmaktadir [18, 77, 80]. ROT’lar tiim hiicresel makromolekiiller ile
reaksiyona girebilmekte ve biyomolekiillerde modifikasyonlara yol agabilmektedir. Bu
nedenle ROT’lar biyomolekiiller i¢in zararli ajanlardir. Zararli etkileri nedeni ile
ROT’lar davramigsal anormalliklere, sitotoksisiteye ve mutajenik hasarlara neden

olabilirler [81]. Baslica serbest radikal kaynaklar1 asagida verilmistir [82].

23



1. Endojen kaynaklar

» Mitokondriyal elektron tasima zinciri

* Redoks dongiisii

* Arasidonik asit metabolizmasi

* Fagositik hiicreler ve endotelyal hiicreler gibi hiicrelerdeki oksidatif reaksiyonlar
* Ksantin oksidaz, NADPH oksidaz gibi oksidan enzimler

* Otooksidasyon reaksiyonlari

2. Eksojen kaynaklar

* Diyet faktorleri

* Cevresel faktorler

« flaclar
1.5.1 Reaktif oksijen tiirleri (ROT)

Oksijen kaynakli olan radikaller (ROT), serbest radikaller igerisinde en dnemli
radikal smifidir [77, 83]. Baslica reaktif oksijen tiirleri sunlardir; Siiperoksit radikali
(0,7), hidrojen peroksit (H,O,), hidroksil radikali (HO"), hipoklordz asit (HOCI), tekil
oksijen (Ozm), peroksil radikali (ROO"), organik peroksit radikali (RCOQO),
perhidroksil radikali (HO,"), alkoksil radikali (RO"). Hidrojen peroksit, tekil oksijen ve
hipoklordz asit eslenmemis elektron icermemelerine karsin, diger radikalleri meydana

getirebildiklerinden dolay1 ROT lar igerisine dahil edilmektedirler [82].
1.5.2. Serbest radikallerin biyomolekiillere etkileri

Serbest radikaller biyomolekiillere saldirarak onlara zarar verme yetenegine

sahiptirler [77].

* Lipitlere etkileri

Serbest radikaller biyolojik dokulardaki doymamis yag asitlerine etki etmekte ve
lipit peroksidasyonuna yol agmaktadir [84]. Doymamis yag asitlerindeki bir hidrojen
atomunun ¢ikmasi peroksidasyonun baglamasina neden olur ve bdylece yag asidi zinciri
lipit radikali niteligi kazanir. Radikal dayaniksiz olup, ¢ift baglarin yerini degistirir ve
oksijenle reaksiyonu sonucu lipit peroksil radikaline doniisiir. Lipit peroksil radikalleri

diger doymamis yag asitlerine etkiyerek yeni radikalleri olusturur; bir yandan da
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hidrojen  atomlar1  alarak  hidroperoksitlere = doniisiirler. ~ Hidroperoksitlerin
parcalanmasiyla lipit alkoksi radikalleri agiga ¢ikar. Lipit peroksidasyonu antioksidan
reaksiyonlarla sonlanir veya devam ederek daha ileriye gider [85]. Lipit peroksidasyon
tirtinleri olarak aciga ¢ikan lipit peroksitleri, hidroperoksitleri ve aldehitleri zar yapisina
dogrudan, diger hiicre bilesenlerine ise aldehit iireterek dolayli olarak zarar verirler. Bu
da pek ¢ok hastaligin ve doku hasarinin olugmasina neden olur. Zar yapisinin bozulmasi
sonucu malondialdehit (MDA) olusmaktadir [86]. MDA lipit peroksidasyonunun en

Onemli belirtecidir.

* Proteinlere etkileri

Proteinler radikallerin etkilerine lipitlere oranla daha az hassastir ve amino asit
dizilislerine bagli olarak etkilenirler. Ozellikle doymamis bag ve siilfiir igeren
molekiillerin serbest radikallerle etkilesimi ytiksektir. Bu nedenle triptofan, tirozin, fenil
alanin, histidin, metiyonin ve sistein gibi amino asitleri igeren proteinler serbest
radikallerden daha kolay etkilenirler. Immiinoglobin G ve albiimin gibi disiilfit bag

fazla olan proteinlerin {i¢ boyutlu yapilar1 bozulmaktadir [85].

* Niikleik asitler ve DNA’ya etkileri

Serbest radikaller DNA’y1 etkileyerek mutasyona ve hiicre Oliimiine yol
acabilirler. Hidroksil radikali bazlarla kolayca reaksiyona girebilir. Hidrojen peroksit ise
zarlardan kolayca gecip hiicre ¢ekirdegindeki DNA’ya ulasir ve hiicrelerde fonksiyon
bozuklugu ve hatta hiicre dliimiine yol acabilir. Bu nedenle DNA serbest radikallerden
kolay zarar gorebilen bir biyomolekiildiir [87]. DNA zincirlerindeki kirilmalar ve

mutasyonlar serbest radikallerin yol a¢tig1 hasarlardir [88].

* Karbonhidratlara etkileri
Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit, peroksit ve
okzoaldehitler meydana gelmektedir. Ag¢iga ¢ikan okzoaldehitler, niikleik asitler ve

proteinlere baglanabilme 6zelliklerinden dolay1 zararh etkilere yol acabilirler [88].
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1.5.3. Serbest radikallere karsi antioksidan savunma sistemleri

Normal fizyolojik kosullarda olusan serbest radikaller ve peroksitler gibi
molekiillerin neden olabilecegi oksidatif hasara karsi hiicreler antioksidan savunma
sistemleri tarafindan korunmaktadir. Antioksidan sistemler endojen-eksojen, enzimatik-
enzimatik olmayan veya birincil-ikincil-ii¢linciil antioksidanlar gibi ¢ok cesitli sekilde
siniflandirilabilirler. Siniflandirma seklinin farkli olmasina karsin, antioksidan sistemin
temel gorevi, serbest radikal olusumunun 6nlenmesi ve/veya olusan serbest radikallerin

etkisiz hale getirilmesidir [82, 88]. Antioksidan sistem;

A) Enzimatik Antioksidanlar:

1) Primer:
* Siiperoksit Dismutaz (SOD)
* Katalaz
* Selenyum bagimli Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)
* Glutatyon-S-Transferaz (GST)
* Glutatyon Rediiktaz (GR)

2) Iliskili olanlar:
* NADPH-Kinon Oksidorediiktaz
* Epoksit Hidrolaz
* UDP-Glukronil Transferaz
* Sulfonil Transferaz
* Glukoz-6-Fosfat Dehidrojenaz (G6PD)
* Fosfoglukonat Dehidrojenaz

B) Enzimatik Olmayan Antioksidanlar:

1)  Glutatyon

2)  Vitamin C

3) Vitamin E

4)  Vitamin A

5) Flavinoidler

6) Melatonin

7)  Urik Asit

8)  Albiimin

9) Haptoglobulin
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10) Sistein

11) Seruloplazmin

12) Transferrin ve Laktoferrin

13) Ferritin

14) Oksipurinol

15) Ubikinon

16) Bilirubin

17) Mannitol

18) Lipoik asit

19) Hemopeksin
seklinde smiflandirilabilir [82].

1.5.4. Enzim yapisindaki antioksidanlar

* Siiperoksit dismutaz (SOD)
Stiperoksiti hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene c¢eviren reaksiyonu

katalizleyen bir metalloenzimdir.

20,7 20" =90, o, + o,

Bu reaksiyon “oksidatif strese karsi ilk savunma” olarak da adlandirilir. Ciinkii
stiperoksit zincirleme radikal reaksiyonlarinin giiclii bir baglaticisidir. Bu sistem
sayesinde hiicresel kompartmanlardaki O, diizeyleri kontrol altinda tutulmaktadir.
SOD’un CuZn-SOD, Mn-SOD ve Fe-SOD olmak tizere izoenzimleri bulunmaktadir
[82].

» Katalaz (CAT)
Katalaz esas olarak peroksizomlarda bulunan ve yapisinda dort hem grubu

iceren bir hemoproteindir. Karaciger ve eritrositlerde en yiiksek aktiviteye sahiptir.

Katalaz hidrojen peroksiti su ve molekiiler oksijene pargalayan bir enzimdir [82].

21,0, Fatalaz Lo o+ 0,
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* Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksit ve biiylik molekillii lipid
hidroperoksitlerinin indirgenmesinden sorumludur. Sitozolde yerlesmis, dort selenyum
atomu igeren tetramerik yapida bir enzimdir. Karacigerde en yiiksek; kalp, akciger ve
beyinde orta; kasta diisiik aktivite gosterir. GSH-Px, asir1 hidrojen peroksit varliginda
glutatyonun (GSH) okside glutatyona (GSSG, glutatyon disiilfid) oksidasyonunu
katalize eder; bu arada H,O, de suya doniistiiriilerek detoksifiye edilmis olur [82].

2 GSH+ H,0, 95H-P% om0 + GssG
(ROCH) (ROH)

* Glutatyon rediiktaz (GR)

Yukaridaki reaksiyondan da goriildiigii gibi glutatyon, okside glutatyona
dontismektedir. Bu okside formun ileride kullanilmak iizere tekrar rediikte glutatyona
doniistiiriilmesi gereklidir. Ciinkli organizmanin glutatyon deposu simrhdir. GR,

NADPH varliginda glutatyon disiilfiti tekrar rediikte glutatyona (GSH) ¢evirir [82].
GSSG + NADPH+H' CF, 2 GSH + MADP'

* Glutatyon-S-transferaz (GST)

GST’ler iki protein alt biriminden olusan bir enzim ailesidir. Genel olarak {i¢
sitozolik ve bir de mikrozomal olmak iizere dort ana gruba ayrilirlar. Organizmaya giren
ksenobiyotiklerin  biyotransformasyonunda Onemli rol oynamaktadirlar. Basta
aragidonik asit ve linoleat hidroperoksitleri olmak tizere lipid hidroperoksitlere (ROOH)

karst GST’ler Se-bagimsiz glutatyon peroksidaz aktivitesi gosterirler [82].

ROOH+ 2 GEH ﬂGESG +EOH+H,O
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2. KAYNAK OZETLERI

Kursun ve kadmiyumun toksik etkilerinin ortaya ¢ikmasina neden olan
mekanizma(lar) tam olarak bilinmemekle birlikte, deneysel veriler oksidatif stresin bu
etkilerin ortaya ¢ikmasinda rol alabilecegini gostermektedir [21, 51]. Kursunun
oksidatif stresi indiikledigine dair yayinlanan ilk makale 1965 yilinda yayimnlanan
Willis’in makalesidir [89]. Gliniimiizde de metallerin neden olduklar1 oksidatif hasar
pek ¢ok arastirici tarafindan arastirilmaya devam etmektedir.

Willis’in makalesinde c¢esitli metallerin esansiyel yag asitlerin oksidasyon
oranini artirdig bildirilmistir. Ancak bu ¢alismada kursunun diger metallere gore etkisiz
kaldig1 belirtilmistir [89]. Bu calismadan yillar sonra Yiin ve Lin, MDA analiz
yontemini kullanarak kursun uygulamasi ile lipit peroksidayonunun arttiin1 rapor
etmislerdir [90]. Bu sonug¢ diger arastiricilar tarafindan da dogrulanmistir [91, 92].
Shafig ur-rehman vd. yapmis oldugu calismada beyin dokusunun ¢esitli bolgelerinde
kursun konsantrasyonu ile birlikte lipit peroksidasyonu oranlarini da 6lgmiislerdir. Bu
calismada beynin degisik bolgelerinde kursun konsantrasyonunun artig oranina benzer
bir sekilde lipit peroksidasyonunun da arttigini bildirilmistir [91].

Moreira vd. yapmis olduklar1 caligmada gebelik ve laktasyon doneminde Wistar
sicanlara 500 ppm kursun asetat uygulamisglar ve bu sicanlarin 23 giinliik siitten kesilmis
ve 70 giinliik yetiskin yavrularin hipotalamus, hipokampus ve striatum’larinda SOD,
GSH-Px ve GR enzim aktivitelerini ve kan kursun seviyelerini g¢alismislardir.
Aragtiricilar azalan antioksidan fonksiyonlar nedeni ile oksidatif stresin ortaya ¢iktigi
sonucuna varmiglardir [29]. Ding vd. lipit peroksidasyon {iriinleri ve hidroksil radikal
seviyelerini dlgtiikleri ¢aligmalarinda sigan aortik endotel hiicrelerini 0, 0.01, 0.1, 0.5 ve
1 ppm kursun asetat ile 1, 24 ve 48 saat boyunca inkiibe etmislerdir. Arastiricilar 48
saatlik inkiibasyon sonunda MDA ve 2,3 dihidroksibenzoik asit (hidroksil radikali
Olclimil) olusumunun 6nemli derecede arttigini bulmuslardir. Bu verilere gore kursuna
maruz kalan deney hayvanlarda gozlenen etkilere benzer sekilde, izole endotel
hiicrelerinde kursuna maruz kalmanin hidroksil radikali olusumunu tesvik ettigi ve
oksidatif stresi indiikledigi sonucuna varmiglardir [93].

Patra vd. kursuna maruz kalan siganlarin karaciger, bobrek ve beyin dokularinda
askorbik asit (vitamin C), a-tokoferol (vitamin E) ve L-metiyonin gibi antioksidanlarin
oksidatif stres parametreleri lizerine etkilerini ve kursun seviyelerini arastirmislardir.

Sonucta arastiricilar askorbik asit ve a-tokoferol uygulamasinin doku kursun
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seviyelerini azaltmadigini ancak lipit peroksit (LPO) seviyelerini azaltarak kursun ile
indiiklenen oksidatif stresi tersine c¢evirerek antioksidan etkilerini gdsterdiklerini
bildirmiglerdir [27]. Literatiirde kursun uygulamasimna bagli olarak artan ROT
olusumunu bildiren in vitro ¢aligmalar bulunmaktadir [94, 95]. Tandon vd. kursuna
maruz kalan sicanlarin kan ve beyin dokularinda selatlayici ajan, antioksidan ve
bunlarin birlikte muamelesinin kursun ile indiiklenen oksidatif strese olan etkilerini
arastirmiglardir.  Arastiricilar  antioksidan madde ve selathyr ajanin ayr1 ayri
uygulanmast sonucunda, kanda kursun ile indiikklenen ALAD, CAT enzim
aktivitelerinin ve MDA seviyelerinin tersine c¢evrildigini, beyinde ise MDA
seviyelerinin azaldigini bildirmislerdir. Bu iki ajanin birlikte uygulanmasi sonucunda
ise kursun ile indiiklenen oksidatif stres parametrelerinin daha belirgin bir sekilde
restore edildigi rapor edilmistir [96].

Dogal antioksidanlarin ve tiol selatdrlerin ayr1 ayr1 ve beraber kullanildig1 bir
calismada Flora vd. kursuna maruz kalan sicanlarin kan, beyin, bobrek ve karaciger
dokularinda SOD, CAT, GSH-Px, ALAD, total GSH gibi oksidatif parametrelerdeki ve
kursun seviyelerindeki degisimleri arastirmiglardir. Calismanin sonucunda arastiricilar
C vitamininin, E vitaminine gore oksidatif stresi daha etkili bir sekilde azalttigini
bildirmislerdir. Bunu karsin arastiricilar, E vitamininin mezo-2,3-dimerkapto siiksinik
asit (DMSA) veya monoizoamil DMSA (MiADMSA) selatorleri ile birlikte
uygulanmasi sonucunda, dokulardaki kursun seviyelerinin daha etkili bir sekilde
azaldigini rapor etmislerdir. Sonug olarak aragtiricilar MiADMSA kullanildiginda bazi
yan etkiler ve bakir azalmasi nedeniyle, kronik kursun zehirlenmelerinde DMSA’nin
vitamin C/E ile kombine muamelesinin daha etkili olacagin1 6nermektedirler [28]. Yine
benzer bir ¢aligmada Saxena vd. kursuna maruz kalmis sicanlarda, kan ve dokularda
kursun seviyesinin azalmasi ve kursun ile indiiklenen oksidatif stresin geri kazaniminda
DMSA, monometil DMSA (MmDMSA) ve mono-siklohekzil DMSA (MchDMSA) gibi
tedavi edici ajanlarin etkilerini arastirmislardir. Arastiricilar ALAD, SOD, GSH-Px,
GST ve kursun seviyeleri gibi parametreleri ¢alismislardir. Sonug olarak bu ajanlarin
biyokimyasal parametrelerin geri kazaniminda ve doku kursun seviyelerinin
azalmasinda onemli etkiler gosterdikleri bildirilmistir [25].

Dearth vd. yapmis olduklar1 ¢alismada iki farkli si¢an tiiri kullanarak kursun
toksisitesinde tiir farkliliginin 6nemli olup olmadigini arastirmislardir. Arastiricilar disi
Fisher 344 ve Sprague-Dawley sicanlarina gebelik Oncesinden baslayip yavrularimni

siitten kesinceye kadar igme suyu ile kursun uygulamislardir. Siitten yeni kesilmis
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yavrularla yapilan ¢alismalarda Fisher yavrularinin kursuna karsi daha duyarh oldugu,
Sprague-Dawley yavrularinin ise daha direngli oldugu, bu nedenle diisiik doz kursun
caligsmalarinda Fisher irkinin daha giivenilir bir model olabilecegi bildirilmistir [5].

El-Sokkary vd. kursuna maruz kalan siganlarin karaciger ve bobrek dokularinda
SOD, total GSH, lipit peroksidasyon (LPO) iirlinleri ve histolojik parametreleri
kullanarak melatoninin koruyucu etkisini arastirmislardir. Melatonin uygulamasi
sonucunda lipit peroksidayonunun azaldigi, SOD aktivitesi ve GSH seviyelerinin
diizeldigi ve dokulardaki morfolojik hasarin azalarak kontrol grubuna benzedigi
arastiricilar tarafindan rapor edilmistir [6].

Kadmiyumun da oksidatif stresi indiikledigine dair ¢esitli yayinlar literatiirde yer
almaktadir. Bagchi vd. siganlara kronik diisiik dozda kadmiyum kloriir uygulamasinin
karaciger ve beyin dokularinda oksidatif stres parametrelerine etkilerini arastirmislardir.
Arastiricilar yontem olarak lipit peroksidasyonunun belirlenmesinde tiobarbitiirik asit
reaktif maddelerinin (TBARS) olusumunu, DNA hasarinin belirlenmesinde de tek zincir
kirinimlarinda (Single-Strand Breaks, SSB) alkalin eliisyon metodunu kullanmislardir.
Sonucta arastiricilar diisiik dozdaki kadmiyum uygulamasinin karaciger ve beyin lipit
peroksidasyonunu ve niikleer DNA hasarini arttirdigini ve bu durumun toksisite ve
kanser olusumunda rol alabilecegini rapor etmislerdir [50].

Stajn vd. kadmiyum kloriir uygulanmis siganlarin kan ve bobrek dokularinda
antioksidan savunma sistemini ve selenyumun kadmiyum toksisitesindeki olasi
koruyucu etkilerini arastirmiglardir. Calismada CAT, SOD, GSH-Px, GST enzim
aktiviteleri, total GSH seviyeleri ile birlikte kadmiyum seviyeleri belirlenmistir.
Aragstiricilar sonug olarak, selenyumun antioksidan savunma sistemini iyilestirici yonde
kismen etkili oldugunu ve kadmiyum ile indiiklenen nefrotoksisitenin 6nlenmesinde
yetersiz oldugunu bildirmislerdir [53].

Lupeol (pentasiklik triterpen) ve ester tiirevi lupeol linoleatin, kadmiyum
uygulanmis siganlarin karaciger dokusunda koruyucu etkisinin arastirildigi bir baska
calismada arastiricilar SOD, CAT, GSH-Px, G6PD, GST, GR enzim aktivitelerinin yani
sira MDA seviyelerini de c¢alismiglardir. Bu aragtirmanin sonucunda Sunitha vd.
triterpen uygulamasmin peroksil radikallerinin siipiiriilmesi ve antioksidan enzim
sisteminin gii¢clendirilmesinde rol aldigin1 bildirmislerdir. Linoleik esterin bu etkide
lupeolden daha yararli oldugunu rapor etmislerdir [97].

Casalino vd. kadmiyuma maruz kalan siganlarin karaciger ve bdbrek

dokularinda CAT, MnSOD ve CuZnSOD enzim aktivitelerinin yan1 sira TBARS
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konsantasyonu araciligryla lipit peroksidasyon seviyelerini ¢alismiglardir. Arastiricilar
bu calismanin sonucunda lipit peroksidasyonunda énemli artis ile birlikte, MnSOD ve
CAT aktivitelerinde 6nemli inhibisyon bildirmislerdir [51].

Tandon vd. yaptiklart ¢alismada kadmiyuma maruz kalan si¢anlarin kan, beyin
ve karaciger dokularinda selatlayici ajan, antioksidan ve bunlarin birlikte uygulanmasi
sonucunda MDA ve total glutatyon seviyeleri ile CAT ve SOD enzim aktiviteleri gibi
oksidatif parametrelerdeki ve kadmiyum seviyelerindeki degisimleri arastirmislardir.
Calismanin sonucunda arastiricilar kadmiyum uzaklastirma yetenegi olmasa bile,
antioksidan uygulamasinin oksidatif stresi azaltmasi nedeniyle yararl etkilerinin
oldugunu bildirmislerdir. Antioksidan ve selatlayici ajanlarin birlikte kullanimlarinda
dokularda kadmiyum oraninin azaldig1 rapor edilmistir [46].

Karsinojenik olmayan dozda (15 ppm) kadmiyum uygulanmis si¢anlarla yapilan
bir calismada Alvarez vd. prostat dokusunda histolojik inceleme ile birlikte lipit
peroksidasyonunu, CAT, SOD, GSH-Px ve G6PD antioksidan enzim aktivitelerini ve
kadmiyum seviyelerini arastirmiglardir. Arastiricilar kadmiyuma maruz kalmanin
prostat dokusunda Onemli morfolojik degisikliklere yol ac¢tigim1 ve bu morfolojik
degisikliklerin lipit peroksidasyonu ve oksidatif stresten kaynaklanabilecegini
bildirmislerdir [81].

Alkol ile birlikte sigara kullaniminin temel alindigi bir ¢aligmada Jurczuk vd.
sicanlara kadmiyum ve etanolii ayri ayr1 ve birlikte uygulamiglardir. Arastiricilar
sicanlarin karaciger ve bobrek dokularinda MDA seviyelerini, SOD ve CAT enzim
aktivitelerini ve kadmiyum seviyelerini ¢alismislardir. Calismanin sonunda kadmiyum
ve alkoliin ayr1 ayr1 oksidatif stresi indiikleyebilmelerine ragmen, birlikte
kullanimlarinda daha siddetli bir durumun ortaya ¢ikmadigi bildirilmistir [98].

AdM vyeni kesfedilen ve ¢ok fonksiyonlu bir peptid olmasi nedeniyle, bilim
insanlariin dikkatini olduk¢a fazla ¢ekmekte ve yaygin olarak calisiimaktadir. Son
yillarda ¢esitli arastiricilar tarafindan AdM’nin antioksidan 6zellik gosterebilecegine
dair raporlar yaymlanmaktadir [99-101]. Ancak agir metallerin neden olduklar1 toksisite
sartlarinda AdM’nin etkisi ile ilgili literatiirde herhangi bir bilgiye tarafimizca
rastlanmamistir. Bununla birlikte agir metal uygulamasi canlilar i¢in bir stres faktori
olarak degerlendirilebilir. Konuya bu perspektiften bakildiginda, ¢esitli stres sartlarinda
canlilardaki AdM seviyelerinin degisimi ile ilgili ¢caligmalar literatiirde mevcuttur.

Psikolojik stres modeli olarak akademik stresin kullanildigi bir ¢alismada Al-

Ayadhi tip fakiiltesi 6grencilerinde nérohormanal degisimleri arastirmistir. Bu c¢alisma
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sonucunda arastirici final sinavlart doneminde 6grencilerin plazma AdM seviyelerinin,
sinav Oncesi doneme gore onemli seviyede yiikseldigini bildirmistir [102].

Fujioka cerrahi stres sartlarinda yapmis oldugu calismada ameliyat 6ncesi ve
sonrasi plazma AdM seviyelerini aragtirmigtir. Calismanin sonucunda insanlarda plazma
AdM seviyelerinin ameliyat oncesine gore onemli derecede arttigi rapor edilmistir
[103].

Shan ve Krukoff c¢esitli fizyolojik stres modelleri kullanarak yapmis olduklari
calismalarinda sican merkezi sinir sisteminde proadrenomedullin mRNA dagilimin
arastirmiglardir. Calismanin sonucunda stres sartlar1 altinda proadrenomedullin
mRNA’smin genis bir dagilim gosterdigi bildirilmistir [ 104].

Boldt vd. yaptiklar1 calismada yeni doganlarda dogum stresinin AdM seviyeleri
tizerine olan etkilerini arastirmislardir. Normal dogum ve sezeryan ile dogan bebeklerde
yapilan bu ¢alismada normal dogum ile dogan bebeklerde AdM sevilerinin sezeryan ile
dogan bebeklere gore Onemli olarak yiiksek oldugu bildirilmistir [105]. Tim bu
sonuclar cesitli fizyolojik ve psikolojik stressorlere karst AdM’nin diizenleyici ve/veya
koruyucu bir rol oynayabilecegi fikrini akla getirmektedir.

Canlilarin hayatlarinin  devami i¢in i¢ ortamin degismez tutulmasi yani
homeostazis sarttir. Homeostazisin saglanmasinda pek ¢ok organ rol almaktadir. Ancak
bazi organlar daha énemli roller iistlenmektedirler. Ornegin karaciger viicudun diger
sistemleri ile iligkisi olan, karmasik pek cok biyokimyasal ve detoksifikasyon
olaylarinin rol aldigi Onemli bir organdir. Metabolizmanin kontrolii, plazma
proteinlerinin yapimi, karbonhidratlarin depolanmasi, yag metabolizmasi, bazi
hormonlarin inaktivasyonu ve ¢esitli ila¢ ve zehirlerin detoksifikasyonu gibi aktiviteler
karacigerin 6nemli rollerindendir. Homeostazisin korunmasinda, viicudun asit-baz
dengesinin saglanmasi ve kan pH’sinin sabit tutulmasi onemli rol oynamaktadir.
Bilindigi gibi kandaki CO, basincinin kan pH’sina 6nemli etkisi vardir. Ayrica
metabolizma sonucu olusan asitlerin salinimi asit-baz dengesi icin oldukc¢a 6nemlidir.
Memelilerde asit salinim1 bobrekler ve akcigerler tarafindan yapilmaktadir. Dolayisiyla
homeostazis i¢in bu organlar da olduk¢a Onemlidirler [106]. Bu nedenle; yapilan bu
calisma ile kursun ve kadmiyum uygulamasi sonucu indiiklenen oksidatif stres
sartlarinda, AdM’nin karaciger, akciger ve bobrek dokularinda koruyucu etkisinin olup

olmadiginin arastirilmasi amacglanmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Deneylerde Kullanilan Sicanlar

Deneylerde Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirmalar Birimi
tarafindan tretilen Wistar irki disi si¢anlar kullanildi (n=36). Sicanlar; kontrol (K),
adrenomedullin (AdM), kursun (Pb), kursun + adrenomedullin (Pb + AdM), kadmiyum
(Cd) ve kadmiyum + adrenomedullin (Cd + AdM) uygulama grubu olmak {izere esit
sayida altt gruba ayrildi. Siganlar deney glinline kadar 12 saat aydinlik/karanlik,
havalandirmali, sabit 1s1l1 odada, 6zel kafeslerde barindirildi. Siganlarin agirliklart 190-

240 g arasinda olup, siganlara standart sigan yemi ve i¢ebildikleri kadar su verildi.

3.1.1. Kursun uygulamasi

Kursun deney gruplarina, igme sularinda 250 ppm PbCl, olacak sekilde dort
hafta boyunca kursun uygulandi. Kursun gruplarinin tiikettikleri su miktar1 dort hafta
boyunca her giin ayni saatte olmak {izere tespit edildi. Tiiketilen su miktarina gére Pb ve
Pb + AdM gruplarimin aldiklar1 PbCl, miktar1 ortalama olarak sirasiyla 36.76
PbCly/kg/glin ve 34.13 PbCl,/kg/glin olarak hesaplandi.

3.1.2. Kadmiyum uygulamasi

Kadmiyum deney gruplarina, igme sularinda 100 ppm CdCl; olacak sekilde dort
hafta boyunca kadmiyum uygulandi. Kadmiyum gruplarinin tiikettikleri su miktar1 dort
hafta boyunca her giin ayn1 saatte olmak iizere tespit edildi. Tiiketilen su miktarina gore
Cd ve Cd + AdM gruplariin aldiklar1 CdCl, miktar1 ortalama olarak sirasiyla 11.45
PbCly/kg/glin ve 10.02 CdCl,y/kg/giin olarak hesaplandi.

3.1.3. Adrenomedullin uygulamasi

Adrenomedullin deney gruplarina ii¢lincii haftadan itibaren baslamak {izere, bir
hafta boyunca hergiin 3000 ng/kg viicut agirligr olacak sekilde intraperitoneal (i.p.)
enjeksiyon ile serum fizyolojik igerisinde ¢Ozlindiirilen AdM (Calbiochem

Adrenomedullin 1-50, Rat) uygulandi.
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3.2. Organlarin AliInmasi

Sicanlart bayiltmak i¢in anestezik madde olarak ketamin kullanildi. Siganlara
ketamin 75 mg/kg’lik dozda i.p. enjeksiyon ile verildi ve bayiltma islemi 3-4 dakika
icerisinde tamamlandi. Tiim uygulama ve kontrol grubundaki siganlarin bayiltma
isleminden sonra, abdomenlerden bir kesik yapilarak viicudun i¢ kismi yukari dogru
gbgiis kafesine kadar acildi. Bu esnada i¢ organlara temas edilmemesine 6zen gdsterildi.
Kalbin vena cava’si kesilip, kalpten ve viicuttan kani uzaklastirmak icin kalbe 20 mL

serum fizyolojik enjekte edilerek perfiizyon islemi tamamlandi.

3.2.1. Karaciger, akciger ve bobreklerin alinmasi ve homojenizasyonu

Perflizyon isleminden sonra karaciger, akciger ve bobrekler tamamen alindi.
Dokular serum fizyolojik ile tekrar perfiize edilerek temizlendi ve enzim aktivite, lipit
peroksidasyon, atomik absorpsiyon spektrometre (AAS) ve histoloji ¢aligmalar1 i¢in
dort kisma ayrildi. Doku Ornekleri taralari alinmis deney tiiplerine alinarak doku
agirliklart kaydedildi.

Enzim aktiviteleri i¢in doku tartim isleminden sonra, 1/4 w/v oraninda PBS
tamponu (pH 7.4) eklenerek buz igerisinde PVC, Kinematica, Status homojenizatorii ile
tiim doku Ornegi pargalanincaya kadar homojenize edildi. Homojenizasyon islemlerinin
ardindan doku Ornekleri +4 °C’de, 17.000 g’de 10 dakika Ole Dich 157.MP
mikrosantrifiij cihazi ile santrifiij edildi. Elde edilen siipernatan 6rnekleri enzim aktivite
ve toplam protein analizleri yapilincaya kadar - 70 °C’de derin dondurucuda saklandi.

Lipit peroksidasyonu i¢in doku tartim isleminden sonra, 1/4 w/v % 1.15’1ik KCI
cozeltisi ile homojenizasyon islemi yapildi. Homojenat 6rnekleri analizler yapilincaya

kadar - 70 °C’de derin dondurucuda sakland.

3.3. Toplam Protein Ol¢iimii

Enzim aktivite ve lipit peroksidasyonu 6l¢iimlerinden 6nce, doku siipernatan ve
homojenatlarinda toplam protein miktarin1 saptamak i¢in Lowry yontemi uygulandi
[107]. Bu yontemde standart protein ¢ozeltisi olarak BSA (Bovine Serum Albumin)
kullanildi. Standart stok ¢ozelti olarak 1 mg/mL konsantrasyonunda ¢ozelti hazirlandi

ve bilinmeyan orneklerin ¢alisma araligina gore 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105 ve 120
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png/mL’lik BSA c¢ozeltileri kullanildi. Lowry yontemi i¢in hazirlanan ¢ozeltiler su
sekildedir.

A ¢ozeltisi
* % 2’lik Na,COs5’1n 0.1 N NaOH taki ¢ozeltisi : 100 hacim
* % 2’lik Na,K-tartarat ¢ozeltisi : 1 hacim
* % 1’lik CuSOy4 ¢ozeltisi : 1 hacim

A ¢ozeltisi, yukaridaki {i¢ ¢Ozeltinin O0lglimden hemen once hazirlanip, belirtilen

hacim oranlarinin karigtirtlmasiyla hazirlandi.

B Cozeltisi
* Folin Fenol Ayiraci : 1 hacim
* De-iyonize su : 1 hacim

B ¢o6zeltisi, belirtilen hacim oranlarmin karistirilmasiyla hazirlandi.

3.3.1. Dokulardaki toplam protein tayini

* Tiim tliplere (kor, standart ve bilinmeyen) A ¢6zeltisinden 2.5 mL pipetlendi.
 Standartlara yukarida belirtilen BSA ¢ozeltilerinden, bilinmeyenlere de 10 pL
orneklerden pipetlendi.

* Tiipler vortekslenip 10 dakika oda sicakliginda bekletildi.

* 1:1 oraninda hazirlanan B ¢ozeltisinden 250 pL tiim tiiplere pipetlendi. Tiipler
vortekslendikten sonra renk olusumu i¢in karanlikta 45 dakika bekletildi.

* Shimadzu UV-1601 UV/VIS spektrofotometre cihazi ile 695 nm dalga boyunda
orneklerin absorbansi okundu.

» Standart BSA c¢ozeltilerinden hazirlanan standart grafiginden yararlanilarak

bilinmeyen 6rneklerdeki 1 mL’deki protein miktar1 hesaplandi.
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3.4. Enzim Aktivite Tayinleri
3.4.1. Katalaz aktivite tayini

Karaciger, akciger ve bobrek slipernatan 6rneklerinde katalaz enziminin aktivite
tayini Luck yonteminde baz1 modifikasyonlar yapilarak saptandi [108]. Bu yontem ig¢in

gerekli olan ¢ozeltiler asagida verilmistir.

* 1/15 M Na-K fosfat tamponu (Na,HPO4-KH,PO,) pH 7.
* Derisik (% 35) H,O, ¢6zeltisi

Hazirlanan Na-K-fosfat tamponunun 100 mL’sine, 160 pL derisik H,O, ¢ozeltisi
pipetlendi. Olusan bu ¢ozeltiden 1000 pL almip kor olarak kullanildi. Karaciger,
akciger ve bobrek dokularinda katalaz aktivitesini belirlemek i¢in yine ayni karigimdan
1000 pL alinip kuarz kiivete pipetlendi ve iizerine karaciger dokularinda 5 pL, akciger
dokularinda 20 pL, bobrek dokularinda 10 pL silipernatan eklendi. Kiivet bir kez
karistirilip Shimadzu UV-1601 UV/VIS spektrofotometrede 240 nm dalga boyunda (30
sn. boyunca) absorbans degisimi okundu. Elde edilen bu optik dansite farkindan
mL’deki enzim {inite sayis1 agagidaki formiil kullanilarak hesaplanda.

__AOD=x 1 dkx 1000
0.036 x pL siipernatan

3.4.2. Se-Bagimh glutatyon peroksidaz aktivite tayini
Karaciger, akciger ve bdobrek siipernatan Orneklerinde Se-bagimli GSH-Px
enziminin aktivitesi Lawrence ve Burk yonteminde bazi modifikasyonlar yapilarak

Ol¢iildii [109]. Bu yontem i¢in gerekli olan ¢ozeltiler asagida verilmistir.

* 5 mM EDTA igeren 50 mM K-fosfat tamponu (KH,PO4-K,HPO4) pH 7.0

* NaNj3 (Sodyum azid) : 1 mM
* HyO :2.5mM
* NADPH :2mM
* GSH (Rediikte glutatyon) :2mM
* GSSG Rediiktaz :5U/mL
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Kor i¢in 1 mL tampon, 30 uL. NADPH, 30 puL GSH, 30 pL NaNj3 ve 60 pL
GSSG rediiktaz ¢ozeltileri kuarz kiivete pipetlendi. 37 °C’de 5 dk. inkiibasyona
birakilan kiivete 20 pL  HO, pipetlendi ve Shimadzu UV-1601 UV/VIS
spektrofotometrede 340 nm dalga boyunda (1 dk. boyunca) absorbans degisimi okundu.
Karaciger, akciger ve bobrek dokular1 i¢in 10 pL siipernatan pipetlendikten sonra kor
ornekteki gibi inkiibasyona birakildi ve 340 nm dalga boyundaki absorbans degisimi
okundu. Elde edilen bu optik dansite farkindan mL’deki enzim aktivite tayini asagidaki

formiil kullanilarak hesaplandi.

3.4.3. Suiperoksit dismutaz aktivite tayini

Karaciger, akciger ve bobrek siipernatan orneklerinde SOD enziminin aktivite
tayini Sun vd. gore yapildi [110]. Bu yontem ksantin-ksantin oksidaz (XO) sisteminde
tiretilen stiperoksit radikallerinin nitroblue tetrazoliumu (NBT) indirgemesinin, SOD
enzimi tarafindan inhibisyonu temeline dayanmaktadir. Bu yontemde 1 {inite SOD
aktivitesi, NBT rediiksiyonunu % 50 oraninda inhibe eden enzim miktar1 olarak

tanimlanmaktadir. Yontem icin gerekli olan ¢ozeltiler asagida verilmistir.

* Ksantin :0.3mM
* EDTA :0.5 mM
* Na,CO; : 400 mM
* NBT : 150 pM
* BSA :1g/L

* CuCl, : 0.8 mM
* (NH4)2SOq4 :2M

* Ksantin oksidaz : 0.16 U/mL (2 M’lik (NH4),SO4 ¢6zeltisi ile hazirlandr)
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SOD enzim aktivitesinin tayininde kullanilacak olan reaksiyon karigimi agsagida

belirtilen ¢6zelti oranlar1 kullanilarak olusturuldu.

* Ksantin : 40 mL
*EDTA :20mL
* NBT :20 mL
*Na,CO; :12mL
* BSA : 6 ml

SOD enzim aktivitesinin tayininde drneklerin hazirlanmasi asagida verilmistir.

+ Omek siipernatanlar kloroform/etanol (3/5 V/V) karisimi ile 1:1 oraninda
karistirildi.

 Bu karisim +4 °C’de ve 14.000 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi.

 Santrifiij sonrasi elde edilen siipernatandan enzim aktivitesi ve protein miktari

tayin edildi.

SOD enzim aktivitesinin tayininde Cizelge 3.1°de gosterilen oranlar kullanilarak

Olctim yapilmstir.

Cizelge 3.1. SOD aktivite tayininde kullanilan ¢ézelti miktarlar

Kor Ornek
Reaktif karigimi 2.9 mL 2.9 mL
Ornek siipernatan - 50 uLb
Distile su 50 uL ---
Ksantin oksidaz ¢ozeltisi 50 uL 50 uL

* Deney tiipleri oda sicakliginda 20 dakika inkiibasyona birakildu.

* Siire sonunda reaksiyon 1 mL 0.8 mM CuCl, pipetlenmesi ile durduruldu.

* Kor ve ornek tiiplerden 3’er mL aliarak distile suya kars1 Shimadzu UV-1601
UV/VIS spektrofotometre cihazi ile 560 nm dalga boyunda absorbans degeri okundu.

* SOD aktivitesi sonucu Orneklerde olusan yiizde inhibisyon asagidaki formiil ile

hesaplandi.
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S (4 kér - A Grnek)
%0 inhibisyon = =z 100
A kar

3.5. Lipit Peroksidasyonunun Belirlenmesi

Karaciger, akciger ve bobrek homojenatlarinda lipit peroksidasyonunun en
onemli gostergesi olan MDA diizeylerinin 0l¢iimii Buege ve Aust’a gore yapildi [111].

Bu yontem i¢in gerekli olan ¢ozeltiler asagida verilmistir.

* % 15’lik Trikloroasetik asit (TCA) ¢ozeltisi : 1 hacim
* % 0.375’lik Tiobarbiturik asit (TBA) ¢ozeltisi: 1 hacim
* 0.25 N’lik HCI ¢ozeltisi : 1 hacim
Yukaridaki ii¢ ¢ozeltinin belirtilen hacim oranlarinin  karigtirilmasiyla  lipid

peroksidasyonu analizinde kullanilacak ¢ozelti hazirlandi.

Karaciger, akciger ve bobrek homojenatlarinda MDA seviyelerinin tayini

asagida verilmistir.

* 10 mL’lik santrifiij tliplerine hazirlanan ¢6zeltiden 4 mL pipetlendi.

» Ornek tiiplerine 1 mL homojenat pipetlendi.

* Tiipler vortekslendi.

» Ornekler kaynar suda (95-100 °C) 15 dk. inkiibe edildi.

» Ornekler bir siire oda sicakhiginda bekletildikten sonra su igerisinde sogutuldu ve
3500 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi.

* Siipernatanlarin 535 nm dalga boyundaki absorbanslari Shimadzu UV-1601
UV/VIS spektrofotometre ile okundu.

MDA miktarlar1 asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi. MDA-TBA kompleksi

icin molar absorbans katsayisi; e: 1.56 x 10° M™' ¢cm™

C= oD x Toplam hacim
156x10°  Omek hacmi
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3.6. Dokulardaki Kursun ve Kadmiyum Miktar Tayini

Karaciger, akciger ve bobreklerden alinan taze doku agirliklar kaydedildi. Doku
orneklerine 4 mL derisik nitrik asit (% 65 HNO;) ve 2 mL perklorik asit (% 60 HCIO,)
pipetlendikten sonra geri sogutuculu sistemde klasik parcalama teknigi ile ornekler
¢Oziiniirlestirildi. Daha sonra 6rneklerin hacmi de-iyonize su ile 10 mL’ye tamamlandi.
Doku o6rneklerindeki kursun ve kadmiyum miktarlari, her metal i¢in ayr1 ayr1 hazirlanan
0.5-5 ppm lineer araliktaki standartlara karsi alevli atomik absorpsiyon spektrometre
(Philips PU 9100 x AAS) cihazi ile saptandi. Kursun analizi i¢in Pb oyuk katot lambas1
(Thermo Electron Corporation Hollow Cathode Lamp) ile AAS’de 217 nm dalga
boyunda [24], kadmiyum analizi i¢in ise Cd oyuk katot lambasi (Photron Hollow
Cathode Lamp) ile 228.8 nm dalga boyunda [46] 6l¢iim yapildi.

3.7. Histolojik inceleme

Doku 6rnekleri % 10’luk notral formaldehit ile fiksasyon islemi ardindan 24 saat
boyunca akan ¢esme suyunda yikandi. Ornekler % 70’den absoliiye kadar dereceli etil
alkol serileri ile dehidrate edildiler. Dehidratasyonun ardindan 6rnekler 1.5 saat ksilolde
seffaflandirildi ve 60°C’de erimis parafine konulup parafin igerisine gomiilerek
bloklandi. Lipshaw marka rotary mikrotom kullanilarak parafin bloklardan 5 pum
kalinliginda kesitler alind1 ve bu kesitlere histolojik inceleme i¢in Hematoksilen-eosin
(H-E) boyama yontemi uygulandi. Hazirlanan preparatlarda Lyca DFC280 1s1k
mikroskobu ve Leica Q Win Goriintli Analiz Sistemi (Leica Micros Imaging Solutions
Ltd.; Cambridge, U.K) ile genel histolojik yap1 incelendi ve fotograflar ¢ekildi. Hepatik
hasar hepatosit nekroz, vakuolizasyon, sinuzoidal dilatasyon ve konjesyon, hemoraji ve

infiltrasyon degerlendirmesi ile skorlandirildi.

3.8 Istatistiksel Yontem

Istatistiksel degerlendirmeler SPSS for Windows Version 10.0 paket programi
ile yapildi. Degiskenlere iliskin veriler ortalama + standart hata ile verildi. Ikiden fazla
olan deney gruplarmin karsilastirmalarinda tek yonlii varyans analizi (One-Way
ANOVA) kullanildi. Deney sonuglarinin ikili karsilagtirmalarinda ise en kiigiik 6nemli

fark (LSD) yontemi kullanildi. Kontrol ve AdM gruplarinda kadmiyum seviyelerinin
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tespit edilememesi nedeniyle sayilar ikiye diisen Cd ve Cd + AdM gruplarindaki Cd
seviyelerinin karsilastirllmasinda bagimsiz 6rnek T-testi kullanildi. Dokulardaki agir
metal ve MDA seviyeleri arasindaki iliski Pearson korelasyon ve regresyon analizi ile

yapildu.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Adrenomedullin ve agir metal uygulamasina bagli olarak sicanlarin karaciger,

akciger ve bobrek dokularinda MDA seviyeleri, CAT, SOD, GSH-Px enzim aktiviteleri,

doku kursun ve kadmiyum seviyeleri ile birlikte dokularin histopatolojisi arastirildi.

Calismanin amacina yonelik olarak yapilan deneysel caligmalardan elde edilen veriler

Cizelge 4.1, Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3’te gosterilmistir. Sonuglar doku kursun ve

kadmiyum seviyeleri, lipit peroksidasyon seviyeleri, enzim aktivitelerindeki degisimler

ve histolojik inceleme olmak tizere dort baslik altinda incelendi.

Cizelge 4.1. AdM ve agir metal uygulamasina bagl olarak doku kursun ve kadmiyum
seviyeleri, * K grubuna, > AdM grubuna, ° Pb grubuna gore degisimler
istatistiksel olarak onemlidir (**p< 0.05)

Pb Seviyeleri (ng/g taze doku)

DOKULAR Kontrol AdM Pb Pb+ AdM
KARACIGER | 0.60 + 0.04 0.59 + 0.04 3.54+033%° | 2.86+0.28""
AKCIGER 0.63 +0.08 0.60 = 0.08 7.95+0.88" | 520+0.60""°
BOBREK 0.89 + 0.08 0.80 + 0.05 951+ 1.18%° | 1236+ 1.42%°
Cd Seviyeleri (ng/g taze doku)
DOKULAR Kontrol AdM Cd Cd + AdM
KARACIGER | Tespit edilemedi | Tespit edilemedi 0.93 £0.09 0.76 £0.01
AKCIGER Tespit edilemedi | Tespit edilemedi | 2.46 + 0.09 3.18 £ 0.65
BOBREK Tespit edilemedi | Tespit edilemedi 3.03+£0.37 3.33+0.24
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Cizelge 4.2. Adrenomedullin ve agir metal uygulamasina bagl olarak biyokimyasal
parametrelerdeki degisimler, * K grubuna, ® AdM grubuna, ¢ Pb grubuna,
4 Cd grubuna gére degisimler istatistiksel olarak énemlidir (*>*%p< 0.05)

MDA CAT SOD GSH-Px
KARACIGER | (nmol/mg prot) (U/mg prot) (U/mg prot) (U/mg prot)
Kontrol 0.16+0.006 205.02+2.95 188.47+6.64 24.12+1.14
AdM 0.13+0.011 201.01+3.73 141.42+553° 32.06£1.07 °
Pb 0.32+0.017 % | 239.68+5.93 *° 188.14+9.86 ° 16.04+1.60 ~°
Pb+AdM | 0.24+0.015*">° | 214.4044.34 ¢ 149.68+4.09 ¢ 24.81+£2.28 ¢
Ccd 0.20+0.006 *° | 190.54+3.07 ° 139.12+7.33 ¢ 21.90+2.03°
Cd+AdM | 0.23+0.019*° | 219.50+5.42*>9 | 179.24+8.86 > 18.44+1.81 *°
AKCIGER
Kontrol 0.13+0.007 28.64+1.54 231.19+5.34 17.59+1.08
AdM 0.15+0.008 25.89+2.64 230.04+6.91 19.27+1.91
Pb 0.21+£0.013 %% | 26.21+1.98 247.70+10.19 19.91+2.71
Pb+AdM | 0.1740.008 *° | 29.344+2.39 348.41419.22® >¢ | 26.2241.90 »>°¢
cd 0.17+0.005 * 22.32+1.88° 140.38+8.54 ~° 15.701.45
Cd+AdM | 0.25+0.02*>¢ | 28.86+1.71¢ 206.80+£7.99 > ¢ | 18.824+2.04
BOBREK
Kontrol 0.22+0.014 102.40+1.30 240.01+7.39 12.84+0.85
AdM 0.23+0.007 83.12+2.63° 177.59+6.96 * 18.02+1.74°
Pb 0.2840.011 %% | 91.21+1.65>° 149.49+7.52 &P 12.49+0.70 °
Pb+AdM | 0.2840.013*° | 103.50+2.07 ¢ 190.53+£9.37 ¢ 16.67+1.28*°¢
cd 0.29+0.01 >° 93.91+1.40 *° 133.62+6.08 >° 13.43+1.08 °
Cd+AdM | 0.27+0.009 > | 94.48+2.33 *° 134.52+6.03 >° 10.21£1.92°
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Cizelge 4.3. Karaciger hasar sonuglari, * K grubuna, > AdM grubuna gore degisimler
istatistiksel olarak onemlidir (a’bp< 0.05)

GRUPLAR SKOR
Kontrol 0.33+0.21
AdM 0.50 +0.22

Pb 6.83+0.31%°

Pb + AdM 5.50+0.99*°

Cd 4.60+0.74 "

Cd + AdM 580+135%°

4.1. Karaciger, Akciger ve Bobrek Dokularinda Pb ve Cd seviyeleri

4.1.1 Kursun seviyesi

Karaciger, akciger ve bobrek dokularinda kursun uygulamasina bagl olarak
kursun seviyeleri kontrol ve AdM gruplarina gére Pb ve Pb + AdM gruplarinda 6nemli
derecede artmistir (p< 0.05). Akciger dokusunda AdM uygulamasi ile, Pb grubuna gore
Pb + AdM grubunda kursun seviyelerinde 6nemli azalma saptanmustir (p< 0.05). Buna
karsin karaciger ve bobrek dokusunda Pb grubu ile Pb + AdM grubu arasinda kursun
seviyeleri bakimindan bir fark bulunmamistir. Adrenomedullin ve kursun uygulamasina
bagl olarak karaciger, akciger ve bobrek dokularindaki kursun seviyelerindeki

degisimler sirastyla Sekil 4.1, Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’ de gosterilmistir.
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Sekil 4.1. Karaciger dokusunda Pb seviyelerindeki degisimler, *K grubuna, ° AdM
grubuna gore degisimler istatistiksel olarak énemlidir (*°p< 0.05)
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Sekil 4.2. Akciger dokusunda Pb seviyelerindeki degisimler, *K grubuna, ® AdM
grubuna, “ Pb grubuna gore degisimler istatistiksel olarak 6nemlidir

(*"p<0.05)
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Sekil 4.3. Bobrek dokusunda Pb seviyelerindeki degisimler, K grubuna, ® AdM
grubuna gore degisimler istatistiksel olarak 6nemlidir (a’bp< 0.05)

4.1.2 Kadmiyum seviyesi

Kontrol ve AdM gruplarindaki hayvanlarin karaciger, akciger ve bdbrek
dokularinda kadmiyum seviyeleri tespit edilememistir. Her ti¢c dokuda da kadmiyum
seviyeleri bakimimndan Cd grubu ile Cd + AdM grubu arasinda bir fark yoktur.
Adrenomedullin ve kadmiyum uygulamasina bagl olarak karaciger, akciger ve bobrek

dokularindaki kadmiyum seviyelerindeki degisimler Sekil 4.4’de gosterilmistir.
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Cd Cd + AdM Cd Cd + AdM cd Cd + AdM

Sekil 4.4. Karaciger, akciger ve bobrek dokusunda Cd seviyelerindeki degisimler
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4.2. Lipit Peroksidasyon Seviyeleri

Lipit peroksidasyonunun en 6nemli gostergesi olan MDA seviyeleri karaciger,
akciger ve bobrek dokularinda belirlendi. Her iic dokuda da kursun ve kadmiyum
uygulamasina bagli olarak kontrol grubuna gére MDA seviyelerindeki artis istatistiksel
olarak onemlidir (p< 0.05). Karaciger ve akciger dokusunda Pb + AdM grubundaki
MDA seviyelerindeki azalig, Pb grubuna gore dnemlidir (p< 0.05). Buna karsin akciger
dokusunda Cd + AdM grubundaki MDA seviyeleri, Cd grubuna gore énemli derecede
artmistir (p< 0.05). Bobrek dokusunda ise AdM uygulamasi, hem Pb hem de Cd
grubunda MDA seviyelerinde Onemli bir degisime yol agmamustir (p> 0.05).
Adrenomedullin ve agir metal uygulamasina bagl olarak karaciger, akciger ve bobrek
dokularindaki MDA seviyelerindeki degisimler sirasiyla Sekil 4.5, Sekil 4.6 ve Sekil
4.7°de gosterilmistir.

0,4
a,b
T
0,3 - 1
= a, b, c a,b
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g 02+ ==
g
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K AdM Pb Pb + AdM Cd Cd + AdM

Sekil 4.5. Karaciger dokusundaki MDA seviyeleri, *K grubuna, ® AdM grubuna, ¢ Pb
grubuna gére degisimler istatistiksel olarak dnemlidir (**p< 0.05)
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Sekil 4.6. Akciger dokusundaki MDA seviyeleri, *K grubuna, ® AdM grubuna ° Pb
grubuna, ¢ Cd grubuna gore degisimler istatistiksel olarak 6nemlidir
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Sekil 4.7. Bobrek dokusundaki MDA seviyeleri, * K grubuna, > AdM grubuna gore
degisimler istatistiksel olarak onemlidir (*°p< 0.05)
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Dokulardaki agir metal miktarlar1 ile lipit peroksidasyonunun en Onemli
gostergelerinden biri olan MDA seviyeleri arasinda bir iliski olup olmadig istatistiksel
olarak degerlendirildi. Bu degerlendirme i¢in her bir dokudaki degiskenler (agir metal-
MDA seviyeleri) arasindaki iligki, Pearson korelasyon ve regresyon analizi ile yapildi.
Analiz sonuclarina gore sadece akciger dokusunda kursun seviyeleri ile MDA seviyeleri

arasinda pozitif korelasyon belirlendi. Bu analizin sonucu Sekil 4.8’de gosterilmistir.

04

0,3
MDA seviyeler y=0.05578 + 0.01996x
(nmel/mg protein) r=0794

p=0.01
0,2
,// Deney
0 sormclart
3 4 5 g 7 H 3 10 19

Fb sesnyelent (ugfo dolog)
Sekil 4.8. Akciger dokusundaki Pb ve MDA seviyelerindeki iliski

4.3. Enzim Aktivite Sonuclari

4.3.1 Katalaz

Karaciger dokusunda Pb grubunda katalaz enzim aktivitesi, kontrol ve AdM
gruplaria gore dnemli seviyede artmistir (p< 0.05). Pb + AdM grubunda katalaz enzim
aktivitesi Pb grubuna gore onemli seviyede azalarak kontrol grubu seviyesine gelmistir.
Kadmiyum uygulamasina bagli olarak Cd grubunda katalaz enzim aktivitesi kontrol
grubuna gore onemli derecede azalmistir (p< 0.05). Buna karsin Cd + AdM grubunda
katalaz enzim aktivitesi tiim deney gruplarina kars1 onemli derecede artis gostermistir
(< 0.05). Akciger dokusunda Cd grubunda katalaz aktivitesindeki azalma istatistiksel
olarak dnemli bulunmustur (p< 0.05). Buna ilaveten kadmiyuma maruz kalan si¢anlara

AdM uygulamasi sonucunda CAT enzim aktivitesi 6nemli derecede yiikselmis (p<
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0.05) ve kontrol gruplarindaki seviyeye gelmistir. Diger tiim gruplarin katalaz
aktivitesindeki degisimleri kontrol grubuna gore onemli degildir (p> 0.05). Bobrek
dokusunda ise hem kursun hem de kadmiyum uygulamasina bagl olarak, katalaz enzim
aktivitesi Pb ve Cd gruplarinda kontrol grubuna gore onemli diizeyde azalmistir (p<
0.05). Buna ilaveten AdM grubunda da katalaz enzim aktivitesi kontrol grubuna gore
onemli azalis gostermistir (p< 0.05). Ancak kursun grubuna AdM uygulamasi
sonucunda katalaz enzim aktivitesinde Pb grubuna gore istatistiksel olarak énemli bir
artis (p< 0.05) gozlenmis ve enzim aktivitesi kontrol grubu seviyesine yiikselmistir.
Buna karsin kadmiyuma maruz kalan si¢anlara AdM uygulamasi, kadmiyum grubuna
gore katalaz enzim aktivitesinde bir degisiklige yol agmamistir. Adrenomedullin ve agir
metal uygulamasina bagli olarak karaciger, akciger ve bobrek dokularindaki CAT enzim
aktivitelerindeki degisimler sirasiyla Sekil 4.9, Sekil 4.10 ve Sekil 4.11°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.9. Karaciger dokusundaki CAT enzim aktivitelerindeki degisimler, * K grubuna,
® AdM grubuna, © Pb grubuna, ¢ Cd grubuna gore degisimler istatistiksel
olarak 6nemlidir (***%p< 0.05)
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Sekil 4.10. Akciger dokusundaki CAT enzim aktivitelerindeki degisimler, * K grubuna,
4Cd grubuna gore degisimler istatistiksel olarak 6nemlidir (**p< 0.05)
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Sekil 4.11. Bobrek dokusundaki CAT enzim aktivitelerindeki degisimler, * K grubuna,
® AdM grubuna, ¢ Pb grubuna gére degisimler istatistiksel olarak énemlidir

(**p<0.05)

4.3.2. Siiperoksit dismutaz

Karaciger dokusunda Pb uygulamasia bagli olarak Pb grubunda SOD enzim
aktivitesi bakimindan kontrol grubuna gore bir degisim bulunmamaktadir. AdM
uygulamasi kontrol grubuna gére SOD enzim aktivitesini 6nemli diizeyde baskilamis,

(< 0.05) buna ilaveten Pb + AdM grubunda da enzim aktivitesi Pb ve kontrol grubuna

52



gore onemli diizeyde azalmistir (p< 0.05). Buna karsin Cd uygulamasina bagli olarak
Cd grubunda kontrol grubuna gore dnemli derecede azalan enzim aktivitesi (p< 0.05),
AdM uygulamasina bagl olarak 6nemli oranda yiikselerek (p< 0.05) kontrol grubu
seviyesine gelmistir. Akciger dokusunda kontrol, AdM ve Pb gruplar1 arasinda enzim
aktivitesi bakimindan bir fark bulunmamaktadir. Ancak Pb + AdM grubunda SOD
enzim aktivitesi bu ii¢ gruba gore dnemli diizeyde yiikselmistir (p< 0.05). Cd grubunda
ise enzim aktivitesi kontrol ve AdM grubuna goére 6nemli diizeyde azalmis (p< 0.05)
ancak AdM uygulamasina bagl olarak Cd + AdM grubunda enzim aktivitesi Cd
grubuna gore onemli derecede yiikselmistir (p< 0.05). Bobrek dokusunda AdM grubu
SOD aktivitesi kontrol grubuna gore onemli diizeyde azalmistir (p< 0.05). Buna ilaveten
Pb ve Cd uygulamalarina bagl olarak sirasiyla Pb ve Cd gruplarinda SOD aktivitesi
kontrol ve AdM gruplarina goére Onemli diizeyde azalmistir (p< 0.05). AdM
uygulamasina bagl olarak Pb + AdM grubunda enzim aktivitesi Pb grubuna gore
onemli diizeyde artarken (p< 0.05) Cd + AdM grubunda Cd grubuna gore bir degisim
bulunmamaktadir. ~ Adrenomedullin ve agir metal uygulamasina bagl olarak
karaciger, akciger ve bobrek dokularindaki SOD enzim aktivitelerindeki degisimler

sirastyla Sekil 4.12, Sekil 4.13 ve Sekil 4.14’de gosterilmistir.
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Sekil 4.12. Karaciger dokusundaki SOD enzim aktivitelerindeki degisimler, * K
grubuna, ® AdM grubuna, ¢ Pb grubuna, ¢ Cd grubuna gére degisimler
istatistiksel olarak dnemlidir (**“%p< 0.05)
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Sekil 4.13. Akciger dokusundaki SOD enzim aktivitelerindeki degisimler, * K grubuna,
® AdM grubuna,  Pb grubuna, ¢ Cd grubuna gore degisimler istatistiksel
olarak 6nemlidir (***p< 0.05)
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Sekil 4.14. Bobrek dokusundaki SOD enzim aktivitelerindeki degisimler, * K grubuna,
® AdM grubuna, © Pb grubuna gére degisimler istatistiksel olarak énemlidir
(**p< 0.05)
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4.3.3. Glutatyon Peroksidaz

Karaciger dokusunda kontrol grubuna gore AdM grubunda GSH-Px enzim
aktivitesi 6nemli diizeyde ylikselmistir (p< 0.05). Kursun uygulamasina bagli olarak Pb
grubunda kontrol grubuna gore dnemli diizeyde azalan enzim aktivitesi (p< 0.05) Pb +
AdM grubunda 6nemli diizeyde artmis ve kontrol grubu seviyesine gelmistir (p< 0.05).
Kadmiyum uygulamasina bagl olarak Cd grubundaki enzim aktivitesi kontrol grubuna
gore azalmakla birlikte, bu azalma istatistiksel olarak dnemli degildir (p> 0.05). Ancak
Cd + AdM grubunda enzim aktivitesi daha da azalarak kontrol grubuna gore 6nemli
diizeyde azalmistir (p< 0.05). Bununla birlikte Cd ve Cd + AdM grubu arasindaki fark
onemli degildir (p> 0.05). Akciger dokusunda kontrol, AAM ve Pb gruplar1 arasinda
enzim aktivitesi bakimindan bir fark bulunmamaktadir. Ancak Pb + AdM grubunda
GSH-Px enzim aktivitesi bu ii¢ gruba gore onemli diizeyde yiikselmistir (p< 0.05).
Kadmiyum uygulamasi sonucunda kontrol, AdM, Cd ve Cd + AdM gruplar1 arasinda
GSH-Px enzim aktiviteleri bakimindan bir fark yoktur. Bobrek dokusunda ise karaciger
dokusundaki duruma benzer sekilde, AdM uygulamasi kontrole gére enzim aktivitesini
AdM grubunda artirmistir (p< 0.05). Kursun uygulamasina bagli olarak Pb grubunda
kontrol grubuna gore bir degisim meydana gelmemistir. Ancak Pb + AdM grubunda
enzim aktivitesi kontrol ve Pb gruplarina gore dnemli diizeyde artmistir (p< 0.05).
Buna karsin kadmiyum uygulamasina bagl olarak Cd ve Cd + AdM gruplarindaki
enzim aktivitesindeki degisimler kontrol grubuna gore oOnemli degildir (p> 0.05).
Adrenomedullin ve agir metal uygulamasina bagl olarak karaciger, akciger ve bobrek
dokularindaki GSH-Px enzim aktivitelerindeki degisimler sirasiyla Sekil 4.15, Sekil
4.16 ve Sekil 4.17°de gosterilmistir.
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Sekil 4.15. Karaciger dokusundaki GSH-Px enzim aktivitelerindeki degisimler, * K
grubuna, ® AdM grubuna, ¢ Pb grubuna gére degisimler istatistiksel olarak onemlidir
(**p< 0.05)
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ekil 4.16. Akciger dokusundaki GSH-Px enzim aktivitelerindeki degisimler, * K
g g
grubuna, ® AdM grubuna, ¢ Pb grubuna gére degisimler istatistiksel olarak
énemlidir (**p< 0.05)
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ekil 4.17. Bobrek dokusundaki GSH-Px enzim aktivitelerindeki degisimler, * K
g
grubuna, ® AdM grubuna, ¢ Pb grubuna gére degisimler istatistiksel olarak

énemlidir (**p< 0.05)

4.4. Histolojik Inceleme

4.4.1. Karaciger histopatolojik sonug¢lar:

Sekil 4.18. Kontrol grubu karaciger kesiti, normal histolojik goriiniim, H-E x 10

57



Sekil 4.20. Pb grubu karaciger kesiti, yaygin nekroz (), infiltrasyon (—),
konjesyon (A), H-E x 10
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Sekil 4.21. Pb grubu karaciger kesiti, Nekroz (%), bazofilik graniiliizasyon (—),
H-E x 20

Sekil 4.22. Pb + AdM grubu karaciger kesiti, kii¢iik nekroz alan1 ve infitrasyon (¢ ),
H-Ex 10
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H-E x 40

Sekil 4.24. Cd + AdM grubu karaciger kesiti, Nekroz @) ve infiltrasyon (—), H-E x 20
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4.4.2. Akciger histopatolojik sonuclar

4.25. Kontrol grubu akciger kesiti, normal histolojik goriiniim, Alveol (*), bronsiol (—),
damar ( a ), H-Ex 10

Sekil 4.26. Pb grubu akciger kesiti, Alveolar septalarda kopma ve alveollerde
diizensizlik, alveolar makrofajlarda artis (—), H-E x 40
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Sekil 4.27. Pb grubu akciger kesiti, Brons epitelinde dejenerasyon (*), H-E x 10

Sekil 4.28. Pb + AdM grubu akciger kesiti, Alveolar septalarda pargalanma ve
alveollerde diizensizlik, H-E x 10

62



Sekil 4.29. Cd grubu akciger kesiti, graniilamatoz bag doku artis1 (g) ve
infiltrasyon, alveolar alanda yogun eritrosit (*), H-E x 40

Sekil 4.30. Cd + AdM grubu akciger kesiti, Alveolar septalarda kalinlagma ve hiicresel
artis (*), alveol i¢inde eritrositler ve alveolar makrofajlar (—) H-E x 40
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Sekil 4.31. Cd + AdM grubu akciger kesiti, Alveolar septalarda kalinlagma, alveol
yapisinda bozulma, infiltrasyon ve hemoraji (*), H-E x 10

4.4.3. Bobrek histopatolojik sonuclari

Sekil 4.32. Kontrol grubu bobrek kesiti, normal histolojik yapida bobrek korteksi,
Glomerul (*), H-E x 20
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Sekil 4.33. AdM grubu bobrek kesiti, normal histolojik yapida bobrek korteksi, distal
tiibiil (d), proksimal tiibiil (p), H-E x 20

Sekil 4.34. Pb grubu bobrek kesiti, Glomerular kollaps (*), Bowman araliginda
genisleme (<), H-E x 20
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Sekil 4.36. Pb + AdM grubu bobrek kesiti, Normal histolojik yapida glomerul ve
tiibiiller, H-E x 20
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Sekil 4.37. Cd grubu bobrek kesiti, peritubular alanda infiltrasyon (*), tiibiil epitelinde
dejenerasyon (d), piknotik niikleuslar (), H-E x 40

Sekil 4.38. Cd grubu bobrek kesiti, glomerular kollaps (*), Bowman araliginda
genisleme (<), H-E x 20
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Sekil 4.39. Cd + AdM grubu bobrek kesiti, glomerular kollaps (*), H-E x 10
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5. TARTISMA VE SONUC

Agir metaller yer kabugunun dogal bilesenleri olmakla birlikte, bozunmayan ve
yok edilmeyen Ozelliktedir. Agir metallerin genellikle yer kabugunun derinliklerinde
bulunmalar1 nedeniyle, dogal yollar ile canlilara gegme olasilig1 azdir. Ancak, 6zellikle
geride biraktigimiz son yiiz yil icerisindeki insan faktorii nedeniyle, bu durum
giinlimiizde tamamen ortadan kalkmis ve agir metaller ekosistemin her tarafinda
bulunur hale gelmistir [3-7]. Bu nedenle giiniimiizde agir metal kirliligi ve dolayisiyla
canlilarin agir metallere maruz kalmalart 6nemli bir ¢evre problemi olarak karsimiza
ctkmaktadir. Alinan tedbirlerin tekrar gdzden gegirilip, gerekli yeni diizenlemelerin ve
yasal yaptirimlarin hayata gecirilmemesi durumunda bu sorunun daha biiyiik boyutlar
kazanacag agiktir.

Canlilarin yagamlarin1 devam ettirebilmeleri i¢in, ¢esitli metabolik olaylarda rol
alan ve agir metal kategorisi igerisinde yer alip iz elementler olarak adlandirilan gesitli
metaller, canlilar i¢in mutlak gereklidirler [3]. Bu elementler genel olarak canlilarda
diisiik seviyelerde bulunmaktadirlar. Bununla birlikte canlilar i¢in 6nemli olan bu
metallerin konsantrsayonunun arttigi durumlarda canlilara toksik etkileri s6z konusu
olmaktadir [7]. Buna karsin, canlilarda herhangi bir biyolojik rolii olmayan kursun ve
kadmiyum gibi agir metaller diisilk seviyelerede bile canlilar igin toksik
olabilmektedirler [8].

Agir metallerin canlilar1 giderek daha fazla oranda etkilemesi nedeniyle
literatiirde agir metaller ile indiiklenen toksisite ile ilgili pek ¢ok ¢aligma bulunmaktadir.
Ozellikle kursun, kadmiyum ve civa gibi endiistriyel boyutta kullanimi olan agir
metallerin canlilara olan etkisi yaygin bir sekilde arastiricilar tarafindan ¢alisilmaktadir.
Ancak agir metallerin neden olduklar1 toksisitenin ortaya g¢ikmasinda rolii olan
molekiiler mekanizmalar heniliz tam olarak aydinlatilabilmis degildir. Bununla birlikte
deneysel calismalardan elde edilen veriler, agir metal toksisitesinde indiiklenen
oksidatif hasarin, toksik etkilerin ortaya ¢ikmasinda rol alabilecegini gdstermektedir
[21, 51]. Kaynak Ozetleri boliimiinde aktarilan ve literatiirde yer alan diger kursun ve
kadmiyum ile indiiklenen toksisite ¢alismalarinda genel olarak, toksik etki nedeniyle
serbest radikal olusumunun artmasi, lipit peroksidasyonunun artmasi, DNA hasari,
stilfidril grubu igeren proteinlerin fonksiyonlarmni tam olarak yerine getirememeleri ve
cesitli enzim aktivitelerinde meydana gelen degisimler ortaya cikabilmektedir [7, 10,

11].
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Adrenomedullin Kitamura vd. tarafindan kesfedilen ¢ok fonksiyonlu bir
peptittir. Hipertansiyon, konjestif kalp yetmezligi, pulmoner hipertansiyon, kronik
bobrek yetmezligi, doku iskemi veya hipoksia, sitokinlerle olusan yangi hasari gibi
patolojik durumlara karsi cevap olarak plazma ve doku AdM seviyeleri artmaktadir.
Artan doku ve plazma AdM seviyelerinin humoral veya otokrin/parakrin tarzda toksik
faktorler tarafindan ortaya ¢ikan doku hasarina veya doku iskemi ve patolojik olarak
bozulan dolasima kars1 diizenleyici olarak fonksiyon yaptigi kabul edilmektedir [58,
59]. Hipertansiyon, konjestif kalp yetmezligi, pulmoner hipertansiyon gibi cesitli
rahatsizlig1 olan insanlara tedaviye yonelik intravendz ve/veya intraarteriyal AdM
inflizyon caligmalar1 literatiirde bulunmaktadir. Buna ilaveten son yillarda AdM’nin
endojen bir antioksidan olarak rol alip koruyucu rol iistlenebilecegine dair ¢esitli
calismalar yayinlanmistir [99-101].

Adrenomedullinin son yillarda ortaya ¢ikan bu o6zelliginden dolayi, literatiirde
herhangi bir veriye rastlayamadigimiz kursun ve kadmiyum gibi agir metal
toksisitesinde, AdM’nin koruyucu bir roliiniin olup olmadigini arastirmay1 amacladik.
Bu kapsamda, yaptigimiz calismada lipit peroksidasyonu son iiriinii olan MDA
seviyeleri, antioksidatif savunma sisteminin primer antioksidan enzimleri olan CAT,
SOD ve GSH-Px enzim aktivitelerindeki degisimler, dokulardaki agir metal seviyeleri
ve histolojik degisimler calisilmistir.

Kursun ve kadmiyum uygulamasina bagli olarak karaciger, akciger ve bobrek
dokularinda lipit peroksidasyonunun gostergesi olan MDA diizeyleri kontrol grubuna
gore onemli diizeyde ylikselmistir. Bu sonug literatiirdeki pek ¢ok calisma ile paralellik
gostermektedir [6, 22, 24, 51, 98]. Her ii¢ dokuda AdM grubundaki MDA seviyeleri
kontrol grubu MDA seviyelerine gore istatistiksel olarak Onemli bir degisiklik
gostermemistir. Bobrek dokusunda AdM uygulamasina bagli olarak Pb + AdM
grubunda MDA seviyelerindeki degisimler Pb grubuna gore istatistiksel olarak énemli
degildir. Buna karsin karaciger ve akciger dokularinda ise Pb + AdM gruplarinda MDA
seviyeleri Pb gruplarina gore istatistiksel olarak dnemli seviyede azalmistir. AdM hiicre
ici reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu inhibe edebilme yetenegine sahiptir [99]. Bu
nedenle karaciger ve akciger dokularinda Pb + AdM gruplarinda MDA seviyelerindeki
azalma AdM’nin bu 6zelligi ile agiklanabilir. Buna karsin kadmiyum uygulamasina
bagh olarak her ii¢ dokuda da MDA seviyeleri bakimindan Cd gruplarina gére Cd +
AdM gruplarinda, kursun gruplarindaki gibi, iyilestirici bir etki tespit edilememistir.

Genel olarak agir metaller canlilarin tim dokularina toksik etki gosterebilirler. Ancak
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canlilarin toksisiteden etkilenme dereceleri metalin tiiriine, canlinin yasina, maruz
kalman doz ve doku ¢esidine gore degisebilmektedir [10]. Ornegin bizim ¢alismanuizda
karaciger ve bobrek dokularinda Cd + AdM gruplarinda MDA seviyeleri Cd gruplarima
gore onemli bir degisim gostermez iken, akciger dokusunda Cd + AdM grubunda MDA
seviyeleri Cd grubuna gore dnemli diizeyde artarak daha da yiikselmistir.

Akciger dokusunda kontrol ve AdM gruplar1 arasinda SOD enzim aktivitesi
bakimindan bir fark bulunmazken, karaciger ve bobrek dokularinda enzim aktivitesi
kontrol gruplarma goére AdM gruplarinda Onemli diizeyde azalmistir. Kadmiyum
uygulamasina bagli olarak ii¢ dokuda da Cd gruplarinda SOD aktivitesi kontrol
gruplarina gore 6nemli diizeyde azalmistir. Bu sonuglar literatiirdeki ¢alismalar ile
uygunluk gostermektedir [51, 97, 98]. AdM uygulamasina bagli olarak karaciger ve
akciger dokularinda Cd + AdM gruplarinda SOD aktivitesi Cd gruplarina gore 6nemli
diizeyde artmus, karaciger dokusunda kontrol grubu seviyesine yiikselmistir. Ancak
bobrek dokusunda SOD enzim aktivitesi bakimindan Cd ve Cd + AdM gruplari arasinda
istatistiksel olarak bir fark bulunmamaktadir. Kursun uygulamasina bagli olarak
karaciger ve akciger dokularinda kontrol gruplari ile Pb gruplar1 arasinda SOD enzim
aktivitesi bakimindan istatistiksel olarak bir fark bulunmamaktadir. Patra vd. yapmis
olduklar1 caligmada kursun uygulamasina bagli olarak kontrol grubuna gore degismeyen
SOD aktiviteleri bildirmislerdir [24]. Bobrek dokusunda ise Pb grubunda SOD enzim
aktivitesi kontrol grubuna gore Onemli diizeyde azalmistir. EI-Sokkary vd.
calismalarinda kursun uygulamasina bagl olarak bobrek dokusunda azalan SOD enzim
aktivitesini rapor etmislerdir [6]. Tarafimizca yapilan ¢alismada AdM uygulamasina
bagli olarak akciger ve bobrek dokularinin Pb + AdM gruplarinda SOD enzim aktivitesi
Pb gruplarina goére 6nemli diizeyde artarken, karaciger dokusunun Pb + AdM grubunda
Pb grubuna gore dnemli diizeyde azalmistir. Kursun ve kadmiyum gibi agir metaller
cinko gibi elementler ile yarisabilmektedirler [6, 41]. Bu agir metallerin SOD
enzimindeki ¢inko ile olan etkilesimleri sonucu SOD aktivitesi inhibe edilebilir. Bébrek
dokusunun kontrol grubuna gore Pb grubundaki SOD enzim aktivitesindeki azalma bu
sekilde agiklanabilir. Bununla birlikte Bauer vd. yapmus olduklari ¢alismada '''Cd’nin
CuZnSOD molekiilinde Zn’nin yerini alabilme ve bu enzimin inaktif formunu
(Cu'"'CdSOD) olusturabilme yeteneginde oldugunu gostermistir [112]. Calismamizda
tic dokuda da Cd uygulamasina bagl olarak SOD enzim aktivitelerinde meydana gelen

azalma bu durumdan da kaynaklanabilir.
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Karaciger ve bobrek dokularinda AdM gruplarindaki GSH-Px enzim aktiviteleri
kontrol gruplarina gdére onemli diizeyde artarken, akciger dokusunda GSH-Px enzim
aktiviteleri bakimimdan AdM grubu ile kontrol grubu arasinda bir fark
bulunmamaktadir. Kursun ve kadmiyum uygulamasina bagli olarak akciger ve bdbrek
dokularinda sirastyla Pb ve Cd gruplarinda GSH-Px aktivitesi bakimindan kontrol
gruplarina gore 6nemli bir degisim tespit edilmemistir. Ochi vd yaptiklar1 ¢alismada
kadmiyum uygulamasina bagli olarak GSH-Px enzim aktivitesi bakimindan uygulama
gruplarinda kontrol grubuna gore bir degisiklik olmadigmi bildirmislerdir [113].
Karaciger dokusunda da kadmiyum uygulamsina bagli olarak Cd grubunda GSH-Px
enzim aktivitesi bakimindan kontrol grubuna goére bir fark bulunmamaktadir. Ancak Cd
+ AdM grubunda GSH-Px enzim aktivitesi kontrol grubuna gore onemli diizeyde
azalmistir. Buna karsin karaciger dokusunda Cd grubu ile Cd + AdM grubu arasindaki
fark 6nemli degildir. Ancak karaciger dokusunda kursun uygulamasina bagli olarak Pb
grubunda GSH-Px enzim aktivitesi kontrol grubuna goére onemli diizeyde azalmistir.
Shukla vd. kadmiyum uygulamasina bagl olarak karaciger dokusunu da igeren cesitli
sican dokularinda azalan GSH-Px aktiviteleri rapor etmislerdir [114]. Se-bagimli GSH-
Px uygun molekiiler yap1 ve aktivite i¢in selenyuma ihtiyag duymaktadir. Kursun ve
selenyum arasindaki antagonistik etkiden dolay1 selenyum alimi azalmakta, bu durumda
da selenyuma kofaktor olarak ihtiya¢ duyan GSH-Px aktivitesi azalabilmektedir [17,
18]. Buna karsin AdM uygulamasia bagl olarak karaciger dokusunun Pb + AdM
grubunda GSH-Px enzim aktivitesi Pb grubuna gore dnemli seviyede artarak kontrol
grubu diizeyine yiikselmistir.

Katalaz enzim aktiviteleri bakimindan kontrol ve AdM gruplar1 arasinda
karaciger ve akciger dokularinda herhangi bir fark bulunmaz iken, bobrek dokusunda
AdM grubunda CAT enzim aktivitesi kontrol grubuna goére dnemli diizeyde azalmistir.
Kursun ve kadmiyum uygulamasina bagli olarak bobrek dokusunda CAT enzim
aktiviteleri sirasiyla Pb ve Cd gruplarinda kontrol grubuna goére onemli diizeyde
azalmistir. Pb + AdM grubunda AdM uygulamasi sonucunda katalaz enzim aktivitesi
restore edilerek kontrol grubu seviyesine yiikselmistir. Ancak Cd + AdM grubunda
AdM uygulamasi1 Cd grubuna gore katalaz aktivitesinde istatistiksel olarak 6nemli bir
degisime yol agmamistir. Bobrek dokusunda kontrol grubu ile Pb ve Cd gruplarindaki
katalaz enzim aktivitesindeki sonuglarimiz Flora vd., Casalino vd. ve Jurczuk vd.’nin
calismalartyla uyumludur [28, 51, 98]. Kadmiyum uygulamasina bagli olarak hem

karaciger hem de akciger dokularinin Cd grubunda CAT enzim aktivitesi kontrol
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grubuna gore Onemli diizeyde azalmistir. Bu sonuglar literatiirdeki c¢alismalar ile
paralellik gostermektedir [97, 98]. AdM uygulamasina bagli olarak her iki dokuda da
Cd + AdM gruplarinda CAT enzim aktivitesi Cd gruplarina gére énemli diizeyde artis
gostermistir. Akciger dokusunda Cd + AdM grubundaki bu artis enzim aktivitesini
kontrol grubu seviyesine yiikseltirken, karaciger dokusunda Cd + AdM grubundaki
enzim aktivitesi kontrol grubuna goére de 6nemli diizeyde artis gdstermistir. Buna karsin
kursun uygulamasina bagl olarak akciger dokusundaki katalaz enzim aktivite sonuglari
bakimindan kontrol, AdM, Pb ve Pb + AdM gruplart arasinda bir fark
bulunmamaktadir. Kursunun hem sentezini inhibe ettigi bilinmektedir. Katalaz
enziminin hem igeren bir enzim olmasindan dolayr kursun katalaz aktivitesinde
azalmaya yol agabilir [36]. Bu duruma ilaveten Jurczuk vd. yapmis olduklar1 ¢caligsmada
kadmiyum uygulamasi sonrasinda bobrek, karaciger ve serumda demir seviyelerinde
azalma oldugunu bildirmislerdir. Katalaz enzimi aktif merkezinde demir igerdiginden
dolayr Cd uygulamasina bagli olarak katalaz enzim aktivitesindeki azalmanin Fe
eksikliginden dolay1 kaynaklanabilecegini rapor etmislerdir. Bizim ¢alismamizda
katalaz enzim aktivitesindeki azalmalar kursun ve kadmiyumun bu etkilerinden
kaynaklanabilir. Ancak tarafimizca yapilan caligmada karaciger dokusunda kursun
uygulamasina bagli olarak Pb grubunda CAT enzim aktivitesi kontrol grubuna gore
onemli diizeyde yiikselmistir. Literatiirde de kursun uygulamasina bagl olarak artan
CAT aktivitesin bildiren ¢akligmalar bulunmaktadir. Bu ¢aligmalarda arastiricilar artan
CAT aktivitesini, Pb toksisitesine karsi hiicrelerin gostermis olduklar1 bir savunma
mekanizmasi olarak agiklamislardir [22, 46, 115]. Bununla birlikte bizim ¢alismamizda
oldugu gibi karaciger dokusunda azalan GSH-Px aktivitesi, artan CAT enzim aktivitesi
ile telafi edilmis olabilir.

Kursun uygulamasia bagl olarak karaciger, akciger ve bobrek dokularinda
kontrol ve AdM gruplarina gore kursun seviyeleri onemli diizeyde artmistir. AdM
uygulamasina bagli olarak Pb + AdM grubunda akciger dokusunda kursun seviyeleri Pb
grubuna gore onemli diizeyde azalmistir. AAM yapisinda aynen glutatyon rediiktazin
aktif bolgesinde oldugu gibi bir disiilfit bag1 igermektedir. Kursunun bu disiilfit bagi ile
etkilesime girerek GR enzimi inaktive ettigi bildirilmistir [17, 36]. Bu nedenle AdM’nin
de kursun ile etkilesime girerek dokuda kursun seviyelerini azaltmasi olasidir. Karaciger
ve bobrek dokularinda da kursun uygulamasma bagli olarak Pb ve Pb + AdM
gruplarinda kursun seviyeleri kontrol ve AdM gruplarina gore oOnemli diizeyde

ylkselmistir. Ancak karaciger ve bobrek dokularinda Pb ve Pb + AdM gruplar arasinda
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kursun seviyeleri bakimindan istatistiksel olarak bir fark yoktur. Literatiir bilgilerimize
gore kursun yumusak dokularda birikim yapma 6zelligine sahiptir. Humphreys yapmis
oldugu caligmada kursunun yumusak dokular igerisinde en fazla bobrekte biriktigini
rapor etmistir [116]. Yapmis oldugumuz ¢alismada da en fazla kursun birikimi b&brek
dokusunda olmustur. Kursun miktarinin fazla olmasindan dolayr AdM bdbrek
dokusunda Pb seviyelerini azaltici etki gosterememis olabilir.

Kontrol ve AdM uygulama gruplarinin dokularinda kadmiyum miktar1 tespit
edilebilecek miktarda bulunamadi. Bunun nedeni kadmiyuma maruz kalmayan
sicanlarin Cd seviyeleri AAS’de standart olarak kullanilan en diisiik dozdaki Cd
seviyesinden de az olmasindan kaynaklanmaktadir. Her {i¢ dokuda da Cd ve Cd + AdM
gruplart arasinda Cd seviyeleri bakimindan istatistiksel olarak bir fark
bulunmamaktadir. Buna ilaveten Cd ve Cd + AdM gruplarinin giinliik Cd’ye maruz
kalma degerlerinde de istatistiksel olarak bir fark yoktur.

Kisa donemli kursun ve kadmiyum gibi agir metallere maruz kalma in vitro ve in
vivo olarak antioksidan enzimlerin aktivitelerinde genelde azalmaya yol a¢maktadir.
Buna karsin yiikselen doz ile birlikte ve maruz kalinan siirenin uzamasiyla bazi
antioksidan enzim aktivitelerinde artiglar literatiirde yer almaktadir. Bu durumun
genlerin adaptif olarak indiiklenmesinden kaynaklandigi diisiiniilebilir [40].

Kursunun antioksidan enzimler iizerine inhibitor etkileri, hiicrelerin antioksidan
savunmalarim1 bozmakta/zayiflatmakta ve bu nedenle hiicreler oksidatif ataklara daha
duyarli hale gelmektedir [36]. Kadmiyum i¢inde olasi bu mekanizma gegerlidir. Bu
durum ¢alismamizda elde edilen artan lipit peroksidasyonunu agiklayabilir.

Karaciger, akciger ve bobrek dokularindaki agir metal miktarlar ile, lipit
peroksidasyonunun gostergesi olan MDA seviyeleri arasinda bir iligki olup olmadiginin
degerlendirmesi i¢in Pearson korelasyon ve regresyon analizi yapildi. Bu istatistiksel
analize gore sadece akciger dokusunda kursun seviyeleri ile MDA seviyeleri arasinda
pozitif korelasyon belirlendi. Cizelge 4.1’de de gosterildigi gibi, AAS analizi sonucu
sadece akciger dokusunun Pb + AdM grubunda, Pb grubuna gore istatistiksel olarak
onemli diizeyde Pb seviyeleri azalmigtir. Deneysel ve istatistiksel olarak elde edilen bu
iki vert birbirlerini destekler niteliktedir.

Gilinlimiizdeki agir metal zehirlenmelerindeki genel tedavi sekli selator
uygulamasi ile metallerin viicuttan atilip seviyelerini diisiirmektir. Etkili bir selatlama
icin ajanin hiicre i¢i bolgelere ulasip agir metalleri siki bir sekilde baglamasi gerekir

[25]. Ornegin kursun zehirlenmelerinde hastanin kandaki kursun seviyesine gore cesitli
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selatlar uygulanmaktadir. Ancak selatlarin kandaki kursun seviyelerini azaltmalarina
ragmen, bu selatlarin gilivenirliligi ve yararlili§i sorgulanmalidir. Ciinkii selatlar yan
etkilere de sahiptirler (ates, tasikardi, mide bulantisi, istifra, terleme, anormal soluma,
ensefalopati, nefrotoksisite, eozonofili, lokopeni, trombositopeni, vs.). Selatlar
intravendz, intramuskular, oral tarzda verilebilir. Giinlimiizde kalsiyum disodyum
etilendiamin tetra asitik asit (CaNa,EDTA), British anti-lewisite (BAL), dimercaprol,
D-Penisilamin, siiksimer yaygin olarak kullanilan selatér ajanlardir [17, 25]. Kursun
zehirlenmesi i¢in kullanilan en umut verici ajan CaNa,EDTA dir. Ancak bu ajan yliksek
dozlarda nekroz nedeni ile hiicre Oliimiine yol acabilme gibi ciddi dezavantajlara
sahiptir [25].

Agir metallerin toksik etkilerinin ortaya cikmasinda oksidatif stres de rol
oynamaktadir. Selatorlerin bu istenmeyen 6zelliklerinden dolay: arastiricilar kursun ve
kadmiyum gibi agir metallerin toksik etkilerinin giderilmesinde antioksidanlarin, dogal
besinlerin tek baglarina veya selatorlerle beraber kullaniminin oldugu cesitli caligmalar
planlamislardir. Ornegin kursuna maruz kalan deneklerde Pande ve Flora a-lipoik asit
(LA) ve siiksimerin [22], Shalan vd. vitamin C ve silimarinin (silymarin) [21], Saxena
vd. mezo-2,3-dimerkaptosiiksinik asitin monoesterlerinin [25], Tandon vd. antioksidan
ve selatlayict ajanlarin ayri ayri ve birlikte kullanimlarinin [96] ve Flora vd. vitaminler
ve tiol selatorlerin [28] kursun toksisiteindeki etkilerini arastirmislar ve yararh
Ozelliklerini bildirmislerdir. Kadmiyuma maruz kalan deneklerde de Stajn vd.
selenyumun [53], Sunitha vd. lupeol ve lupeol linoleatin [97] ve Tandon vd. antioksidan
ve selatlayici ajanlarin ayr1 ayr1 ve birlikte kullanimlarinin [46] kadmiyum
toksisiteindeki etkilerini aragtirmiglar ve yararli 6zelliklerini bildirmislerdir.

Yukaridaki calismalarda da vurgulandigi gibi, bir molekiiliin oksidatif stres
sartlarinda koruyucu etkisi oldugundan bahsedebilmek icin lipit peroksidasyonu
seviyelerinin azalmasina yol agmasinin yani sira, enzim aktivitelerini de diizenlemesi
gerekmektedir. Bununla birlikte bazi molekiiller kan ve dokudaki agir metal
seviyelerinin de azalmasina neden olabilirler.

Son yillarda AdM’nin antioksidan 6zellik gosterip oksidatif sartlarda koruyucu
bir rol oynayabilecegine dair literatiirde ¢esitli caligmalar yer almaktadir [99-101]. Chen
vd. yapmis olduklar1 g¢alismada in vitro olarak AdM’nin sican serebral endotel
hiicrelerinde oksidatif hasara kars1 koruyucu rolii oldugunu bildirmislerdir [101].

AdM " fareleri (AdM knockout mice) embriyonik olarak letaldirler. Ancak

AdM " fareleri mevcuttur ve bu deney hayvanlari fertildir. AdM " farelerinin doku ve
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plazma AdM seviyeleri AdM “* farelerinin yarist seviyesindedir. Angiotensin II’nin
yiiksek tuz diyeti ile uygulanmasi 6nemli bir organ hasar modelidir. Angiotensin II bu
hasar1 (muhtemelen) artan oksidatif stres ile yapmaktadir. Ando ve Fujita bu model ile
olusturulan deney sartlarinda AdM *~ farelerinde organ hasarimin daha fazla oldugunu
ve bu durumun oksidatif strese bagli oldugunu bildirmislerdir. Bu nedenle arastiricilar
(i¢ kaynakli) AdM’ nin koruyucu rol oynayabilecegini bildirmislerdir [117].

Shimosawa vd. yine angiotensin II ve tuz diyet modelinin kullanildig1 bir
¢alismada, AdM " farelerinin daha yiiksek oksidatif strese maruz kaldigimi
gostermislerdir. Arastiricilar izoprostan ve 8-hidroksideoksiguanozin (8-OHdG) gibi
oksidatif stres belirteclerinin idrardaki seviyelerini arastirmiglardir. Ayrica elektron spin
rezonans metodu kullanarak real-time oksidan iiretimini belirlemislerdir. Arastiricilar
AdM uygulamasiyla artan oksidatif stresin azaldigini rapor etmislerdir [118].

AdM oksidatif strese kars1 koruyucu bir rol oynayabilmesine karsin, AdM’nin
bu roliinde yer alan hiicresel mekanizmalar ve AdM’nin bu fonksiyonu tam olarak
aciklanamamistir [99]. Ancak AdM oksidatif stresi inhibe ederek organ hasarina karsi
koruyucu rol oynayabilir [118].

Bu calisma ile literatiirde herhangi bir bilgiye rastlayamadigimiz kursun ve
kadmiyum toksisitesinde AdM’nin koruyucu etkisinin olup olmadigini aragtirmayi
amagladik. Yaptigimiz ¢alismada elde edilen veriler dogrultusunda, AdM’nin kursun ve
kadmiyumun neden oldugu oksidatif strese karsi koruyucu etkisinin siirli ve belirli bir
diizeyde oldugunu soyleyebiliriz. AdM’nin koruyucu etkisinin siirli olmasinin nedeni
uygulanan AdM’nin miktari, uygulama siiresi, uygulama sekli, doku Ozgiilligi,
uygulanan agir metal ¢esitliligi ve siiresinden kaynaklanabilir.

Doku farkliligina gore koruyucu etki de farklilik gdsterebilmektedir. Ornegin
karaciger ve akciger dokularinda kursun grubuna AdM uygulamasi lipit
peroksidasyonunu 6nemli diizeyde azaltirken, bu etki bobrek dokusunda goériilmemistir.
Buna ilaveten, kursuna maruz kalan sicanlarda AdM uygulamasi ile akciger dokusunda
hem kursun seviyeleri hem de lipit peroksidasyon seviyeleri 6nemli derecede azalirken,
karaciger dokusunda AdM uygulamasi kursun seviyelerinde bir degisime yol
agmamasina karsin, lipit peroksidasyon seviyelerini azaltarak koruyucu etki
gostermistir. Buna ilaveten karaciger dokusunda AdM uygulamasina bagl olarak Pb +
AdM grubunda toplam hepatik hasar skoru Pb grubuna goére azalmistir. Ancak bu
azalma istatistiksel olarak onemli diizeyde degildir. Ancak, istatistiksel olarak onemli

olmamasima karsin, karaciger dokusunda AdM uygulamasina bagli olarak lipit
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peroksidasyonundaki ve hepatik hasar skorunda tespit edilen azalma dikkat ¢ekicidir ve
bu iki parametre birbirlerine paralellik gostermektedir.

Doku ozgiilliigii enzim aktivitelerinde de farkli sonuglar ortaya cikarabilir.
Ornegin bobrek dokusunda kontrol grubuna gore azalan Pb grubundaki SOD aktivitesi,
AdM uygulamasi1 ile Pb + AdM grubunda yiikselerek kontrol grubu seviyesine
gelmistir. Ancak SOD enzim aktivitesi bakimindan bu durum karaciger ve akciger de
tespit edilememistir. Karaciger ve akciger dokusunda Pb gruplar1 kontrol grubuna gore
bir fark gdstermezken, karaciger dokusunda Pb + AdM grubunda SOD enzim aktivitesi
kontrole gore daha da azalmis, buna karsin akciger dokusunda Pb + AdM grubunda
kontrol grubuna gore daha da artmustir.

Agir metal cesidi degistigi durumlarda da farkli sonuglar elde edilmistir. MDA
seviyeleri Pb + AdM grubunda Pb grubuna gore karaciger ve akciger dokularinda
azalmis durumdayken, yine ayni dokularda Cd + AdM gruplarinda Cd gruplarina gore
MDA seviyeleri yiikselmistir.

Agir metallerin uygulama siireleri ve dozlar1 da deney gruplart arasinda farkl
sonuglar ¢ikmasina neden olabilir. Ornegin bir calismada iki ay boyunca 200 ppm
kadmiyum alan sicanlarin bobrek dokularindaki Cd seviyeleri 100-250 pg/g olarak
belirlenmis ve bu siganlarda renal bozukluklar tespit edilmistir. Buna karsin sekiz ay
boyunca 40 ppm kadmiyum alan siganlarin bobrek dokularindaki Cd seviyeleri 90-200
ng/g olarak belirlenmis ancak siganlarda renal bozukluk tespit edilememistir [119].

AdM’nin biyolojik cevaplarinin oldukca yavag gelisebilecegi cesitli arastiricilar
tarafindan bildirilmistir [75]. Bu nedenle daha uzun siireli AdM uygulamast AdM’nin
koruyucu etkisinin goriilmesinde etkili olabilir. Buna ilaveten AdM’nin humoral veya
otokrin/parakrin tarzda toksik faktorler tarafindan ortaya ¢ikan doku hasarma karsi
diizenleyici olarak fonksiyon yaptigi kabul edilmektedir [58]. Bu nedenle AdM’nin
uygulama sekli de koruyucu etkinin ortaya ¢ikmasinda onemli olabilir. AdM’nin
intravendz veya intraarteriyal uygulamalarin, intraperitoneal uygulamaya gore dokulara
AdM’nin daha etkin bir sekilde ulagmasimni saglayabilir. Sonu¢ olarak kursun ve
kadmiyum gibi agir metallera maruz kalan canlilarda AdM’nin olast koruyucu etkisinin
ortaya ¢ikabilecegi ve bunun i¢cin AdM uygulamasinin optimize edilmesi gerektigi
diisiincesindeyiz. Bu optimizasyon sonucunda AdM’nin koruyucu etkisinin daha
belirgin bir sekilde ortaya ¢ikmasi durumunda, AdM’nin agir metal toksisitesindeki

molekiiler etkileri ile ilgili caligmalarin yapilmasi gerektigi kanatindeyiz.
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