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OZET

Kadmiyum’un Neden Oldugu Karaciger, Akciger ve Bobrek Hasar1 Uzerine

Sildenafil’in Koruyucu Etkisi

Amag¢: Bu galismanin amaci kadmiyum ile indiiklenen karaciger, akciger ve

bobrek toksisitesine karsi sildenafilin koruyucu etkisini incelemektir.

Materyal ve Metot: Sprague Dawley cinsi disi si¢anlarin (n=28) kadmiyumla
olusturulmus karaciger, akciger ve bobrek doku toksisitesi i¢cin serum AST, ALT,
kreatinin, BUN ve CK-MB ile oksidatif stres gostergelerinden doku TBARs, GSH, T-
SH ve enflamasyonda kotii prognoz gostergesi sayilan doku IL-6, TNF-a diizeyleri ile

histopatolojik durum degerlendirilmistir.

Bulgular: Kadmiyum’un TNF-o, IL-6 ve TBARs diizeylerini kontrol grubuna
gore istatistiksel agidan anlamli bir sekilde artirdigr (p<0.05, p<0.001), GSH ve T-SH
diizeylerini ise anlamli  derecede azalttigni tespit edilmistir  (p<0.001).
Sildenafil+kadmiyum uygulamasinda ise, kadmiyum grubuna gére TBARS diizeyi
anlaml1 derecede azalirken (p<0.05), GSH ve T-SH diizeyleri anlamli derecede artmistir
(p<0.001). TNF-o ve IL-6 diizeyleri degerlendirildiginde, sildenafil+kadmiyum
grubunda, kadmiyum uygulanan gruba goére anlamli derecede diistiigli gozlenmistir
(p<0.001, p<0.01). Histopatoloji degerlendirmesinde ise sildenafil uygulamasi,

kadmiyumun neden oldugu doku harabiyetini azaltmustir.

Sonug¢: Sildenafil’in, kadmiyum’un neden oldugu ¢oklu doku hasarmna karsi

koruyucu etkisinin antienflamatuar 6zelliginden kaynaklandigi s6ylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan sistem, Enflamasyon, Kadmiyum, Oksidatif

stres, Sildenafil
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ABSTRACT

Protective Effect of Sildenafil on Cadmium-induced Liver, Lung and Kidney

Injury

Aim: The aim of this study was to investigate the protective effect of sildenafil

against cadmium-induced liver, lung and kidney toxicity.

Material and Method: Sprague Dawley female rats (n=28) are for cadmium-
induced liver, lung and kidney tissue toxicity, biochemical parameters serum AST,
ALT, creatinine, BUN and CK-MB, tissue TBARs from lipid peroxidation indicators,
tissue GSH and T-SH levels from tissue antioxidant parameters, tissue IL-6 and TNF-a
levels which are considered as indicators of poor prognosis in inflammation and

histopathological status were evaluated.

Results: It was found that cadmium significantly increased TNF-a, IL-6 and
TBARs levels (p<0.05, p<0.001), GSH and T-SH levels were significantly decreased
compared to the control group (p<0.001). In Sildenafil + cadmium application, TBARs
decreased significantly compared to cadmium group (p<0.05), GSH and T-SH levels
were significantly increased (p<0.001). When TNF-o and IL-6 levels were evaluated, it
was observed that sildenafil+cadmium group was significantly decreased compared to
cadmium group (p<0.001, p<0.01). In the histopathological evaluation, sildenafil

application decreased the cadmium-induced tissue damage.

Conclusion: The protective effect of sidenafil against multiple tissue damage
caused by cadmium can be said to be due to its anti-inflammatory properties.

Keywords: Antioxidant system, Cadmium, Inflamation, Oxidative stress,
Sildenafil
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1. GIRIS

Metal kaynakli toksisiteler halk sagligini yakindan ilgilendirmektedir. Ciinkii,
agir metallere maruziyet hem gevresel hem de mesleki kaynaklarla olabilmektedir (1).
Baz1 metallerin kansere ve organ hasarlarina neden oldugu iyi bilinirken, birgogunun
gercek toksik etki mekanizmalari agik bir sekilde aydinlatilamamistir (2). Tartisilan tiim
mekanizmalar g6z Oniine alindiginda, oksidatif stres metal kaynakli karsinojenez ve
organ hasarinda agik bir rol oynamaktadir (3). Erken evrede metal kaynakli
karsinojenez ve organ hasari sirasinda, normal hiicrelerin kanser hiicrelerine doniligsmesi,
yiiksek miktarlarda serbest radikal {iretimi ile gergeklesir. Bu siire¢ boyunca, oksidatif
stresin 6nemli bir rol oynadig1 diisiiniilmektedir (4).

Kadmiyum (Cd *2) tiim canli organizmalarin saghgimi tehdit eden, dogal olarak
olusan ve endiistride siklikla kullanilan zararli bir agir metaldir. Uluslararasi Kanser
Aragtirmalar1 Dairesi tarafindan bir insan kanserojeni olarak siniflandirilmistir. Cd*2
zehirlenmesinin baslica kaynaklari sigara ve kadmiyumla bulasan gida veya suyun
tiketilmesidir ~ (5). Kadmiyum maruziyeti organizmada oksidan/antioksidan
dengesizligine neden olur ve olusan peroksiti arttirir. Bu durum, yiiksek diizeyde
hidroperoksitlerin iretilmesine ve lipit, karbonhidrat, protein metabolizmasinin
bozulmasima yol agar. Diger taraftan, enflamasyon, apoptoz ve tiimor gelisiminden
sorumlu timor nekroz faktori alfa (TNF-a) ve interlokinler IL6, 8,1B gibi biyolojik
gostergelerin diizeylerinin artmasina neden oldugu gosterilmistir. (6).

Segici bir fosfodiesteraz-5 inhibitorii (PDESI) olan sildenafil (SiL), hiicre igi
siklik guanozin monofosfat (cGMP) diizeyini artirarak erektil disfonksiyon ve anjina
tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir ilagtir. Ek olarak, antienflamatuvar,
antiapoptotik ve kardiyoprotektif etkilere sahip oldugu ve ayn1 zamanda son zamanlarda
yapilan bazi ¢alismalar SiL’in bu etkilerinin ¢ogunu, oksidatif stresi ve enflamasyonu
onleyerek gosterdigi bildirilmistir (7).

Bu ¢alismamizla, Cd’nin toksik etki mekanizmasini farkli biyolojik gostergeler
tizerinden anlamaya calisarak toksisiteyi onlemeye yonelik olast yaklagimlart sunmak,
Klinikte kullanim1 olan bir ilacin agir metal maruziyetine bagli olarak gelisebilecek
organ ve doku hasarlarinin 6nlenmesi agisindan yararini degerlendirmeye sunmak,

organ hasarlarinin Onlenmesi amaciyla yapilan caligmalara verilerimizle bilgi ve



deneyim paylagimi saglamak ve fosfodiesteraz-5 inhibitorleri ile yapilan ilag gelistirme

caligmalarina yeni yaklagimlar gelistirilmesini saglamay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Metal Toksisitesi

Metaller gevrede dogal olarak bulunabilen bilesenlerdir ve bir¢ogu organizmalar
icin gerekli olan mikro besinlerdir. Karasal ve sucul sistemlerde ve ayni zamanda
havada da bulunabilirler. Ozellikle giincel olarak énemli olan toksik metaller arasinda,
bunlarla sinirli olmamakla birlikte Art3, Pb*™, Cd*2, Ni*?, Hg*? ve U*3 bulunur (8).

Metaller toksik, kalici, biyobozunur olmayan ve yiiksek biyobirikim 6zellikleri
nedeniyle kiiresel bir problemdirler. Kentlesme, sanayilesme, madencilik gibi insani
faaliyetler, ekosistemdeki metal kirliliginin ana kaynagidir. Cogu metalin yiiksek
konsantrasyonlarda bir¢ok organizma i¢in toksik oldugu bilinmesine ragmen, bunlarin
birgogu 6nemli metabolik ve sinyal yollarina da katilir. Bircok organik kimyasaldan
farkli olarak, metaller daha az toksik bilesiklere kolayca metabolize edilemez. Bu
nedenle metaller, ¢evreye salindiginda toprakta uzun kalma siirelerine sahiptir ve metal
kirliliginin meydana gelmesinden sonra uzun siire zararli etkilere neden olabilirler (9).

Oksidatif hasar genellikle metaller tarafindan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
iiretilmesi ile iliskilidir ve bu nedenle antioksidan savunma, oksidatif strese karsi
organizmalarin korunmasinda énemli bir role sahiptir (10).

Metal atomlari, pozitif iyonlar1 (katyonlari) olusturmak ig¢in elektronlarini
kolayca kaybeder. Bu nedenle, metaller ¢cok reaktiftir ve metabolizmaya ve Onemli
biyokimyasal reaksiyonlara katilirken organizmada toksik etki olusturabilirler (11).
Viicuttaki belirli bir metalin konsantrasyonu, metal maruziyetinin seviyesine ve siiresine
baglidir. Toksisite, metallerin izotop formlarinin yani sira diger zenobiyotiklerle
etkilesimleri ile de iliskili olabilir. Ayrica, metaller DNA iplik¢igi kirilmas1t ve DNA
onarimini inhibe etmek gibi genotoksik etkilere de sahiptir (12, 13).

Metaller, islevlerine gore redoks-aktif ve redoks-inaktif metallere ayrilabilir.
Reaktif hidroksil (OH") radikalleri iireten ve genellikle mitokondri, mikrozomlar ve
peroksizomlar gibi membranéz kisimlarla baglantili olan Fe*?, Cu*?, Cr*3 gibi metaller
Fenton reaksiyonlarini katalizleyen tipik redoks-aktif metallerdir. Fenton reaksiyonu,
hidrojen peroksit (H202) ve bir Fe*? Kkatalizorii igeren en giiclii oksitleyici
reaksiyonlardan biridir. Bu reaksiyonda, peroksit bir hidroksit iyonu ve bir hidroksil

radikaline ayrilir. Pb*, Cd*2, Ni*? ve Hg'? iceren redoks-inaktif metaller, glutatyon



(GSH) ve diger tiyol (-SH) igeren antioksidanlar ve proteine bagl -SH gruplar1 gibi
hiicrelerin baglica antioksidanlarini tiiketir (14).

Esansiyel metaller, bir takim biyolojik siireg¢ler vasitasiyla temel viicut
fonksiyonlarinin siirdiiriilmesi icin gereklidir. Ozellikle beyin, optimal fizyolojik
fonksiyon i¢in Fe*?, Co*2, Mn*2, Cu* ve Zn*? gibi birkag 6nemli gegis metali gerektirir.
Santral sinir sisteminde ve viicutta meydana gelen hayati fonksiyonlarda, bu metaller
biyokimyasal reaksiyonlar icin Kkatalizorler, gen ifadesi diizenleyicileri, sinyal
yolaklarinda ikinci haberciler ve birgok hayati enzim i¢in kofaktor gorevi goriirler.
Ornegin, antioksidan fonksiyonlarla ilgili birgok enzim, metalleri kofaktdr olarak
kullanmaktadir; siiperoksit dismutaz (SOD) mitokondride Mn*? ve sitozolda Zn*?/Cu*
gerektirir (15).

Esansiyel olmayan metaller ise diisiik seviyelerde bile toksik etkilere neden
olabilirler. Pb*, Cd*2, Hg"?, Al™ ve alkil tiirevleri gibi gesitli metallerin inorganik
tuzlar1 davranis ve beyin fonksiyonlari ilizerinde toksik etkilere sahiptir. Metallerin
toksisitesi, metal homeostazinin bozulmasiyla olusur ve DNA hasari, gen ifadesinde

degisiklikler ve oksidatif stres ile meydana gelen organ hasarlar1 ile kendini gdsterir

(16).

2.2. Kadmiyum

Kadmiyum modern toksik metal olarak bilinen, ¢evrede yaygin olarak bulunan
en toksik cevresel ve endiistriyel kirleticilerden biri olarak kabul edilmis, periyodik
cetvelde IIb grubunun tiyesi olan agir bir metaldir (17). Cogu metalden farkli olarak,
biiyiik 6lgekli Cd*? kullanimi olduk¢a yakin bir tarihte 1940'larda baslamistir.
Uluslararas1 Kanser Arastirmalari Dairesi, Cd*? ve bilesiklerini Grup-1 kanserojenler
olarak smiflandirmistir; diger bir deyisle, insanlarda ve deney hayvanlarinda

karsinojenite agisindan yeterli kanit bulunmaktadir (18, 19).

2.2.1. Kadmiyumun Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

1817'de Stromeyer tarafindan ¢inko karbonattaki bir safsizliktan kesfedildi. Cd*?,
cogunlukla sfalerit gibi kiigiik miktarlarda ¢inko cevherleriyle birlesmis olarak bulunur.
Cd*?’nin neredeyse tamamu ¢inko, bakir ve kursun cevherlerinin islenmesinde yan iiriin
olarak elde edilir. Birgok inorganik Cd*? bilesiginden birkag1 suda oldukga ¢oziiniir

(6rnegin kadmiyum asetat, kadmiyum kloriir ve kadmiyum siilfat), kadmiyum oksit ve



stilfir neredeyse ¢ozliinmez. Bununla birlikte, kadmiyum oksit ve kadmiyum karbonat
mide pH'sinda ¢oziinebilir (19, 20).

2.2.2. Cevrede Kadmiyum ve Maruziyet Kaynaklari

Celiklerin korozyona kars1 korunmasi i¢in, alasimlarda lehim ve kaynak metali
olarak, polivinil kloriir plastiklerde, boya pigmentlerinde, farkli boya ve cila tiplerinde,
giibrelerde, Ni-Cd pillerde kullanilir (21, 22). Genel olarak Cd*? maruziyetinin baslica
kaynaklar1 gidalar ve sigaradir. Kadmiyum agisindan zengin gidalar arasinda 6zellikle
kabuklu deniz tiriinleri, karaciger, bobrek, yabani mantarlar, keten tohumu ve kakao
tozu bulunur. Bununla birlikte, yiyecekte bulunan Cd*#nin %80'i tahillar, patatesler ve
kirlenmis toprakta yetistirilen sebzelerden gelir (23, 24).

Kadmiyum ¢evreye dogal kaynaklar ve antropojenik aktivitelerden
salinmaktadir. Cevresel bir kirletici olarak dneminin klasik 6rnegi, siddetli agri, kemik
kiriklari, proteiniiri ve agirlikli olarak kadinlar arasinda goriilen ve agir osteomalazi ile
belirgin ciddi bir hastalik olan ve Jinzu Nehri'nde yaygin goriilen Itai-Itai hastaligidir.
Bu hastalifin besin faktorleri ile birlikte bir maden faaliyetinden kaynaklanan
kadmiyumla kirlenmis topraklarda yetisen pirincin tiiketilmesi ve kirlenmis sularin

icilmesinden kaynaklandigi belirtilmistir (25-27).

1912 JAPONYA

ITAI- ITAL
HASTALIGI

Sekil 2.1. Kadmiyum ve ltai itai hastalig: (28).



2.2.3. Kadmiyumun Emilimi ve Viicutta Dagilimm

Akcigerlerde, solunan dozun % 10-50'si, partikiil biyiikligiine, solunan
kadmiyum bilesiginin ¢oziiniirliigiine ve maruz kalma siiresine bagl olarak emilir (29,
30). Agizdan alinan kadmiyumun ¢ogu, mide bagirsak yolundan degismeden geger ve
normal bireylerde sindirilen kadmiyumun yaklasik % 6's1 emilir, ancak demir eksikligi
olanlarda % 9' a kadar emilebildigi gosterilmistir. Suyla alinan kadmiyum, gidalardaki
kadmiyuma gore daha kolay emilir. Diyette yiiksek Zn*? veya Cr*® varhign Cd*?
emilimini azaltir. Deriden emilim, Cd*? girisinin énemli bir yolu degildir; Cd*?’nin

sadece yaklasik % 0.5'1 cilt tarafindan emilir (31).
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Sekil 2.2. Kadmiyumun biyotransformasyonu (29).

Kadmiyum akcigerlerden veya bagirsaklardan sistemik dolagima girdikten sonra
plazma albiiminine zayif bir sekilde baglanir ve ¢esitli organlara kolayca dagitilir. Oral,
pulmoner ya da parenteral maruziyet ne olursa olsun, maruziyetten hemen sonra en
fazla Cd*? miktarmm alan ilk organ karacigerdir. Bagirsaktan emilen kadmiyumun ¢ogu
once portal dolasim yoluyla karacigere gelir, burada heniiz ¢ok iyi tanimlanamamis
mekanizmalarla hepatositler tarafindan siniizoidal kilcal damarlardan alinir (32).

Kadmiyum karacigerde, metal baglayan bir protein olan metallotiyonein (MT)

sentezini uyarir ve dolasima Cd*?-MT kompleksi seklinde salmir (33). Bu kompleks



glomeriiler yolla kolaylikla filtrelenir ve endositozla proksimal tiibiil igine salinir.
Cesitli proksimal tiibiil segmentleri, distal boru ve bagh tiibiiler hiicrelerdeki serbest
Cd*? iyonlarinin hem kandan epitel hiicrelerine, hem de epitel hiicrelerinden idrara
tasinmasinda birden fazla tasiyict sorumludur (34).

Metallotiyoneinler, 6 ila 7 kDa arasinda degisen molekiil agirliklari olan bir ¢ok
organizma tarafindan iiretilen sistein agisindan zengin bir protein grubudur. 1957°de at
bobrek korteksindeki Cd*2-baglayici proteinlerin kesfedilmesinden bu yana, metal
tasinmasinda MT'lerin rolii kapsamli bir incelemeye tabi tutulmustur. MT'lerin, sistein
kalintilarinda metal iyonlarina yiiksek afiniteye sahip bol miktarda -SH gruplari olmasi
nedeniyle, sadece Zn*?, Cu* ve Se*? gibi fizyolojik metal iyonlarmin homeostazinda

degil aym zamanda Cd*2, Hg*?, Pb** ve Ar*? gibi agir metallerin toksisitesinde de

onemli bir rol oynadig: diisiiniilmektedir (35, 36).
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Sekil 2.3. Kronik kadmiyum maruziyeti ve metallotiyonein (37).

Enterik olarak emilen kadmiyumun idrar ve gaita yoluyla atilimi yavastir. Atilim
yavas oldugundan, viicutta Cd*? birikmeye baslar. Kandaki Cd*? konsantrasyonu yakin
zamandaki maruziyeti yansitir; iiriner Cd*? konsantrasyonu ise toplam viicut yiikiinii ve

kronik maruziyeti yansitir. Bununla birlikte, Cd*? maruziyetinden kaynaklanan b&brek



hasarlar1 oldugunda, atilim oram belirgin bir sekilde artar ve idrar Cd*? diizeyleri artik

viicut yiikiinii yansitmaz.

2.2.4. Kadmiyum Toksisitesi

Kadmiyum toksisitesinden sorumlu mekanizma c¢ok etmenli olabilir. Cd*?,
fonksiyonlarmi dogrudan ya da dolayl olarak etkileyerek solunum sistemi, bobrek,
kardiyovaskiiler, gastrointestinal ve sinir sistemleri ve kemikler gibi gesitli sistem ve
dokularin hiicrelerinde toksisiteye neden olabilir. Bu toksik etkiler, hiicrelerin
dejenerasyonunu ve hatta transmutasyonunu indiikler. Cd*? hiicre ¢ogalmasini,
farklilagmasin1 ve apoptozu etkiler. Bu etkileri DNA onarim mekanizmasinin
inhibisyonu, ROS olusumu ve apoptozisin indiiksiyonu ile iligkilidir (38). Ayrica,
antioksidan enzimler olan SOD, CAT, GPx, manganez-siiperoksit dismutaz ve
Cu*/Zn*2-dismutaz gibi antioksidan enzimlerin aktivitesini de baskilar (39).

Kadmiyum toksisitesinin derecesi akut veya kronik maruziyet durumuna gore
farklilik gosterir. Akut Cd*? zehirlenmesi, akciger 6demi, hemoraji, fulminant hepatit,
testis hasar1 ve 6liime neden olur; Cd*2 kronik maruziyette nefrotoksisite, osteotoksisite

ve immiinotoksisiteye neden olur (40).

2.3. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Oksidatif stres, ROS/RNS olusmasiyla organizmada bunlarin zararli etkilerini
onlemeye calisan antioksidan savunma sistemi arasindaki dengenin oksidanlar lehine
kaymas1 olarak tanimlanir. Oksidatif stres artmig ROS/RNS iiretiminden veya
antioksidan koruyucu giiciin azalmasiyla ortaya c¢ikan, endojen sistemlerin savasma
kapasitelerinin azalmasiyla karakterize edilen, norodejeneratif hastaliklar (Parkinson,
Alzheimer, Huntington hastaligt ve amyotrofik lateral skleroz) amfizem,
kardiyovaskiiler ve inflamatuar hastaliklar, katarakt, yaslanma ve kanser gibi bir¢ok
kronik saglik probleminin patogenezine ve patofizyolojisine katkida bulunmustur.
Kiimiilatif oksidatif stres, membran hasarina neden olur, DNA onariminin bozulmasi,
sonucta hiicre 6liimiine yol acabilir. Oksidatif stres kaynaklar1 ve oksidatif strese bagli
olusan DNA, protein ve lipit peroksidasyon semasi sekil 2.6’da gosterilmistir (41, 42).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), oksijen ve bir veya daha fazla eslesmemis elektron
iceren yiiksek derecede reaktif kiiclik molekiillerdir. Hiicrenin enerji lireten organelleri
olan mitokondri, oksidatif fosforilasyonun bir yan iiriinii olarak ROS iiretir. Ayni

zamanda ROS, konak¢1 savunma mekanizmalarina katilim, gen ifadesinin diizenlenmesi



ve hiicre sinyallemesi gibi metabolik siirecin dogal bir yan iriiniidiir. Fagositler
tarafindan {Uretilmeleri, g¢esitli bakteri veya mantar tiirlerine karst savunma
mekanizmasinda gereklidir (43, 44).

Hiicrede diizenli olarak devam eden oksidatif siire¢, bir hiicrenin yasami ve
olimii icin gereklidir. Apoptoz, nekroz, fagositoz gibi faydali biyolojik fonksiyonlara
reaktif oksijen tiirleri aracilik eder. ROS ve RNS, miyeloperoksidaz (MPO), ksantin
oksidaz (XO), Nitrik oksit sentaz (NOS) ve nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
(NADPH) igeren enzimler tarafindan iiretilir. Bu radikaller, dogrudan ya da dolayh
olarak, DNA, proteinler, lipitler ve karbonhidratlar gibi biyomolekiillerle hizli bir
sekilde etkilesime girerek hasara neden olur ve sonugta hiicre dliimiine yol acar.
Bununla birlikte, asir1t ROS iiretimi, ¢esitli ndrolojik ve ndrodejeneratif hastaliklarin
ortak bir patolojik 6zelligi olan oksidatif stres ile iliskilidir (45, 46).

En yaygin reaktif oksijen tiirleri OH, H202 ve Oz. OH" radikali, oksidatif
potansiyeli ve biyomolekiillerle reaktivitesi nedeniyle biyolojik ve toksikolojik anlamda
en Onemli serbest radikaldir. ROS, dogal metabolizmanin yan iriinleridir ve
organizmalarin fizyolojik saglig: i¢in gereklidir, ancak serbest radikallerin bir kismu,

antioksidan korumadan kurtularak yasam sistemlerinde oksidatif stresi arttirir (47).
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Sekil 2.4. Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu (48).

ROS ayrica mitokondri katalizli elektron tasima sistemi ve diger mekanizmalarin
yan lirlinleri olarak iiretilmistir. Normal fizyolojik kosullar altinda tiretilen ROS, ¢esitli
transkripsiyonel faktorlerin ve enzim kaskadlariin aktivasyonu yoluyla fizyolojik

siireclerde diizenleyici bir rol oynar. ROS'un cesitli endojen ve eksojen kaynaklar
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tarafindan siirekli olarak iiretilmesi, hiicresel hasara neden olur, bir¢ok hiicresel
fonksiyonu ve yaslanmay1 degistirir (49).

Malondialdehit (MDA), lipit peroksidasyonu sonucu olusan lipit
hidroperoksitleri ve aldehitler, tiobarbitiirik asit reaktif maddeler (TBARS) olarak
adlandirilir ve MDA esdegeri olarak olgiilir. TBARS klinik c¢alismalarda en ¢ok
kullanilan oksidatif stres belirteclerinden biridir. MDA olusum reaksiyonu sekil 2.5’ te
gosterilmistir (50).
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Sekil 2.5. MDA olusum reaksiyonu (50).
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Sekil 2.6. Oksidatif stres kaynaklari ve oksidatif strese bagli olusan DNA, protein ve

lipit peroksidasyon semasi
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2.3.1. Lipit Peroksidasyonu

Lipitler, hiicre yapisini koruyan ve hiicrelerin islevini kontrol eden hiicre zarinin
temel bilesenleridir. Lipit peroksidasyonu, hiicre 6liimiine yol acan toksisite siirecindeki
hiicre yapilarinda oksidatif hasara sebep olan ana molekiiler mekanizma olarak kabul
edilir (51). Lipit peroksidasyonu, hidrojen ayrilmasi veya bir oksijen radikalinin
eklenmesiyle baslatilan bir zincir reaksiyonudur ve bu da doymamis yag asitlerinin
oksidatif hasariyla sonuglanir. Doymamis yag asitleri, doymus olanlardan daha hassas
oldugu i¢in, aktive edilmis metilen kopriisiiniin kritik bir hedef alan1 temsil ettigi agiktir
(52). Membran lipitlerinin peroksidasyonu membran fonksiyonunun bozulmasina,
akigkanligin azalmasina, membrana bagli reseptorlerin ve enzimlerin inaktivasyonuna,
iyonlara karsi membran gegirgenliginin artmasina ve sonunda membran delinmesine

neden olur. Oksidatif stres dzellikle siddetli ise, hiicre 6liimiine neden olur (53).

2.3.2. DNA Oksidasyonu

ROS'un DNA-protein ¢apraz baglari gibi DNA'da gesitli lezyonlara neden olarak
DNA iplik¢iklerinin kirilmasina yol acabilir. Oksidatif stresle DNA hasarina neden
olabilen dis etmenler; hava kirliligi, iyonize radyasyon, ultraviyole 15181, yasam tarzi
(6rn. sigara, diyet) ve pestisitlere maruziyet ile agir metallerdir. DNA, proteinler ve
lipitlerde meydana gelen oksidatif hasar, sonug¢ olarak, hiicrede organizasyon
bozuklugu, fonksiyon bozuklugu ve membranlarin, enzimlerin ve proteinlerin tahribati
gibi sonuglara yol agabilir (54-56). Oksidatif stresle indilklenen DNA hasarinin

muhtemel mekanizmasi sekil 2.7.’de gosterilmistir (57).
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Sekil 2.7. Oksidatif stresle indiiklenen DNA hasarinin muhtemel mekanizmasi (57).

2.3.3. Protein Oksidasyonu

Proteinin baslica oksidatif modifikasyonlari, -SH oksidasyonu, aromatik
hidroksilasyon ve karbonil gruplarinin olusumunu iceren amino asitlerin yan
zincirlerinde gerceklesir. Tiim amino asit yan zincirleri arasinda, sistein ve metionin,
reaktif kiiklirt atomlar1 icerdiginden oksidasyona en duyarli olanlardir. Oksidanlar,
proteinin ikincil ve {iglinciil yapisinda par¢alanma ve yapisal degisikliklere neden olmak
icin dogrudan proteinin omurgasina saldirabilirler. Distilfit, ditirozin ve oksidasyon ile
indiiklenen diger molekiiller arasi kopriiler, protein agregasyonu ve proteolitik
Ozelliklerini degistirmek i¢in polimerizasyon ile sonuglanabilir. Bu degisiklikler,
¢Oziiniirliik, hidrofobiklik, su tutma kapasitesi fonksiyonlart1 dahil olmak iizere

proteinlerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini etkileyebilir (58, 59).

2.4. Antioksidanlar

Organizmalar, ROS uzaklastirmak ve hiicre i¢i mekanizmalara zarar vermeden
once oksidatif stresi onlemek i¢in birgok koruyucu mekanizma gelistirmislerdir. ROS ve
RNS'in agir1 iiretimini dengelemek ve hiicresel redoks homeostazisini korumak i¢in
hiicreler, GSH, a-tokoferol (E vitamini), B-karoten, bilirubin ve iirik asit gibi kiiclik
endojen antioksidan molekiilleri iceren antioksidan savunma mekanizmalar1 ile

donatilmistir. Endojen ve eksojen antioksidanlar tablo 2.1’de gosterilmistir (60, 61).
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Antioksidanlar, genel olarak enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar

olmak iizere ikiye ayrilmaktadir:

2.4.1. Enzimatik Antioksidanlar

Viicuttaki tiim hiicreler kendilerini oksidatif hasara karsi koruyan giiclii
antioksidan enzimler icerir. Oksidanlarla reaksiyona giren ve detoksifiye eden ¢ok
sayida Ozel antioksidan enzim vardir (62). Endojen antioksidan enzimler siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz (GR)
ve glutatyon S-transferazlar (GST) gibi enzimlerdir. SOD, oksijen radikallerine kars1 ilk
savunma hattin1 olusturan Oz ‘nin H202‘ye indirgenmesini katalize eder. H.O2, CAT
veya GPx'in etkisiyle suya ve molekiiler oksijene pargalanir. H2O», proteinleri, lipitleri
ve niikleotitleri geri doniisii olmayan sekilde zarar verebilen Fe*? iireten OH- ile
reaksiyona girebilir. GSH, indirgenmis glutatyonun glutatyon disiilfide (GSSG)
oksitlendigi bir reaksiyonda hidroperoksitlerin indirgenmesinde en fazla bulunan
memeli hiicre i¢i -SH igerir. GSH, NADPH kullarak glutatyon rediiktaz ile tekrar
GSH’a indirgenir. Cesitli detoksifiye edici enzimlerin bir kofaktdriintin yan: sira GSH
ayrica plazma membrant boyunca amino asitlerin taginmasina katilir ve serbest
radikallerin dogrudan temizleyicisidir. Endojen antioksidan enzim dongiisii sekil 2.8” de
gosterilmistir (63, 64).
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Sekil 2.8. Endojen antioksidan enzimlerin dongii reaksiyonu.
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Tablo 2.1. Endojen ve eksojen antioksidanlar

ENDOJEN ANTIOKSIDANLAR

_ _ . . ENZIMATIK OLMAYAN

ENZIMATIK ANTIOKSIDANLAR ANTIOKSIDANLAR
Stiperoksit dismutaz (SOD) Glutatyon Koenzim Q 10
Katalaz (CAT) Melatonin Selenyum
Glutatyon peroksidaz (GPx) Urik asit a-lipoik asit
Glutatyon rediiktaz (GR) Bilirubin Transferrin

Albiimin Seruloplazmin

VITAMIN EKZOJEN ILAC OLARAK KULLANILAN
ANTIOKSIDANLAR EKZOJEN ANTIOKSIDANLAR
a-tokoferol(Vitamin E) Ksantin oksidaz inhibitorleri (allopiirinol,

oksipiirinol, pterin aldehit, tungsten)

B-karoten(Vitamin A) NADPH oksidaz inhibitérleri (adenozin, lokal
anestezikler, kal- siyum kanal blokerleri,
nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar)

Askorbik asit (Vitamin C) Rekombinant siiperoksit dismutaz

Folik asit (Vitamin B9) Trolox-C (vitamin E analogu)

Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar (GPx
aktivitesini artiran ebselen ve asetilsistein)

Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar
(mannitol, alblimin)

Demir redoks dongiisii inhibitorleri
(desferroksamin)

Notrofil adezyon inhibitorleri

Sitokinler (TNF ve IL-1)

Barbitiiratlar

Demir selatorleri




2.4.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Glutatyon: GSH sistein, glutamik asit ve glisin igeren bir tripeptittir. GSH, iki
karakteristik yapisal 6zellige sahiptir: bir c-glutamil baglantis1 ve bir siilfidril (-SH)
grubu. GSH'nin ¢ok yonlii fizyolojik fonksiyonlar1 oldugu bilinmektedir, ksenobiyotik
bilesiklerin detoksifikasyonunda ve ROS’in ve serbest radikallerin antioksidasyonunda
o6nemli bir rol oynar. Geri doniisiimsiiz hiicre hasari, hiicre artik GSH igerigini
koruyamadiginda meydana gelir. Insanlarda, GSH tiikenmesi, kanser, ndrodejeneratif ve
kardiyovaskiiler hastaliklar dahil olmak iizere bir dizi hastalik durumuna bagh olarak
gerceklersir (65).

Aerobik metabolizmayla iiretilen H20., sitosol ve mitokondrideki GPx ve
peroksizomdaki CAT ile metabolize edilebilir. GSH, hiicresel antioksidan savunmasinin
bir parcasi olarak GSSG'ye oksitlenir, GSSG, NADPH kullanilarak GR tarafindan
GSH'ye geri dondiiriilebilir, bdylece bir redoks dongiisii olusturulur. Organik
peroksitler, GPx veya GST ile azaltilabilir. GSH ayrica protein redoks sinyallemesinde
6nemli bir rol oynar (66, 67).

Tiyoller: Tiyoller de antioksidan savunmada 6nemli bir role sahiptir. —-SH’ler,
oksidanlara maruziyet ile okside olur ve disiilfit baglar1 olusturabilir. -SH/distlfit orani
detoksifikasyon, antioksidan koruma, sinyal iletimi, enzim aktivitesinin diizenlenmesi,

apoptoz ve hiicresel sinyal mekanizmalarinda kritik rollere sahiptir (68).

Antioksidan aktiviteye sahip bazi tiyoller;
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2.5. Sitokinlerin Fizyolojik Onemi

Sitokinler, hiicreler arasinda haberciler olarak gérev yapan iireme, biiylime ve
gelisme, normal homeostatik diizenleme, yaralanmalara tepki ve insan bagisiklik
fonksiyonunun yenilenmesinde ©nemli rol oynayan hiicresel diizenleyici kiigiik
proteinlerdir. Ana sitokinlerin temel islevleri tablo 2.2°de gosterilmistir (69). Pro-
enflamatuvar sitokinler (IL-1, 1L-12, IL-18, TNF-a ve interferon-8) temel olarak
makrofajlar tarafindan tretilirken anti-enflamatuvar sitokinler (IL-4, 1L-10, IL-11, IL-
13), makrofajlar, T hiicreleri, adipozitler, vaskiiler diiz kas hiicreleri ve endotelyal
hiicreler tarafindan salgilanir (70).

Sitokinler farkli dokulardan salgilanan proteinlerdir ve bagisiklik hiicrelerinin
iiremesini, farklilagmasini, ¢ogalmasini ve islevini etkiler. Bagisiklik hiicreleri tizerinde
etkilerini uygulamak i¢in ¢esitli hiicreler tarafindan salgilanan bir pleiotropik isaretleme
molekiilii ailesini igerir (71).

Sitokinler, ¢esitli enfeksiyonlara, enflamasyona ve hatta kanserin gelisimine
kars1 adaptif immiin yanitin diizenlenmesi ve aktivasyonunda Onemli aracilardir.
Sitokinler, bagisiklik cevabinin giiciinii ve siiresini diizenler, kemotaksis, biiylime ve
¢ogalmanin uyarilmasi, apoptozun uyarilmasi, lenfositlerin farklilagmasi, hiicresel ve
hiimoral aracilt immiinitenin farkli efektor fonksiyonlarinin aktivasyonuyla hiicre igi ve
hiicre dis1 patojenlere kars1 harekete gegirilmesi gibi gesitli islevlere aracilik eder (72).

IL-1, tamimlanmis ilk sitokin olmustur ve viicuttaki hemen hemen biitiin
hiicreleri ve organlari etkiler. Diger iki anahtar enflamatuvar sitokin olan TNF-a ve IL-
6'nin kesfi ise hizli bir sekilde IL-1'1 takip etmistir. Bunlarin hepsi, bu immiin aracilarin
birgok otoinflamatuar, otoimmiin, enfeksiyoz hastalik ve enflamasyonun patogenezinde
onemli molekiillerdir. Biitin bu enflamasyon sitokinleri etkilerini spesifik proteazlar
tarafindan hiicre zarinda yer alan spesifik reseptorler (IL-1R, TNFR, IL-6R) araciligiyla
uygular (73).
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Tablo 2.2. Ana sitokinlerin temel iglevleri
ANA SITOKINLERIN TEMEL ISLEVLERI

IL-1a Cesitli immiin yanitlar, proenflamatuvar siirecler, hematopoez

IL-1b Proenflamatuar (hiicre proliferasyonu, diferansiasyon ve
apoptoz)

IL-2 Immiin yanit (T hiicrelerinde T-tolerans ve bagisiklik)

IL-3 Immiin yanit (hematopoietik hiicrelerin proliferasyonu ve
farklilagsmast)

IL-4 Antienflamatuvar (proenflamatuvar sitokinlerin baskilanmasi)

IL-5 Bagisiklik (hem B hiicreleri hem de eozinofiller i¢in biiyiime ve
farklilagsma faktorii)

IL-6 Proenflamatuar ve immiin yanit (B hiicrelerinin olgunlagmasi,

endojen piroksiyi uyarir)

IL-9 Cesitli hematopoietik hiicreleri diizenler (hiicre

proliferasyonunu uyarir ve apoptozu onler)

IL-10 Antienflamatuvar ve otoimmiinite (patojen temizlenmesini

engeller ve immiinopatolojiyi iyilestirir)

IL-12 (p40) Proenflamatuvar (Thl hiicrelerinin indiikleyicisi ve hiicre ici

patojene uzun siireli koruma aracilik eder)

IL-12 (p70) Proenflamatuvar (saf T hiicrelerinin Thl hiicrelerine
farklilagsmast)
IL-13 Immiin yanit ve antienflamatuvar (alerjik enflamasyonun neden

oldugu fizyolojik degisikliklerin aract)

IL-17 Proenflamatuvar (NF-kappaB, mitojen ile aktive olan protein

kinaz yollarimin aktiviteleri ve IL-6 tiretimini uyarir)

TNF-a Proenflamatuvar  (hiicre  proliferasyonu, diferansiyasyon,

apoptoz, lipit metabolizmasi ve koagiilasyonun diizenlenmesi)

IL-6: IL-6 hem pro-enflamatuvar hem de anti-enflamatuvar 6zelliklere sahip bir
pleiotropik sitokindir. I1L-6, patolojik agriy1, ndral iletimi, enflamasyonu ve enfeksiyon
cevabini diizenleyen ve aym1 zamanda kanserde coklu ila¢g direncine neden olan ¢ok
islevli bir sitokindir. IL-1 ve TNF gibi ¢esitli pro-enflamatuvar uyaranlara yanit olarak

T ve B lenfositleri, makrofajlar, monositler, fibroblastlar, endotelyal ve malign hiicreler
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tarafindan tretilir ve IL-6R reseptoriine baglanarak islev goriir. Akut enflamasyon
sirasinda IL-6 anti-enflamatuvar etkiler gosterir, kronik enflamasyonda ise pro-
enflamatuvardir. IL-6 ayrica akut faz reaksiyonlarmin diizenlenmesinde aktif rol

oynayan 6nemli bir immiinomodiilatordiir (74).

TNF-a: TNF-0, esas olarak monositler ve makrofajlar tarafindan iiretilen bir
sitokindir; bununla birlikte, diger hiicre kaynaklar1 arasinda lenfositler, mast hiicreleri,
nétrofiller bulunur. Uzak dokularin biyolojisini degistirmek i¢in kan dolasimina giren
hormon benzeri bir peptit veya lokal olarak hareket eden bir parakrin hormon olarak
davranabilir. TNF-a, tiimor nekroz faktor stiper ailesinin bir pleiotropik tiyesidir. Diger
proenflamatuvar sitokinlerini indiikleyerek enflamatuvar etkilerini artirir. TNF-a’ya
proenflamatuvar sitokin denmektedir. TNF-a, Crohn hastaligi, ilseratif kolit, romatoid
artrit, ankilozan spondilit ve sedef hastaligi gibi ¢oklu enflamatuvar ve otoimmiin

durumlarin patogenezinde rol oynar (75).

2.6. Fosfodiesteraz inhibitorleri

PDE;i’leri genel kimyasal yap1

PDE'ler cAMP ve cGMP'nin hidrolizinden sorumlu enzimlerdir. CAMP ve
cGMP, adenilat siklaz ve guanilat siklaz tarafindan {iretilen hiicre i¢i ikinci
habercilerdir. Konsantrasyonlarindaki herhangi bir degisiklik hemen her hiicrede ¢esitli
etkilere yol acar. Her hiicre tipi birkag farkli PDE izoformu iiretebilir. Insan genomu 11
aileye (PDE1-11) boliinen 21 PDE genini igerir ve ¢cAMP / cGMP'nin bozunmasi ve
hiicre fonksiyonlarinin  diizenlenmesi  iizerinde farkli Ozellikler gosterirler.
Fosfodiesteraz enzimlerinin dokulara dagilimi ve fonksiyonlar1 tablo 2.3’te
gosterilmistir (76). Bunlarin yerlesimi ve aktivitesi, ilgili hiicreler ve dokularda cAMP
ve ¢cGMP konsantrasyonunun en onemli diizenleyici mekanizmalarindan biri olarak

kabul edilir. Ligandlarin veya ikinci habercinin bozulmasinin regiilasyonu, iiretimlerini
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etkilemeye kiyasla konsantrasyonlarinda daha énemli ve daha hizli degisikliklere yol

actigindan, PDE inhibisyonu, ¢esitli hastaliklarin tedavisinde etkili ve kabul goérmiis bir

tedavi se¢enegi olarak kabul edilir (77).

Tablo 2.3. Fosfodiesteraz enzimlerinin dokulara dagilimi ve fonksiyonlari.

Bashca doku/organ dagihm cAMP/cGMP Fonksiyonlar1
afinitesi

PDE1 Kalp, beyin, akciger, diiz kas cAMP/cGMP Vaskiiler diiz kas kasilmasi, sperm

fonksiyonu (PDE1 A); Dopaminerjik
sinyal, immiin hiicre aktivasyonu ve
sagkalim (PDE1B); Vaskiiler diiz kas hiicre
proliferasyonu, sperm fonksiyonu, néronal
sinyal (PDE1C).

PDE2 Adrenal bez, kalp, akciger, CAMP/cGMP Aldosteron sekresyonunu, kalpte kalsiyum

karaciger, trombosit kanallarinin fosforilasyonunu, néronlarda
cGMP'yi; enflamatuvar durumlarda
endotelyal hiicre fonksiyonunu diizenler.

PDE3 Kalp, akciger, karaciger, cAMP-selektif | Kardiyak kontraktilite, trombosit

trombosit, immiin hiicre agregasyonu, vaskiiler diiz kas kasilmasi,
00sit maturasyonu, renin salinimi
(PDE3A); Insiilin sinyalizasyonu, hiicre
dongiisii / proliferasyonu (PDE3B).

PDE4 CAMP-spesifik | Beyin fonksiyonu, monosit ve makrofaj

aktivasyonu. nétrofil infiltrasyonu,
vaskiiler diiz kas proliferasyonu,
dogurganlik, vazodilatasyon, kardiyak
kontraktilite.

HPDE4 Beyin, pariyetal hiicre, immiin

hiicre, havayolu
diiz kas1

LPDE4 Immiin hiicre (bazofil,
eozinofil, makrofaj, mast hiicre
monosit, notrofil, T-hiicre, B-
hiicre) Havayolu diiz kas1

PDE5 Akciger, trombosit, diiz kas cGMP-spesifik | Vaskiiler diiz kas kasilmasi, trombosit

agregasyonu, beyindeki cGMP sinyali.

PDES6 Fotoreseptorler cGMP-spesifik | Fototransdiiksiyon

PDE7 Iskelet kasi, kalp, bobrek, cAMP-spesifik | Immun hiicre aktivasyonu (PDE7A);
beyin, T-hiicre Hafiza fonksiyonu (PDE7B)

PDES Testis, karaciger, iskelet kasi, CAMP-selektif T hiicre aktivasyonu, sperm veya Leyding
kalp, hiicre fonksiyonu, T4 ve T3 iiretimi
bobrek, beyin, T-hiicre (PDE8A)

PDE9 Bobrek, karaciger, akciger, cGMP-spesifik Beyindeki NO-cGMP sinyali
beyin

PDE10 | Testis, beyin cAMP-selektif, cGMP-sensitif | Ogrenme ve hafiza

PDE11 Iskelet kas1, bobrek, karaciger, | cGMP-sensitif Sperm gelisimi ve islevi
hipofiz
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CAMP ve cGMP sinyal sistemleri, en erken saptanmis sinyal iletim sistemleri
arasindadir ve gorsel transdiiksiyon, hiicre proliferasyonu ve farklilasmasi, hiicre
dongiisii regiilasyonu, gen ifadesi, enflamasyon dahil olmak iizere apoptoz ve metabolik
fonksiyon gibi bir¢ok fizyolojik islemde yer alirlar (78). Siklik niikleotidler ikinci
habercilerdir ve natri-iiretik peptit veya nitrik oksit gibi G-protein-bagli reseptorler ve
molekiiller tarafindan aktive edildikten sonra adenilil-siklaz ve guanil-siklaz ile
biyosentezlenir. Buna karsilik cAMP, cAMP bagimli kinaz1 ve digerlerini aktive eder ve
bdylece hiicre farklilasmasi ve cogalmasi gibi biyolojik siirecleri diizenler. Benzer
sekilde, cGMP, cGMP'ye bagl protein kinaz1 aktive eder, bu da sirasiyla iyon kanali
iletkenligi ve hiicre apoptozu gibi fizyolojik islemlerde proteinleri fosforile eder. cAMP
ve ¢cGMP'nin hidrolizini katalize ederek PDE'ler hiicre i¢i konsantrasyonlarini ve sonug

olarak sayisiz biyolojik etkilerini diizenler (79).

2.6.1. Secici Fosfodiesteraz-5 Inhibitorleri

PDES5 izoenzimleri, prostat, mesane, iiretra, COrpus cavernozum’un ve alt idrar
yolu damarlanmasi, 6zellikle diiz kas ve endotelyal hiicreler de dahil olmak iizere,
yaygin bir dagilim gosterirler. Fonksiyonel olarak, PDE5 izoenzimleri, cGMP'nin
hidrolizini katalize ederek NO/cGMP sinyalizasyonunda 6nemlidir. Fosfodiesteraz-5'in

genel etki mekanizmasi sekil 2.9°da gosterilmistir (79, 83, 84).
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Sekil 2.9. Fosfodiesteraz-5'in etki mekanizmasi

2.6.1.1. Sildenafil

05 —CO,H
O HOOC ——OH

CH, —CO,H

1-[[3-(6,7-dihidro-1-methil-7-oxo-3-propil-1H-pyrazolo[4,3-d]pirimidin-5-il)-4-
ethoxyfenil]siilfonil]-4-metilpiperazin sitrat

SiL sitrat, suda 3.5 mg/mL ¢oziiniirliige ve 666.7'lik bir molekiiler agirliga sahip,

beyazimsi Kristal tozdur.
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SiL (Viagra®, Pfizer) 27 Mart 1998'de erkeklerde erektil disfonksiyon
tedavisinde ABD Gida ve ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylandi, bu durum tiim
erkeklerin % 10'unu etkileyen ve yasla birlikte giderek daha yaygin olan bir durumdur.
SiL ayn1 zamanda 2005 yilinda pulmoner arteriyel hipertansiyon tedavisi igin Revatio
(SiL 20 mg tabletler ve 10 mg / 12.5 mL tek kullanimli flakon enjeksiyonlari, Pfizer)
onaylandi (80).

SiL, 105 L'lik (70 kg'lik bir bireyde) belirgin bir dagilim hacmine sahiptir ve
proteinlere yiiksek oranda baglanir (%96) (81, 82).

SiL metabolizmasinin ana yolu CYP450-3A4 enzimi ile karacigerde gerceklesir.
Bu enzimatik yol SiL’le iliskili en 6nemli ila¢ etkilesimlerinden sorumludur. Daha az
olarak sitokrom CYP450-2C9 enzimi de biyotransformasyonunda rol alir. N-desmetil
SiL, SiL’in serum konsantrasyonlarinin yaklasik %40'in1 olusturur ve farmakolojik

aktivitenin %20'sinden sorumlu olan aktif bir metabolitidir (81).

SiL ve n-desmetil SiL’in eliminasyon yar1 démrii 3 ila 5 saattir. ilacin yaklasik
%80'1 fekal olarak ve %]13'i bobreklerden atilim yoluyla elimine edilir. Bobrek
fonksiyon bozuklugu olan bireylerde (30 mL/dk), SiL’in bobrek atilimi 6nemli 6lgiide
azalmistir. SiL plazma konsantrasyonlari karaciger yetmezligi, agir bobrek fonksiyon

bozuklugu ve CYP450 inhibitorlerinin eszamanli kullanimi ile artmaktadir (81).

Sildenafil’in Etkileri: SiL, cGMP’a spesifik PDE-5’in segici ve gili¢lii bir
inhibitoridiir. PDE-5, cGMP'in hidrolizini katalize eder. PDE-5'in inhibisyonu cGMP
ve CAMP konsantrasyonunun artmasina neden olur. Siklik niikleotidler cAMP ve
cGMP, enflamasyon gibi c¢esitli hiicresel siireglerde ©nemli rol oynayan ikincil
mesajcilar olarak bilinir (83). Son zamanlarda, ¢esitli ¢alismalar Sil.’in oksidatif stresi

ve enflamasyona bagli organ hasarini nleyebildigini gostermektedir (84).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Deneyde Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

3.1.1. Kimyasallar

-% 0.9 Izotonik sodyum kloriir soliisyonu.............................. I.LE. ULAGAY
SKadmMIiYUM . MERCK
=SIAENAFil. ... PFIZER
SASBLIK ASTE. ..o MERCK

-Fosfat Tampon TUZU............cooviiiiiiiieeee LIFE TECHNOLOGIES
-Ketalar® flakon (Ketamin).............cooooiiiiiiiiiiiiiiiee PFIZER
-Alfazyne® (Ksalazin)......................... ALFASAN INTERNATIONAL B.V.

3.1.2. Cihazlar

SELIZA CINAZI. ..o e BIOTEK
-Elektronik hassas terazi.............ccoevuieiiiiiiiiiiiiiiiii, OHAUS NV-210
-Tissuelyser homojenizator. .........o.ovviiiiiiiiii i QIAGEN
“HOMOJENIZALOT. . ... e, HEIDOLPH-2021
-Vorteks KariStiriCl. .....ooveii i NUVE NM-110
-Spektrofotometre. ... ... SHIMADZU-1240
-Manyetik KartStiriCr......oooeiie e ART SH-3

BV, NUVE FN-120
SPH MBI, s HANNA-211
-Santriflij cihazi..... ... SIGMA 1-14
SSUDANYOSU. ... NUVE BM-402

3.1.3. Malzemeler

-Otomatik pipetler gesitli hacimlerde....................cooeveiiiin.n. EPPENDORF
-Polipropilen(PVC) tipler..........oovnieeie e, SIGMA
-Farkli boyutta balonjojeler................ocooi PAYREX
-Otomatik pipet ve uglari............cooiiiiiiiii i ACCUMAX
SENJEKEOTIOT. . ... SET INJECT
SCAM tPIET. . ...t KIMAX
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3.1.4. Kitler

-Rat Interlokin-6 Kit.....SHANGHAI YEHUA BIOLOGICAL TECHNOLOGY

-Rat TNF-a Kit........... SHANGHAI YEHUA BIOLOGICAL TECHNOLOGY
-Rat TSH, GSH, TBARS Kit................. SHANGHAI YEHUA BIOLOGICAL
TECHNOLOGY

3.2. Protein Miktar: Tayini

Calisma boyunca akciger, bobrek ve karaciger dokulari igin tiim protein tayinleri
Bradford (1976) yontemine gore yapildi (85). Bu yontemde bir organik boyar madde
iceren reaktif ¢ozeltisinin proteinleri renklendirme 6zelliginden yararlanilir, kullanilan
reaktif, negatif yiliklii proteindeki pozitif yiikli gruplara baglanan bir boyadir.
Proteinlere baglanan boya mavi renk olusturur, iki dakika i¢inde olusan renk uzun siire

stabil kalir. Bradford yontemi ile protein tayini i¢in agsagidaki islemler uygulandi.

3.3. Stok ve Standart Protein Cozeltilerinin Hazirlanmasi

1000 pg sigir serum alblimini, 1000 pL saf su ile ¢oziinerek 1000 ppm’lik stok
standart ¢ozeltisi hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden tablo 3.1°deki ¢izelgeye gore bir seri

standart ¢6zelti hazirlandi.

Tablo 0.1. Sigir serum albumin seri standart ¢6zelti derigimleri ve hazirlanmasi

Standart ¢ozelti Stok sigir albumin Saf su ile tamamlandigy
derisimi (ppm) cozeltisi (pL ) hacim (pL )

25 25 1000

50 50 1000

100 100 1000

200 200 1000

300 300 1000

400 400 1000

500 500 1000

750 750 1000
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Hazirlanan standart ¢ozeltilerinden 25 pL alinarak {izerlerine 200 puL Bradford
cozeltisi ilave edilerek 595 nm’deki absorbans degerleri BioTek Eon Eliza Mikroplate
spektrofotometre cihazinda okundu, deney ii¢ kez tekrarlanarak ortalamasi alindi.

3.4. Eliza Ol¢iim Yoéntemi

Calismamiz kullandigimiz eliza kitlerinin protokoliine uyularak sandwich eliza

teknigiyle yapildi.

Tablo 0.2. Eliza ol¢iimiinde kullanilacak standartlarin hazirlanmasi

Standart No:5 , 120 pl Orymal Standart + 120 pl Standart Dilient
Standart No:4 120 pl Standart No:5 + 120 pl Standart Diliient
Standart No:3 120 pl Standart No:4 + 120 pl Standart Diliient
Standart No:2 120 pl Standart No:3 + 120 ul Standart Diliient
Standart No:1 120 pl Standart No:2 + 120 pl Standart Diliient

Bu sekilde her biri 6ncekinin 2 kati1 derisime sahip 5 standart elde edilir. 96
kuyucuktan olusan mikrolitre kabina standartlar ve Ornekler asagidaki tablo 3.3’te
belirtildigi gibi eklenir. 450 nm dalga boyunda okunan degerler ve konsantrasyonlar

grafige doniistiiriiliir. Bu grafigin denklemiyle 6rneklerin konsantrasyonu hesaplanir.

Tablo 0.3. Eliza dl¢iimiinde kuyucuklara eklenen soliisyonlar

Ornek  Antikor Standart  Streptavidin- Reaktif Durdurma

HRP AveB Soliisyonu
Kér - - - 50 ul 50l
Bolmest
Standart - - 50 ul 50 ul 50 ul 50l
Bolmeleri
Ormek 40 ul 10l 50 ul 50 ul 50 |
Bolmeleri
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3.5. Deney Hayvanlan

Bu calismada Firat Universitesi Deney Hayvanlart Uretim ve Arastirma
Merkezinden temin edilen 28 adet Sprague-Dawley tiirii disi si¢can kullanildi. Calisma
siiresince Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu esaslarina uyuldu (Etik kurul
protokol no: 2016/151). 250-300 gram agirhigindaki disi siganlar deneyin yapilacagi
giine kadar standart barinma kafeslerinde tutuldu. Hayvanlarin igme sularinin giinliik
degistirilmesi, yemlerinin verilmesi ve standart kafes temizligi gibi rutin bakim
hizmetleri Firat Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi
personelleri tarafindan yapildi. Sicanlar 12°ser saatlik karanlik/aydinlik 1giklandirmasina
sahip odalarda, uygun nem ve havalandirma ortaminda 24-27 C° oda sicakliginda
barindirildilar. Her kafeste 7 adet si¢an barindirildi ve siganlar kendi aralarinda 4 gruba
ayrildi. Benzer calismalar dikkate alinarak ve istatiksel anlamliligin saglanmasi

amaciyla gruplar, her grupta 7 sigan olacak sekilde tasarlandi.

3.6. Deney Gruplari

*  Grup 1 (Kontrol, 10 giin boyunca ad libitum beslenme, 7. giin 0,5 ml/sigan, ip,
distile su, n=7)

* Grup 2 (Cd, 10 giin boyunca ad libitum beslenme, 7. giin 3,7 mg/kg tek doz ip,
n=7)

* Grup 3 (SiL, 10 giin boyunca ad libitum beslenme ve 5 mg/kg/giin, igme suyu
icinde, n=7)

* Grup 4 (Cd+SiL, 10 giin boyunca ad libitum beslenme Cd 3,7 mg/kg ip,7.giin +
SiL 5 mg/kg po i¢me suyu iginde, 10 giin boyunca, n=7)

Deneysel caligma siireci asagida sematik olarak gosterilmistir.
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0,5 mlfsican,
ip, distile su

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
JRUP 1 KESIM
(n=7)
. 1
ICME SUYU
ADAPTASYON
.. ) GU ). GU
7 GUN 10 GUN 10. GUN
Cd+2 3,7
mg'kg tek doz
1|2|3‘4|5‘6‘7|8‘9|10
GRUP 11 .
| KESIM
(n=7) Y
ICME SUYU
ADAPTASYON
- 10.GUN
.. A7
7 GUN 10 GUN
1‘2|3‘4 5|6‘7‘8|9‘10
GRUP III KESIM
(n=1) !
SiL 5 mg/kg/giin, icme suyu i¢inde
ADAPTASYON
e 10. GUN
.. 10
7 GUN 10 GUN
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Cd+2 3,7
mg'kg tek doz

1|2|3|4|5|6|7|8|9|10
KESIM

GRUP IV Y
(n=7) SiL S mg/kg/giin, icme suyu icinde
ADAPTASYON . .
} 10 GUN 10.GUN
7 GUN

Cd* ve SiL distile su iginde ¢oziildii, enjeksiyon hacmi 0,5 ml/sican olacak
sekilde ayarlandi. 7. giin sabah tek doz 3.7 mg/kg Cd*2 ip enjeksiyon halinde, SiL ise 10
giin boyunca i¢gme suyu i¢inde uyguland1 ve 10. giin, Cd*? uygulamasindan 72 saat
sonra sicanlar anestezi altinda kesilerek serum, akciger, bobrek ve karaciger alinip
dokularda TBARS, GSH, T-SH, TNF-alfa ve IL-6 seviyeleriyle histopatolojik
degisimler degerlendirildi. Doku hasarlar1 serum ALT, AST, kreatinin, BUN ve CK-
MB ile degerlendirildi.

3.7. Kan, Akciger, Bobrek ve Karaciger Dokularinin Alinmasi

Deney sonunda hayvanlara 50 mg/kg ketamin ve 5 mg/kg ksilazin ip anestezisi
uygulandi. Sicanlarin kalbinden alinan kan 6rnekleri jelli tiiplere alinarak sogutmali
santfrifiijle 3000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Bistiiri ile karin derisi agilan
sicanlarin  akciger, bobrek ve karaciger dokulari alindi. Bu dokular zaman
kaybetmeksizin kilitli buzdolab1 posetleriyle 6nce -20°C, daha sonra -80°C dolabina

kaldirilarak 6lgiimlerin yapilacagi ana kadar muhafaza edildi.

3.8. Dokularin Ol¢iime Hazir Hale Getirilmesi

Akciger, bobrek ve karaciger dokulari -80°C dolabindan ¢ikarilmadan o6nce
enzim, hormon gibi hassas molekiillerin yapisinin bozulmasint 6nlemek amaciyla buzlu
suyla ¢alisma ortami hazirlandi ve biitiin islemler bu ortamda gerceklesti. Akciger,
bobrek ve karaciger dokularindan yaklasik 100 mg alinarak hassas terazide tartildi ve
plastik tiiplere konuldu. Tiiplerin iizerine 1 ml fosfat tamponu eklendikten sonra

homojenizatorle homojenize edildi, ardindan sonifikasyon islemi uygulandi, santrifiij
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sonrasi elde edilen silipernatantlar ependorf tiiplerine alinarak biyokimyasal

parametrelerin 6lgtimiinde kullanildi.

3.9. Tampon Cozelti Hazirlansi

Fosfat tampon hazirlamak i¢in 800 ml distile su icerisinde 8 g NaCl, 0.2 g KCl,
1.44g Na,HPO4 ve 0.24g of KH2PO4 ¢oziindii. HCI yardimiyla pH 7,4’e ayarlandi ve
distile su ilavesiyle toplam hacim 1 L’ye tamamlandi, otoklavda sterilize edilen tampon

kullanima hazir hale geldi.

3.10. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler icin Graph Pad Instat Version 3.10 paket programi
kullanildi. Veriler ortalama + standart hata (= SEM) olarak ifade edildi. Gruplar
arasindaki farkin anlamli olup olmadigi tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile
degerlendirildi. Farkin anlamli bulundugu gruplardaki ¢oklu karsilastirmalar Tukey-
Kramer testi ile yapildi. p<0.05 anlamli olarak kabul edildi. p<0.05: * anlamh, p<0.01:

** ¢cok anlamh ve p<0.001: *** son derece anlamh olarak degerlendirildi.

3.11. Dokuda Interlokin-6 ve TNF-a Ol¢iimii

IL-6 ve TNF-a tayinleri i¢in Shanghai Yehua Biological Technolgy firmasindan

temin edilen ticari kitler kullanildi. Bunun i¢in:

- Daha 6nce -20°C’de tutulan 6rnekler oda sicakligina gelene kadar bekletildi.

- Kitler 4°C’den ¢ikarilip 30 dk oda sicakliginda bekletildi.

- Kitlerin i¢inde bulunan Kromojen B 1518a duyarli oldugundan kapali kutuda
tutuldu.

- Serumlar 2500 g’de 20 dk santrifiij edilmistir. Stipernatantlar ayrildi.

- Standart soliisyonlarin diliisyon islemine gecilmistir. Bunun icin kit
igerisindeki orjinal standarttan 120 pl almarak ependorf tliplinde 120ul
standart dilue ile karistirildi. Daha sonra karisimdan 120 pl alinarak her
seferinde ayn1 miktar standart dilue ile karigtirildu.

- Daha sonra drnekler ve soliisyonlar ELIZA tabakaya yiiklenmeye baslandu.

- Standartlar 50 pl olacak sekilde ytiklenip iizerlerine yine 50 pl streptomisin-
HRP eklendi.
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- Kor kismi bos birakilip, 40ul serum ve 10pl TNF-a dlglimi i¢in TNF-a
antibody, interlokin 6 iginse IL-6 antibody soliisyonu eklendi. Son olarak 50
ul streptavidin-HRP eklenip, tabakanin {istii kapatildi.

- Dikkatlice sallanip 37°C’de 1 saat inkiibasyona birakildi.

- Yikama soliisyonu distile su ile 1/30 (h/h) olacak sekilde karistirilip
hazirlandiktan sonra inkiibasyondan ¢ikan tabakalardaki tiim kuyulara 5 kez
30 sn olacak sekilde uygulanip bosaltildi.

- Renk olusumu i¢in ilk once kromojen A tiim kuyulara 50 pl eklendi. Daha
sonra yine 50 pl kromojen B eklenip dikkatlice sallandi. 10 dk 37°C
inkiibasyona birakildi. Bu esnada 1siktan etkilenmemesi i¢in karanlik ortamda
calisildi.

- Inkiibasyon sonrasi stop soliisyonlar 50 pl olacak sekilde eklenip hemen 450
nm’de ELIZA aletinde okundu.

- Alnan veriler standartlara gore koordinat diizleminde hesaplandi.

- Sonuglar TNF-a ve IL-6 i¢in pg/ml cinsinden ifade edildi.

3.12. Dokuda TSH, TBARS, GSH ol¢iimii

TSH, TBARS ve GSH tayinleri i¢in Shanghai Yehua Biological Technolgy

firmasindan temin edilen ticari kitler kullanildi. Bunun i¢in;

- Daha 6nce -20°C’de tutulan 6rnekler oda sicakligina gelene kadar bekletildi.
- Kitler 4°C’den ¢ikarilip 30 dk oda sicakliginda bekletildi.

- Kitlerin i¢inde bulunan Kromojen B 1518a duyarli oldugundan kapali kutuda
tutuldu.

- Serumlar 2500 g’de 20 dk santrifiij edilmistir. Siipernatantlar ayrildi.

- Standart soliisyonlarin diliisyon islemine gec¢ilmistir. Bunun i¢in kit
igerisindeki orjinal standarttan 120 pl almarak ependorf tliplinde 120ul
standart dilue ile karistirildi. Daha sonra karisimdan 120 pl alinarak her

seferinde ayn1 miktar standart dilue ile karistirildi.
- Daha sonra drnekler ve soliisyonlar ELIZA tabakaya yiiklenmeye baslandi.

- Standartlar 50 pl olacak sekilde ytiklenip iizerlerine yine 50 pl streptomisin-
HRP eklendi.
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- Kor kismi bos birakilip, 40ul serum ve 10ul TSH 6lglimii igin TSH antibody,
GSH i¢in GSH antibody ve TBARS i¢in TBARS antibody soliisyonu eklendi.
Son olarak 50 ul streptavidin-HRP eklenip, tabakanin {istii kapatildi.

- Dikkatlice sallanip 37°C’de 1 saat inkiibasyona birakildi.

- Yikama soliisyonu distile su ile 1/30 (h/h) olacak sekilde karistirilip
hazirlandiktan sonra inkiibasyondan ¢ikan tabakalardaki tiim kuyulara 5 kez

30 sn olacak sekilde uygulanip bosaltildi.

- Renk olusumu i¢in ilk once kromojen A tiim kuyulara 50 pl eklendi. Daha
sonra yine 50 pl kromojen B eklenip dikkatlice sallandi. 10 dk 37°C
inkiibasyona birakildi. Bu esnada 1siktan etkilenmemesi i¢in karanlik ortamda

calisildi.

- Inkiibasyon sonrasi stop soliisyonlar 50 pl olacak sekilde eklenip hemen 450

nm’de ELIZA aletinde okundu.

- Alinan veriler standartlara gore koordinat diizleminde hesaplandi.

- Sonuglar TBARS i¢in nmol/g, GSH ve TSH i¢in pmol/g cinsinden ifade
edildi.

3.13. Serumda AST, ALT, KREATININ, CK-MB ve BUN él¢iimii

Oto analizorde ¢alisilmigtir

- Sonuglar AST, ALT ve CK-MB i¢in IU/L cinsinden, kreatinin ve BUN igin
mg/dl cinsinden ifade edildi.

3.14. Histopatolojik calisma

Karaciger, bobrek ve akcigerin kalitatif analizi i¢in gruplardaki sicanlardan
nekropsi sonrasi alinan doku ornekleri %10’luk nétral tamponlu formaldehit (pH 7.2-
7.4) soliisyonu igerisinde tespit edildi. Rutin doku takibinden sonra olusturulan parafin
bloklardan 5 p kalinliginda kesitler alinipp Hematoksilen-Eozin ile boyandi. Boyama
sonrast kesitler 151k mikroskobunda ve yiiksek ¢oziiniirliiklii kamera altinda incelendi.

Dokular enflamasyon ve nekroz olusumu yonlerinden incelendi.
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4. BULGULAR
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HALT a
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Serum AST ve ALT diizeyleri (IU/L)
N
o

SiL+Cd

Kontrol SiL

Sekil 4.1. Serum AST, ALT diizeyleri, * p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001

AST ve ALT ;

a; Kontrol grubuna gore; Cd grubunda son derece anlamli bir artis bulunmustur
(p<0.001).
b; Kadmiyum grubuna gére; SIL+Cd grubunda anlamli bir azalma gdzlenmistir.
(p<0.001).
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(1U/L) diizeyleri

Serum Kreatinin (mg/dl), BUN (mg/dl) ve CK-MB

Kontrol SiL Cd SiL+cd

Sekil 4.2. Serum Kreatinin, BUN, CK-MB diizeyleri. * p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001

Kreatinin, BUN ve CK-MB ;

a; Kontrol grubuna gore; Cd grubunda son derece anlamli bir artis bulunmustur
(p<0.001).

b; Kadmiyum grubuna gére; SIL+Cd grubunda anlamli bir azalma gdzlenmistir
(Kreatinin; p<0.001, BUN; p<0.01, CK-MB; p<0.05).
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100 ~

Doku TBARS (nmol/g) diizeyleri

Kontrol SiL Cd SiL+cd

Sekil 4.3. Doku TBARS diizeyleri. * p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001

TBARS ;

a; Kontrol grubuna gore; Cd uygulamasi tiim dokularda son derece anlamli bir artiga

neden olmustur (p<0.001).

b; Kadmiyum grubuna gore; SIL+Cd grubunda anlamli azalmalar gozlenmistir

(p<0.001).
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14 ~

H KARACIGER HAKCIGER i BOBREK

Doku GSH (umol/g) diizeyleri

Kontrol SiL Cd SiL+cd

Sekil 4.4. Doku GSH diizeyleri. * p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001

GSH;
a; Kontrol grubuna goére; Cd grubunda tiim dokularda son derece anlamli bir azalma
tespit edilmistir (p<0.001).
b; Kadmiyum grubuna gore; SIL+Cd grubunda, SIL uygulamas: Cd un neden oldugu

GSH azalmasini1 anlamli derecede dnlemistir (p<0.05).

36



12 -
H KARACIGER HAKCIGER i BOBREK

Doku T-SH (nmol/g) dizeyleri

Kontrol SiL Cd SiL+cd

Sekil 4.5. Doku T-SH diizeyleri. * p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001

T-SH;
a; Kontrol grubuna gore; Cd grubunda son derece anlamli bir azalma bulunmustur
(p<0.001).
b; Kadmiyum grubuna gore; SIL uygulamasinin Cd’un neden oldugu azalmayi
karaciger ve bobrekte anlamli derecede onledigi gosterilmistir (p<0.01), akcigerde

anlamli bir farklilik bulunmamuistir.
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H KARACIGER HAKCIGER 4 BOBREK

100
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40
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Doku TNF-a (pg/ml) diizeyleri

Kontrol SiL Cd SiL+cd

Sekil 4.6. Doku TNF-a diizeyleri. * p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001

TNF-a;

a; Kontrol grubuna gore; Cd uygulanan grubun TNF- o degerleri son derece anlaml
derecede artmistir (p<<0.001).

b; Kadmiyum grubuna gére; SIL uygulamas1 Cd’un neden oldugu TNF-a diizeyindeki

artig1 anlamli derecede onlemistir (akciger ve bobrekte: p<0.001, karacigerde: p<0.01).
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Doku IL-6 (pg/ml) diizeyleri

100

50

Kontrol SiL Cd SiL+cd

Sekil 4.7. Doku IL-6 diizeyleri. * p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001

IL-6 ;

a; Kontrol grubuna gore; Cd uygulamasi tiim dokularda son derece anlaml1 derecede IL-

6 diizeyinde artisa neden olmustur (p<0.001).

b; Kadmiyum grubuna gére; SIL uygulamasmin Cd’un neden oldugu artis1 anlamli
derecede 6nledigi bulunmustur (karacigerde: p<0.001, akciger ve bobrekte p<0.01).
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Tablo 4.1. Olgiim sonuglari

KONTROL | SiL Cd SiL + Cd
AST(IU/L) 63.4+3.1 65.8+4.4 02.2+7.8%** | 76345 7x**
ALT(IU/L) 28.9+1.7 30.942.7 50.7+5.6%%* | 37 6+3.2%**
KREATININ(mg/dl) 0.3+0.02 0.3+0.02 0.6£0.04%** | 0.4+0.03%**
BUN(mg/dI) 13.2+1.4 143415 204242 1%%% | 16.9+].8%**
CK-MB(IU/L) 10.9+1.2 11.6£1.5 15.6£1.3%%* | 13.7+0.9%
Karaciger 39.6+2.1 35.4+1.8 68.7£4.5%%% | 45 1£2.6%**
(@]
E Akciger 27.8+1.2 25.9+1.4 65.814.2%%% | 30 613 8***
c
B
% | Bobrek 35.841.2 33.4+1.5 83.5+£3.7%%% | 40.8+].8%**
m
|_
Karaciger 9.8£1.3 11.2+1.4 5.6£1.2%** 7.7x1.6*
S
S | Akciger 6.2+1.1 5.7+0.7 3.1£1.0%*%* 4.6+0.9%
S
5 Bobrek 8.3+1.8 8.71=1.1 3.6+1.4%%* 57+1.1%
&
Karaciger 8.6+1.0 9.6+1.2 4.7+0.9%** 6.8+1.3%*
&
S | Akciger 5.4+1.1 5.6£0.8 2.6+0.9%** 3.9+1.1
S
5 Bobrek 8.0£0.9 8.542.0 3.8+] 3% 6.4+0.4%*
N~
~ | Karaciger 59.4+7.6 56.2+£5.5 94.6£14.5%** | 75.49+9 0**
S
N
& [ Akciger 36.8+7.4 34.846.7 75.1£10.2%%*% | 47.53+£9 3%**
S
L [ Bobrek 43.4+6.2 41.9+5.6 80.1£0.7%%*% | 58 2447 D***
|_
Karaciger 230.1£24.1 218.3+28.9 | 430.2+32.1%%* | 287.0+25 2**
e )] *
=
S | Akciger 118.2+20.2 11144212 | 209.1227.9%%* | 157 4+25.6**
&
— | Bobrek 167.3+12.3 153.3£13.3 | 228.0+£17.3*** | 194.5£14.6**
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4.1. Histopatoloji Incelemesi

Sekil 4.8. Kontrol grubu histopatoloji

A) Bobrek dokusunda normal histopatolojik goriiniim, B) Akciger dokusunda normal

histopatolojik goriiniim, C) Karaciger dokusunda normal histopatolojik gériiniim
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Sekil 4.9. SiL grubu histopatoloji

B) Bobrek dokusunda normal histopatolojik goriiniim, B) Akciger dokusunda normal

histopatolojik goriiniim, C) Karaciger dokusunda normal histopatolojik goriiniim
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Sekil 4.10. Cd grubu histopatoloji

A) Bobrek dokusunda fokal nekroz, B) Akciger dokusunda kronik enflamasyon,
hemoraji, C1) Karaciger dokusunda portal ven dilatasyonu, C2) Karaciger

dokusunda santral vende genisleme, C3) karaciger dokusunda tek hiicre nekrozu
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Sekil 4.11. SiL+Cd grubu histopatoloji

A) Bobrek dokusunda normal histopatolojik goriiniim, B) Akciger dokusunda kronik

enflamasyon, hemoraji, C) Karaciger dokusunda nekroz
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5. TARTISMA

Kadmiyum, akciger, karaciger ve bobrek de dahil olmak iizere, hedef
organlardaki patolojik degisikliklerle iliskili olan ve diisiikk maruz kalma seviyelerinde
bile ciddi saglik sorunlarina neden olan agir bir metaldir. Birgok c¢aligsmada,
kadmiyumun maruziyet kaynaklari olan havada (sigara dumani, fabrika atiklari), suda
(boru hatt1 ve bataryalardan) ve endiistriyel tesislerdeki yaygin kullanilmasi insan
saglig1 lzerindeki toksik ve kanserojen etkileriyle ilgili ¢alismalari artmistir(86-88).
Cd*? gibi agir metaller hiicrelerde redoks dengesini bozarak oksidatif strese neden
oldugundan, ROS iiretimi metal kaynakli karsinogenezin anahtar mekanizmasi olarak
kabul edilir. Birgok c¢alisma, Cd*? toksisitesinin, insanlarda ve hayvanlarda, lipitler,
proteinler ve DNA gibi hiicrenin biyolojik bilesenlerinden aktif oksidatif serbest
radikaller iireten serbest radikal baslatma mekanizmalar araciliiyla gesitli patolojik
olaylarin uyarilmasini baslattigi bildirilmistir (89-91).

Kadmiyum, lipit peroksidasyonunu arttiran siiperoksit iyonu ve hidrojen peroksit
olusumunu indiikler. ROS hiicre zar1 lipit peroksidasyonu, protein denatiirasyonu, DNA
hasar1 ve hiicre hasar1 yoluyla doku hasar1 veya 6liimiine neden olabilir (92, 93). Cd*?,
hiicrenin GSH igerigini, SOD, peroksidazlar ve CAT gibi hiicresel antioksidan
enzimlerin aktivitelerini azaltarak ROS birikmesine ve hiicre i¢i oksidatif stresteki artisa
neden olur (94). Caligmamizda kadmiyum uygulanan grupta kontrol grubuna gore doku
TBARS diizeyleri anlamli bir sekilde artarken, T-SH ve GSH diizeylerinde anlamli bir
azalma bulunmustur. Bu durum, Cd*?’un toksik etki mekanizmalar1 arasinda ROS
olusumunun artmasi ve antioksidan savunma sisteminin yetersiz kalmasini agiklayici
niteliktedir. Diger taraftan, Cd‘un, bolgesel ve sistemik enflamasyonun aracilari olan
IL-6 ve TNF-a gibi bazi proenflamatuvar sitokinlerin gen ifadesini indiikledigi
gdsterilmistir (95, 96). Benzer sekilde, bizim ¢alismamizin Cd*? uygulanan grupta
proenflamatuvar sitokinlerden IL-6 ve TNF-a diizeylerinde anlamli artis gosteren
calisma ile uyumludur.

Karaciger ve bobrekler, Cd*? atilimindan sorumlu baslica organlar olduklari igin
Cd*? toksisitesinin asil hedef organlaridir. Maruz kalma yolundan bagimsiz olarak, Cd
toksisitesi ilk olarak karacigerde nekroz ve hepatositlerin apoptozu ile sonuglandigi
bildirilmistir. Karacigerdeki bir hasar kandaki ALP, ALT ve AST dahil olmak iizere

karaciger enzimlerinin seviyelerinde artisa neden olur (97). Karaciger fonksiyon
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gostergeleri olan AST ve ALT serum seviyeleri, kontrol grubuyla karsilastirildiginda,
SiL ile tedavi edilen siganlar hari¢ tim gruplarda AST ve ALT serum seviyelerinde
anlaml farkliliklar tespit edilmistir. Kadmiyum grubuyla karsilastirildiginda ise, SiL
verilen grupta Cd’un neden oldugu karaciger hasarinin azaldig1 tespit edilmistir. Sonug
olarak SIL’in Cd’un indiikledigi karaciger hasarindan koruyabildigi degerlendirilmistir.

Karacigerde olusan oksidatif hasarin mekanizmasinda ROS ve antioksidan
savunma sistemi arasindaki dengesizlik 6nemlidir. Calismalar, Cd*?'un, GSH ve T-SH
dahil antioksidan seviyelerini azalttigin1 gostermektedir (98). Cd*?, antioksidanlari
inaktive ederek veya onlara baglanarak, ROS olusumuyla ilgili prooksidatif bir durumu
tetikler. Bunun sonucu olarak, ROS lerin membran lipitlerinin ¢ift baglarina saldirisi
aktive olur, bu da endojen antioksidan savunma sisteminde bozulmayla son tirtini MDA
olan lipit peroksidasyonuna neden olur (99). MDA, biyolojik sistemlerde oksidatif
stresin onemli bir gdstergesidir. Bu galismada, Cd*? grubunda antioksidan diizeylerinde
asagl regiilasyon gozlendi ve tek bagina SiL ile tedavi edilen grup kontrol ile
karsilagtirildiginda SiL’in MDA, GSH, T-SH iizerinde anlamli bir etkiye sahip olmadigi
goriildii. Oysa, Cd*? grubuyla kiyaslandiginda SiL+Cd grubunun MDA diizeylerinde
azalma ve antioksidan enzimler olan GSH, T-SH seviyelerinde ise yiikselmeyle
sonuclanmistir. GSH ve T-SH aktivitesindeki upregiilasyon, antioksidan savunma
sisteminin korunmasinda esastir, ¢iinkii endojen antioksidanlarda azalma ROS'taki
artistan daha fazla hasara neden olur (100-102).

Karacigerde, Cd*? kaynakli oksidatif stresi takiben, Kupffer hiicreleri adezyon
molekiillerinin salinmasina neden olan proenflamatuvar medyatorler olan TNF-o ve IL-
6’y1 aktive eder; bu, hepatositlerin enflamasyonu ve hiicre membraninda bozulma ile
sonuglanan bir dizi hiicresel ve hiimoral aktivite tiretir (103).

Bobrekler toksik ksenobiyotik ve metabolitlerinin eliminasyonunda 6nemli bir
rol oynar. Bobreklerin filtrasyon, sekresyon ve emilim i¢in olaganiistii yeteneklerinin
bir sonucu olarak, karaciger gibi diger organlara kiyasla toksik maddelere maruz kalma
olasilig1 daha yiiksektir (104, 105). Cd*?nin kronik uygulanmasi hiicresel siilfhidril
depolarinin azalmasina, apoptoz ve nekroz yoluyla bobregin proksimal tiibiillerine zarar
vererek karakteristik nefropatiye neden olur (106). Bu calismada, Cd*? uygulamasimin
renal antioksidan savunma sistemini bozdugu ve bobreklerde T-SH ve GSH gibi
antioksidan molekiillerin aktivitelerinde anlamli azalmaya neden oldugu goriildii. T-SH
ve GSH diizeyinin azalmasi, ROS birikimini artirarak, bobrek dokusunda lipit

peroksidasyonuna neden olmaktadir (107). Son ¢alismalar, Cd*?’nin T-SH veya GSH'de
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ki tiyol (-SH) sistein grubuna dogrudan baglanmasinin, bobrekte islev bozukluklarina
yol agabilecegini gostermektedir(107, 108). Bu bulguyla uyumlu olarak, ¢alismamizda
Cd grubu siganlarda renal TBARS igeriginin 6nemli Ol¢iide arttigimi gézlemledik.
MDA, biyolojik sistemlerde lipit peroksidasyonunun en 6nemli ve en fazla olusan
aldehit Ttrinidir (109). MDA, patolojik siireglerde rol oynayan mutajenik ve
karsinojenik etkileri nedeniyle Onemlidir. Lipit peroksidasyon sonucu olusan
aldehitlerin diizeyinin 6l¢timiinde kullanilan tiyobarbitiirik asit ile reaksiyona giren tiim
aldehitlerin ifadesi olarak giliniimiizde MDA yerine TBARS (tiyobarbitiirik asitle
reaksiyona giren maddeler) ifadesi kullanilmaktadir. Bulgularimizdaki artmis MDA
diizeyi Cd*? ile indiiklenen nefrotoksisite ile uyusmaktadir. Aktoz ve arkadaslarmin
yaptig1 calismada 30 giin boyunca 1 mg/kg Cd*? uygulanan siganlarda, bobreklerde
proksimal tiibiillerde ve glomeriillerde degisik derecelerde hasar gozlenmistir. Anti-
oksidan bir madde olan Kersetin bu hasar1 tersine ¢evirmistir (110). Fouad ve Jresat
(2011), 9 hafta boyunca 1.2 mg Cd*? uyguladig ¢alismada, proksimal tiibiillerde yaygin
nekroz, dilatasyon ve vakuolar dejenerasyon gelismistir (111). Baska bir ¢alismada,
Cd* uygulamas1 bobrek korteksinde hafif enflamatuvar hiicre infiltrasyonu, nekroz,
fibrozis ve proksimal tiibiil hiicrelerinde dejenerasyon ve hipertrofi ile sonuglanmis olup
glomeriiler 6dem de mevcuttur (112). Literatiirlerle uyumlu olarak, calismamizda Cd*?
grubunda belirgin histopatolojik dejenerasyonlar bulunurken, SiL+Cd grubunda
proksimal tiibiil hiicreleri, tiibiiler vakuolizasyon, hipertrofi ve glomeriiler hasar gibi
dejeneratif bulgularda belirgin derecede diisiik nekroz olusumu gozlenmistir.

Cd*? ile indiiklenen nefrotoksisite siklikla TNF-a ve IL-6 gibi pro-enflamatuvar
sitokinler ve nétrofillerin infiltrasyonu ile iliskilidir. Tnf-a ve IL-6'nin hem fizyolojik
hem de patolojik kosullardaki rolii, tam olarak agiklanamamissa da, bu sitokinlerin doku
hasarin1 takiben seviyelerindeki azalma hiicresel tamir mekanizmalarinin devreye
girdigini disiindiirmektedir. Oysa, enflamatuvar sitokinler bol miktarda iiretildiginde,
dermatotoksisite, karaciger toksisitesi, romatoid artrit, ateroskleroz, bobrek ve akciger
toksisitesi gibi patolojik durumlar ortaya cikarabilir (113). Calismamizda Cd*2
uygulanmis siganlarda gézlemlenen bobrek TNF-a ve IL-6 diizeylerinde artis hiicresel
hasara kadar giden bir enflamasyonun bagladigin1 gostermekte olup, SiL. uygulamasiyla
diizeylerinin diismesi ise onarim mekanizmalarinin indiiklendigini diisiindiirmektedir
(114).

Bu calismada, serum kreatinin, iire ve BUN renal glomeriiler fonksiyonu

degerlendirmek icin calisilmistir. Elde edilen veriler Cd*? uygulamasi ile renal
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belirteclerde anlamli artis oldugunu yani uygulamayla bobrek nefrotoksisitesinin
gelistigi teyid edilmistir. Serum bobrek biyobelirteg diizeylerindeki degisim, literatiirde
daha 6nce bildirildigi gibi Cd*?nin neden oldugu bébrek hasarmi gostermektedir (115).
Bu veriler, Cd*? toksisitesinin tiibiiler nekroza ve bobrek tiibiillerinde hasara yol agtigini
bildiren diger c¢alismalarla desteklenmistir (116). Bu c¢alismada, 5 mg/kg dozda SiL
uygulanmasi, BUN, iire ve kreatinin diizeylerinde azalma ile bobrek fonksiyonunda
anlamli bir koruma géstermistir. Elde edilen veriler, Cd*? nefrotoksisitesine kars1 SiL’in
antioksidan etkisi oldugunu ve SiL’in tek basina uygulanmasimin bobrek fonksiyonu
tizerinde hicbir etkisinin olmadigini yani bobrekler iizerinde zararli bir etkisinin
olmadigini géstermektedir.

Itai-itai hastaligi olan hastalarda, bobrek histopatolojik incelemesinde
glomeriillerde herhangi bir anormallik saptanmazken, tiibiillerin atrofisi ve dilatasyonu
ile epitelin belirgin dejenerasyonu goriiliir; bu 6zellikler Cd*™ bobrek toksisitesinin
karakteristik etkileri olarak kabul edilmektedir (117).

Bazi calismalar, mesleki Cd*? maruziyetinin, akciger fonksiyonunda bir
azalmaya yol actigin1 ya da amfizem gelismesine neden oldugunu gostermistir( 118,
119). Son yillarda, Cd*? maruziyetinin genel popiilasyonda da akciger fonksiyonlarinda
azalmaya neden olabilecegi ve bu bulgularin Cd*? mesleki maruziyeti olan iscilerle
siirli olmadig bildirilmistir (120-122). Deneysel ¢alismalar, Cd*?’a kronik maruziyetin
akciger dokusu enflamasyonu ve akciger hiicre proliferasyonunu indiikledigini
gostermistir.  Ayrica, disiik Cd"? maruziyetinin, sicanlarda akciger dokusu
enflamasyonu ve akciger hiicresi proliferasyonunu indiikleyebildigi (123) ve ip
kadmiyum enjeksiyonunu takiben sistemik enflamasyonun varliginin, akciger
dokusunda nétrofil sayisi ile giiglii bir korelasyona sahip oldugu da bildirilmistir (124).
Sistemik yanitlar, akciger dokusunda nétrofil sayisiyla ve pulmoner enflamasyon ve
toksisite ile iliskili oldugu ileri siiriilmiistiir. Ayrica, Cd*? maruziyetinden sonra
farelerde bobreklerde TNF-a ve IL-6 ifadesi ve saliverilmesinde artis gozlenmistir
(125). Benzer sekilde, ¢alismamizda da Cd*? toksisitesine karsi SiL’in akciger
dokusunda TNF-a ve IL-6 diizeylerini degistirerek antioksidan aktivitesinin oldugu
tespit edilmistir.

Antioksidan savunma sistemleri, fizyolojik sistemdeki serbest radikallerin (pro-
oksidanlar) dogrudan temizleyicisini temsil ettikleri ve bdylece biyolojik sistem icin
maksimum koruma sagladig1 icin son derece énemlidir. yi bir antioksidan, 6zellikle

serbest radikalleri gidermeli ve redoks/ge¢is metallerini selatlamalidir (126).
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SiL, spesifik fosfodiesteraz-5 (PDES) inhibitoriidiir. Yaygin olarak erektil
disfonksiyonun klinik tedavisinde kullanilir ve bu hastalik i¢in ilk basamak tedaviyi
temsil eder (127). SiL, son zamanlarda, pulmoner hipertansiyon ve hipoksi veya
hiperoksi kaynakli akciger hasarmin tedavisinde de yogun olarak calisilmistir (128,
129). SiL, alveoler biiyiimeyi, anjiyogenezi, enflamasyonu ve hava yolu reaktivitesini
azaltir ve oksidatif stresi azaltarak akut akciger hasar1 ve biyokimyasal analizler ve
histopatolojik analizlerle dogrulanmis enflamasyon {izerine koruyucu etkileri vardir
(130). Bleomisin ile uyarilmis akciger fibrozunda lipit peroksidasyonunun, sitokin
tiretiminin ve saliverilmesinin ve nétrofil birikiminin 6nlenmesinin olumlu etkileri
siganlarda gosterilmistir (131).

Nunes ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada Cd*? uygulamasi, plazma, idrar ve bobrek
homojenatlarindaki belirtecler iizerinde beklenen ve Onceden rapor edilen oksidatif
strese, apoptoza ve enflamatuvar etkilere neden olmustur. Calismada 6n tedavi olarak
uygulanan SiL’in 6nemli Ol¢iide oksidatif stresi ve enflamasyonu onleyerek tiim
dokularda ve serumda antioksidan diizeylerini arttirdigini  ve enflamatuvar
parametrelerde azalmaya neden oldugu bulunmustur (132). SiL’in daha once sisplatin
ve siklosporinin neden oldugu akut bdbrek hasarmi da ayni mekanizmalarla azalttig
bildirilmistir (133, 134). SiL uygulamasi, iskemi-reperfiizyon hasari, diyabetik nefropati
ve sisplatin kaynakli nefrotoksisite, enflamasyon ve oksidatif stres gibi bobrek
hastaliklarinin  hayvan modellerinde terapotik yarar gostermistir (135). SiL’in
antioksidan ve anti-enflamatuvar ozelliklerle renoprotektif etki sagladigi bildirilmistir.
Sil’in bu aktivitesi 16kosit infiltrasyonunda azalma, p53 gen ekspresyonunu azaltma,
CAT ve SOD gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerini artirma ve IL-6, TNF-o gibi
proenflamatuvar sitokinlerin upregiilasyonunu baskilamasiyla iligkilendirilmistir (136-
139). Caligmamizda SiL’in, Cd’un neden oldugu oksidatif strese bagli bobrek hasarina
kars1 renoprotektif etkileri, renal tiibiiler hasar, apoptoz ve kan iire azot ile serum
kreatinindeki artiglar1 baskilamasiyla agiklanabilir.

SiL’in tiyoasetamit toksisitesinde karaciger fibrozunu inhibe ettigi bildirilmistir
(140). Li vearkadagslar1 (141), sicanlarda deneysel karaciger hasarinda Sil’in etkisini
incelemistir. SiL tarafindan olusturulan artmis NO diizeylerinin neden oldugu diiz kas
gevsemesindeki artisa bagli olarak karaciger hipoksisinin ve karaciger hasarinin
azaldigin1 bulmuslardir. Bu ¢alismanin sonunda SiL.’in, oksijen tiiketimini diizenleyerek

iskemi sonrasi hepatositlerde hasar1 6nleyebilecegi sonucuna varmislardir.
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Organizmaya giren Cd*2, karaciger metabolizmasinda énemli bir rol oynayan
MT proteini ile dayanikli bir kombinasyon olusturur. Bu, MT-Cd kompleksi bobrekle
atilir (142). Renal kortekste biriken MT-Cd kompleksi renal Klirensin azalmasina neden
olur. Birikme ayni zamanda hiicresel depolarizasyona neden olur, boylece sodyum ve
potasyum iyonunun dengesiz akisi tiibiiler fonksiyon kaybmna yol acgar. Ayrica,
kadmiyum tiibiiler proteiniiriye neden olan filtrasyon membrani proteinlerine de
baglanabilir. Bu sekilde, sodyum emilimini artirir, hiicre membrani direncini azaltir ve
potasyum kanallarin1 uyarir. Tiibiiler reabsorbsiyonu ve glomeriiler filtrasyon hizim
diistirtir (143, 144).

Calismanizda, Cd*? uygulamasinin, pro-enflamatuvar sitokinler TNF-a, IL-6 ve
onemli bir oksidatif stres gostergesi olan TBARS’1 akciger, karaciger ve bobreklerde
artirirken, antioksidan parametreler olan GSH ve T-SH azalttigin1 gosterdik. Bu durum,
oncesinde SiL uygulanan grupta anlamli olarak tedavi edildi. Bu nedenle, Cd*? ile
indiiklenen akciger, karaciger ve bobrek hasarma karst SiL’in koruyucu etkilerinin,
Cd*?“nin neden oldugu oksidatif stresi inhibe etmek suretiyle olabilecegi olasidir.

Histolojik gozlemlerimiz biyokimyasal, oksidatif stres ve antioksidan parametre
testlerini destekledi ve SiL’in Cd*?‘nin karaciger, akciger ve bobrek toksisitesine karsi

koruyucu ve iyilestirici bir etkiye sahip oldugunu dogruladi.
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6. SONUC VE ONERILER

EDTA (Etilen Diamin Tetraasetik Asit), tiyol bilesikleri ve DDTC
(Diethyithithiocarbamate) bilesikleri kadmiyum gibi agir metallerin atilimini artirabilir,
ancak bu ilaglarin bobrek ve beyine ciddi yan etkileri vardir. Yiiksek doz demir ve
selenyum gibi eser elementler, kadmiyum bagli proteinlere rekabet¢i olarak baglanarak
kadmiyum gibi agir metallerin toksisitesini antagonize edebilir. Ancak, bunlarin
kadmiyumun antagonize edilmesindeki etkinligi simirlidir, ¢linkii yliksek doz demir ve
selenyum zehirlidir. Bu nedenle, az yan etki ile kadmiyum gibi agir metallerin
toksisitesini antagonize edebilen ve viicuttaki kadmiyum yiikiinii azaltabilecek yeni
ilaglarin kesfi halk saglig1 icin 6nemlidir.

Ilag gelistirme calismalarinin ¢ok zahmetli olmasi, fazla maliyetli ve uzun zaman
gerektiren bir ¢calisma olmasi nedeniyle son yillarda mevcut ilaglarin farkli farmakolojik
etkilerini arastirmaya yonelme s6z konusudur. Yeni yiizyilin ilaglarindan olan ve
klinikte pulmoner hipertansiyon tedavisinde de kullanim alani bulmaya baslayan
sildenafilin  farkli klinik kullanim olasiliklarin1 irdeledigimiz ¢alismamiz, bir
fosfodiesteraz 5 inhibitorii olan sildenafilin kadmiyum gibi agir metallerin neden
olabilecegi ¢oklu organ hasarina karsi koruyucu olabilecegi, bu etkisinin antioksidan
savunma sistemini aktive ederek ve enflamasyonu engelleyerek gergeklestirmesinin
olast oldugunu diisiindiirmektedir. Ancak bu faydali etkinin klinik ¢alismalar ile de

desteklenmesi gerekmektedir.
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