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1. GIRIS

Endiistriyel ve g¢evresel kirletici olarak kadmiyumun (Cd) 6nemi son yillarda
daha da belirginlesmistir. Birlesik Devletler Cevresel Koruma Komisyonunun dncelikli
zararl1 maddeler listesinde yer alan Cd’a, ¢ogu kez dogrudan solunum yolu veya besin
zinciri araciligiyla maruz kalimir. Maruziyet yolu, dozu ve siiresine bagl olarak akciger,

karaciger, bobrek, kemik, testis ve plasentada hasara neden olabilir (1).

Modern toksik metal olarak tanimlanan Cd’un, genel maruziyet kaynaklart
besinler ve igme suyu olmasina karsin, toksisiteye neden olabilecek bir diger onemli
kaynak ise, ticari atiklar ile kontamine giibrelerin tarim alanlarinda kullanilmasidir. Cd
toz ya da gazlarina is yeri maruziyetleri de meslek hastaliklar1 acisindan 6zellikle tehlike
arz eder. Solunum ve agiz yoluyla alinabilen Cd’un biiyiik bir kismi karaciger ve
bobrekte depolanir ve baslica idrarla atilir. Diyetle alinan Cd’un mide-bagirsak
kanalindan emilimi diigiiktiir. Dolayisiyla, agiz yoluyla akut zehirlenme nadir goriiliir.
Ancak, kontamine yiyecek ve igeceklerle yiiksek diizeylerde alimmasi toksik etkilere

neden olabilir (2).

Kadmiyumla ilgili yapilan calismalarda, Cd’un karsinojenik etkisinin yanisira,
hem akut ve hem de kronik maruziyetiyle bircok organda hasara neden oldugu
gosterilmistir. Akut Cd zehirlenmesi, basta karaciger ve testislerde hasara neden
olurken, kronik maruziyet renal hasar, anemi, immiinotoksisite ve osteotoksisiteyle
sonuclanir. Akut Cd zehirlenmesinde, Cd’un dolayli olarak reaktif oksijen tiirleri ve

radikallerin iiretimine neden oldugu diisiiniilmektedir (3, 4).

Serbest radikaller, bir veya daha fazla sayida eslesmemis elektron iceren molekiil
veya molekiil parcalar1 olarak tamimlanmaktadir. Bircok patolojik olaydan,
organizmadaki prooksidan/antioksidan dengenin bozulmasi sonucu hiicre i¢i serbest
oksijen radikal diizeyinin artmasi sorumludur. Reaktif oksijen radikalleri DNA,
proteinler ve lipitler gibi makromolekiillerle etkileserek DNA hasari, lipit peroksidasyon

ve protein oksidasyonuna neden olarak hiicrenin biitiinliigiinii bozarlar (5).

Prooksidan diizeyini artiran etmenlere karsi hiicrenin yasamim siirdiirebilmesi,

organizmanin serbest radikallerden koruyucu biyokimyasal savunma mekanizmalarina



sahip olmasina baghdir. Tiim memeli hiicreleri zararli radikallere karsi savunma
sistemleriyle donatilmistir. Serbest radikallerin hiicrelerdeki denge diizeyi normalde
sitozol ve membranlarda lokalize olmus ya da hiicre dist sivilarda bulunan bu savunma
sistemleriyle ayarlanirken , antioksidan savunma sistemlerinin yetersiz kaldig1 veya asir1
miktarda serbest radikal iiretildigi durumlarda disardan alinan destek antioksidan

maddelerin yararlartyla ilgili arastirmalar stirmektedir (5,6).

Dogal iiriinlerin biiyiik bir boliimii, hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisindeki olasi
klinik ozellikleri acisindan arastinnlmaktadir. Fitoaleksin olarak bilinen bitki
antibiyotiklerini iceren ve giicli antifungal 6zellikli olan polimerler (viniferinler)
familyas1 bu dogal iiriinler arasindadir. Bu grubun en etkili iiyesi olan resveratrol (RES;
3,5,4'-trihidroksistilben), asma bitkisi de dahil bir¢cok bitki tarafindan travmatik
zedelenme, UV 1s181na maruziyet ya da fungal infeksiyona (Botrytis cinerea) kars1 yanit

olarak sentezlenen bir fitoaleksindir (7).

RES’iin; antioksidan (8), antikanser (9), oOstrojenik (10), antiplatelet (11),
vazorelaksan (12), iskemi-reperfiizyon hasarindan koruyucu (13), antienflamatuvar (14),
hepatoprotektif (15), antimikrobiyal (16) aktiviteleri oldugu ve Helicobacter pylori (17),
Herpes Simpleks Virus (18) iizerine etkili oldugu bildirilmektedir.

Bu calismada; siganlarda Cd uygulamasinin, karaciger, bobrek, beyin ve kalp
dokularindaki olas1 toksisitesini, oksidatif hasar mekanizmalarn agisindan aragtirarak
akut Cd toksisitesi mekanizmalarini irdelemeyi ve RES 6n tedavisinin, Cd toksisitesi
tizerindeki etkisini arastirarak, dogal antioksidanlarin agir metal toksisitesi iizerindeki

olas1 koruyucu etkilerini aydinlatmay1 amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. METALLERIN TOKSIK ETKIiLERi

Metaller, insanlar i¢in bilinen en eski toksinlerdir. Metalleri diger toksik
maddelerden ayiran en 6nemli 6zellikleri, insanlar tarafindan ne olusturulabilir ne de
yok edilebilir olmalaridir. Metaller, cevresel tasinim sonucu besinler ve i¢gme sulari ile;
insanlar tarafindan veya antrapojenik olarak hava, su, toprak ve besinlerle organizmaya
girebilirler. Periyodik tablodaki 105 elementin yaklagik 80’ini metaller olusturur ve
bunlarin 30 kadarinin insanlarda toksisite olusturdugu bilinmektedir. Ozellikle mesleki
ve ¢evresel maruziyet sonucu kadmiyum (Cd), aliminyum, kursun, civa, ve manganez

biyolojik sistemlerle etkileserek ciddi saglik sorunlarina yol agar (2,19).

Metallerin toksik etkileri her metalin 6zelligine gore degismektedir. Ama genel
olarak metallerin hepsi doza bagh olarak cesitli organ sistemlerini etkilemektedir. Bu
nedenle metal zehirlenmelerinde “hedef veya kritik organ”, o metale en duyarh olan etki
yeri i¢in kullamlmaktadir. Ornegin Cd’a en duyarli organ, bobrekler olmakla beraber

karaciger, akciger ve diger organlarda da toksik etkisi goriiliir (2).

Metallerin neden oldugu toksisite ve karsinojenitenin mekanizmasinin bir parcasi
olarak reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin iiretimi oldugu bilinmektedir. Bircogu tiyol
ve azot grubu tasiyan molekiillerle veya iz elementlerle etkileserek antioksidan
sistemlerin etkinliginin azalmasina neden olur. Sonug olarak, hiicre icinde DNA hasari,
lipit peroksidasyon ve proteinlerde degisiklikler olusturarak hiicrelerin fonksiyonlarini

bozarlar (20).

Toksisite olusumunda; doz, maruziyet yolu, maruziyet siiresi ve maruziyet
sikligi onemlidir. Diger taraftan, maruz kaliman maddenin kimyasal sekli, diger
kimyasallarla etkilesimi gibi etmenlerle yasam bicimi, bagisiklik sistemi ve tiire ait

ozellikler de toksisiteyi degistirebilir (2).



Metal endiistrisinin gelismesi ve teknolojideki kullanim alanlarinin genislemesi,
metallerin ¢evresel diizeylerinin artmasina neden olmustur. Epidemiyolojik calismalara
gore, Cd en toksik metallerden biridir. Bircok metalden farkli olarak 1940’11 yillardan
gelen biiyiik olcekli kullaniminin son donemlerde olduk¢a artmasi, Cd’un canlilar

tizerindeki etkileriyle ilgili aragtirmalar1 artirmaktadir.

2.2. KADMiYUM

Yirminci yiizyilin metali olarak tamimlanan Cd, 1817 yilinda Almanya’da
Stromeyer tarafindan kesfedilmistir. Dogada cinko ve kursun filizlerinde bulunan Cd’un
giiniimiizdeki endiistriyel kullamimi elli yi1l Oncesine oranla olduk¢a fazladir.
International Agency for Research on Cancer (IARC), kimyasal maddeleri insandaki
karsinojenik etki risklerine gore bes gruba ayirmistir. IARC’nin siniflandirmasinda , Cd
akciger kanseriyle olan iliskisinden dolay1 Grup 1: Insanda Karsinojenik Etkili Maddeler

arasinda yer almaktadir (3, 4, 21).

2.2.1. Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Kadmiyum, periyodik tabloda II-b grubunda bulunan bir gecis elementidir. Orta
sertlikte bir metal olan Cd, glimiis beyaz1 rengindedir ve dogada genellikle saf halde
bulunmaz. Ancak; Cd-oksit, Cd-klorit, Cd-siilfat veya Cd/siilfit seklinde mineral bilesigi

olarak bulunur.

Kadmiyumun kimyasal 6zellikleri:

Atom numarasi : 48

Atom agirhigr : 112.41 g/mol
Kaynama noktasi : 767 °C

Erime noktasi : 321 °C

Ozgiil agirhig : (20 °C): 8.65 g/em®

Kadmiyumun kaynama noktasi ¢inkodan (907 OC) farkhdir, ancak koordinasyon

geometrileri esit derecede uyumlu oldugu i¢in kimyasal davranig olarak birbirine ¢ok



benzemektedirler. Cd’un kiikiirt ve karbonat tuzlar1 suda ¢6ziinmez, siilfat, asetat, nitrat
ve halojenli bilesikleri suda ¢6ziiniir. Cd’un cevre ve ekosistem iizerindeki etkileri bu
tuzlarin dogadaki dagilimina baghdir. Cd’un neden oldugu cevre kirliligi giiniimiizde

insan sagligini tehdit eden bir unsur olarak goriilmektedir (21).

Sekil 1. Kadmiyum (http://www.kimyaevi.org/elementler/kadmiyum.Erisim

tarihi:30.04.2007)

2.2.2. Cevrede Kadmiyum ve Maruziyet Kaynaklari

Endiistriyel ve c¢evresel bir Kkirletici olan Cd’un baslica kontaminasyon
kaynaklart; Cd’la kontamine besinler ve igme suyudur. Bunlarin disinda antrapojenik

olarak, endiistride kullanimindan kaynaklanan atiklar ¢evreyi kirletmektedir.

Kadmiyumun baslica kullanim alanlari:
1-) Elektrolizle kaplama ve galvanizleme islemlerinde paslanmayi 6nleyici

2-) Plastiklerin iiretiminde saglamlastirict

3-) Boya maddesi

4-) Metal alasimi hazirlanmasinda koruyucu

5-) Cam endiistrisi ve seramik yapimi

6-) Cinko, bakir ve kursun cevherlerinin arindirilmasi ve

7-) Nikel-Cd pillerinin yapimi (4, 22)

Ayrica, ev esyalari, otomobiller ve kamyonlar, zirai aletler, ucak parcalari,

endiistriyel aletler, el aletleri, tutturucu 6zelligi olan; vida somunu, civata, vida, ¢ivi gibi



malzemeler de genel olarak Cd’la kaplidir. Cd, lastik tamiratinda ve fotografcilikta da
kullanilmaktadir.

Giibreler, c¢iiriimiis organik maddeler iceren giibreler ve atik maddelerin
dogrudan topraga eklenmesiyle agir metaller topraga gecerler. Hatta, i¢ lagim suyu
camuru da, kanallar veya tuvaletlerden yikanan maddeleri icerdiklerinden agir metallerle
bulasik halde bulunur, Or. tuvaletlere atilan sigara izmaritleri Cd icerir. Otomobil
tekerleklerinin caddeleri hizla gegtigi veya ezdigi zamanlarda lastikten yayilabilir veya

yagmurdan sonra ¢amurda topladig1 yerden lagim suyu sistemlerine geger (22).

Kadmiyum maruziyetine neden olan bir diger potansiyel kaynak, ticari atiklarla
kontamine giibrelerin tarimsal alanlarda kullanilmasidir. Ticari atiklarin, kuru materyali
1500 mg/kg’dan daha fazla Cd igerebilir. Diger taraftan, pestisitler ve fosfath giibreler
de Cd icermektedir. Topraga gecen Cd, bitkiler tarafindan kolaylikla alinarak besin
zinciri i¢inde insan ve hayvan organizmasina taginir. Cd’un et, balik ve meyvelerde 1-50
png/kg, tahillarda ise yaklasik 150 pg/kg kadar bulundugu tespit edilmistir. Midye,
istiridye gibi kabuklu deniz hayvanlarinda Cd diizeyi 100-1000 pg/kg’a kadar
cikabilmektedir. Hayvan karaciger, bobrek ve iireme organlarinda yiiksek miktarlarda

bulunabileceginden sakatat tiiketiminde temkinli olmakta fayda vardir (2, 22).

Kadmiyuma maruziyet, daha ¢ok oral yolla veya solunum yoluyla olur. Deri
yoluyla maruziyet toksisiteye yol agacak diizeyde degildir. Cd toz ya da buharina
maruziyet gozlerde tahris edici hasara neden olmaktadir. Solunum yolu ile maruziyet
endiistriyel bolgelerde ve madenciligin bulundugu bolgelerde daha ¢ok goriiliir. Or.
Portekiz’in altin madeni ¢ikarilan kuzeydogu bdolgesinde yasayan insanlarin kaninda
yikksek miktarda Cd ve kursun tespit edilmistir (23). Ayrica, Kuzey Amerika ve
Avrupa’da hava, su ya da besinlerle Cd’un giinlik alimmin yaklasik 10-40 pg/giin
oldugu bildirilmistir (2).

Kontamine besinlerin yanisira sigara i¢cimi de Cd maruziyetinin potansiyel
kaynagidir. Sigara i¢imiyle bu karsinojen metale hem oral hem de solunum yoluyla
maruziyet s6z konusudur. Bir adet sigara 1-2 pg kadar diisiik bir diizeyde Cd icerse de,

bu miktarin tekrarlayan dozlarinda, maruz kalinan Cd’un birikimi toksik etkilere neden



olabilecek diizeye ulasabilmektedir. Cd tiitiinden baska, tahillar, lifli sebzeler ve

patateste de bulunur (24).

2.2.3 . Kadmiyumun Farmakokinetigi

Solunum veya agiz yoluyla alinabilen Cd, kan araciligi ile organlara taginir. En
cok karaciger ve bobrekte depolanir. Biyolojik yar1 6mrii yaklasik 20 yil olan Cd, esas

olarak feces ve idrarla atilir.

1. Emilim

Endiistriyel bolgelerde veya kontamine bolgelerde Cd’un solunum yolu ile
alman miktarinin, oral yolla alinan miktarindan fazla olabilecegi ve Cd’un solunum yolu
ile emiliminin, mide-bagirsak kanalindaki emiliminden daha fazla oldugu
bildirilmektedir. Solunum yoluyla emilim ve akcigerdeki birikimi; Cd’a maruziyet dozu,
siiresi ve maruziyet yolu ile Cd bilesiginin partikiil biiyiikliigiine ve kimyasal 6zelligine
bagl olarak degisir, ancak yinede emilim oranm1 %15-30 arasindadir. Caplar1 2-3 um’den
daha az olanlar alveollere gecer, daha biiyiik olanlar ise nazofarengeal bolgede birikir.
Cd-oksit ile Cd-siilfit’in her ikiside suda ¢oziinmez, ancak Cd-siilfit’in emilimi daha
azdir. Solunumla alinan Cd, alveollerden kan dolagimina gecerek dokulara dagilir.
Kismen akcigerlerde de birikir, bronsit, kronik 6dem ve kansere neden olabilecek

akciger toksisitesine yol acar (25, 26).

Sigara icimiyle, sigarada bulunan Cd’un yaklasik % 30-40’1 sistemik kan
dolasimina gecerken % 10’u akcigerlerde depolanir. Yapilan arastirmalara gore, sigara

icenlerdeki kan Cd diizeyi ve renal Cd birikimi icmeyenlere gore daha yiiksektir (24).

Diyetle alinan Cd’un mide-bagirsak kanalindan emilimi disiiktir. % 5-8
oraninda emilir. Cd, esas olarak ince bagirsaklarin villus hiicrelerinden ve onikiparmak
bagirsagindan emilir. Bagirsak hiicreleri Cd toksisitesinde koruyucu rol oynar, ancak bu

metalin birikiminde de ilk hedef organ durumundadir (25).

Kadmiyum, hiicre i¢ine membranda bulunan tasiyici proteinlerle alinir. Tasiyict
proteinlere baglanirken, kalsiyum ve cinko ile yarisir. Cd hiicre i¢ine, kalsiyum, ¢inko,

demir ve bakir gibi esansiyel elementlerle aym1 mekanizmayla alindigindan, bu



elementlerden yoksun ve diisilk miktarda protein iceren diyetle beslenmeyle emilimi

artar. Ayrica demir eksikligi olan kadinlarda da Cd’un emilimi daha fazladir (27, 28).

Kadmiyumun hiicre i¢ine alimmasiyla ilgili bir diger mekanizma da, Cd’un
glutatyon ve sistein gibi tiyol konjligatlarinin; amino asit, oligopeptit, organik
anyon/katyon ve homeostatik diger molekiilleri hiicre icine alan tasiyici proteinlerin
molekiiler olarak benzeri olmasi seklinde agiklanmaktadir. Son yillarda, Cd iyonunu
baglayan metallotionein (MT), albumin ya da diger proteinlerin, Cd’la konjiigat
olusturduklar1 zaman emici veya reseptdr aracili endositoz tasiyicisinin substrati gibi

davrandig da diistiniilmektedir (29).

2. Dagilm

Kadmiyum kanda MT, albumin ile aminoasit ve tiyol gruplari olan proteinlerle
taginir. Sistemik kan dolasimindan, MT iiretiminin indiiklendigi karaciger ve bobrege
biiyiik oranda dagilir. Ayrica kalp, safra kesesi, prostat, pankreas, plasenta, beyin ve
bircok organa dagilir. Sonunda da bébrekte depolanir. Alttaki sekilde de goriildiigii gibi
dokularda esas olarak MT’ne ve diger proteinler ile tiyol gruplarina bagli olarak
bulunur. Cd’a akut maruziyette biiyiik bir cogunlugu karacigere dagilir, ancak hepatik

MT iiretimini takiben redistriibisyonu bobrekte olur (29, 30).
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Sekil 2. Kadmiyumun viicuttaki dagilimi. (MT, metallotionein; Cys, sistein; GSH,

glutatyon; N-Acetyl-Cys, N-asetilsistein; homoCys, homosistein) (29).



3. Plasentaya Gecis
Plasenta, toksik metale maruziyette hem annenin hem de ceninin sagliginin

degerlendirilmesinden dolayr ikili gosterge olarak kabul edilmektedir. MT’ler
zenobiyotiklerin plasentaya gesisinde koruyucu rol oynar, ancak zenobiyotiklere
baglanmas1 stabil olmadigr i¢in gecisi tamamen engelleyememektedir. Cd’un
plasentadaki ortalama miktarinin 4 ng/g, plasentanin yas agirhigina bagl olarak 1-6
ng/gr'a kadar yayilabilecegi ve kontamine bolgelerde yasayanlar ile sigara icen

kadinlarda bu oranin daha fazla oldugu bildirilmistir (31).

Hamile kadinlarin agir metallere maruziyeti, plasentada hasara ve ceninde
esansiyel iz elementlerin taginmasinda degisiklie neden olmaktadir. Toksisite
mekanizmasinin, Cd’un; ¢inko, demir, kalsiyum ve bakir’in tasiyici proteinlerini inhibe
ettigi; plasentanin anne tarafindaki membranlarinda kalsiyum kanallarini inhibe ettigi ve
cenindeki Na/K ATP-az’1 baskilayarak sodyum ile potasyum arasindaki dengeyi
degistirdigi seklinde gelistigi diisiiniilmektedir. Ceninde c¢inko, bakir, demir gibi
esansiyel elementlerin eksikligi, niikleik asitlerin ve proteinlerin metabolizmalarini
degistirerek organlarda gelisim bozuklugu ile ceninin biiyiimesinin zayiflamasina neden

oldugu bildirilmistir (32).

Sigara igen ve icmeyen hamile kadinlarda yapilan bir calismada, sigara icen
kadinlarin plasentalarinda Cd miktar ve ¢inko diizeyinin igmeyenlere oranla daha fazla
oldugu bulunmustur. Cd ve cinkonun MT sentezini indiiklemelerinden dolayr MT
diizeyininde igmeyenlere oranla daha fazla oldugu tespit edilmistir. Plasentada MT’lerin
esas olarak iki izoformu vardir. Bunlar MT-1 ve MT-2’dir. Sigara icenlerin
plasentalarindaki Cd ve c¢inko diizeylerindeki artisin oOzellikle MT-2 sentezini

indiikledigi bildirilmektedir (33).

4. Kan-Beyin Bariyeri ve Beyin-Omirilik Sivisindan Gegis

Beyin ve omirilik dokusundaki kapilerler, viicudun diger yerlerindekinden daha
farkli bir yapiya sahiptirler. Bunlarin yapisal 6zellikleri nedeniyle kan-beyin engeli
olusturduklar1 kabul edilir. Beyin-omurilik sivist beyin ig¢indeki ventrikiilleri,
omurilikteki bazi1 yapilar1 ve beyin ile omuriligin cevresindeki subaraknoid araligi

doldurur. Beyin kapilerleri gibi koroid pleksuslarda iclerinden gecen kandaki



maddelerden sadece lipofilik olanlarin gegisine izin verdigi icin beyin-omirilik sivisi
engelinden s6z edilmektedir (35).

Kadmiyum, kan-beyin engeline olan segici gecirgenliginden dolayr bariyeri
gecer. Cinko ve manganez gibi esansiyel iz elementlerinin beyin-omirilik sivis1 ve kan-
beyin bariyeri araciligi ile beyine gectikleri bilinmektedir. Bu tip elementler, beynin
biiylime gibi fonksiyonlart icin gereklidir. Deneysel ¢alismalarda Cd maruziyetinin
beyin ve beyincikte histopatolojik hasara neden oldugu tespit edilmistir. Cd’un
beyindeki ters etkilerinin Cd’un beyine tasinmasi ve metabolizmasiyla ilgili oldugu
bildirilmigtir. Cd’un geometrik seklinin cinkoya benzemesi, ¢inko yerine beyine
tasinmis olabilecegini diisiindiirmektedir. Siganlara i.v. yolla degisik dozlarda 'CdCl,
ve 'Cd verildikten bir saat sonra 1OngClz’iin koroid pleksusta, 1%Cd’un beyin
epifizinde ve beynin diger bolgelerinde biriktigi tespit edilmistir (36). Siganlarda yapilan
baska bir ¢calismaya gore; Cd’un demir eksikligine neden oldugu ve gelisme doneminde

olan siganlarda beyine yiiksek miktarda gectigi bildirilmistir (37).

S. Atthm

Oral yolla emilen Cd’un atilimi oldukga yavastir. Cd baslica idrarla ve fecesle
atilmaktadir. Diyetle alinan Cd’un mide-bagirsak kanalindan emilimi %5-8 oranindadir.
Cd’un emilmeyen kismi1 yani % 90’dan fazla olan miktar1 ince ve kalin bagirsak i¢inden
ilerler ve fecesle atilir. Bu nedenle, Cd’a oral yolla maruziyette feces belirte¢ olarak
kullanilabilir Bir¢cok arastiriciya gore, karaciger hiicreleri tarafindan tiyol konjiigatlari
halinde safra kanalikiilleri i¢ine salinan ve safra sisteminden sonra ince ve kalin bagirsak

icine ilerleyen Cd, fecesle atilan Cd’un asil kaynagidir. (29).

Kadmiyumun idrarla atilimi, maruziyet tipine baghdir. Or. inorganik formda
akut parenteral maruziyette idrarla atilim dikkate alinmayacak kadar azdir. Bobreklerde
dagilan Cd-MT kompleksleri kolayca tiibiiler liimene siiziiliir ve buradan geri emilimi
gii¢c oldugu i¢in biiyiik bir kismi idrarla atilir. Cd-MT’ine akut ya da kronik maruziyet
sonucu idrarla atilim, CdCI,’e akut maruziyetle atilima oranla daha fazladir. Cd’un
idrarla atilmi proksismal tiibiiler epitelinin yapisina ve fizyolojik biitiinliigiine baglidir.
Nefrotoksik bir madde ya da Cd tarafindan tiibiilerde olusturulan hasar, siiziilen Cd
tirlerinin emiliminin azalmasina ve hasarli bolgelerden saliverilen Cd’larla birlikte

atilimin artmasina neden olur (29).
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2.2.4. Kadmiyumun Toksikokinetigi
Onemli bir cevresel ve mesleki kirletici olan Cd, en toksik metallerden biridir ve
canlilarin saglig1 icin potansiyel tehlike arz eder. Bir¢ok arastiriciya goére bobrekler Cd

toksisitesine en duyarli organlardir.

Kadmiyum toksisitesinin temeli;

1. Metalloenzimlerdeki Zn**, Cu** ve Ca** gibi metal iyonlariyla yer degistirme
2. Proteinler, enzimler gibi tiyol (-SH) grubu igeren biyolojik yapilara olan
giiclii afinitesinden dolayi, bu yapilara baglanma

3. Kalmodulindeki Ca**la yer degistirip, kalmoduline bagh fonksiyonlar

aktive etme ya da diizenleme (27, 34).

1. Akut Toksisite

Akut toksisite ¢ok yiiksek miktarda Cd solunmasi ya da oral yolla alinmasi ile
ortaya cikar. Oliimle sonuglanan akut maruziyet nadiren gerceklesir. Insanlar icin
Oliimle sonug¢lanan maruziyet dozu 20-30 mg/kg’dir. Maruziyetin siddetine bagli olarak
Cd’un klinik semptomlari; mide bulantisi, kusma, karin agrist ve kramplari, bas agrisi,
kas kramplari, yorgunluk, sok ve 6liimdiir. Cd-oksit buharlarina 8 saat 5 mg/m3 dozda

maruziyetin, insanlar i¢in 6ldiiriicii oldugu bildirilmistir (40, 41).

Kadmiyumun orta diizeyde ya da yiiksek diizeyde maruziyeti karaciger, akciger,
plasenta, uterus ve testis gibi organlarda hemorajik hasara neden olur. Toksisite, Cd’un
hiicredeki mikrovaskiiler permeabiliteyi artirmasiyla baslar. Bunun altinda yatan
mekanizmaninda Cd’un adezyon molekiillerinin fonksiyonlarin1 degistirmesi oldugu

diisiiniilmektedir.

Soluma yoluyla akut Cd maruziyeti akciger ©demine ve solunum yolu
irritasyonuna neden olur. Akcigerler iizerindeki bu toksik etkisinin ozellikle Ca*>a
bagimli hiicre adezyon molekiilleri olan E-cadherin and VE-cadherin’lerin
fonksiyonlarim1 bozarak gergeklestirdigi diistiniilmektedir. Cd’un bu etkisinin
mekanizmast; sitotoksik diger etkileriyle beraber Cd’un E-cadherin’lerin Ca** baglayan

bolgesinde Ca™la yer degistirmis olabilecegi seklinde aciklanmaktadir (38).

11



Metallotioneinlerin sentezi esas olarak karacigerde yapildigi icin akut Cd
toksisitesinde karaciger hedef organdir. MT’ler tiyol gruplarinca zengin, diisiik molekiil
agirlikli metal baglayan sitozolik proteinlerdir. Karacigerde MT’lerin sentezi;
hormonlar, sitokinler, cinko ve Cd gibi metaller ile c¢esitli zenobiyotikler tarafindan
indiiklenir. MT’lerin § ve [Jolmak iizere iki baglanma bolgesi vardir. § bolgesi 3 atom
baglayabilirken,[] bolgesi 4 atom baglar. Cinko MT’in [] bolgesine baglanir, ancak
Cd’un MT e olan afinitesi ¢inkodan sekiz kat daha fazla oldugundan, bir MT yedi gram
Cd’u baglayabilir. MT’ler MT-metal kompleksi olusturarak, Cd ve civa gibi agir
metallerin toksisitesinin nlenmesinde koruyucu rol oynarlar. Ozellikle de karaciger

parenkima hiicrelerindeki Cd’un detoksifiye edilmesinde temel mekanizmadir (27, 42).

Akut Cd maruziyetinde hepatositlerde reaktif oksijen tiirlerinin ve radikallerin
olusumundan bir¢ok mekanizma sorumludur. Cd, hiicresel glutatyon diizeyini ya da
katalaz ile siiperoksit dismutaz aktivitesini azaltarak antioksidan savunma sistemine
zarar verir. Mangan siiperoksit dismutaz ve katalazi kodlayan genlerin ekspresyonunu
baskilar. Demir, bakir gibi redoks aktif metallerle yer degistirip, onlarin serbest hale
gelmesini saglayarak dolayli yoldan reaktif oksijen tiirlerinin {iretimini saglar.
Polimorfoniikleer 16kositleri ya da makrofajlar aktive ederek reaktif oksijen tiirlerinin
tiretilmesiyle  enflamasyon yanmitim  baslatir.  Ayrica, molekiiler oksijenin
rediiksiyonundan sorumlu ya da siiperoksit radikalinin olusumunu saglayan ksantin
oksidazin aktivasyonundan sorumlu solunum zinciri bilesenlerini ve mitokondri

membran icerigini degistirerek oksidatif hasara neden olur (43).

Akut Cd maruziyeti de kronik Cd maruziyeti gibi bobreklerde proksismal tiibiil
hasarina neden olur. Karaciger ve kandan siiziilen Cd’un % 70’1 bobreklerin proksismal
tiibiilleri tarafindan alinir ve bobrek korteksinde birikir. Cd-MT kompleksi hepatosit
hiicreleri i¢in koruyucudur, ancak bobrekte ilk olarak Na'-glikoz ve Na™-amino asit
tastyict proteinleri baskilar ve ikincil olarakta bazolateral Na'™-K*-ATPaz aktivitesini
azaltarak, glikoz ve aminoasitlerin proksismal tiibiil hiicrelerinin luminal tarafindan geri
emilimini azaltir. Mikroperfiizyon yoluyla izole edilen tavsan bobreklerinin tiibiillerine
uygulanan Cd-MT’in, glikoz ve aminoasitlerin geri emilimini kadmiyum kloriirden daha

fazla azalttig1 ve daha toksik oldugu bildirilmistir (44).
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lipitlerinin

Sicanlarla yapilan bir c¢alismada, akut Cd uygulamasindan sonra bdobrek
dokusunda, membran

lipitlerinin  peroksidasyonu ve antioksidan enzimlerin
diizeylerindeki degisiklikle karakterize oksidatif stres olusumu belirlenmistir. Sican
renal proksismal tiibiiler hiicre kiiltiirlerine ve fare hepatoma hiicre kiiltiirlerine tek doz
olarak 25-75 uM kadmiyum kloriir uygulamasi yapilan bagka bir ¢alismada, Cd’un
karaciger ve bobrek hiicrelerinde agir metal toksisitesinin endojen ve ekzojen belirteci
olarak kabul edilen “endoplazmik retikulum stres-responsive alkalin fosfataz’in

diizeylerinde azalmayla endoplazmik strese neden oldugu belirtilmistir (39, 45).
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Sekil 3. Kadmiyumun beyin hiicrelerindeki toksisitesi (46).

Kadmiyum beyin hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerinin {iiretimini indiikler

Reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi, Fas reseptorlerinin ekspresyonunu artirir ve membran

peroksidasyonuna neden olur. Mitokondri membran lipitlerinin

peroksidasyonu ve kardiyolipinin hasari1 sonucunda sitokrom C hiicre i¢ine salinir ve
apoptotik kaskadi baslatir. Bu hasar hiicreyi apoptozise ve nekrozise gotiiren

mekanizmalarin aktive edilmesini saglar. Cd nanopartikiillerinin insan néroblastoma

kiiltiir hiicrelerine uygulanmasi, reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi ve apoptozise gotiiren

yolaklarin aktive edilmesini saglarken; N-asetil sistein uygulamasmin antioksidan
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enzimleri indiikleyerek ve mitokondri hasarini hafifleterek oksidatif hasan azalttigi
bildirilmistir (46).

Akut Cd toksisitesine en duyarli organlardan biri de testislerdir. Cd, testislerde
reaktif oksijen tiirlerinin iiretimini artirip, antioksidan enzim seviyelerini azaltarak
oksidatif strese neden olmaktadir. Sicanlarla yapilan bir calismada C vitamini ve E
vitamini kombinasyonlarinin antioksidan savunma sistemlerini destekleyerek Cd’un

neden oldugu testis hasarini azalttiklari belirtilmistir (47).

Deneysel calismalara gore Cd’un 5 pmol/kg ve daha az dozlar sican testislerinde
spermatojenik hiicrelerin apoptozisine neden olacak hasar1 baglatmamakta, ancak 10
umol/kg ve daha fazla diizeydeki dozlarinin sican ve farelerin testis interstisyel

hiicrelerinde hemorajik nekroza yol agtig1 bildirilmistir (48).

Akut Cd maruziyeti reaktif oksijen tiirlerinin iiretimine bagli olarak kalpte
kardiyomiyopatiye neden olmaktadir (49). Bir durum raporunda, Cd buharlarina bir giin
boyunca maruziyetten sonra miyokardda enflamasyonla ilgili bir hasar tespit edildigi

bildirilmistir (50).

2. Kronik Toksisite

Kronik Cd toksisitesi, genel olarak diisiik dozda ve uzun siire Cd toz ya da
buharlarinin solunmas1 ya da kontamine yiyecek ve igeceklerin alinmasiyla olusur. Oral
yolla maruziyetin en siddetli kronik etkisi, renal tiibiiler disfonksiyonla sonug¢lanan renal
toksisitedir. Cd’un renal korteksteki miktarinin 200 pg/g’1 agmasi durumunda kritik
etkilerinin baglayabilecegi bildirilmistir. Diyetle alinan Cd ayrica anemi, osteoporoz,
osteomalazi, hipertansiyon ve Japonya’da Cd’la kontamine postmenapozal donemdeki
kadinlarda goriilen "itai-itai" (ouch-ouch) olarak adlandirilan kemiklerde kendiliginden
kirilmalara neden olur. Solunum yoluyla Cd bilesiklerinin toz ve buharlarina kronik
maruziyet renal ve pulmoner toksisiteyle sonuglanmaktadir. Cd’a 20 y1l maruziyetteki

esik limit degerinin 0.02 mg/m’> oldugu bildirilmistir (40).

Kronik Cd maruziyeti akcigerde zamanla l6kositlerin aktivasyonu, enflamatuvar
mediyatorlerin salinim1 ve makrofajlarin baskilanmasiyla 6dem ve anfizeme neden olur.
Deneysel olarak Cd’un neden oldugu anfizemin olusturuldugu bir ¢alismada, makrofajik

ve notrofilik aktiviteyle uyumlu olan jelatinolitik aktiviteyle iligkili MMP-9 ve MMP-
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2’de artis oldugu ile diisiik dozdaki uygulamada fibrozise neden oldugu bildirilmistir.
Epidemiyolojik ¢alismalar, Cd toz ve buharlarina maruz kalan iscilerde ve kontamine
bolgelerde yasayanlarda, solunum yolu kanserlerinin daha fazla oldugunu
gostermektedir. Belcika’nin kuzey dogusundaki ii¢ adet kursun saflastirma fabrikasina
yakin bolgelerde yasayanlar ve fabrika iscileri iizerinde yapilan bir g¢alismanin
sonuclarina gore, Cd maruziyetinin artisiyla akciger kanseri artisinin birbiriyle iliskili
oldugu bildirilmistir. Ayrica bu toplumda renal disfonksiyon, kalsiiiri, osteoporoz ve

toplumun % 35’inde kemik kirilmalar riski belirlenmistir (51, 52).

Kronik Cd maruziyeti hepatotoksisiteye ve nefrotoksisiteye neden olur. Bu
toksisitenin mekanizmasi oksidatif stres olusumuyla aciklanmaktadir. Cd, oksijen
radikalleri ve nitrik oksit radikallerinin olusumunu artirip ve glutatyon diizeyini
azaltarak karaciger ve bobrek korteksinde lipit peroksidasyona neden olur. N-
asetilsistein gibi antioksidanlarin Cd’la birlikte uygulandigi deneysel caligmalarda

karaciger ve bobrek hasarinin azaltildig: bildirilmistir (53).

Kadmiyumun neden oldugu oksidatif hasar bazolateral Na'-K'-ATPaz
aktivitesini azaltir. Bunun sonucunda proksismal tiibiillerde D vitamini, D vitamininin
aktif formu olan 1-25 (OH)Ds’e doniistiiriillemez ya da ¢ok az seviyede doniistiiriiliir.
Diisiik D vitamini hidroksilasyonu osteoporoz ve osteomalaziye neden olur. Bu olaya
Cd’un neden oldugu Fankoni sendromu denilmektedir. Kuzeykutbu deniz iiriinlerinin
Cd ve selenyumla kontamine oldugu bilinmektedir. On yildan daha uzun siireli Cd’a
maruz kalan Kuzeydogu Greenland’daki fok baliklarinda yapilan epidemiyolojik bir
caligmaya gore; fok baliklarinda, insan icin kritik doz olarak kabul edilen 50 pg/gr yas
doku’dan daha fazla Cd diizeyi tespit edilmis, ancak yapilan histopatolojik analizler
sonucunda nefropati ve osteodistrofi belirtilerinin olmamasinin, bu baliklarin yasadigi
dogal ortamda D vitamini, kalsiyum, fosfor, c¢inko, selenyum ve proteince zengin

beslenmelerinden kaynaklandigi belirtilmistir (54).

Kontamine piring (Cd maruziyetinin % 50-70’inden sorumlu) ve sularin
tilketilmesi 1946 yilinda Japonya’da “itai-itai” hastalig1 adi verilen bir epidemik olaya
neden olmustur. Halkin ekonomik durumunun kétii olmasindan dolayi kalsiyumca eksik
ve kotii beslenme Cd’un kronik etkilerinin daha siddetli gelismesine yol agmis. Cd’un

kemikler iizerindeki toksik etkisi, kalsiyum ve D vitamininin metabolizmasini bozmasi
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ile renal tiibiiler fonksiyon bozukluguna yol agmasiyla aciklanmaktadir. Japonya’daki bu
olay postmenopozal donemdeki kadinlar1 erkeklerden daha fazla etkilemis ve
kendiliginden gelisen kemik kirilmalarina neden olmustur. Yapilan epidemiyolojik ve
deneysel g¢alismalara gore; Cd’un kadinlarda serum kalsiotropik hormon diizeyleri
tizerindeki ters etkisi ile kalsiyum ve fosfat metabolizmasinda neden oldugu hasarin
erkeklerden daha fazla oldugu belirlenmistir. Kadinlardaki kan Cd diizeyinin
erkeklerden daha fazla olmasi kadinlardaki demir eksikliginin Cd’un emilimini
artirmastyla aciklanmaktadir. Ayrica yumurtali§i ¢ikarilan sicanlarda yapilan bir
caligmaya gore Cd’un Ostrojen reseptorlerine baglanip uterus hiperplazisine neden
oldugu ve androjen gibi hareket edip androjenle ilgili genlerin ekspresyonuna neden

oldugu bildirilmistir (55, 56).

Kadmiyumun beyinde olusturdugu oksidatif hasar, ubiquitin- proteozom yolagini
bozup siklooksijenaz-2’nin ve prostaglandin E2’nin noronal diizeyini artirmasiyla
enflamasyona neden olmaktadir. Bu nedenle Alzheimer, Parkinson ve Amyotrofik

lateral skleroz gibi norodejeneratif hastaliklara neden olabilecegi diisiiniilmektedir (57).

Tedavisi:

Kadmiyum intoksikasyonunda klinik kullanim i¢in onaylanmais etkin bir selasyon
tedavisi yoktur. Deneysel ¢alismalarda dimerkaproliin suda ¢oziinebilen tiirevleri olan
mezo-2,3-dimerkaptosiiksinik asit ve 2,3-dimerkaptopropan-1-sulfonik asidin etkili
oldugu bildirilmektedir. MT-Cd kompleksini ayirmak oldukg¢a giic oldugundan, bu

konudaki arastirmalar devam etmektedir (58, 59).

Kadmiyum Karsinojenezi:

Kadmiyum insanlar i¢in en etkin karsinojen metallerden biridir. Kronik
maruziyeti akciger, prostat, pankreas ve bobrek kanserine neden olur. Karakteristik
akciger kanserinden dolayr IARC’nin Grup 1 smiflandirmasinda yer almaktadir.
IARC’nin 1993 yilindaki raporuna gore Cd, genotoksik olmayan bir karsinojendir.
Bakterilerde yapilan testlerde mutajenik etkisi goriillmemis, ancak hayvanlarda in vitro
yapilan testlerde ¢ok zayif bir mutajenite tespit edilmistir. Cd’un insandaki biyolojik
yariomril yaklasik 10-30 yil arasi oldugu i¢in, maruziyet bitse de karsinojenik etkisini

gosterebilmektedir.
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Cd’un karsinojenik etkisinin hiicresel ve molekiiler mekanizmasi;

1) Proto-onkogenlerin aktivasyonu

2) Tiimor baskilayan genlerin inaktivasyonu

3) Hiicre adezyon mekanizmasinin bozulmasi

4) Apoptozisin indiiksiyonu

5) DNA onariminin inhibisyonu

6) Serbest radikal iiretimi ve antioksidan sistemi etkileme (60, 61)

Kadmiyum, genel olarak proto-onkogenler olarak tanimlanan AP-1 ailesinden
olan c-myc ,c-fos ve c-jun; immediate early response genleri ile MT, glutatyon ve 1s1-
sok proteinlerini kodlayan stres yanit genlerinin ekspresyonunu artirir; siiperoksit
dismutaz ve katalaz gibi antioksidan genlerin ekspresyonunu baskilar. E-cadherin ve
VE-cadherin’ler gibi tiimor baskilayan proteinlerin hiicre-hiicre adezyonundaki
fonksiyonlarim1 bozar. Kaspazlar1 aktive ederek ya da baska bir mekanizmayla
mitokondriye bagli yolagi kullanarak apoptozisi indiikler. P53 genini inaktive eder.
DNA zincirinde kirilmaya neden olur ve DNA sentezini baskilar. Hiicre icinde serbest
radikallerin {iretimini artirarak ve hiicresel antioksidan sistemleri etkileyerek

karsinojeneze neden olur (60, 61, 62).

Kadmiyum ve oksidatif stres:

Kadmiyumun neden oldugu serbest radikal iiretimi icin dolayli bir mekanizma
one siiriilmektedir. Cd, metalloenzimlerdeki cinko, kalsiyum, bakir ve demirin yerini
alarak bu metallerin bagli olmayan formlarinin miktarim artirir; glutatyon gibi serbest
radikal siipiiriiciilerin tiyol gruplarina baglanir, katalaz, siiperoksit dismutaz ve glutatyon
peroksidaz gibi antioksidan enzimleri inhibe eder. Fenton metali olmamasina ragmen,
siiperoksit ve nitrik oksidinde i¢cinde oldugu bir¢cok serbest radikalin iiretimine neden
oldugu ve boylece hiicre membranindaki yapilarin peroksidasyonuna, DNA hasarina ve
protein oksidasyonuna yol actigr diisiiniilmektedir. Membran lipitlerinin oksidasyonu,
membran yapisinin polimerizasyonuna ve c¢apraz baglarla bozulmasina neden olur.
Mitokondri membranindaki hasar, kalsiyumun mitokondriden hiicre i¢ine saliverilmesini
saglar. Bu da DNA hasarina, apoptoza ve nekroza yol acan kaspaz-3 aktivasyonuna

neden olur (27, 61, 63).
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Sekil 4. Kadmiyumun neden oldugu oksidatif stres tablosu (21).

2.3. OKSIDATIF STRES

Serbest radikaller, bir ya da daha fazla sayida eslesmemis elektrona sahip, stabil
olmayan, oldukca etkin atom ya da molekiillerdir. Ilk defa 1900 yilinda Gomberg
tarafindan kesfedilmistir. Serbest radikal iiretimi, patofizyolojinin bir parcasidir ve pek
cok zenobiyotigin toksisitesi, serbest radikallerin fazla miktarda tiretimi ile ilgilidir.
Viicutta oksidan madde diizeylerinin artmis ve enzimatik ya da enzimatik olmayan
antioksidan kapasitenin azalmigs olmasi1 olarak tanimlanan oksidatif stres, son yirmi

yildir toksikolojik aragtirmalarin odagi haline gelmistir (64).

2.3.1. Serbest Radikaller

Reaktif oksijen radikalleri ve reaktif nitrojen radikalleri normal hiicresel
metabolizmanin {riinleridir. Hem zararlh hem de yararli olduklarn icin, biyolojik
sistemde ikili rol oynadiklar1 diisiiniilmektedir. Hiicrenin normal fonksiyonlar igin
gerekli en Onemli molekiiller olan oksijen ve nitrojenler, endojen veya ekzojen
etmenlere bagl olarak hiicreye zarar veren serbest radikallere doniisebilirler. Bu zararh

etkilerine oksidatif stres ve nitrozatif stres denilmektedir (65).
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Sekil 5. Serbest radikallerin hiicresel kaynaklar1 ve sematik olarak hasari.

2.3.2. Serbest Radikal Kaynaklari
Serbest radikaller endojen ya da ekzojen etmenlere bagli olarak iiretilirler.

Reaktif oksijen radikallerinin potansiyel endojen kaynaklari;

- Mitokondri, endoplazmik retikulum, sitokrom P-450, peroksizomlar,
mikrozomlar ve enflamatuvar hiicre aktivasyonu potansiyel kaynaklardir. Mitokondri
viicuttaki siiperoksit’in (Oy”) baslica kaynagidir. Her bir mg protein i¢in dakikada 2-3
nmol O," iiretir, ayrica hidrojen peroksitte (H,0O,) iiretir. Sitokrom P-450 indiiklenince,
ozellikle O, ve H,0, iretir.

- Ksantin oksidaz, NADPH oksidaz ve diger oksidan enzimler, onemli reaktif
oksijen radikalleri kaynaklaridir. Ksantin oksidaz molybdo-flavoenzyme'ler grubundan
bir enzim ailesidir. Hipoksantini ksantine ve ksantini de {iirik aside katalizler.
Reaksiyonun ilk adiminda O;~ ve ikinci adiminda H,0O, olusur.

- Makrofajlar, nétrofil ve eozinofillerde serbest radikal iiretirler. Makrofajlarin
aktivasyonuyla nitrik oksit (NO"), O,” ve H,0,’inde iginde oldugu cesitli radikaller
olusur. H;O,’in % 80’inden mikrozomlar sorumludur.

- Arasidonik asit metabolizmasi sirasinda O, radikali olusur.

- Kupffer hiicrelerinin aktivasyonuyla saliverilen sitokinler gibi molekiillerin

baslattiklar hepatotoksik olaylar sirasinda da radikaller olusur (66).
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Reaktif oksijen radikallerinin potansiyel ekzojen kaynaklari;

- Haglar: Aminotriazol, asetaminofen, bleomisin, doksorubisin, hiperbarik
oksijen, klonazin,  klosapin, 3,4-metilendioksimetamfetamin, nitrofurantoin,
siprofloksasin, siklosporin, trisiklik antidepresanlar, troglitazon ve barbitiiratlar.

- Metal iyonlar1: Demir, bakir, kadmiyum, nikel, krom, civa.

- Kirleticiler: Asbest lifleri, mineral tozlar, ozon, karbon monoksit, nitrik oksit,
nitrojen dioksit, silika, baz1 solventler, toksinler, hipoklorit, kiikiirt dioksit, yangin,
parakuat, dikuat, plumbagin, juglon.

- Radyasyon: Ultraviyole 151k, x-ray, gamma radyasyon ve ayrica beslenme seklide

ekzojen kaynak olarak diistiniilmektedir (67).

2.3.3. Serbest Radikallerin Biyokimyasi

- Siiperoksit radikali (O,") :

Hiicrenin normal metabolik fonksiyonlar1 sirasinda veya patolojik bir durumda,
oksijenin bir elektron alarak indirgenmesiyle olusur. ( O, + ¢ — O,") Molekiiler
oksijenin metabolizmasinin ilk ara tiriiniidiir. Viicuda alinan oksijenin % 2’si hiicrelerde
0O,”’e doniisiir. Biitiin oksidasyon reaksiyonlari sirasinda ve fagositik etkinlik sirasinda
olusur, ancak asil olarak mitokondrideki enerji metabolizmasi sirasinda NADH-
dehidrojenaz ve koenzim-Q gibi elektron tasiyicilardan oksijene elektron kacaginin
olmasiyla olusur. Hidroksil radikali’ne (OH’) oranla daha az reaktif olmasina ragmen
DNA’ya zarar verebilmektedir. NO ile reaksiyona girerek peroksinitrit radikallerinin
olusmasim ve Haber-Weiss reaksiyonu araciligt ile OH’nin olusmasim saglar.
0;" + H,O, — O, + OH + OH™ (Haber-Weiss reaksiyonu) O, Siiperoksit dismutaz
enzimi (SOD) tarafindan H,0,’e doniistiiriilerek ya da hafif asidik ortamda
kendiliginden dismutasyonla da detoksifiye edilir (66, 68, 69).

- Hidrojen peroksit (H,0>) :

Hidrojen peroksit, hiicre igindeki bircok reaksiyon tarafindan oksijen
molekiiliiniin iki elektron alarak indirgenmesiyle ya da O,”’in dismutasyonu sirasinda
olusur. Makrofajlarin aktiviteleri ve tiroit hormonunun biyosentezi gibi bircok hiicresel
metabolik fonksiyonda rol oynayan H,0,, 6zellikle mitokondride oksidatif elektron
tasinmasi sirasinda {iiretilir, ayrica hiicrelerde ¢ok diisiik miktarlarda da bulunur. H,O,,

radikal olmamasina ragmen okside edicidir. NO ile reaksiyona girerek OH' ve
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peroksinitritlerin olugmasini saglar. Demir, bakir gibi gec¢is metallerinin varliginda
Fenton reaksiyonu araciligiyla OH' radikalinin olusmasini saglar;
H,0+Fe*—Fe"+OH+OH
Klorit iyonlarinin enzimatik (miyeloperoksidaz) oksidasyonuyla hipoklordz asit gibi
radikallerin olugmasini saglar;
H,0,+CI'-=HOCI+OH"
Hipoklordz asit, singlet oksijenin (102) olusmasina neden olabilir;
H,0,+0CT —'0,+H,0+CT
Hidrojen peroksit, ayrica hidrojen karbonat iyonunu, hidrojen peroksi karbonata da
doniistiirebilir;
H,0,+HCO3; —H,0+HCO,
Hidrojen peroksit, Katalaz ve Peroksidazlar tarafindan suya donistiiriillerek detoksifiye

edilir (68, 70).

- Hidroksil radikali (OH’) :

Oksijen radikalleri iginde en reaktif olamdir. Yiizden fazla sekilde DNA
modifikasyonuna yol actigi diisiiniilmektedir. OH" , temel olarak iic mekanizmayla
tiretilir:

1) Suyun dekompozisyonuna neden olan iyonlastirici radyasyon

2H,0 — H,0" + € + H,O" reaksiyonu OH’ olusumu ile sonuglanir.

2) Alkilhidroperoksitlerin fotolitik dekompozisyonu ve

3) Fenton reaksiyonuna gore, metallerin katalizliginde H,O;’in yikimai ile olusur (66,
638).

- Peroksil radikali (ROO) :
Kisaca tamimlamak gerekirse, peroksil radikali, hidroperoksil radikalinin konjuge
asidi yani dioksil radikali’dir. Lipit peroksidasyonunu baslatir, proteinlerde

modifikasyonlara neden olur. O, ile birlikte sinerjistik etki olusturarak DNA’da hasara

neden olur (64, 66, 77).
- Nitrik oksit (NO) :

Nitrik oksit, organizmada yaygin olarak bulunan ve bir¢ok hiicre ile dokuda

dogal olarak sentezlenen, omrii saniyelerle ifade edilen, eslesmemis bir elektronu
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bulunan serbest radikal gazdir. Ozellikle vaskiiler endotelyal hiicrelerde Nitrik oksit
sentaz enzimi araciligiyla iiretilir. Nitrik oksit sentaz enziminin noronal, endotelyal ve
indiiklenebilir olmak iizere bilinen ii¢ tane izoformu vardir. NO, oksidatif stres altinda
apoptozisi, sitotoksisiteyi, mutajenezisi ve DNA hasarim1 artirir, ayrica lipit
oksidasyonuna neden olur. NO, O ile reaksiyona girerek peroksinitriti ( NO + O,” —
ONOO") ve peroksinitrit iizerinden OH' ve nitrojendioksit radikallerini olusturur.
ONOO™ + H" — ONOOH ve ONOOH — NO, + OH' Olusan peroksinitrit hiicrede
niikleer bir enzim olan poli(ADP-riboz) sentazi (PARS) aktive ederek ATP tiiketimine
ve hiicrenin 6liimiine neden olabilir. NO’in fizyolojik etkilerinin ¢ogu, baz1 gecis metal
iyonlarina kolaylikla baglanmasindan dolayidir. Eger hiicrelerin nitrozatif strese verdigi
yanitlar, oksidatif strese verdigi yanitlara benzerse NO proteinlerle reaksiyona girerek

protein-S-nitrozotiyolleri olusturur (70, 71).

2.3.4. Serbest Radikallerin Hiicresel Hasar1

1. Niikleik asitler iizerine etkileri :

Reaktif oksijen radikallerinin asir1 tiretimi DNA molekiiliiniin tiim bilesenleri
tizerinde modifikasyonlara neden olur. OH’, hem purin hem de pirimidin bazlarinda
hasar olusturur ve deoksiriboz halkasinda yarilma ve zincir kirilmalarina neden olur.
Genetik materyallerin siirekli modifiye edilmesi karsinojenezis, yasglanma ve

mutajenezisin ilk adimim olusturur (65, 72).

2. Proteinler iizerine etkileri :

Protein oksidasyonu, proteinlerin OH ve diger radikallerle kovalent
degisikliklere ugramasi sonucunda meydana gelir. Pek ¢ok sayida mekanizmanin protein
oksidasyonuna neden oldugu bilinmektedir. Reaktif oksijen radikalleri protein ici ve
proteinler arasi capraz baglar olusturarak oksidasyona neden olurlar. Bunlar kisaca;
ditirozin olusumu, siilfidril gruplarinin oksidasyonuyla disistein ¢apraz baginin olusumu,
radikal aracilifiyla proteinden hidrojenin ¢ikarilmasi sonucu olusan karbon merkezli
protein radikallerinin etkilesimi ve okside proteinin karbonil grubuna lizinin amino
grubunun eklenmesi seklinde diistiniilmektedir. Gegis metalleri, hem serbest
aminoasitlerin hem de proteindeki aminoasit dizilerinin oksidatif modifikasyonlarini
artirarak protein oksidasyonuna neden olur. Peroksinitrit radikali de proteinlerin

oksidasyonuna neden olur. Proteinlerin ve enzimlerin oksidasyonunun, yaslanma,
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iskemi-reperfiizyon hasari, Alzheimer hastalifi, Parkinson, ateroskleroz, karaciger
sirozu, kanser ve diger patolojik durumlarla yakindan iligkili oldugu diistiniilmektedir

(66, 72).

3. Lipitler iizerine etkileri :

Doymamis ¢oklu yag asitlerinin yan zinciri ya da metilen karbonu iizerinden
radikal araciligiyla bir hidrojen atomunun c¢ikarilmasi lipit peroksidasyonu, olarak
tamimlanmaktadir. Lipit peroksidasyonunun zincirleme reaksiyonu ii¢ asamada

gercgeklesir (66).

a- Baslangic asamasinda, hidroksil radikali, doymamis yag asidinden bir
hidrojen ¢ikararak lipit peroksidasyonu baglatir. OH" + LH (lipit) — H>O + L - (lipit
radikali)

b- Ilerleme asamasinda, lipit radikali oksijen molekiililyle hizlica reaksiyona
girerek lipit peroksil radikalini olusturur. L + O, — LO, * Olusan peroksil radikali
diger lipit molekiillerine saldirir ve onlarin hidrojen atomunu cikartarak, lipit
hidroperoksitleri olustururken ayni zamanda birbiri ardina ikincil oksidasyonlar
oksijenle birleserek devam ettirecek lipit radikali de olusur. LO, " + LH — LOOH +L -

c- Reaksiyon, lipit peroksil radikalinin antioksidanlar tarafindan temizlenmesiyle
ya da iki lipit peroksil radikalinin kombinasyonuyla keton ve alkol gibi radikal olmayan
iriinlere doniismesiyle sonlanir. 2 LO, © — keton + alkol + O,  veya;

L +VitE - LH + VitE
VitE' + L*— LH + VitEy

Lipitler siklooksijenazlar ve lipoksijenazlar tarafindan da okside edilir. Son
zamanlardaki c¢alismalar, lipoksijenazin lipoproteinleri, biyomembranlardaki fosfolipit
ve kolesterol esterlerini spesifik olarak okside edebildigini gostermistir. 15-
lipoksijenazlarin, aterojenezin ilk safhasindaki lipit peroksidasyona katkida bulundugu
da diistiniilmektedir. Lipit peroksidasyonu, membran yapisinin bozulmasi ve iyon
gecirgenliginin artmasiyla birlikte membran akiskanlifinin kaybinda artisa neden olur.

Bu olaylar hiicrenin 6liimiiyle sonuglanir.
Hiicrede olusan oksidatif ve nitrozatif hasar, daha sonra doku ve organ

sistemlerinde yapisal ve fonksiyonel bozukluklara neden olarak c¢esitli patolojik

durumlara yol agar. Bunlar; kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, norolojik hastaliklar,
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diyabet, iskemi-reperfiizyon, yaslanma, otoimmiin hastaliklar, enfeksiyonlar, allerji,
oftalmik patolojiler ve solunum yolu hastaliklaridir (65).

2.3.5. Antioksidan Savunma Sistemleri

Hiicrelerdeki okside olabilecek maddelerin oksidasyonlarini ¢ok diisiik miktarda
bulunduklar1 durumda dahi geciktiren ya da onleyen maddeler, antioksidanlar olarak
tanimlanir. Antioksidanlar enzimatik ve enzimatik olmayanlar olarak iki gruba ayrilir
(73).

1- Enzimatik Savunma Sistemleri

- Siiperoksit dismutaz (SOD) :

SOD, O;" radikaline kars1 koruyucu olan enzimlerin en 6nemlisidir. SOD enzim
ailesi, O,”’in fazlasim detoksifiye etmek i¢in kullandig1 kofaktorlerine gore adlandirilir.
Or. Cu/Zn-SOD, Fe-SOD, Ni-SOD ve Mn-SOD gibi. O,”’i hidrojen peroksit ve
molekiiler oksijene geviren reaksiyonu: 2 Oy~ + 2H " — (SOD) —» H,0, + O,
Metal icerdigi icin metalloenzim olarakta tanimlanir. Cu/Zn-SOD dimerik yapidadir ve
sitozolde bulunur, iki alt tinitesine Cu ve Zn baglanir. Mn-SOD, ilk defa Fridovich
tarafindan bulunmustur. Daha cok mitokondride bulunur ve tetramerik yapidadir.

Hiicredis1 SOD , damar diiz kas hiicrelerinde iiretilir ve hiicre disina salinir (64, 74).

- Katalaz (CAT) :

Katalaz; bitkilerde, hayvanlarda ve aerobik bakterilerde bulunan bir enzimdir.
Hiicrede daha ¢ok peroksizomlarda bulunur. H;O;’in su ve molekiiler oksijene
yikilmasin1 katalizler ( 2H,O0,—2H,0+0;). CAT tiim enzimler iginde, en biiyiik
reaksiyon hizina sahip olamidir. Bir molekiill CAT bir dakikada 6 milyon hidrojen
peroksit molekiiliinii su ve oksijene doniistiirebilir. Karaciger ve eritrositlerde yiiksek

aktiviteye sahiptir (65, 75).

- Glutatyon peroksidaz (GPx) :

Glutatyon peroksidaz, selenyum bagimli bir metalloenzimdir veya seleno-
proteindir. Ekstraselliller formu bir glikoprotein olan GPx’in intraselliiler ve
mitokondriyel formlarinin da farkl antijenik yapida oldugu diisiiniilmektedir. Enzimin
substrat1 indirgenmis glutatyondur ve bu yiizden enzim dolayli olarak bir flavoprotein
olan glutatyon rediiktaza ve hiicresel NADPH konsantrasyonlarina baghdir. GPx,
spesifik olmayan substratlar1 olan H,O,, lipit ve lipit bulundurmayan hidroperoksitleri

indirgemek i¢in spesifik bir hidrojen donérii olan glutatyonu kullanir. GPx, translasyonu
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sirasinda polipeptid zinciriyle birlesen aktif merkezinde selenosistein bulundurur.
Selenyum eksikligi enzim yetersizligine neden olur. Hidrojen peroksidin yiiksek
konsantrasyonlarmin ve biiyiik molekiillii lipit hidroperoksitlerinin indirgenmesinde
etkilidir. Karacigerde yiiksek; kalp, akciger ve beyinde orta; kasta diisiik aktivitededir
(75).

H,0, + 2 GSH — (GPx) - 2H,O + 2GSSG

ROOH + 2GSH —(GPx)— H,O + ROH + GSSG

-Glutatyon rediiktaz :

Glutatyon rediiktaz, GPx tarafindan yiikseltgenen okside glutatyonu (GSSG)
NADPH koenziminin katalizorliigiinde rediikte form olan GSH’a doniistiiriir. GPx ile
beraber glutatyon redoks dongiisiinde hidroperoksitlerin uzaklagtirllmasini saglar (77).

GSSG + NADPH + H* —(Glutatyon-Rediiktaz) — 2 GSH + NADP*

NADPH’1, eritrosit i¢indeki heksoz monofosfat yolu ve bu yolun anahtar1 olan

Glikoz-6-fosfat dehidrojenaz enzimi saglar.

-Glutatyon-S-transferaz :

Glutatyon-S-transferaz, organizmaya giren zenobiyotiklerin biyotransformas-
yonunda Onemli rol oynayan dimerik bir proteindir. Basta arasidonik asit ve linoleat
hidroperoksitleri olmak iizere lipid hidroperoksitlere karsi selenyumdan bagimsiz
glutatyon peroksidaz aktivitesi gosterir (76,77).

ROOH + 2GSH — (GST) — GSSG + ROH + H)O

2. Enzimatik Olmayan Savunma Sistemleri

-Glutatyon :

Hiicre i¢i tiyol antioksidanlarin en 6nemlisi olan glutatyon; glutamik asit, sistein
ve glisin aminoasitlerinden sentezlenen bir tripeptitdir. Hiicre icinde yogunluklu olarak
sitozolde, mitokondride ve ¢ekirdekte bulunur. Glutatyonun indirgenmis formu rediikte
glutatyondur ve GSH seklinde ifade edilir. Yiikseltgenmis yani oksitlenmis formu da
glutatyon disiilfittir ve GSSG seklinde ifade edilir. Glutatyon, oksidatif hasar
durumunda DNA onarimi ve ekspresyonu icin gerekli protein siilfidrilleri ile diger
proteinlerin siilfidrillerini rediikte formda tutarak redoks dengesini saglar. OH" radikalini
ve singlet oksijeni dogrudan siipiiriir. GPx’1n katalitik etkisiyle lipit peroksitleri ve

hidrojen peroksitleri detoksifiye eder. Diazottrioksit ve peroksinitriti detoksifiye eder.
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Antioksidan etkili vitaminlerin yenilenmesini saglar. Glutatyonun radikalleri detoksifiye
etmesi reaksiyonu: GSH+ R — GS° + RH Reaksiyonu ile olusan til radikali okside
glutatyonu olusturmak icin dimerize olabilir. GS° + GS° — GSSG Olusan okside
glutatyon hiicre icinde birikir. GSH/GSSG oram1 denge durumunu kaybedecek kadar
degisirse protein-glutatyon karma disiilfitlerini olusturur. GSSG + protein-SH —
protein-SSG + GSH Olusan bu karma disiilfitler, protein katmanlar1 daha fazla oldugu

icin okside glutatyondan daha uzun dmiirliidiir (66).

Glutatyon disinda farkli mekanizmalarla oksidatif hasar1 engelleyen veya azaltan
diger maddeler; MT’ler, C vitamini, E vitamini, A vitamini, melatonin, iirik asit,
selenyum, albiimin, sistein, bilirubin, seruloplazmin, ferritin, transfferin, laktoferrin,
haptoglobiilin, hemopeksin, mannitol, oksipurinol, probukol, deferoksamin, lipoik asit,

flavonoitler, fitoaleksinler ve aragtirma asamasinda olan bir¢ok madde vardir (77).

“IN VINO VERITAS”
Hem sarap hem gercegin ozii...
Kehribar taneli asma giizeli...

Yani, UZUM...

2.4. RESVERATROL

Resveratrol (RES), travmatik zedelenme, uv 1s18ina maruziyet ya da fungal
enfeksiyona (Botrytis cinerea) karsi cevap olarak bazi bitkiler tarafindan sentezlenen
non-flavonoid yapida polifenolik bir fitoaleksindir. Fitoaleksinler patojenik
mikroorganizmalara karsi bitkiler tarafindan korunma amagli sentezlenen kimyasal
maddelerdir, bitkisel antibiyotikler de denilebilir. RES, stilben fitoaleksinlerin en aktif
bilesigidir. Cis ve trans stereoizomerleri seklinde bulunur. Bitkilerde daha c¢ok trans
izomerinin bulunmasi nedeniyle biitiin aragtirmalar genel olarak trans izomeri iizerinden

yapilmustir (15, 78).
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Sekil 6. Resveratrol (82).

3,5,41 trihidroksistilben olarak adlandirilan RES’tin; molekiil formiilii: C;4H 2,03
ve molekiil agirligi: 228,25 daltondur. Bitkilerde polifenoller, RES de dahil genelde
glikozit yapisindadir. Bu nedenle RES, 3-O-B-D-glikozit “piceid” olarakta bilinir ve cis,
trans izomerlerin adlart sirasiyla cis-piceid ve trans-piceid’dir. Bunun yaninda dogal

analoglar1 ve konjiigatlarida vardir (79).

Resveratrol, kirmizi duttan saricama kadar bir¢ok bitkide bulunur. Bunlar; Vitis
vinifera (asma), Polygonum cuspidatum (sivri uglu coban degneyi), Bauhinea tiirleri,
Ladin tiirleri, Pinus sylvestris (saricam), Veratrum grandiflorum (¢copleme), Okaliptus,
Pistacia vera (Antep fistig1), Arachis hypogea (yer fistig1), Morus rubra (kirmizi dut),
Artocarpus (ekmek agaci) tiirleri, Vaccinum tirleri, Rheum rhaponticum (Isgin),
Veratrum tirleri, Cassia tirleri, Gnetum montanum’dur. Ancak en c¢ok {iziim
kabugunda (50-100 pg/g) ve yer fistiginda (0.02-1.79 pg/g) bulunur. Kirmizi saraptaki
RES miktar1 yaklagik 1-10 mg/It’dir. Beyaz sarap genel olarak kirmizi sarapta bulunan
RES’iin % 1-5’i kadar RES icerir (78, 80, 81).

2.4.1. Resveratroliin Farmakolojisi

- Biyosentezi :

Resveratrol kisaca; stres, travma, enfeksiyon ya da wuv 15181 maruziyetinde
4-kumarol koenzim A (4-kumarol-CoA) ve malonil koenzim A (malonil-CoA)’dan
sentezlenir, yani sentezi yapisal degil indiiklenebilirdir. 4-kumarol-CoA ve malonil-CoA

biitiin bitkilerde bulunan enzimlerdir. 3 molekiil malonil-CoA ve 1 molekiil 4-kumarol-
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CoA tetraketid yapisimi olusturur. Bu asamaya kadar sentez basamaklari aymi iken
bundan sonra ki basamakta olusan iiriiniin RES mi yoksa flavonoit mi oldugu uzun yillar
sir olarak kalmis. Daha sonra ise ortamda Resveratrol sentaz varsa iiriiniin RES ve
kalkon sentaz varsa iiriiniin flavonoit oldugu anlasilmistir. Sekil 7’deki renklendirme
final iiriindeki karbonlarin nerden geldigini gdstermektedir (80, 83).
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Resveratrol esas olarak albumine baglanarak kanda tasimir. Lipoproteinlere de
baglandig1 bildirilmistir. Hepatoblastoma hiicreleri iizerinde resveratroliin kinetik
karakteriyle ilgili yapilan calismaya gore; RES hiicre icine asil olarak tasiyici aracili
gecis ve pasif difiizyonla alinmaktadir. RES albumine baglanip kompleks olusturduktan
sonra, albumin membran reseptorlerince bu kompleksin tutuldugu ve daha sonra da bu
reseptorler tarafindan serbest RES’iin  hiicre membranina dogru saliverildigi
diisiiniilmektedir. Ancak bu asamadan sonra gecisle ilgili bir bilgi bulunmamaktadir

(84).
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Sekil 8. Resveratroliin kanda taginmasi ve hiicre icine gegis hipotezi (84).

- Resveratroliin biyotransformasyonu :

Resveratroliin degisik doz ve uygulama siireleriyle yapilan biyoyararlanim
calismalarina gore; RES oral yolla alindiktan sonra hizla bagirsaklardan emilir ve bir
saat gibi kisa siirede kana gecer ve karaciger, bobrek, kalp ve beyin basta olmak iizere
cesitli organlara dagilir. Oral yolla 25 mg verildiginde en az % 70’inin emildigi
bildirilmigtir. Saf RES ile dogal kirmizi sarap igimiyle alman RES emiliminin
karsilastirlldigi  ¢alismalarda RES’in alkoldeki formunun daha fazla emildigi
bildirilmistir. Uziim suyunun igilmesiyle emilen RES miktar1, saf RES emiliminden
daha diisiiktiir. RES {iziim suyu icinde glikozit formundadir ve bu formunun RES
emilimini giiclestirdigi diisiiniilmektedir. Biyotransformasyonu asil olarak karaciger
mikrozomlarinda ve az miktarda da bagirsaklarda olur. RES, Faz-I reaksiyonlari; aril
hidroksilazlarla ve sitokrom P-450 enzim sisteminide kapsayan enzimlerle oksido-
rediiksiyon reaksiyonlarina ugrar. Olusan reaktif gruplar Faz-II reaksiyonlar1 ile
glukiironit ve siilfat konjiigatlar1 seklinde idrarla atilir. Sicanlara 20 mg/kg dozda RES
verildikten 12-24 saat sonra, toplanan idrar 6érneginde HPLC ve LC-MS-MS analizleri

ile resveratrol metabolitlerine bakilmis ve elde edilen bulgulara gore resveratroliin ana

29



metabolitlerinin: RES-monoglukiironit, RES-monosiilfat, dihidro-RES ve dihidro-RES
monosiilfat oldugu tespit edilmistir (85, 86, 87).

2.4.2. Resveratroliin Biyolojik Aktiviteleri

Bilimde kesifler bazen beklenmedik raslantilarla ortaya ¢ikar. Ilk olarak 1976
yilinda, Langcake ve Pryce trans-RES’iin (Vitis vinifera) asma bitkisinde bulundugunu
tespit etmisler. Ancak RES, “Fransiz Paradoksu’nun fark edilmesi ve 1992°de
Siemann ve Creasy tarafindan sarabin icindeki etkin madde olarak trans-RES’iin

belirlenmesiyle bilim diinyasina girmistir (78, 80, 88).

Fransiz paradoksu:

Doymus yag oram yiiksek besinlerin alinmasi ile yiiksek miktarda alkol ve sarap
kiltiiriine karst kardiyovaskiiler sistemle ilgili hastaliklarin ve mortalitenin diisiik
seviyede olmasiyla tanimlanan fransiz paradoksu, 40 yildan daha fazla zaman Oncesinde
Ingiliz bilim adamlarin, milli istatistiklerin kabaca karsilastirilmasiyla Fransiz
toplumunun kardiyovaskiiler hastaliklara kars1 korunuyor olabileceklerini iddia
etmeleriyle ortaya cikmustir. Son donemlerde kronik kalp hastaliklar1 insidansinin
arastirlldigl diger calismalarda Fransiz toplumunda, diger iilkelerdekine (Amerika ve
Avrupa) gore kronik kalp hastaliklarinin daha az oldugu ve daha uzun yasam siiresine
sahip olmalan kiiltiirel kaynakli farkliliklara ve 6zellikle sarap tiiketiminin Fransa’da
daha fazla olmasina baglanmistir. Etanoliin serbest oksijen radikallerin {iiretimini
(6zellikle hidroksil radikali) ve lipit peroksidasyonu artirarak, beyinde dahil olmak iizere
bircok organda oksidatif hasara neden oldugu bilinmektedir. Hayvan modellerinde
yapilan ¢alismalar sarap i¢indeki polifenollerin, kronik etanol tiiketiminden kaynaklanan
noronal hasarn diizelttigini gostermistir. Erkek sicanlara % 5’lik etanol ve iiziimden elde
edilen polifenol ekstresinin verilmesi sonucunda , polifenol karisiminin etanoliin neden
oldugu oksidatif hasar1 ve daha da 6nemlisi reaktif oksijen iiretimiyle iliskili merkezi
sinir sistemindeki oksidatif hasar1 ve yasa bagli noronal hasar1 diizelttigi bildirilmistir
(89, 90).

1. Antioksidan aktivite :

Resveratrol, giiclii bir antioksidandir. En c¢ok bilinen antioksidanlar olan E
vitamini ve C vitamininden daha etkilidir. RES; OH" ve O," radikallerini siipiiriir, OH'
radikalinin neden oldugu lipit peroksidasyonu inhibe eder, OH" ile H,0,’in neden oldugu

DNA hasarint onler. Protein oksidasyonunu engeller. Serum antioksidan kapasitesini
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artirir. Krom maruziyetiyle olusan NF-kB aktivasyonunu engelledigi bildirilmistir (8,
91). RES, diisiik dansiteli lipoproteinlere baglanarak lipoprotein peroksidasyonunu
inhibe eder ve bakir kataliz oksidasyonu sirasinda gecikme zamanini uzatir. Lipoprotein
siniflarina ayrilmis plazmaya eklendikten sonra lipit orani fazla olan (HDL < LDL <
VLDL) VLDL’ye daha ¢ok baglandigi tespit edilmistir (95). Bu nedenle RES’in
lipofilik karakterde oldugu diisiiniilmektedir. RES’iin serbest radikal siipiiriiclisii ve
enzim diizenleyici 6zelliklerinden dolayr oksidatif stresin neden oldugu cesitli bobrek
hasarlarina kars1 koruyucu oldugu bildirilmistir (96). Ayrica etanoliin beyin, karaciger,
kalp ve testisler gibi cesitli organlarda neden oldugu oksidatif hasara karsi koruyucu
oldugu tespit edilmistir (97) Noronal oksidatif stres ve nitrozatif stres ile ndroblastoma
hiicrelerindeki mitokondriyel hasara karsi koruyucudur (92). Hiicrenin yasam siiresi ve
canliligin1 artiran Sirtuin 1 adli geni aktive ettigi i¢in yasam siiresini artirdigi (bira
mayasinda %70) ve norolojik hastaliklar olan Alzheimer ve Parkinson’da koruyucu rolii
oldugu bildirilmistir (93). RES’iin Sirtuinleri taklit ederek hiicrelerin canlilik siiresini
uzattigi son donemlerde bircok arastirici tarafindan incelenmektedir. Dr. Sinclair ve
arkadaslar1 tarafindan farelerle yapilan bir calismada (94) RES’iin insan omriinii 10 y1l
kadar uzatabilecegi tespit edilmis ve bu bilgiler Nature Dergisinde doniim noktas1 olarak

ifade edilmistir.

2. Antikanser aktivite :

Hiicre dongiisii, siklin bagimli kinazlarin (hiicre dongiisii i¢indeki fazlar
diizenleyen enzimler, Cdks) ve siklin (hiicre boliinmesini diizenleyen proteinlerin
hepsine verilen ad)’lerin aktivasyonu ve sonrada inaktivasyonunu iceren ard arda gelen
olaylarla diizenlenir. Hiicrede herhangi bir hasar meydana geldiginde eger hiicre
apoptozise giremiyorsa mutasyonlar ve epigenetik degisiklikler yani kanser olusumu
baslar.

Resveratrol; hiicreyi apoptozise gotiiren p53, p21 ve hiicre dongiisiinii durduran
retinoblastoma gen iiriiniinii (pRb) aktive eder. Siklin bagimli kinazlarin inhibisyonuna
neden olur. Antitiimor etkili olan p300’ii modiile eder. Proliferasyonda ve tiimor
bilytimesinde etkin bir transkripsiyon faktorii olan AP1, tiimor olusumuna neden olan
NF-kB ve Egrl aktivasyonunu inhibe eder. Apoptozisi engelleyen Bcl2 ve inhibitor
apoptozis ailesinin diizeyini azaltirken; Apafl ve Bak gibi apoptozise gotiiren yolaklar

ve seramidi aktive eder.
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Sekil 9. Resveratroliin hiicre dongiisii iizerine etkisi (98).

Resveratroliin antikanser ve kemoprotektif etkisiyle ilgili ¢ok sayida mekanizma
bildirilmistir. Literatiirlere gére bunlar :
Agonist ve antagonist aktiviteli bir fitodstrojen
Faz I ve Faz Il enzimlerinin modiilasyonu

+

=

+ Nitrik oksit sentazin modiilasyonu

* Kanser hiicrelerinde biiyiimeyi durdurma ve apoptozisi indiikleme
+

Siklooksijenazin modiilasyonu (9, 79, 98, 99).

Resveratrolle yapilan hayvan deneylerine gore; RES, melanom olmayan deri
kanseri, melanom, g6giis kanseri, gastrik ve kolorektal kanser, akciger kanseri, 6zefagus
tiimorleri, prostat kanseri, hepatoma, noroblastoma, fibréz karsinom, pankreas kanseri

ve losemiye kars1 koruyucudur (100).
3. Ostrojenik aktivite :

Resveratrol; Ostrojenin neden oldugu hiicre proliferasyonu, timor olusumu ve

gelismesini  engelleyerek antidstrojenik etki ile sentetik bir Ostrojen olan
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dietilstilbestrol’e (4,4'-dihydroxy-trans-diethylstilbene) kimyasal yapisinin benzerligiyle
Ostrojen reseptorlerine kolay baglanmasimdan dolay1 dstrojenik etkiye sahiptir. RES’iin
Ostrojen reseptorleri olan ER-alfa ve ER-beta ile farkli bir sekilde etkilestigi ve ER-alfa
ile olas1 bir antagonizma durumu oldugu diisiiniilmektedir. Molekiiler diizeyde dinamik
caligmalara gore ER-alfa’ya sterosegici bir bicimde baglanmaktadir. Cis izomeri trans

izomerine gore reseptorlere daha zayif baglanmaktadir (10, 101).

Kanser hiicrelerinin invazyonu hiicre gociine baglidir. ER-alfa(-) ve ER-beta(+)
MDA-MB-231 (insan metastatik meme kanseri hiicreleri) hiicrelerinin gocii iizerine
50uM resveratroliin etkisi 0.1uM ostradiol (E2) ve 50 ng/ml epidermal biiyiime faktorii
(EGF) ile karsilastirildiginda; Ostradiol ve epidermal biiytime faktoriiniin hiicre gogiinii
artirdig1 ancak resveratroliin hiicre gociinii anlamli oranda inhibe ettigi ve hatta E2 ve

EGF varliginda da etkili oldugu bildirilmistir (102).

4. Antiplatelet aktivite :

Hayvan modellerinde yapilan calismalara gore; RES, Siklooksijenaz (COX)
yolagin1 giiclii bir sekilde inhibe ederek, tromboksanA, nin sentezini engeller.
Trotrombin aracili ve adenozin difosfat (ADP) aracili platelet agregasyonunu inhibe
eder. Trombosit agregasyonunda rolil oldugu diisiiniilen lipooksijenaz iiriinlerini inhibe
ederek ve platelet agregasyonunu inhibe etme fonksiyonu olan NO salinimini artirarak

antiplatelet aktiviteye neden oldugu diisiiniilmektedir (11, 103, 104).

5. Iskemi-reperfiizyon hasarindan koruyucu etki :

Iskemi - reperfiizyon sirasinda asir1 miktarda serbest oksijen radikalleri olusarak,
oksidatif strese neden olmaktadir. RES’iin, oksidatif stresi 6nleyerek iskemi/reperfiizyon
hasarinda koruyucu etki yaratabilecegi ve hatta iskemiden 6nce resveratrol uygulanmasi
ile bu etkinin daha da belirginlesecegi diisiiniilerek yapilan bir ¢alismada; 30 dakikalik
spinal kort iskemisine maruziyetten 50 dakika once 100 pg/kg dozda iv. olarak
uygulanan RES’den sonra tavsanlardan elde edilen biyokimyasal parametrelere gore;
RES 6n tedavisinin, reperfiizyondan 24 saat sonra lumbar spinal korttaki malondialdehit
seviyesini kontrole gore anlamli seviyede azalttifi ve cerrahi islemden 24 saat sonra

spinal kort notrofil akiimiilasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir (13, 105).
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6. Vazorelaksan aktivite :

Nitrik oksit, ¢esitli uyaranlarla damarda veya nitrerjik néronlarda Nitrik oksit
sentaz araciliiyla L-arjininden sentezlendiginde hedef hiicrelerde ¢oziiniir ve siklik
GMP’yi aktive ederek diiz kas gevsemesine neden olur. Noradrenalinle kastirilan izole
sican aortas1 endotelinde, RES’iin doza bagimli bir sekilde gevsemeye neden oldugu ve
ayrica > 6 X 10°M gibi yiiksek konsantrasyonlarda, endotel tabakasi soyulmus aorta
halkasinda da gevsemeye neden oldugu ile bu etkinin NO inhibitorleriyle dahi
engellenemedigi bildirilmistir. Kisaca RES, NO aracili olan ve olmayan mekanizmayla

kasilmay1 engellemektedir (12, 106).

7. Antienflamatuvar aktivite :

Resveratrol, siklooksijenazlar secici olmayan bir bicimde inhibe edebilmektedir.
Yapilan bir calismada; in vitro ortamda RES analoglar sentezlenmis ve bunlarin
Siklooksijenaz-2 iizerine olan etkileri, se¢ici bir Siklooksijenaz-2 inhibitorii olan
“selekoksib”le karsilastirildinda; RES’iin hidroksil analoglarinin selekoksibden daha
etkili oldugu ve ICsy degerininse selekoksibden daha diisiik oldugu gosterilmistir (14,
107).

8. Hepatoprotektif aktivite :

Karaciger stellat hiicrelerinin aktivasyonunu engelleyen bir bilesigin
fibrojeneziside engelleyebilecegi diisiincesiyle; RES’iin stellat hiicre proliferasyonu
tizerine olan etkisi aragtirilmig. Sonu¢ olarak RES’iin, sinyal ileti yolagini ve hiicre
protein dongiisii ekspresyonunu inhibe ederek, stellat hiicrelerinin aktivasyonunu

engelledigi bildirilmistir (15).

9. Antimikrobiyal aktivite :

Resveratroliin, Staphylcoccus aureus, Enterococcus faecalis, Pseudomonas
aeruginosa, dermatofitler, Penicillium expansum, Aspergillus niger, Saccharomyces
cerevisiae, Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton tonsurans, Trichophyton
rubrum, Epidermophyton floccosum, Microsporum gypseum, Neisseria gonorrhoeae ve

Neisseria meningitidis’e kars1 antimikrobiyal etkili oldugu bildirilmistir (16, 108-110).
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10. Helicobacter pylori iizerine etki :

Helicobacter pylori, midede kronik enflamasyona ve onunda sonucu olan artan
oksijen radikalleriyle DNA hasarina neden olur. Oksidatif hasarla, gastrik epitelyal
hiicre dogiisiiniin degismesine ve hiicre oliimiine neden olur. RES, Helicobacter pylori
bakterilerini secici bi¢imde inhibe eder. Midede iilser, gastrit ve kanser gelisimine,
sitotoksin iligkili gen A (CagA+) susunun neden oldugu diisiiniilmektedir. RES’le
yapilan bir ¢alismaya gore; RES’iin in vitro ortamda Helicobacter pylori’nin CagA+

toksininin gelisimi ve biiyiimesini inhibe ettigi tespit edilmistir (17, 111).

11. Herpes Simpleks Virus iizerine etKki :

Herpes Sympleks Hominis tipl ve tip2 olmak iizere iki tip olan Herpes Simpleks
Virus (HSV), mukozal, epidermal ve dermal temas yoluyla bulasir. Primer genital
herpes enfeksiyonlarinin % 70-75’inden tip2 ve % 25-30’undan tipl sorumludur.
Niikslerin % 60-88’inden tip2 sorumlu iken, % 14-25’inden tip1l sorumludur.

HSV-2 ile enfekte edilmis fare vajinasina, enfeksiyondan bir saat sonra RES’iin
polietilenglikolde hazirlanmis %19’luk topikal preparati giinde bes kez siiriildiigiinde
HSV-2 replikasyonunu on giinde inhibe ettigi ve 7. giinde asiklovirle hemen hemen ayni
etkinlige ulastig1 tespit edilmistir. Aym1 uygulama sekliyle, HSV-1 ile enfekte edilmis
fare vajinasindaki enfeksiyonuda inhibe edebildigi ve ekstravajinal lezyonlarida azalttig
bildirilmistir. Ayrica asiklovir grubunda ve plasebo grubunda oliimler gergeklesirken,

RES grubundaki farelerde liimlerin gerceklesmedigi bildirilmistir (18, 112).

Toksisite :

Su ana kadar insanlarda, RES alimiyla ilgili ve RES- ila¢ etkilesmeleri ile ilgili
herhangi bir ters etki bildirilmemistir. Giinliikk 5-10 mg dozunun tamamen giivenli
oldugu bildirilmektedir. Sicanlara giinliik 300, 1000 ve 3000 mg/kg dozda 28 giin oral
yolla verildiginde; nefrotoksisite, dehidrasyon, solunum giicliigii, durus bozuklugu
(kamburlagma), aktivite kaybi, diyare, burunda kirmizi renkte lezyonlar; erkek
sicanlarda 16kositoz ve her iki cinste anemi olustugu tespit edilmistir. 300 mg/kg dozda,
herhangi bir ters etki goriilmemistir (113). Kronik maruziyetle ilgili herhangi bir

literatiir veya vaka bildirilmemistir.
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3. MATERYAL - YONTEM

3.1. GERECLER

3.1.1. Kullamilan Kimyasal Malzemeler

Kadmiyum KIorlir (%098) ...euvvvniiiiiii e, MERCK
Resveratrol ...........ooooiiiiiiiiiiiii M.P. Biomedicals
% 9’luk Izotonik sodyum kloriir soliisyonu ...................... LE. ULAGAY
Tiyobarbitiirik asit (%99) ......oviveiniiiiii i MERCK
SAKATOZ ....ueiiiiiiiiee e RIEDEL-DE HAEN
Sodyum dodesil siilfat (%90) ......c.oviiiiiiiiiiii MERCK
ASEUK ASIE L outett i MERCK
Sodyum hidroKSit .......c.ceeviiiiiiiiiiiii i e J.T. BAKER
Trikloro asetik asit ..............cccooiiiiiieeeiiiiiinnnes RIEDEL-DE HAEN
1,1,3,3-tetra etoksi propan (%97) .....ccooeiieiiiiiiiiiiiiiiiian, DROGSAN
Nay EDTA oo e SIGMA
LIS ettt e SIGMA
Hidroklorik asit ..........coooiiiiii MERCK
5,5’-ditiyobis-2-nitro-benzoik asit (DTNB).................oooiiiii SIGMA
Indirgenmis glutatyon (%99) ............cccveeeeeinennnn. SIGMA-ALDRICH
Absolii metanol ...l MERCK-BAKER
CUCL.2H2O .oeeieie e MERCK
Nitroblue tetrazolium (%98) ......c.ccoiiiriiiiiiiiii i SIGMA
Bovine serum albumin ...........c..cooiiiiiiiiii ACROS
Sodyum karbonat .............cccciiiiiiiiiii CARLO ERBA
Kloroform ........ooooiiiiii CARLO ERBA
Etanol (%096 11K) .......oviviiiiii CARLO ERBA
Dietileter ..........coeeeiiiiiiiiiiiieiiiii e RIEDEL-DE HAEN
NayHPO4 (%099) ..oeeinii e CARLO ERBA
KHoPOy oo MERCK
CuSO4S5HO v RIEDEL-DE HAEN
Folin-Ciocalteu-Phenol reaktifi .............c.oocooiiiiiiiiii SIGMA
Trisodyumsitrat ...........coooeiieiiiiiiiiiiiii e RIEDEL-DE HAEN
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— KA oo CARLO ERBA

- Ksantin oKSIdaz ...ovvnniiiiii e, M.P. Biomedicals

3.1.2. Kullamilan Malzeme ve Cihazlar

- Spektrofotometre ...........coovvvviiiiiiiiiinieiinns SHIMADZU UW 1240

- Manyetik Karistirict ... ART SH-3
= VOIEKS oot NUVE NM-110
- Mikrosantrifilj .......ooiiiii SIGMA 1-14

- Sogutmali santrifiij ................coeeiiiiiiiiiiiieieee ROTINA 48 RC
- Sonifikator ... Bandelin electronic UW 70
- Hassas terazi ..........coooiiiiiiiiiiiii OHAUS NV-210
- SuUbaANYOSU Lo NUVE BM-402
- Homojenizator ...........c.ooiiiiiiiiiiiii HEIDOLPH-2021

= PHMELIE .. HANNA-211
- Propilen thpler ...... ..o SIGMA
- Balonjojeler ......ooiiiiii PAYREX
- Otomatik pipet ve uglart ..ot ACCUMAX
- Enjektorler ... SET INJECT
I O 1411110 (<) S KIMAX
3.2. DENEY GRUPLARI

Deneyde Wistar Albino (200+£10 g) 20 adet erkek sican kullanildi. Deneye
baslanmadan 6nce Inonii Universitesi T1p Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan
2005/72 protokol numarasiyla izin alindi. Elazig Veteriner Kontrol Merkezi Arastirma
Enstitiisi’'nden temin edilen sicanlar, Inonii Universitesi Deneysel Arastirma
Laboratuvari’na getirildi ve standart 12 saat karanlik 12 saat aydinlik, havalandirmali,
sabit 1s1da ve dort kafese beserli gruplar halinde yerlestirildi. Deney uygulamalarina
kadar bir hafta boyunca si¢anlar, standart pellet yemi ve musluk suyu kullanilarak
beslendi. Calisma protokolii uygulanmadan 12-16 saat 6nce yemleri c¢ekildi ve sadece su
verildi.

Grup I: Kontrol (% 0.9 SF, i.p.)

Grup II: Kadmiyum (0.025 mmol/kg, i.p.)

Grup III: Kadmiyum + Resveratrol (0.025 mmol/kg, i.p. + 10 mg/kg, i.p. )

Grup IV: Resveratrol (10 mg/kg, i.p.)

37



Tiim maddeler % 0.9 Serum fizyolojik (SF), icinde ¢oziilerek hazirlandi. Grup
I'ye 5 giin siire ile i.p. SF uygulandi, 5. giin, SF enjeksiyonundan 1 saat sonra Cd i.p
olarak enjekte edildi. Grup lIl’e 5 giin siire ile RES i.p. uygulandi, 5. giin, RES
enjeksiyonundan 1 saat sonra Cd i.p. uygulandi. Grup IV’e, 5 giin siire ile RES
uyguland1 ve 5. giin RES enjeksiyonundan 1 saat sonra RES i.p. uygulandi. Son
enjeksiyonlardan 24 saat sonra deney, dokular ve kan oOrnekleri alinmak iizere eter

anestezisi ile sonlandirildi.

3.3. BIYOKIMYASAL YONTEMLER

Son enjeksiyonlardan 24 saat sonra eter anestezisi altinda sakrifiye edilen deney
hayvanlarinin intrakardiyak kanlar alinarak serumlar1 AST ve ALT ol¢iimii i¢in ayrildi.
Kalp, bobrek ve beyin dokulari ile vena porta’dan, soguk SF’le perfiize edilerek
cikarilan karaciger dokular1 soguk SF icinde yikandi, kurutma kagidi ile kurutularak
deneysel ¢alismanin yapilacagi giine kadar -80 °C’de saklandi. Toplanan serum ve

hazirlanan dokularda asagidaki yontemler calisildi:

3.3.1. Tiyobarbitiirik Asit Reaktif Maddeleri (TBARS) Miktarimin Tayini
Dokularda TBARS miktari, Jamall ve Smith’in yontemine (114) gore calisildi.
Yontem, doku homojenatinda peroksidize lipitlerin yikim {iriinii olan ve tiyobarbitiirik
asit (TBA) ile reaksiyona giren maddelerin, TBA ile verdigi renkli iiriiniin 532 nm’de
miktar tayini prensibine dayanmaktadir.
Bu amacla:
- 0.25 M sakaroz cozeltisiyle %10’luk doku homojenatlar1 hazirlandu.
- Deney tiiplerine alinan 0,2 ml homojenat tizerine; 0,2 ml %8,1’lik sodyum
dodesil siilfat, 1,5 ml %20’lik asetik asit ( pH’s1 NaOH ile 3,5’e ayarli) ve
1,5 ml %0,8’lik TBA ¢ozeltisi eklendi.
- Son hacim distile su ile 4 ml’ye tamamlandi.
- Tiplerin agz1 kapatilarak 95 °C’ye ayarli su banyosunda 60 dakika bekletildi.
- Siire sonunda musluk suyu altinda sogutulan tiiplere esit hacimde %10’luk
TCA eklenip 1000 g’de 10 dakika santrifiij edildi.
- Doku kérii, ayn1 islemler sirasinda ornek iizerine 1,5 ml TBA ¢ozeltisi yerine
distile su eklenerek hazirlandi.

- Santrifiij sonunda uistteki renkli iiriin ayrild1 ve 532 nm’de kore karsi okundu.
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Standart ¢alisma igin 1,1,3,3-tetraetoksipropanin stok c¢ozeltisi (200 nmol/ml)
hazirlandi. Stok ¢ozeltiden 5, 10, 25, 50, 100 nmol/ml konsantrasyonda
standart ¢ozeltiler hazirlandi.

Ayn1 deney prosediirii uygulandiktan sonra bulunan absorbans degerleri ile
konsantrasyon degerleri kullanilarak kalibrasyon egrisi ¢izildi.

Numunelerin konsantrasyonlari, bu egriden elde edilen y = 0,0266x+0,0192
(r=0,9998) denklemine gore hesaplanarak, sonuclar nmol TBARS/g yas
doku olarak ifade edildi.

TBARS Standart Grafigi
3 y = 0,0266x + 0,0192
2,5 r = 0,9998
2
o 2
o]
c 15
3
< 1
0,5
0
20 40 60 80 100 120
Konsantrasyon (nmol/ml)

Sekil 10. TBARS kalibrasyon grafigi.

3.3.2. Doku Glutatyon (GSH) Tayini
Dokularda GSH tayini, Sedlak ve Linsay’in yontemine (115) gore calisildi.

Yontem,

5,5’-ditiyobis-(2-nitro-benzoik asit) (DTNB; Ellman reaktifi) ile tiyol

gruplariin reaksiyona girmesi sonucu olusan 2-nitro-5-merkapto benzoik asidin 412

nm’de miktar tayini prensibine dayanmaktadir.

Bu amagla:

0.2 gr doku 8,0 ml 0.02 M Na, EDTA ile homojenize edildi.

15 mI’lik deney tiiplerine alinan 5 ml homojenat {izerine; 4 ml distile su ve
1 ml %50’lik TCA eklendi.

3000 g’de 15 dakika santrifiij edildi.

Doku korii, ayn1 islemler sirasinda doku homojenati yerine distile su

kullanilarak hazirland.
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Santrifiij sonunda elde edilen siipernatandan 0,2 ml alinip iizerine 4 ml 0.4 M
Tris tamponu (pH= 8,9) ve 0,1 ml DTNB eklendi ve vortekslendi.

5 dakika i¢inde 412 nm’de homojenatsiz kore kars1 okundu.

Standart ¢alismasi i¢in indirgenmis glutatyon’un 2. 10* M’ ik stok
¢ozeltisinden 2, 1, 0.5, 0.25, 0.125 x10™ M konsantrasyonda standart
cozeltiler hazirlandu.

Ayn1 deney prosediirii uygulandiktan sonra bulunan absorbans degerleri ile
konsantrasyon degerleri kullanilarak kalibrasyon egrisi ¢izildi.

Numunelerin konsantrasyonlari, bu egriden elde edilen y = 0,2021x-0,004

(r =0,9993) denklemine gore hesaplanarak, sonuglar pmol/g yas doku olarak
ifade edildi.

Glutatyon Standart Grafigi

0,5
y = 0,2021x - 0,004
n 04 r = 0,9993
c
S 03
&
<
0,1
0

0,5 1 1,5 2 2,5

Konsantrasyon (M x 10°)

Sekil 11. GSH kalibrasyon grafigi.

3.3.3. Dokularda Total Siilfidril Gruplarimin (TSH) Tayini
Dokularda TSH tayini, Sedlak ve Linsay’in yontemine (115) gore calisildi.

Yontem, DTNB ile tiyol gruplarnin reaksiyona girmesi sonucu olusan 2-nitro-5-

merkapto benzoik asidin 412 nm’de miktar tayini prensibine dayanmaktadir.

Bu amagla:

Dokularda GSH tayini i¢in hazirlanan doku homojenatlarindan 0,5 ml deney
tiiplerine alind1 ve iizerine; 1,5 ml 0.2 M Tris tamponu (pH= 8,2) ve 0.1 ml
DTNB eklendi.

Karigitmin hacmi 7,9 ml absolii metanolle 10,0 ml’ye tamamlanda.
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- Tiplerin agz1 kapatilip 30 dakika calkalandi.

- 3000 g’de 15 dakika santrifiij edildi.

- Doku korii, ayni islemler sirasinda doku homojenat1 yerine distile su
kullanilarak hazirlandi.

- Siipernatanlar 412 nm’de homojenatsiz kére karst okundu.

- Standart ¢aligmasi i¢in indirgenmis glutatyon’un 2. 10* M’ ik stok
cozeltisinden 2, 1, 0.5, 0.25, 0.125 x 10* M konsantrasyonda standart
cozeltiler hazirlandi.

- Ayn deney prosediirii uygulandiktan sonra bulunan absorbans degerleri ile
konsantrasyon degerleri kullanilarak kalibrasyon egrisi ¢izildi.

- Numunelerin konsantrasyonlari, bu egriden elde edilen y = 0,0545x-0,0022
(r =0,9985) denklemine gore hesaplanarak, sonuclar pmol/g yas doku olarak

ifade edildi.
TSH Standart Grafigi
0,15
o 0,12 y = 0,0545x - 0,0022
c r=0,9985
S 0,09
2
2 0,06
<
0,03
0
0,5 1 1,5 2 25
Konsantrasyon (M x10)

Sekil 12. TSH kalibrasyon grafigi.

3.3.4. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivitesi

Siiperoksit dismutaz enzim aktivitesi tayini, Sun ve Oberley’in yontemine (116)
gore calisildi. Yontem, Ksantin-Ksantin oksidaz sistemi ile olusturulan siiperoksit
radikallerinin nitro blue tetrazolium’u (NBT) indirgemesi sonucu agiga ¢ikan pembe-
mor renkli formazonun 560 nm’de miktar tayini prensibine dayanmaktadir. Bu
indirgenme enzimin olmadig ortamda meydana gelir ve pembe-mor renk olusur.

Ortamda SOD oldugunda ise indirgenme olmaz, enzimin miktar ve aktivitesine bagl
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olarak daha acik bir renk olusur. 1 Unite SOD, NBT rediiksiyonunu % 50 oraninda

inhibe eden protein miktar1 olarak alind1 ve sonuglar U/mg protein olarak ifade edildi.

Bu amagla:

Dokular tartitlip 19 katt 50 mM pH: 7.8 olan fosfat tamponu eklenerek
homojenize edildi ve homojenatlara sonifikasyon uygulandi.

4000 rpm’de 4°C’de 30 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonunda siipernatanlara 1:1 oraninda kloroform/etanol (3/5, v/v)
karisimi eklendi ve karistirildi.

Karigimlar 4000 rpm’de 4°C’de 50 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonunda siipernatanlardan 0,100 ml tiiplere alinarak {izerine; 2,850
ml Assay reaktifi ve 0,050 ml 167 U/L Ksantin oksidaz ¢6zeltisi eklendi.
Assay reaktifi: 40 ml 0.3 mmol/L Ksantin ¢6zeltisi, 20 ml 0.6 mmol/L EDTA
cozeltisi, 20 ml 150 pmol/L nitro blue tetrazolium ¢ozeltisi, 12 ml
400mmol/L NayCO; ¢ozeltisi, 6 ml 1 gr/L bovine serum albumin (BSA)
cozeltisinin karistirillmasiyla elde edildi.

Tiipler 25°C’de 20 dakika bekletildi.

Siire sonunda tiiplere 1,0 ml 0.8 mmol/L. CuCl; ¢ozeltisi eklenerek reaksiyon
durduruldu.

Kor, ayn1 islemler sirasinda numune yerine 0,100 ml distile su kullanilarak
hazirlandi.

Renkli iiriin 560 nm’de kore karst okundu.

Enzimin inhibisyonu, % inhibisyon = (Absysy — AbSpum) / Absgsr x 100
denklemi kullanilarak hesaplandi.

1 Unite SOD, NBT rediiksiyonunu % 50 oraninda inhibe eden protein
miktar1 olarak degerlendirildi ve U/ml olarak hesaplandi.

Numunelerdeki SOD Aktivitesi= SOD/Lowry protein denklemi kullanilarak
U/mg protein olarak ifade edildi.

3.3.5. Protein Tayini

Dokularda protein tayini, Lowry yontemine (117) gore calisildi. Yontem, alkali

ortamda olusan bakir-protein kompleksinin, fosfomolibdat-fosfotungstat reaktifini

rediiklemesi sonucu olusan koyu mavi renkli iiriiniin 700 nm’de miktar tayini prensibine

dayanmaktadir.
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Protein tayini islemi asagidaki gibi yapildi:

Dokularda SOD tayini i¢in hazirlanan doku siipernatanlarindan 0,010 ml
deney tiiplerine alind1 ve iizerine 2,5 ml C reaktifi ile 0,490 ml distile su
eklendi.

C reaktifi; 50 ml B reaktifine (20,0 gr Na,COs ve 4 gr NaOH tartilip, distile
su ile 1000 ml’ye tamamlandi.) 1,0 ml A reaktifi (0,5 gr CuSO4.5H,0 ve
1,0 gr trisodyumsitrat tartildi, 100 ml’ye distile su ile tamamlandi.)
eklenmesiyle elde edildi.

Kor tiipii i¢cin numune yerine 0,010 ml distile su eklendi.

Tiiplerin agz1 kapatilip iki defa vortekslendikten sonra 10 dakika bekletildi.
1:1 oraninda hazirlanan Folin-fenol belirtecinden 0,250 ml eklendi.
Tiiplerin agz1 kapatilip iki defa vortekslendikten sonra karanlikta 30 dakika
bekletildi. Siire sonunda absorbanslar 700 nm’de kore karsi okundu.
Standart ¢alismasi i¢in BSA’nin 1 mg/ml konsantrasyonunda stok ¢ozeltisi
hazirlandi. Stok ¢ozeltiden 0.02, 0.04, 0.08, 0.16, 0.32, 0.64mg/ml
konsantrasyonda standart ¢ozeltiler hazirlandi.

Ayn1 deney prosediirii uygulandiktan sonra bulunan absorbans degerleri ile
konsantrasyon degerleri kullanilarak kalibrasyon egrisi ¢izildi.
Numunelerin konsantrasyonlar1 bu egriden elde edilen y = 2,528x-0,0101
(r =0,9999) denklemine gore hesaplanarak, sonuglar mg protein/ml olarak

ifade edildi.

Protein Standart Grafigi

2
y = 2,528x - 0,0101

2 1,5 r=0,9999
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Sekil 13. Protein kalibrasyon grafigi.
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3.3.6. AST ve ALT enzim aktivitelerinin tayini

Serum AST, ALT aktiviteleri; Uluslararas1 Klinik Kimya Federasyonu (IFCC;
International Federation of Clinical Chemistry)’'na gore diizenlenmis ve optimize
edilmis yonteme gore calisildi. ALT aktivitesi i¢in Cormey'in Liquick Cor-ALAT kiti ve
AST aktivitesi i¢in Cormey'in Liquick Cor-ASAT kiti kullanilarak sample start
method’a gore dlgiimleri yapildi.

Yontemin prensibi: Serumdaki transaminazlar amino asitten amino grubunu
a-ketoaside transfer ederler. Reaksiyondaki substratlar AST icin a-ketoglutarik asit ve
L-aspartat; ALT igin ise o-ketoglutarik asit ve L-alanindir. Uriinler ise AST icin
L-glutamat ve oksaloasetat; ALT i¢in L-glutamat ve piriivattir.

Reaksiyonlar:

AST
1) L- aspartat + 2-oksoglutarat «—— oksaloasetat + L-glutamat

MDH
Oksaloasetat + NADH + H" «—, malat + NAD"

ALT

2) L- alanin + 2-oksoglutarat

piriivat + L-glutamat
LDH .
Oksaloasetat + NADH+ H o laktat + NAD
Bu reaksiyonlarin 340 nm’deki absorbans degisiminin oram1 dogrudan enzimlerin

aktivitesini vermektedir.

3.3.7. istatistiksel analiz
Elde edilen sonuglar bilgisayarda INSTAT program1 yardimiyla istatiksel olarak
degerlendirildi. Sonuclarin aritmetik ortalamalar1 ve standart hatalar1 bulundu. Gruplar
arasindaki farkin karsilastirilmasinda tek yonlii varyans analizi (ANOVA) testi yapildi.
Ikili gruplarin kendi aralarinda karsilastirilmasi i¢in de POST HOC testlerden Student-
Newman-Keuls kullanild.
Anlamlilik dereceleri: *** : p< 0.001 (ileri derecede anlamli)
*#* :p<0.01 (¢ok anlamli)
*  :p<0.05 (anlamh) seklinde ifade edildi.
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4. BULGULAR

Deney sonunda elde ettigimiz sonuglar tablolar ve grafikler halinde asagida
verilmistir. Tm gruplara ait serum AST, ALT aktiviteleri ayn1 grafikte gosterilmistir. Her
doku icin (karaciger, bobrek, kalp, beyin) antioksidan enzim aktiviteleri ve TBARS diizeyleri
ayr1 ayr1 grafikte gosterilmistir. Tiim gruplara ait doku antioksidan enzim aktiviteleri ve

TBARS diizeyleri ile serum AST, ALT aktiviteleri ayn1 tabloda gosterilmistir.

0O Kontrol

Serum AST, ALT Aktiviteleri mCd

200 a m Cd+RES
e ® RES

180
160

140

U 120
L 100
80

60

40

20

AST ALT

Sekil 14: Serum AST, ALT aktiviteleri.
(a : Kontrole gore, b : Kadmiyuma gore, n:5, *** : p<0.001)

Kadmiyum grubunda serum AST ve ALT enzim aktivitelerinin kontrol ve deney

gruplarindan ¢ok daha yiiksek oldugu gozlendi (p<0.001). Cd’la birlikte RES uygulanan
grupta serum AST, ALT aktiviteleri ise, Cd grubuna gore anlaml1 oranda diisiiktii (p<0.001).
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0O Kontrol

Doku TBARS Dizeyleri mCd

m Cd+RES
m RES

450 a
400
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nmol/gr yas doku
QO

Karaciger Bébrek Beyin Kalp

Sekil 15: Doku TBARS diizeyleri. (a : Kontrole gore, b : Kadmiyuma gore, n:5)
*#% : p<0.001, ** : p<0.01, *: p<0.05
Kadmiyum, tiim dokularda ( karaciger p<0.001, bobrek p<0.01, beyin p<0.01, kalp

p<0.01) TBARS’1 anlamhi bir sekilde artirdi. Cd’la birlikte RES uygulanan gruptaki
dokularda (karaciger p<0.001, bobrek p<0.001, beyin p<0.05, kalp p<0.01) TBARS

degerlerinde anlamli bir sekilde diisiis goriildii.

0O Kontrol
s . mCd
Doku GSH Diizeyleri @ Cd+RES
7 2 m RES
6 a
S b
-5 5 % %
T
S 4
> a
53
g 2
3
1
0
Karaciger Boébrek Beyin Kalp

Sekil 16: Doku GSH diizeyleri. (a : Kontrole gore, b : Kadmiyuma gore, n:5)
**% : p<0.001, ** : p<0.01, * : p<0.05

Kadmiyum, tiim dokularda (karaciger p<0.001, bobrek p<0.01, beyin p<0.05, kalp
p<0.05) GSH’u anlamli bir sekilde artirdi. Cd’la birlikte RES uygulanan gruptaki dokularda
(karaciger p<0.001, bobrek p<0.01, beyin p<0.001, kalp p<0.05) GSH degerlerinde anlaml
bir sekilde diisiis goriildii.
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. . O Kontrol
Doku TSH Dizeyleri = Cd
20 B Cd+RES
® RES
35
=]
§ 30
o 25
1]
> 20
2
E 15
= 10
5
0
Karaciger Bébrek Beyin Kalp

Sekil 17: Doku TSH diizeyleri.
(n:5)
Deney gruplarindaki tiim dokularin TSH diizeylerinde kontrol grubuna gore anlaml

bir farklilik gézlenmedi.

. . O Kontrol
Doku SOD Aktiviteleri B cd
600 B Cd+RES
B RES
500
S 400
o
2 300
g b
= 200 -
= a
100 ok
0
Karaciger Boébrek Beyin Kalp

Sekil 18: Doku SOD aktiviteleri. (a : Kontrole gore, b : Kadmiyuma gore, n:5)
*#% : p<0.001, **: p<0.01, * : p<0.05

Kadmiyum, tiim dokularda (karaciger p<0.001, bobrek p<0.001, beyin p<0.001, kalp
p<0.001) SOD aktivitesini anlaml1 bir sekilde azaltti. Cd’la birlikte RES uygulanan gruptaki
dokularda ise (karaciger p<0.001, bobrek p<0.05, beyin p<0.05, kalp p<0.001) kontrol

grubuna yakin seviyede aktivite saptandi.
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Tablo 1. Kontrol ve deney gruplarinin serum AST, ALT aktiviteleri, doku TBARS,
GSH, TSH diizeyleri, doku SOD aktiviteleri.

GRUPLAR (n:5)

Parametreler Kontrol Cd? RES +Cd" RES
(Ort + SH) (Ort + SH) (Ort £ SH) (Ort + SH)

AST (U/L) 109.0 £4.7 | 185.5 £3.2%%* | 120.8 & 2.3%** 100.5 £ 8.5

ALT (U/L) 445+3.8 | 98.8 £10.6%** 60.6 £ 3.0%%* 40.1 £2.6

Karaciger TBARS | 103.8 6.8 | 177.0 £4.8%%* 82.9 + 2.5%#* 92.8+23

nmol/g yas doku

Bobrek TBARS 333.5+12.9 | 393.6 £17.7%* | 312.4 £8.7%%* 315.8+£3.7

nmol/g yas doku

Beyin TBARS 217.7+£83 | 2673 +£19.2%*% | 205.6 £ 14.7* 191.4+99

nmol/g yas doku

Kalp TBARS 208.3 £10.5 | 295.5£13.9%* | 224.1 £39.5%* | 209.8 +11.9

nmol/g yas doku

Karaciger GSH 4.2 +£0.09 6.1 +0.08%%* 4.5 £0.07%%* 4.04 £0.06

umol/g yas doku

Bobrek GSH 4.1 £0.06 4.8 +£0.13%* 4.2 +0.17%* 4.0 +=0.09

pmol/g yas doku

Beyin GSH 2.29+0.11 2.68 +£0.07* 2.01 £0.12%** | 223 +0.07

pmol/g yas doku

Kalp GSH 0.68 +0.07 0.93 +0.08* 0.71 £ 0.05%* 0.64 +0.03

pmol/g yas doku

Karaciger TSH 327+1.38 33.1+1.5 325+19 33.0+1.5

pmol/g yas doku

Bobrek TSH 234 +1.9 245+2.0 23.8+1.8 242 +2.0

pmol/g yas doku

Beyin TSH 16.5+2.4 182+3.4 16.7+£2.2 17.0+£2.2

pmol/g yas doku

Kalp TSH 5.6+04 5.7+£03 5.5+£03 5.6+0.2

pmol/g yas doku

Karaciger SOD 170.0 2.0 65.9 £ 6.3%%* 125.3 & 5.1%%%* 167.7+7.6

U/mg protein

Bobrek SOD 146.8 +6.7 46.9 £ 6.5%%* 116.7 £5.6* 139.7 + 8.1

U/mg protein

Beyin SOD 488.9 £24.3 | 199.5£12.9%%%* 425.6 £16.3*% | 497.7+12.3

U/mg protein

Kalp SOD 74.9 £6.8 22.3 £3.1%%* 60.9 £ 4.9%%* 95.1£8.0

U/mg protein

(‘a: Kontrole gore, b: Kadmiyuma gore,*** : p<0.001, **: p<0.01,*: p<0.05 )
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5. TARTISMA

Endiistriyel ve cevresel kirletici olan Cd, en toksik agir metallerden biridir. Pil,
metal kaplama, alasim, plastik, cam, seramik gibi farkli sanayi alanlarinda genis bir
kullanima sahiptir. Baslica kontaminasyon kaynaklar1 Cd’la kontamine besinler, icme
suyu ve sigaradir. Solunum ve agiz yoluyla alinabilen Cd, ince bagirsaklardan emilir,
kanda MT, albumin ile aminoasit ve tiyol gruplart olan proteinler ile organlara tasinir.
Biyolojik yar1 oémrii yaklagik 20 yi1l olan Cd, insanlarda en ¢ok karaciger ve bobrekte
MT’ne ve diger protein ile tiyol gruplarina bagh olarak depolanir. Akut maruziyette
Cd’un biiyiikk bir ¢cogunlugu karacigere dagilir, ancak hepatik MT iiretimini takiben

redistriibisyonu bobrekte olur. Esas olarak feces ve idrarla atilir (21, 22, 26, 29).

Serbest radikal iiretimi, patofizyolojinin bir parcasidir ve pek ¢ok zenobiyotigin
toksisitesi, serbest radikal iiretimi ile ilgilidir. Cd bir Fenton metali olmamasina ragmen,
proteinlerdeki fenton metallerinin (bakir, demir) yerini alarak bu metallerin bagh
olmayan formlarinin miktarin1 artirir;  kalmodulindeki Ca™la yer degistirip,
kalmoduline bagli fonksiyonlar1 degistirir; proteinler, enzimler gibi tiyol (-SH) grubu
iceren biyolojik yapilara olan giiclii afinitesinden dolayi, bu yapilara baglanir ve
aktivitelerini baskilar; katalaz, siiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz gibi
antioksidan enzimleri inhibe eder. Bu nedenle siiperoksit ve nitrik oksidinde i¢inde
oldugu bir¢ok serbest radikalin tiretimine dolayli yoldan neden oldugu ve bdylece hiicre
membranindaki yapilarin peroksidasyonuna, DNA hasarina ve protein oksidasyonuna

yol actigr diisiiniilmektedir (27, 34).

Akut maruziyetle Cd’un bobrek, karaciger, beyin, kalp, akciger, plasenta, uterus
ve testiste serbest radikallerin iiretimini artirarak, lipit peroksidasyona neden oldugu,
nekrozu indiikledigi ve hiicresel hasar olusturdugu; kronik olarak maruz kalinmas ile
ise Ozellikle akciger, bobrek, karaciger ve kemikte ciddi hasarlara yol actigi

bilinmektedir (40-43, 46-50).

Son donemlerde, antioksidan Ozellige sahip dogal maddelerin ve besinlerin
serbest radikallerin neden oldugu hiicresel hasar iizerine olan olas1 faydalar1 bir¢cok
aragtirici tarafindan calisiimaktadir. Bu dogal bilesiklerden biri de viniferinler ailesinden

olan RES’diir (73). RES, travmatik zedelenme, uv 1s18ina maruziyet ya da fungal
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enfeksiyona (Botrytis cinerea) karsi cevap olarak bazi bitkiler tarafindan sentezlenen
non-flavonoid yapida polifenolik bir fitoaleksindir. Fitoaleksinler patojenik
mikroorganizmalara karsi bitkiler tarafindan korunma amacgli sentezlenen kimyasal
maddelerdir, bitkisel antibiyotikler de denilebilir. Kirmizi duttan yaban mersinine kadar
bircok bitkide bulunan RES, en ¢ok iiziim kabugunda (50-100 pg/g) ve yer fistiginda
(0.02-1.79 pg/g) bulunur (78, 80-83).

Resveratroliin degisik doz ve uygulama siireleriyle yapilan biyoyararlanim
caligmalarina gore; RES oral yolla alindiktan sonra hizla bagirsaklardan emilir ve bir
saat gibi kisa siirede kana gecer, kanda albumine ve lipoproteinlere bagli olarak taginir
ve karaciger, bobrek, kalp ve beyin basta olmak {iizere cesitli organlara dagilir ve asil

olarak idrarla atilir (84-87).

Her ne kadar trans-RES ilk olarak 1976 yilinda, Langcake ve Pryce tarafindan
(Vitis vinifera) asma bitkisinde bildirilmisse de “Fransiz Paradoksu” adi verilen
celigkinin fark edilmesi RES’iin bilim diinyasina girmesinin baslangici olmustur ve
1992°de Siemann ve Creasy tarafindan sarabin igindeki etkin madde olarak trans-
RES’iin belirlenmesi, RES’le ilgili ¢calismalar artirmistir. Dr. Sinclair ve arkadaslar
tarafindan yapilan bir ¢alismada (94) RES’iin insan omriinii 10 y1l kadar uzatabilecegi
tespit edilmis ve bu bilgilerin Nature Dergisinde doniim noktas1 olarak ifade edilmesi

biitiin arastiricilarin ilgisini RES’e ¢ekmistir (78, 80, 88).

En ¢ok bilinen antioksidanlar olan E vitamini ve C vitamininden daha gii¢lii olan
RES; OH ve O,  radikallerini siipiiriir, OH' radikalinin neden oldugu lipit
peroksidasyonu inhibe eder, demir ve bakirla selasyon yapar, OH ile H,0,’in neden
oldugu DNA hasarim1 Onler. Protein oksidasyonunu engeller. Serum antioksidan
kapasitesini  artirir.  Diisitk  dansiteli  lipoproteinlere  baglanarak lipoprotein
peroksidasyonunu inhibe eder ve bakir kataliz oksidasyonu sirasinda gecikme zamanim
uzatir. RES’lin ayrica, antikanser, Ostrojenik, antiplatelet, vazorelaksan, iskemi-
reperfiizyon hasarindan koruyucu, antienflamatuvar, hepatoprotektif , antimikrobiyal
aktiviteli oldugu ve Helicobacter pylori ile Herpes Simpleks Virus iizerine etkili oldugu
tespit edilmistir (91-112).

Daha once sicanlarda denenmemis olan bu caligmada, karaciger, bobrek, beyin

ve kalp dokularindaki oksidan/antioksidan parametrelerle serum AST, ALT diizeylerini
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degerlendirerek, RES 6n tedavisinin akut Cd toksisitesini Onleyip ©nleyemedigini
arastirmay1 ve Cd’un toksik etki mekanizmalarin aydinlatilmasina katkida bulunmay1

amacladik.

Transaminazlar hepatositlerde bulunan hiicre i¢i enzimlerdir. Karaciger
hasarinda hiicre digina sizmalariyla kan seviyelerinin ylikselmesi, hepatotoksisitenin
onemli bir gostergesi olarak kabul edilmektedir. Aspartat aminotransferaz (AST) ve
Alanin aminotransferazin (ALT) kandaki aktivitesi, karaciger hasarinin siddetini
gosterir. AST hepatositlerin sitozoliinde ve mitokondrilerinde bulunur, ayrica iskelet
kasi, kalp, bobrek, beyin ve pankreasta da bulunur. ALT ise diger organlara gére daha
¢ok karacigerde, hepatosit hiicrelerinin sitozoliinde bulunur. Bu nedenle ALT karacigere
daha ozgiil iken, AST kalp ve iskelet kas1 harabiyetinde de yiikselmektedir. Akut ve
kronik maruziyette Cd’un serum AST, ALT aktivitelerini yiikselttigi bildirilmektedir.
Sicanlarda tek doz 2.5 mg/kg ve 3.9 mg/kg Cd enjeksiyonundan sonra serum AST, ALT
aktivitelerinin arttig bildirilmistir (118, 119, 120). Calismamizin sonuglarina gore Cd
grubundaki serum AST, ALT aktivitelerinin kontrol grubuna oranla yiiksek olmasi
literatiirler ile uygunluk gostermektedir. Serum AST, ALT aktivitelerinin yiikselmesi,
Cd’un hepatotoksisiteye neden olarak bu enzimlerin hepatositlerin sitozoliinden kana
sizdigin1 gostermektedir. Farelerde tek doz 900 mg/kg Asetaminofen’le olusturulan
toksisitede, kan AST, ALT aktivitesindeki yiikselmeyi 30 mg/kg i.p. olarak verilen
RES’iin disiirdiigii bildirilmistir (121). Calismamizda, akut Cd uygulamasinda sican
serumlarindaki transaminazlarin yiikselisini, RES 6n uygulamasi kontrole yakin bir
seviyeye diistirmiistiir. Bulgularimiza gére RES 6n tedavisi Cd’un neden oldugu
karaciger TBARS ve GSH’daki yiikselmeyi kontrol gruba yakin bir seviyeye
digiirirken, Cd’un baskiladigi karaciger SOD aktivitesini yiikselterek karaciger
dokusundaki oksidatif hasar1 tedavi etmistir. Bu nedenle oksidatif hasarla yiikselen

serum AST, ALT aktivitelerini diisiirmiistiir.

Lipit peroksidasyonunun temel gostergesi, hiicre membran lipitlerinin son yikim
tiriinleri olan aldehit ve ketonlarin diizeyindeki degisikliktir ve TBARS seklinde ifade
edilir. Akut Cd maruziyetinden sonra sigan karaciger, bobrek , beyin, ve plazmasinda
TBARS diizeylerinin arttig1 bildirilmistir (120, 122, 123). Bulgularimiz, uyguladigimiz
doz ve siirede Cd’un sican karaciger, bobrek, beyin ve kalp dokusunda TBARS

diizeylerini anlamli diizeyde arttirdigin1 gostermektedir. Tek doz maruziyet sonrasinda
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bile Cd’un hiicresel hasar1 baslatan mekanizmalar harekete gecirebildigi ve oksidatif
stresin bu mekanizmalara dolayli olarak katkida bulundugu goriisii agir basmaktadir.
Casalino ve arkadaslarimin yaptigi bir calismaya gore tek doz 2.5 mg/kg kadmiyum
kloriir uygulamas: yapildiktan 6, 24 ve 48 saat sonra sakrifiye edilen siganlardaki
karaciger ve bobrek TBARS diizeylerinin karsilastirnllmasiyla, uygulamadan 24 saat
sonra sakrifiye edilen siganlarin bobrek TBARS diizeylerinin karaciger TBARS
diizeylerinin iki katindan daha fazla oldugu tespit edilmistir (124). Bizim ¢alismamizda
da bobrek TBARS diizeyleri karaciger TBARS diizeylerinden daha yiiksek ¢ikmistir. Bu
sonug; karacigerde antioksidan enzim kapasitesinin bobrekten c¢ok daha fazla
olmasindan dolayr Cd uygulamasindan 24 saat sonra dokulardaki antioksidan
kapasitenin azalmasinin bobregi daha fazla etkiledigini ve ayrica, akut Cd maruziyetinde
hepatik MT sentezini takiben redistribiisyonun bobrekte olmasinin bobrekteki toksisiteyi
artirmis olabileceginini diisiindiirmektedir. RES’iin membran lipitlerinin oksidasyonunu
onleyerek ve antioksidan kapasiteyi giiclendirerek oksidatif stres kaynakli doku
harabiyetini 6nledigi bildirilmistir (78-80). Hiicre kiiltiirii ortaminda RES’iin serbest
radikalleri (O,", OH’) siipiirdiigii ve krom maruziyetiyle artan radikal iiretimine bagh
olarak gelisen membran lipitlerinin peroksidasyonunu engelledigi bildirilmistir (91).
Calismamizda, RES 6n tedavisi tiim dokulardaki lipit peroksidasyon diizeylerini dnemli
Olclide diistirmiistiir. RES, sahip oldugu hidroksil gruplari nedeniyle hidrojen elektronu
verip OH' ve O, radikallerini siipiirerek hiicre membranlarinin peroksidasyonunu

engellemektedir (97).

Akut Cd maruziyetinin hiicreler iizerindeki ilk toksisitesinin ROS iiretimini
artirarak DNA hasari, protein oksidasyonu ve lipit peroksidasyonu seklinde gelistigi
bilinmektedir, ancak  antioksidan enzimler iizerindeki  etkisi  yeterince
aydmlatilamamistir. Tek doz 0.025 mmol/kg, 0.4 mgkg ve 2.5 mgkg Cd
uygulamasindan 24 saat sonra sakrifiye edilen sicanlarin karaciger ve kalp dokularinda
GSH diizeylerinin arttigr bildirilmistir (122, 125, 126). Calismamizin sonuglarina gore,
Cd biitiin dokularda GSH diizeylerini anlamli oranda artirmistir. Degisik doz ve
siirelerde uygulanan Cd’la GSH diizeylerinde azalma oldugunu gosteren calismalar
(127, 128) ile bulgularimiz karsilastirildiginda, Cd’un GSH iizerindeki farkl etkilerinin,
maruz kalinan doz ve siireyle yakindan ilgili oldugunu gostermektedir. Uzun siireli ve
yiikksek dozlarda maruziyetlerde organizmanin GSH deposu tikkenmekte ve diizeyide

azalmaktadir. Akut Cd toksisitesini takiben gelisen GSH diizeylerindeki degisiklik
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heniiz yeterince aydinlatilamamissa da, bulgularimizda goriilen GSH diizeylerindeki
artistn, Cd’un neden oldugu oksidatif hasara karsi, organizmanin akut bir yaniti
olabilecegini diisiiniiyoruz. RES’iin SOD, CAT gibi antioksidan enzimleri ve GSH’u
diizenleyen genlerin ekspresyonunu artirdigi bilinmektedir. Sican aorta diiz kas hiicre
kiiltiirlerinde yapilan bir ¢alismada, RES uygulamasinin hiicresel GSH diizeyini kontrol
gruba gore anlamli derecede yiikselttigi bildirilmistir (129). Calismamizda, RES 6n
tedavisi tiim dokulardaki GSH diizeylerinin kontrole yakin bir seviyeye gelmesini
saglamistir. Sonu¢larimiza gore RES, hem Cd’un neden oldugu artan radikal iiretimini
azaltarak hem de antioksidan enzimlerin ekspresyonunu artirarak, hiicrenin savunma
sistemine katkida bulunuyor ve hiicresel GSH diizeylerinin kontrol grubuna yakin bir
diizeye gelmesini sagliyor olabilir. Bulgularimiza gore tiim dokularin total siilfidril
gruplarinda (TSH), kontrol ve deney gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir
farklihk gozlenmemistir. Dokularda GSH diizeylerinde farkliik varken TSH
diizeylerinde farklilik olmamasi, siilfidril grubu tasiyan diger molekiillerdeki olasi
azalma ya da artigla organizmanin antioksidan kapasiteyi dengelemeye calistigini
gosterdigi gibi, akut Cd toksisitesindeki antioksidan durumu yansitmada TSH’in

Olctimiiniin sorgulanmasi gerektigini de diisiindiirmektedir.

Bir metalloenzim olan SOD, O,”i detoksifiye ederek, hiicreleri serbest
radikallerin neden oldugu oksidatif hasara kars1 korur. Cd’un SOD’da bulunan metaller
olan bakir, ¢inko veya manganla yer degistirerek enzimi inhibe ettigi ya da dogrudan
enzimle etkilesip proteinin yapisim bozdugu diisiiniilmekte ise de SOD {izerine olan
etkisi heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Baz1 ¢alismalara gore; akut Cd maruziyeti
sicanlarda doku SOD aktivitesini azaltmaktadir. Tek doz 2.5 mg/kg ve 5 mg/kg Cd
uygulamasindan 24 saat sonra sakrifiye edilen sican karaciger ve bobreklerinde SOD
aktivitelerinin azaldig bildirilmistir (123, 125). Baska bir calismada ise 0.4 mg/kg Cd
uygulamasindan 24 saat sonra, Cd uygulanan gruptaki sican kaninda kontrol gruba goére
SOD aktivitesinde artis oldugu bildirilmistir (130). Calismamizda, tiim dokularda Cd
uygulamasi yapilan gruplardaki SOD aktivitelerinin kontrol gruba gore daha diisiik
oldugunu tespit ettik. SOD aktivitelerinde goézlemlenen bu degisikliklerin Cd’un
maruziyet dozu, siiresi ve uygulama sekli ile uygulanan hayvanlarin durumuna bagh
oldugunu diisiinmekteyiz. Sicanlarda olusturulan kronik alkol tiiketiminin karaciger
dokusunda neden oldugu oksidatif hasara bagli olarak azalan SOD aktivitesinin RES

uygulamasiyla kontrole yakin bir diizeye yiikseldigi bildirilmistir (97). Calismamizda,
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RES o6n tedavisi tiim dokulardaki SOD aktivitelerini kontrole yakin bir diizeye
yiikseltmistir. Sonug¢larimiz RES’tin, hem Cd’un neden oldugu artan radikalleri
siipiirerek hem de SOD’un ekspresyonunu artirarak, hiicrelerin savunma sistemini

destekledigini gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Akut Cd zehirlenmesinin molekiiler tamisinda doku TBARS, GSH, TSH
diizeyleri, SOD aktivitesi ve serum AST, ALT aktiviteleri onemli parametrelerdir.
Uyguladigimiz doz ve siirede Cd, tiim dokularda TBARS, GSH diizeylerinde artig, SOD
diizeylerinde diisme, serum AST, ALT aktivitelerinde yiikselme saglamis ve TSH
diizeylerinde anlamli fark olusturmamistir. Calismamizin bulgulari, oksidatif stresin, Cd
toksisitesinin temel mekanizmasi olmamakla birlikte, hiicresel hasarin erken gostergesi
oldugu goriisiinii desteklemektedir. Calismamizda, dogal bir antioksidan olan RES 6n
uygulamasi, hiicrelerde serbest radikal siipiiriicii 6zelligi ve antioksidan kapasiteyi
giiclendirici ©6zelligi sayesinde lipit peroksidasyonu diisiirmiis ve enzim diizeylerini
dengelemistir.

Buna gore;

1. Resveratrol gibi dogal antioksidanlarin, agir metal toksisitesi sonucunda

gelisen hiicre ve doku hasarina kars1 koruyucu olabilecegi kanaatindeyiz. Bu, daha ileri

hayvan deneyleri ve ayrintili calismalarla da dogrulanabilir.

2. Yaptigimiz ¢aligmanin, agir metallerin zararh etkilerini 6nlemeye yonelik
ileri hayvan deneylerine 1s1k tutmasi ve aydinlatilan etki mekanizmalar iizerinden
hareketle yeni ilag gelistirme calismalarina katkida bulunmasi bakimindan yararh
olacagi kanaatindeyiz. Ayrica bu calismanin, oksidatif stres kaynakli hastaliklarin

tedavisinde de yeni bir acilim saglayabilecegi de degerlendirilmelidir.
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7. OZET

Kadmiyum (Cd), endiistride genis bir alanda kullanilan, mesleki ve cevresel
maruziyetle insan sagligimi tehdit eden agir metaldir. Kadmiyum toksisitesinin erken
gostergesinin oksidatif hasar oldugu kabul edilmektedir. Cevresel etmenlere karsi yanit
olarak asma bitkisi de dahil bir¢ok bitki tiirii tarafindan sentezlenen resveratrol (RES;
3,5,4"-trihydroxystilbene) bir fitoaleksindir. RES’in, serbest radikalleri siipiirme; OH®
radikaline maruziyetle olusan hiicre membranindaki lipit peroksidasyonu Onleme
kapasitesine sahip oldugu gosterilmistir.

Bu calismanin amaci, deneysel sican modelinde akut Cd maruziyetinin neden
oldugu dokulardaki oksidatif hasar iizerine RES 6n tedavisinin etkisini irdelemektir.
Wistar albino erkek siganlar, her grupta 5 hayvan olacak sekilde 4 gruba ayrildi. Grup I:
Kontrol (SF, i.p.), Grup II Cd (0.025 mmol/kg, i.p.), Grup III RES + Cd, Grup IV RES
(10 mg/kg/giin, i.p.). Cd uygulamasindan 24 saat sonra karaciger, bobrek, beyin ve kalp
dokularinda tiyobarbitiirik asit reaktif maddeleri (TBARS), rediikte glutatyon (GSH),
siiperoksit dismutaz (SOD) ve total siilfidril gruplart (T-SH) calisildi ve serumda
aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT) diizeyleri olciildii.

Kadmiyum, si¢anlarin tiim dokularinda lipit peroksidasyonu uyararak TBARS
ve GSH diizeylerini artirdi, SOD aktivitesini baskiladi, serum AST, ALT aktivitelerini
ise yiikseltti. RES 6n tedavisi ile dokulardaki TBARS ve GSH diizeylerini azalirken
SOD aktivitesi artti. Diger taraftan, RES, serum AST, ALT aktivitelerinin artmasini
onledi.

Bulgularimiz, tek doz Cd uygulamasinin hiicrelerde anlamli bir oksidatif strese
yol acabildigini ve dogal bir antioksidan olan RES’in akut Cd toksisitesi iizerinde
koruyucu etkisinin oldugunu ve Cd’un neden oldugu oksidatif stresle ortaya cikan

olumsuz etkileri diizelttigini gostermektedir .

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Kadmiyum, Karaciger enzimleri, Oksidatif stres,

Resveratrol, Lipit peroksidasyon.
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8. SUMMARY

Cadmium (Cd) is a heavy metal, which is widely used in industry, affecting
human health through occupational and environmental exposure. Oxidative damage has
been demonstrated as an early sign of Cd toxicity. Resveratrol (RES; 3,5,4-
trihydroxystilbene) is a phytoalexin produced by a variety of plant species, such as
grapevines, in response to injury. It has been reported that RES scavenger the free
radicals and inhibit lipid peroxidation in cell membranes caused by exposure to HO®
radicals.

The aim of this study is to evaluate the effects of RES pre-treatment on tissues
oxidative damage caused by acute Cd exposure in an experimental model in rats. Adult
male Wistar rats were divided into 4 groups of 5 animals each.Group I: Control (SF,
i.p.), Group II: Cd (0.025 mmol/kg,i.p.), Group III: RES + Cd, Group IV: RES (10
mg/kg/day, i.p.). After 24 h the Cd administration, thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS), reduced glutathione (GSH), superoxide dismutase (SOD) and total
sulthydrly groups (T-SH) were investigated in liver, kidney, brain, heart tissues and
aspartate aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase (ALT) levels in serum
were tested.

TBARS levels and GSH content were increased and SOD activity was inhibited
by Cd-induced lipid peroxidation in all tissues of rats. In addition, Cd increased the
serum AST, ALT activites. The pre-treatment with RES lowered the levels of TBARS,
GSH and elevated SOD activity in the all tissue. Moreover, increase of AST, ALT
activities in serum was prevented by RES.

Our results demonstrate that, administration of single dose Cd may cause a
significant oxidative stress in the cells and RES, the natural antioxidant, has protective

effect on Cd toxicicty and ameliorate the adverse effects of Cd-induced oxidative stress.

Keywords: Antioxidant, Cadmium, Hepatic enzymes, Oxidative stress, Resveratrol,
Lipid peroxidation,
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