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ONSOZz

Kursun zehirlenmesi diinyadaki en eski mesleki tehlike olmakla birlikte, modern
endustride 6nemli yeri olan kursun, depolama ve pil Uretimi dahil olmak (izere piring,
lehim olarak boru ve metal alagimlari, boya, cam ve seramik igeren genis bir ticari

kullanim alan1 bularak halen kullanilmakta olan toksik bir ¢evre kirleticidir.

Bagisiklik hiicrelerinin gorev yapmasi agisindan Onemli olan oksidatif —
antioksidatif denge bagisiklik hiicrelerinde sinyal iletimini, gen eksprasyonunu ve
membran lipidlerinin bitiinliigliniin korunmasini1 saglar. Oksidatif stres parametresi
olan Malondialdehit (MDA)’ in kursun asetat verilen ratlarda plazma, kas dokusu,
karaciger ve beyin dokusunda Onemli Olgiide artmast kursunun, hiicrelerin

prooksidan/oksidan dengelerini bozarak oksidatif strese sebep oldugunu gostermistir.

Bagisiklik ve yangisal yanitin olusmasinda etkili olan sitokinler, hormon benzeri
etki gostererek hiicreler tizerinde birden fazla etki olustururlar. T lenfositlerini daha
fazla uyardigi igin hiicresel bagisiklik {izerine etkisi hlimoral bagisiklik Uzerine

etkisinden daha fazladir.

Antelmintik tedavide aktif olarak kullanilan levamizoliin dogal bagisiklikta etkili
olan IL12 ve IL18 sitokin iiretimini artirarak INFy sentezini artirdigi, bunun sonucunda

da Tip 1 immun yanit: aktif hale getirerek immun sistemi diizenledigi bir gercektir.

Bu calisma ile kursun zehirlenmesi olusturulan ratlarda oral olarak verilen
levamizoliin oksidatif stres ve sitokinler {lizerine etkisi arastirilmistir. Kirikkale
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan 2017/049 numarali proje

ile desteklenmistir.

Yuksek lisans egitimim boyunca ¢alismamin her asamasinda bilgi ve
deneyimlerini benimle paylasan ve hayatimda yol gdsterici rol model olan ¢ok degerli
danisman hocam Dog. Dr. Ebru YILDIRIM” a, tecrtibeleriyle bizi ydnlendiren ikinci
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tirlii yardim ve destegini esirgemeyen hocam Prof. Dr. Miyase CINAR’ a, yuksek

lisans egitimim boyunca yardimlarini esirgemeyen Dog. Dr. Hiisamettin EKICI’ ye

Vi
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OZET

Kursun Zehirlenmesi Olusturulan Ratlarda Levamizoliin Oksidatif Stres ve

Sitokinler Uzerine Etkisi

Levamizol, veteriner hekimlikte antelmintik ve immunmodulator olarak kullanilan bir
ilactir. Kursun, zehirliligi ¢ok iyi bilinen ¢evre kirletici bir metaldir. Bu ¢aligmanin
amaci, kursun zehirlenmesi olusturulan ratlarda immunomodulator etkili levamizolun

oksidatif stres ve sitokin cevap lizerine etkisinin arastirilmasidir.

Calisma Kirikkale Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (Etik
no:16/82) tarafindan onaylandi. Caligmada 40 adet, 2-3 aylik erkek Wistar rat
kullanildi. Ratlar 10  ar lik 4 gruba ayrildi. Kontrol grubu olan birinci gruba gavaj ile
fizyolojik tuzlu su (FTS), ikinci gruba gavaj ile FTS ve igme suyuna 2000 ppm kursun
asetat, Uclincu gruba 2 mg/kg gavaj ile levamizol, dordinct gruba ise 2 mg/kg gavaj
ile levamizol ve 2000 ppm kursun (Pb) asetat icme suyuna 5 hafta boyunca verildi.
Calismanin sonunda, anestezi altinda kanlar1 kalpten alindi. Heparinli tiiplerdeki kan
ornekleri, 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilip, plazmalar1 ayrildi. Alanin amino
transferaz (ALT), alkalin aminotransferaz (AST), alkalin fosfataz (ALP) aktiviteleri
ve albumin, kreatinin, total protein, trigliserid, total kolesterol, Urik asit, total bilirubin,
diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL-kolesterol), yiliksek yogunluklu lipoprotein
(HDL-kolesterol), kalsiyum, glikoz degerleri otoanalizér cihazinda okundu. Ayni
zamanda malondialdehid (MDA) aktivitesi Olculdu ve ticari Kitlerle
superoksiddismutaz, katalaz, 1L18, INF-gama ve IgE, 1gG seviyelerine mikroplak

okuyucu ile bakildi.

Yapilan analiz sonucunda, 5 hafta boyunca 2000 ppm Pb asetat verilen grupta
MDA aktivitesi, kontrol ve 2 mg/kg levamizol verilen gruba gore istatistiksel olarak
anlaml arttig1; buna karsilik Pb+L grubunda, Pb grubuna gore istatistiksel olarak
azaldig1 tespit edilmistir (P<0,001). Siiperoksid dismutaz (SOD) degerinin, Pb+
levamizol verilen gruplarda, Pb verilen gruba gore istatistiksel olarak anlamli sekilde
arttigl tespit edilmistir (P=0,029). Katalaz (CAT) degerinin, Pb verilen grupta

levamizol, kontrol ve Pb+levamizol grubuna gore onemli diizeyde arttigi tespit

Xl



edilmistir (P<0,001). IL 18 ile INF-gama aktivitelerinde deneme gruplar1 arasinda
istetistiksel olarak 6nemli bir fark bulunamamaistir (P>0,05). Ig G degeri levamizol ve
Pb+levamizol gruplarinda Pb grubuna gére anlamli derecede artmistir (P<0,01). Ig E
ise gruplar arasinda istatistiksel olarak farklilik tespit edilmemistir. (P>0,05). Plazma
ALT aktivitesi ve total kolesterol diizeyi Pb verilen grupta diger ¢aligma gruplarina
gore istatistiksel olarak daha yiiksek bulunmustur; levamizol uygulamas: yiikselen
ALT ve total kolesterol seviyesini anlamli olarak diisiirmiistiir (P<0,001). Yapilan
calisma sonuglar1 kismende olsa levamizoliin kursun zehirlenmesi tedavisinde ek bir
kullanim alan1 bulabilecegini; ayrica kursunun en ¢ok etkiledigi karaciger ve beyin
gibi organlarda ileri ¢aligmalarin yapilmasi ile daha kesin verilere ulasilabilecegi

sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kursun, levamizol, oksidatif stres, rat, sitokin
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SUMMARY

The Investigation of the Effect of Levamisole on Oxidative Stress and Cytokines

in rats Exposed to Lead Poisoning

Levamizol is a drug that is used as an antelhelmintic and immunomodulator in
veterinary medicine. Lead, is common known environmental polluting toxic metal.
This study aimed to explore the effect of immnunomodulator levamisole on oxidative

stress and cytokine response in lead exposed rats.

This study meet with approval by local ethical committee of Kirikkale University
(Ethics no: 16/82). A total of 40, 2-3 month old male Wistar rats were handled in the
study. The rats were seperated into 4 groups each containing 10 rats. The first group
was control group and given physiological saline (FTS) with gavage, the second group
was given FTS with gavage and 2000 ppm lead acetate in drinking water, the third
group was given 2 mg/kg levamisole with gavage, and the fourth group was given 2
mg/kg levamizole and 2000 ppm lead (Pb) acetate in drinking water for 5 weeks. At
the end of the study, blood was drawed from the heart under anesthesia. Blood samples
were taken from heparinized tubes and centrifuged at 3000 rpm for 10 minutes to
obtain plasma. Alanine amino transferase (ALT), alkaline aminotransferase (AST),
alkaline phosphatase (ALP) activities and albumin, creatinine, total protein,
triglyceride, uric acid, total bilirubin, total cholesterol, low density lipoprotein (LDL
cholesterol), high density lipoprotein (HDL- cholesterol), , calcium glucose levels
were measured in the autoanalyzer. At the same time, malondialdehyde activity was
measured and superoxidomycutase (SOD), catalase CAT, levels and IL18, INF gamma

and IgE, 1gG levels were studied in microplate reader with commercial Kits.

As a result of the analysis, the MDA activity in the group given 2000 ppm Pb
acetate for 5 weeks increased significantly compared to the control and the group given
2 mg/ kg levamisole; whereas in Pb + levamisole given group, it was found to decrease
statistically compared to the group Pb (P<0,001). Superoxide dismutase (SOD) value
were significantly increased in Pb + levamisole groups compared to the Pb group (P =
0.029). Catalase (CAT) value was found to be higher in the Pb group than in the

Xl



levamisole, control, and Pb + levamisole groups (P<0,001). No difference was found
among IL18 and INF gamma activity in experimental groups (P> 0.05). Ig G levels
were significantly higher in the levamisole and Pb + levamisole groups than in the Pb
group (P<0.01). Ig E was not statistically different among the groups (P> 0.05). Plasma
ALT activity and total cholesterol level were statistically higher in the Pb group than
in the other experimental groups, and levamisole administration significantly lowered
elevated ALT and total cholesterol levels (P <0.001). The results of the study, in part,
suggest that levamisole may find additional use in the treatment of lead poisoning; also
it has been concluded that further studies can be achieved by conducting further studies
in organs such as the liver and brain, which are most affected by lead.

Key words: Cytokines, lead, levamisole, rat, oxidative stress
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1. GIRIS

Kursun (Pb), hem insanlarda hem hayvanlarda zehirlenmelere sebep olan baslica
metallerden biri olmakla birlikte (Kaya 2014), endiistri ve tip alaninda sik¢a kullanilir.
Kursun modern endustride pil retimi, piring, lehim olarak metal alagimlari, boya, cam
ve seramik sanayinde kullanilan toksik bir cevre kirleticidir (Alabbassi ve ark. 2008,
Karamala ve ark. 2011). Kursun sinir, kan, kas ve kapillar damar zehiri olarak da
bilinir. Bu sistemlerle ilgili enzim veya enzim tepkimelerini degistirebilir (Kaya ve
Akar 2000). Canli organizmada ozellikle siilfidrilli gruplara ve bazi niikleofilik
fonksiyon gruplarina baglanarak kalsiyum ve vitamin D metabolizmasini degistirir.
Kursun, hiicrelerde 6zellikle kalsiyumun etkisini taklit etmesi, sinirsel olarak sinir
uclarindan dopamin, asetilkolin ve gamma aminobutirik asit gibi ndrotransmiterlerin
salinimini degistirmesi gibi sebeplerle zehirli etki olusturur (Thompson 2007).
Kursun zehirlenmesinin oksidatif stresin birka¢ gostergesinde degisiklige sebep
oldugu ve serbest radikallerin aracilik ettigi hiicresel hasarin Pb nérotoksisitesine bagli
olarak patolojik bir rol oynadig: diisiiniilmektedir (Adonaylo ve Oteiza 1999).
Oksidatif stres belirteci olan malondialdehit (MDA)’ in Pb asetat verilen ratlarda
plazma, kas dokusu, karaciger ve beyin dokusunda énemli 6l¢iide artmasi Pb’ nin,
hiicrelerin prooksidan/oksidan dengelerini bozarak oksidatif strese sebep oldugunu
gostermistir  (Dag 2012). Kursun zehirlenmesinin oksidatif stresi baslattigi
bilinmektedir (Patra ve ark. 2011). Bu durum g6z 6niine alinarak Pb zehirlenmesinden
korunmak igin, vicuttaki antioksidan savunma sistemini uyarmak iyi bir sagaltim
uygulamasi olabilir. Bagisiklik sistemi Uzerinde de negatif etkisi olan Pb ile ilgili in
ViVO, ex Vivo ve in vitro yetiskin fare ¢aligmalari, asir1 derecede toksik olarak kabul
edilenlerin ¢ok altindaki seviyelerde Pb maruziyetinin, yetiskin farelerde Thl ile
baglantili tepkileri (6rn., IFN vy liretimi) inhibe ettigini ve Th2 ile ilgili yanitlar (6rnegin
IL4, IL5, IL10, IL13 ve IgE iretimi) gelistirdigini gostermistir ki bu Pb’ nin hayvan
sistemlerinde bagisiklig1 baskilayan bir madde olabilecegi anlamina gelir (Heo ve ark.
1996, Miller ve ark. 1998).
Giinliik hayatta maruziyetin ¢ok fazla oldugu agir metal zehirlenmelerinden biri

olan Pb zehirlenmesinde selator madde ve antioksidan enzimler kullanilmaktadir.



Kullanilan selatér maddeleri basinda; British Anti-Lewisite (BAL, dimerkaprol, 2,3-
dimerkaptopropanol), dimerkaptosuksinik asit (DMSA) stiksimer, D-Penisilamin,
kalsiyum disodyum etilen diamin tetraasetik asit (CaNa,EDTA) gelmektedir. Vitamin
E, selenyum, cinko, vitamin C, S-adenozil-L-metiyonin (SAM), N-asetilsistein
(NAC), a-lipoik asit (LA), kaptopril, taurin, vitamin Be gibi antioksidanlar da
sagaltima yardime1 olmaktadir (Iskender 2012).

Imidazol tiirevi bir ilag olan levamizol, helmintlerin gangliyonlarii siirekli
uyararak, cizgili kaslarinda spastik felglere neden oldugu i¢in antelmintik olarak
kullanilmaktadir. Renoux ve Renoux (1974) tarafindan fareler iizerinde yapilan
calismalarda levamizoliin antelmintik etkisinin yaninda bagisiklik tizerine de etkisi
oldugu tespit edilmistir ve bu etkileri nedeniyle levamizol, bagisiklik sisteminin
baskilandigi durumlarda da kullanilan ilaglardan biri haline gelmistir. Oksidatif —
antioksidatif denge, bagisiklik hiicrelerinin gorev yapmasi agisindan dnemlidir. Bu
denge bagisiklik hiicrelerinde sinyal iletimini, gen ekspresyonunu ve membran
lipidlerinin biitiinliigiiniin korunmasini saglar (Meydani ve ark. 1995). Levamizoliin
oksidasyon-antioksidasyon denge (Uzerine etkisi hakkinda yapilan ¢aligmalar
gostermistir ki; levamizol, oksidatif stresi azaltmakta ve antioksidan aktiviteyi
artirmaktadir. Bir immiin uyarici olarak levamizol, immdinolojik hucrelerin
yuzeylerinde timopentin reseptorlerine baglanir ve imminolojik olarak yetkin hucreler
icine T lenfositlerini inhibe eder. Klinik deneylerde levamizolin gesitli bulasict
hastaliklarda ve bazi kanserlerde terapotik etkinlige sahip oldugu ve buna bagl olarak
bagisiklig1 (Biswajit ve ark. 2014) ayn1 zamanda dogal bagisiklikta etkili olan IL-10
ve IL-12 sitokin iiretimini artirdigi, INF-Y upregiilasyonu ile birlikte Th1 T yardimci
immun yanit1 tetikledigi, bu uyarimin IL-18 sitokin tarafindan meydana geldigi,
dolayisiyla levamizoliin IL-18” in tetiklenmesiyle Tipl immun yanita kars1 bagisiklik
dengesini dengeleyerek etki ettigi bildirilmistir (Kayaalp 2000, Chen ve ark. 2008,
Szeto ve ark. 2000).

Bu ¢alismanin amaci; Levamizolin Pb zehirlenmesi olusturulan ratlarda sitokinler
ve oksidatif stres tizerine etkisinin arastirilarak, Pb zehirlenmesinde alternatif bir

tedavi yaklagimi olup olamayacagini ortaya koymaktir.



1.1. Kursun (Pb)

Kursun oldukg¢a zehirli bir agir metaldir. Diisiik dozlarda bile bu zehirli etkisi
goriilebilmektedir Dogada kaliciligi ¢ok uzundur, dolayisiyla ¢evreye bulagsma s6z
konusu oldugunda doganin dongiisel sistemine dahil olmaktadir (WHO 2003). Temel
bilgileri Cizelge 1.1’ de gosterilen Pb; akiler, borular, piring, lehim, boya, cam ve
seramik sanayii gibi metal alasimlarinin tiretimi de dahil olmak tizere genis bir ticari
alanda kullanilmaya devam etmektedir (Sithisarankui ve ark. 1999). Periyodik
tablonun 6A grubu metallerinden olan Pb; siilfiir, karbonat, siilfat, kromat tuzlari
seklinde dogal olarak bulunan ve atom numarasi 82 olan gri-mavi renkli bir elementtir

(Dogan 2012) ve Resim 1.1° de de gosterildigi gibi cevher halinde bulunur.

Cizelge 1.1. Kursuna iliskin Temel Bilgiler (Diindar ve Aslan 2005)

Isim Kursun

Sembol Pb

Atom no 82

Atom agirhg: 207.2 atomik kutle birimi
Siiflandirma Agir Metal

Notron Sayisi 125

Proton ve Elektron Sayisi 82

Kaynama Noktasi
Erime noktasi
Yogunluk

Renk

1740.0 °C (2013.15 °K, 3164.0°F)
327.5 °C (600.65 °K, 621.5 °F)
11.34 g/cm?®

Maviye yakin




Sekil 1.1. Kursun cevheri (Anon a)

1970 lerden sonra boyalarda ve ev esyalarinda Pb miktarlarinda siirlamalar
yapilmistir. Ancak 2005’te diinyada kullanilan Pb miktar1 7.13 milyon ton civarina
gelmistir. Sirlanmis seramik esyalarda ve kursunlanmig kristallerde uzun sire
bekletilen zayif asidik sivilar, Pb’ nin buralardan asidik sivilara gegerek alinmasina
olanak saglar. 1978 yilindan itibaren bir¢ok Ulkede kursunsuz benzin kullaniminin
zorunlu hale getirilmesi maruziyeti azaltmistir (Ozkan ve ark. 2018)

Kursun, birgok 6nemli katyonun, dzellikle kalsiyum, demir, ¢inko, sodyum ve
potasyumun metabolizmasini kontrol eden diizenleyici mekanizmalara miidahale eder;
ayni zamanda hiicresel ve mitokondriyal membranlarin biitiinliiglinii degistirir,
boylece hiicresel kirilganligr arttirir ve dejeneratif siiregleri kolaylastirir (Rio ve ark.
2001). Pb’nin kalsiyum emiliminin hormonal regiilasyonu tizerine etkisi vardir, diyette

kalsiyumun azalmasi Pb toksisitesi artar (Anetor ve ark. 2005).



1.1.1. Kursun Zehirlenmesi

Kursun zehirlenmesi insanlik tarihi kadar eskidir ve ciddi sonuglar1 bulunmaktadir
(Wani ve ark. 2015). Zehirlenme durumunda en ¢ok etkilenen viicut sistemleri merkezi
ve cevresel sinir sistemi, bobrek fonksiyonlari ve vaskiler sistemdir. Erken donem Pb
zehirlenmesi belirtileri diffuz kas zayifligi, halsizlik, yaygin kas agrisi, eklem agrisi ve
artrit, istah kaybi, bas agrisi, uyuklama, libidonun azalmasi, kilo kaybi, huy ve mizag
degisikligidir. Kronik maruziyet sonrasi; karin agrisi ve kramplar, mide bulantis1 ve
kusma, kisa siireli hafiza kaybi, depresyon, koordinasyon bozuklugu, konstipasyon ve
konsantrasyon bozuklugu goriilir. Kan Pb dizeyi insanda 30 pg/dL (stunde
oldugunda siddetli zehirlenmelerin yanisira felg, siddetli letarji, ve abdominal kolik
olusur. Kursundan 06zellikle cocuklar cok etkilenmektedir. Kursuna maruz kalan
cocuklarda doniisiimlii aminoasidiiri, biiylimenin durmasi, hiperaktivite, kafa i¢i
basincinin artmasi ve karin agris1 goriilmektedir (Patrick 2006). Bir donem, 6zellikle
kiiglik hayvan pratiginde kazaen gorulen Pb zehirlenmesi olgulari ¢ok sik gortiliirken,
boyalardan, benzinlerden Pb’nin ¢ikarilmasi gibi alinan tedbirlerle zehirlenmenin
goriilme orani azalmistir. Kedilerde ise Pb zehirlenmesi olgulari ¢ok sik rapor
edilmemekle beraber literatiir taramada 45 yillik bir siliregte 70 olgu sunumuna
rastlanmistir (Knight ve Kumar 2003). Aygiin ve ark (2004) Tiirkiye’ deki Yarseli
Baraj GoOli’ nden tutulan Carassius carassius’ un kaslarinda kursun miktarini
arastirmiglar ve kursun miktarimin 0,6 ila 2,8 mg / kg FW arasinda oldugunu, ortalama
kursun miktarinin yasal limiti asmadigini ancak bulunan en yiiksek kursun diizeyinin
halk saglig1 agisindan risk tasidigini gostermislerdir.

Kursun daha ¢ok inhalasyon, sindirim ve deri yoluyla emilim seklinde viicuda
alinmakta olup; kan Pb seviyesi 90-400 pg/dL dir. Plazma Pb seviyesinin 40-80
pg/dL’ye olmasi durumunda protoporfirin metabolizmasi ve oksidasyon rediiksiyon
reaksiyonlar1 baskilanabildiginden kandaki Pb seviyesinin 400 pg/dL’yi asmasi
istenmez (Diindar ve Aslan 2005). Ancak giinliikk hayatta maruziyet sonrasi meydana
gelen Pb zehirlenmesi, yasam boyu olumsuz saglik etkileri olabilecek 6nemli bir
cevresel hastaliktir. Kursuna en duyarli canlilar ¢ocuklar ve en ¢ok maruz kalanlar
fakir ve gelismekte olan iilkelerde yasayanlardir (Meyer ve ark. 2008). Kursun emilimi
en ¢ok sindirim sistemi yoluyla olur, Pb eritrositlere baglanarak 6zellikle kanlanan

organlarda iki asamali bir dagilim gosterir. Pasif dagilim dedigimiz ilk asama



karaciger, bobrek, dalak gibi en ¢ok kan giden organlara olur ki yiiksek diizeyde Pb
gecici olarak bulunurken ikinci dagilim asamasinda ise bu organlardan kemiklere
gecerek depolanir. Kronik Pb zehirlenmesinde Pb’nin  %90-98’i kemiklerde
bulunmaktadir. Yiksek siit verimi, beslenme yetersizligi, asidoz, stres, kalsiyum
yetersizligi gibi durumlarda ise kemiklerden kalsiyum ile birlikte mobilize olarak kan
Pb seviyesini yiikselmesine baglida Pb zehirlenmesi sekillenebilmektedir. (Dogan
2012). Kursun asetat sigirlar1 6-7 mg/kg/giin, atlart 1-7 mg/kg/giin ve koyunlar1 8
mg/kg/giin dozda oral yolla zehirleyerek 6ldiiriirken kuru madde esasina gére 50 ppm

alindiginda zehirlenmelere, 100 ppm alindiginda Sliimlere neden olmaktadir (Dogan
2012).

Kursun zehirlenmesinden etkilenen organlar arasinda Pb’ nin en ¢ok depolandigi
organ olan karaciger gelmektedir, onu bdbrek izler. Karaciger portal sistem yoluyla
sindirim kanalindan emilen Pb’ ye maruz kalan ilk organdir. Kursun kaynakli
hepatotoksisite ~ {izerine  yapilan daha  Onceki  calismalar, karaciger
biyotransformasyonu, kolestrol metabolizmasi, hepatosit asir1 yayilmasi ve Pb
kaynakl1 hepatosit hiperplazisine bagli niikleik asit sentezinde degisiklikler oldugunu
ortaya koymustur (Mudipalli 2007, Abdel Moneim ve ark. 2011).

Ratlarda yapilan bir ¢alismada, 1 ay boyunca deri alt1 (DA) yolla 100 mg/kg/gin
kursun asetat maruziyetinin, serum AST, ALT ve ALP aktivitelerinde artisa neden
oldugu gosterilmistir. Bu artisin sebebi biiyiik olasilikla kursun zehirlenmesinin sebep
oldugu hepatotoksik etkidir. Kursun karacigerde birikerek hiicre zar gecirgenligini
onler ve hiicrelerde hasara sebebiyet sonucu kanda AST, ALT ve ALP dizeyleri artar.
Bu ratlarda ayrica serum iire ve kreatinin seviyesindeki anlamli artis bobrek hasaria
isaret eder (Alabbasi ve ark. 2008).

Akut ve kronik tipte zehirlenmeye sebep olan Pb, fizyolojik, biyokimyasal ve
davranig bozukluklari meydana getirir. Kan proteinlerini sentezleyen enzimlerin
baskilanmasina bagli olarak anemi meydana gelirken alyuvar zar1 dayanikliligi azalir.
Kemiklerde kalsiyumun yerine depolanir ve daha ¢ok bobrek ve karacigerde birikir ve
beyin, merkezi sinir sistemi ve hematopoetik sistem gibi hemen hemen viicudun tim
organ ve sistemleri lizerine toksik etki gosterebilmektedir (Erdogan ve ark. 2005,
Altinsaat ve ark. 1997). Mishra ve ark (2003) yapmis oldugu bir ¢caligmada kan Pb
seviyeleri 6,5, 17,8 ve 128 pg / dL ortalama olan {i¢ is¢i grubu (n = 84) incelenmis ve



fitohemaglutinin (PHA) lenfosit proliferasyonu kontrol grubuna gore inhibe edildigi,
dogal katil (NK) hiicre aktivitesinden etkilenmedigi tespit edilmistir.

1.1.2. Kursun Zehirlenmesinin Mekanizmasi

Kursun zehirlenmesinin, canlidaki kalsiyumun (Ca) etkisini taklit ederek veya inhibe
ederek ya da silfidril, amin, fosfat ve karboksil gruplarina baglanarak, hayati
proteinleri etkileyerek meydana geldigi diistiniilmektedir. Kursun, beyin kapillarlari,
noronlar, hepatositler, ve arterlerde hiicre i¢i Ca diizeyini artirarak, diiz kaslarin
kasilmasina ve dolayli yoldan hipertansiyona neden olur. Kursun, kanda ferroselataz,
aminolevulinik asit sentetaz, aminolevulinik asit dehidraz enzimlerini etkileyerek,
heme biyosentezine karigir. Hemoglobin seviyesi diiser ve sonugta anemi goriiliir.
Heme sentezinin etkilenmesi bobrek ve norolojik parametreleri de etkiler. Kursun
kemiklerde 1,25—dihidroksivitamin D diizeyini etkileyerek, Ca homeostazisi ve kemik
hlcre fonksiyonunu etkiler. Sinir sisteminde ise sinir hiicrelerinde ikincil haberci olan
Ca yerine gegerek, voltaj bagimli kalsiyum kanallarin1 ve Ca akisini inhibe eder,
sonunda norotransmitter madde salimimini Onler. Boylece sinaptik ileti Onlenir.
Kursun, astroglialarda glutamat geri alinimini ve glutamat sentezini inhibe ederek,
merkezi sinir sisteminin baglica uyarict ndromediyatorii olan glutamatin {iretimini

durdurur (Handej ve Trombetta 2004).

1.1.3. Toksikokinetik

Pb en ¢ok sindirim ve solunum sisteminden emilir. Yetiskinlerde gastrointestinal
sistemden emilim % 10 kadarken ¢ocuklarda bu oran % 40’a kadar yiikselir. Havadan
solunan Pb’ un ise emilimi formuna baglidir (Klaassen 2009).

Emilen Pb viicutta hareketli bir havuz olusturur ve viicuda dagilir. Kursun
oncelikle kirmiz1 kan hiicrelerine ilgi gosterir. Total Pb un sadece %1-%5’i plazmada
bulunur. Kan Pb ve serum Pb diizeyi arasinda bifazik bir iligki bulunmaktadir. Pb
kanda 40 pg/dL’ nin altinda oldugunda bu iligski dogrusal, iistiinde oldugu zaman ise
dalgal1 bir hal almaktadir. Bu fenomenin nedeni, eritrosit morfolojisinin degismesi ve

buna bagli olarak Pb i¢in daha az baglanma noktasinin kalmasina baglanmaktadir.



Pb’un yaklasik yarisi kirmizi kan hiicrelerindeki hemoglobine baglanmaktadir. Pb’un

kandan dokulara ge¢mesi 4-6 haftalik bir siire¢ gerektirir (Philip ve Gerson 1994).

1.1.4. Kursunun Oksidatif Stres Uzerine Etkisi

Serbest radikaller tarafindan meydana getirilen oksidatif stres; normal islevini yiiriiten

hiicre ve organizmalardaki molekiillerde oksidatif hasarin birikimi ile olusan bir

durumdur (Caylak 2011).

Genel anlamda serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirlerindeki artis ve bunlar
notralize eden antioksidanlarin yetersiz kalmasi durumunda oksidatif dengenin
bozulmasi olarak tanimlanan oksidatif stres, serbest radikallerin olusturdugu
makromolekiillerin oksidatif hasar1 sonucunda meydana gelen MDA, protein karbonil
(PCO), 8-hidroksiguanin (8-OHG) gibi maddelerin, kan ve dokuda miktarinin
belirlenmesi ile agiga ¢ikar. Bunlardan MDA dokulardaki lipid hasarinin géstergesi
olarak kullanilan biyokimyasal bir belirtectir (Ozcan ve ark. 2015).

Kursuna bagli meydana gelen oksidatif stres, Pb’ nin hiicre zari, DNA ve
antioksidan savunma sistemleri (zerine etkileri sonucunda meydana gelir. Hucre
zarinda bulunan yag asitlerindeki ¢ift baglarin varligi, ¢ift baglara bitisik karbon (C)
atomu uzerindeki C-H baglarin1 zayiflatir ve hidrojen (H)’nin ayrilmasi kolaylagir. Bu
nedenle ¢ift bag olmayan ya da en fazla 2 ¢ift baga sahip olan yag asitleri, ikiden fazla
cift baga sahip doymamis yag asitlerine gore oksidatif stres olusumuna daha
direnclidir. Linoik, linolenik ve arasidonik asitin Pb ile inklbasyonundan sonra
oksidatif stresin son uruni olan MDA konsantrasyonunun yag asitlerinin ¢ift bag
sayisina bag olarak arttig1 yapilan ¢alismalarla kanitlanmistir. Kursuna bagli oksidatif
hasarin bagka bir mekanizmasi ise membrandaki yag asiti kompozisyonu ilizerine olan
etkisidir. Yag asiti zincir uzunlugu ve doymamislik, peroksidasyona karsi membran
duyarliligina bagli oldugu i¢in Pb ile indiiklenen arasidonik asit uzamasi,
membrandaki lipid peroksidasyonundan sorumlu olabilir. Bir diger mekanizma
hicrelerin antioksidan savunma sistemi tizerinedir. Pb, kadmiyum ve civa gibi stlfidril
gruplarina yliksek affinite gdsteren diger metaller, merkaptidler, sisteinin siilfidril
grubu ve diger aminoasit yan zincirleri ile daha az kararli bilesikler olusturur. Kursun

aminolevilinik asit dehidrogenaz (ALAD), slperoksit dismutaz (SOD), katalaz



(CAT), glutasyon peroksidaz (GPx), glukoz-6 fosfat dehidrojenaz (GGPD) gibi ¢esitli
enzimlerde fonsiyonel SH- gruplarini inhibe ederek antioksidan aktivitelerini
degistirdigi tespit edilmistir. GPx, SOD ve CAT Pb toksitesi i¢in potansiyel hedeflerdir
cinkd bu antioksidan enzimler, uygun yapi ve aktivite i¢in g¢esitli gerekli iz
elementlere baglidir (Hsu ve Guo, 2002).

Endiistri iscilerinde biyokimyasal belirteglerle Pb kaynakli oksidatif stres ve
olumsuz saglik etkilerini belirlemek amaciyla yapilan bir ¢alismada oksidatif stres
(MDA, GGT) ve yapisal belirteglerin (yiiksek duyarlilikli CRP) 6nemli oranda arttig1,
kan basmcinin yiikselmesine ragmen maruz kalan grupta hemoglobin degerlerinin
azaldigi, Pb’a maruz kalan isgilerde serum {ire, iirik asit, fosfat diizeyinin ve ALT
aktivitesinin 6nemli dl¢iide yiikseldigi ve serum albiimin, total protein ve glomeriiler
filtrasyon hizinin azaldig1 tespit edilmistir. Kursun maruziyeti sonucu MDA
seviyesindeki artig, Serum gamma glutamin transpepditaz (GGT), C reaktif protein
(CRP), iire, kreatinin ve irik asit ile pozitif korelasyon gosterdigi igin Pb
maruziyetinin, ¢alisan iscilerde hematolojik, renal ve hepatik islevlerdeki olumsuz
degisikliklerle oksidatif stresi artirdigi sonucuna varilmistir (Mohammad ve ark.
2008). Dort hafta boyunca oral yolla 0, 10, 50 ve 100 mg/kg agirlikta Pb asetat verilen
ratlarda MDA’ nin doza bagl bir sekilde kademeli olarak arttigi tespit edilmistir (Xu
ve ark. 2008). Bu da oksidatif stresin doza bagli olarak siddetinin degistigini gosterir.

Antioksidan enzimlerin azalmis aktiviteleri genellikle oksidatif stresle
iliskilendirilir. Kursun asetata maruz kalan ratlarda, hepatik antioksidan enzim
dizeylerinin anlamli olarak daha disiik seviyelerde goriildiigii bildirilmistir.
Antioksidan enzim aktiviteleri Uzerine mevcut bulgular, Pb' ye maruz birakilan
sicanlarin karacigerlerinde antioksidan enzimlerde 6nemli diisiisler daha 6nceki bazi
aragtirmalara uygundur; bu degisiklikler, superoksit radikalleri ve hidrojen peroksit
birikiminin yol agtif1 sayisiz zararli etkilere atfedilebilir. Ayrica, Pb+? iyonunun
antioksidan enzim aktivitesi i¢in gerekli olan metal iyonlariyla (Cu*?, Zn*2, Fe*? ve
Mg*? gibi) rekabet ettigi ve antioksidan enzimlerde bir kayip veya azalmaya neden

oldugu gosterilmistir (Wang ve ark. 2013).



1.1.5. Kursunun Antioksidan Enzimler Uzerine Etkisi

Superoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), alkalen fosfataz (ALP) gibi
antioksidanlar, savunma yanitinda ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir. Buna ek olarak,
MDA plazma membraninda oksidatif hasarin belirtegleri olarak kullanilabilir (Wang
ve ark. 2006). Cizelge 1.2’ de antioksidan enzilerin vicuttaki gorev ve 6zellikleri

verilmigtir.

Cizelge 1.2. Antioksidan Enzimlerin Siiflandirilmasi (Caylak 2011).

Antioksidan :
Enzimler Fonksiyonlari Ozellikleri

Mn-SOD
O2:-’i  hirojen perokside CuZn-SOD (en ¢ok bulunan formu)

Superoksit  dismutaz dontistiirerek  oksidasyonu Fe-SOD

(SOD)

tamponlar Ni-SOD
Cu-SOD
Hidrojen peroksidi su ve Peroksizomlarda yer alan

Katalaz (CAT) atomik oksijene déniistiiriir. tetramerik bir proteindir.

Glutatyonu okside ederek
hidrojen peroksid ve suya
doniistiirir.

Selenoprotein (Se?* icerir),
ve GSH (Glutatyon) kullanir.

Glutatyon peroksidaz
(GPx)

Farmand ve ark (2005), 12 hafta boyunca igme suyunda 100 ppm kursun asetat
verilen siganlarda, renal korteks, medulla ve torasik aortta SOD, CAT GPx ve guanilat
siklaz aktivitesinde meydana gelen dlizensizlik sonucunda hipertansiyon meydana
geldigini gostermislerdir. Diisiik diizey Pb’ a maruz kalan ressamlarda oksidatif stres
durumunu incelemek igin yapilan bir ¢alismada SOD ve CAT antioksidan enzim
aktivitelerinin ressamlarda kontrol gruplarindan 6nemli 6l¢iide daha diisiik oldugu
tespit edilmistir. Ayrica lipid peroksidasyon ise ressamlarda kontrol grubunda daha
yiiksek bulunmustur (Mohammad ve ark. 2008). Son doénemde yapilan ¢aligmalar
SOD, CAT, GPx, gibi antioksidan enzim aktivitelerinin Pb tarafindan engellendigi
bildirilmistir (Bolin ve ark. 2006, Wang ve Wang 2011).
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Kursun ve diger metaller (civa ve kadmiyum) siilfidril gruplara yulksek affinite
gosterdigi icin Pb’nin  ALAD, SOD, CAT, GPx ve Ge¢PD (glukoz-6-fosfat
dehidrojenaz) gibi birkag¢ fonksiyonel siilfidril gruplarini inhibe ederek antioksidan
aktiviteyi degistirdigi yapilan ¢alismalarda gézlenmistir (Chiba ve ark. 1996, Hsu
1981). Ote yandan, kadmiyum, arsenik ve Pb gibi redoks inaktif metaller, toksik
etkilerini, stlfidril protein gruplarina baglanma ve glutatyonun tilkenmesi yoluyla
gosterirler (Jomova ve Valko 2011).

Tiyol igeren bilesikler, -SH (siilfidril) gruplarina Pb baglar ve antioksidan 6zellige
sahiptirler. Bu nedenle tiyol iceren antioksidanlar, Pb zehirlenmesi i¢in faydali olabilir.
Caylak ve ark (2007) yapmis oldugu bir ¢alismada da Pb maruziyeti ile degisen
oksidatif stres parametreleri ve antioksidan enzim duzeyleri Uzerine tiyol iceren

antioksidanlarin yararli etkileri tespit edilmistir.

Patra ve ark gore (2011) GPx, CAT ve SOD, Pb toksisitesi igin potansiyel
hedeflerdir. Antioksidan enzimler uygun molekiler yap1 ve aktivite i¢in gerekli ¢esitli
iz elementlere baglidir. Antioksidan savunmanin bozulmasi, oksidatif hasara daha
duyarli olan hiicrelerin neden oldugu ¢esitli enzimler tizerine Pb’ nin inhibitor etkisinin

sonucu oldugu diistiniilmektedir.

1.1.6. Kursun Zehirlenmesinin immun Sistem ve Sitokinler Uzerine EtKisi

Sitokinler, basta immun sistem hiicreleri olmak iizere birden fazla hiicre tarafindan
iiretilen ve salgilanan, T ve B hiicrelerinin ve hemapoetik hiicrelerin gelisimi ve
farklilagsmasinda gbrev alan, buna bagli olarak immun yanitin her asamasinda hormon
benzeri etki olusturarak, hiicreler arasi iletisimi saglayan protein ya da glikoprotein
yapisindaki sinyal molekiilleridir (Diker 1998, Glner ve ark. 1997). Ayrica yangi gibi
biyolojik faaliyetler, hiicrelerin ¢ogalmasi, gelismesi ve aktivasyonu, morfogenezis

gibi olaylar1 da diizenlerler (Dalkili¢ ve ark. 2012).

T yardimci hiicre soylart farkli sitokinleri tiretmekte olup; Th1 hiicreleri interferon
gama (IFN y) , IL2, IL15 ve Tumor Nekrozis Faktor (TNF) dretirken, Th2 hiicreleri
IL4, IL5, IL6, IL9 ve IL13 Uretmektedirler. Bununla birlikte her ikisi Thl ve Th2
hicreleri olmak Uzere 1L10 uretmektedirler (Zidek ve ark. 2009). Dogal bagisiklikta
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gorev alan sitokinler; IL1, IL18, TNF, IL6, IL15, IL12, IL10, INF (a-B) , IL23, 1L27
iken kazanilmig bagisiklikta gorev alan sitokinler ise IL-2, IL-4, IL 5, IL13, IL17, ve
INF y* dir. Ayrica bagisiklik sistemini uyaran ve Thl tarafindan salinan INF y, TNFa,
IL2, IL6 ve IL12 proinflamatuvar sitokinler olup, immun sistemi baskilar. Th2
tarafindan salinan IL4, ILS, IL10 ve TGF-p sitokinler ise yang1 onleyici sitokinlerdir
(Boyuk 2015).

[1k olarak IFN y indiikleyici bir faktdr olarak taninan IL 18, yapisal olarak IL 1’e,
fonksiyonel olarak da IL12’ye benzemektedir. Makrofajlardan ve kuffer hucrelerinden
mikrobiyal etkiye kars1 sentezlenen immiin diizenleyici bir sitokindir. Ayrica sinoviyal
hlcreler, adrenal korteks hiicreleri, dendritik hicreler, mikroglial hiicreler, intestinal
epitelyal hiicreler gibi ¢ok farkli hiicrelerden sentezlenir (Bilgehan 2005). IL18, Ig E
yapimini inhibe eder, T ve NK hiicrelerinin olgunlasmasini saglar, bu hiicrelerin
sitokin salinimini ve boylece sitotoksititesini artirir. IFN y tretimini uyardigi igin IL
12 ile sinerjistik etki gosterir. Yapilan calismalarda IL12 ile birlikte IL18 eksikliginde,
intraselliiler mikroorganizmalara karsi yok denecek kadar az IFN y sentezlendigi
goriilmistiir (Sugawara ve ark. 1999). IL18 (interferon-indikleyici faktor) ve 1L12, T
hicrelerinde IFN y indiiksiyonunda belirgin bir sinerjizm sergiler. Bu sinerjik etkinin
mekanizmasina yonelik aragtirmalar, IL12'nin, IL18 reseptdrinian, interferon-gamma
tireten hiicreler lizerindeki ekspresyonunu arttirdigini ortaya ¢ikarmistir. Bununla
birlikte 1L18, Thl hiicrelerinin gelisimini indiiklemese de, IL12 tarafindan Thl
hicrelerinin etkili induksiyonu ve aktivasyonu igin gereklidir. 1L12 ve IL18'in hem
dogal hem de edinilmis bagisiklig1 aktive etmesine ragmen, aktif makrofajlarla asir1
tiretimi bagisiklik sisteminin bozulmasi dahil olmak iizere ¢oklu organ bozukluklarina

neden olabilir (Okamura ve ark. 1998).

Ortalama 74,8 pg/dL kan Pb seviyeli iscilerle yapilan caligmalarda CD4 +
hiicreleri ve C3 ve C4 komplement seviyelerinde onemli bir diislis oldugu tespit
edilmistir (Undeger ve ark. 1996, Basaran ve Undeger 2000). Pinklerden ve ark (1998)
Pb’ ye maruz kalan ve kalmayan isciler arasinda CD3 + hiicreleri, CD4 + T hiicreleri,
CD8 + T hiicreleri, B hucreleri ya da dogal katil hicre (NK) yizdelerinde dnemli bir
fark bulamamuslar ancak yapilan diger calismalarda T hucreli mitojenlere cevap olarak
gelisen degisiklikler kursun is¢ilerinde rapor edilmistir. Kan Pb seviyeleri 30-70 pg/dL

araligindaki kursun is¢ilerinde degisken immun parametreler tanimlanmustir. T hicresi
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alt polinasyonlarindaki  degisiklikler, T hiicresi mitojenlerine yanit ve
polimorfoniikleer 16kositlerin azaltilmig kemotaksisi gibi etkiler bildirilmistir. Kan Pb
ve serum immdanoglobulin E' nin (Ig E) seviyesindeki artis arasindaki iliskilerin 6nemi
cocuklarla ilgili birkag ¢calismada bildirilmistir. Bu IgE seviyelerinin degerlendirilmesi
onemlidir. Cunkd; IgE alerjik astim dahil olmak t{izere Tipl hipersensitivite
reakiyonlarinda birincil mediatordir (ATSDR 2007).

Kan Pb duzeyleri >0,48 pumol / L (10 pg / dL) olan 38 okul dncesi ¢gocugun serum
immunoglobulin (IgG, IgM ve IgE) konsantrasyonlari incelenmis ve kan Pb seviyeleri
<0,48 umol / L olan 35 okul 6ncesi ¢ocukla karsilastirilmistir. Populasyondaki 1gG,
IgM ve IgE serum konsantrasyonlarinda higbir fark gézlenmemistir. Yiksek kan Pb
diizeyi olan grubun erkek ve kiz ¢ocuklarinin IgG, IgM ve IgE degerleri kontrol
grubuyla karsilastirildiginda, 1gG ve IgM, yiksek kan Pb diizeyi kadin grubunda
kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiik iken, IgE yiksek kan Pb diizeyi kadin
grubunda kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir.
(P<0.05). Kan Pb konsantrasyonu ile serum immunglobinleri IgG ve IgM arasinda bir
iliski gosterilmemistir, ancak bu popiilasyonda IgE ve kan Pb diizeyi arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmustur. Bu veriler, Pb’ nin 1gG, IgM ve IgE
tizerindeki etkisinin kadinlarda erkeklere gore daha gii¢lii oldugunu ve IgE {iretimini

uyararak Pb’ nin bu sirecte rol oynayabilecegini géstermektedir (Sun ve ark. 2003).

1.1.7. Kursun Zehirlenmesinin Sagaltimi

Kursunun tedavi yontemleri gesitlilik arz etmektedir. Metaller, O-, S- ve N- tagiyan
bilesiklerle OH, COOH, SH, NH2, NH ve N varliginda kompleks yapacak sekilde
birlesirler, bu bilesikler selasyon olarak tanimlanir. ilag¢ olarak kullanilacak ideal
selasyon maddenin suda ¢oziinmesi, biyotransformasyona ugramamasi, organizmada
metal depolarma ulasabilmesi, metallerle toksik olmayan kompleksler yaparak
organizmadan kolaylikla atilabilmesi ve esansiyel elementlere 6zellikle kalsiyum ve
cinkoya ilgisinin diisiik olmas1 beklenir. Akut zehirlenme durumlarinda agiz yolu ile
verilen 200-300 g magnezyum siilfat sindirim sisteminde kursunu, siilfat tuzu seklinde

coktiirerek digki ile atilimim saglar. Kursunu baglayici olarak damar ici (D) ya da deri
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alt1 (DA) yolla kalsiyum, disodyum etilen diamin tetra asetik asit (CaNa2EDTA)
kullanilir (Kara ve ark. 2016).

Akut zehirlenmelerde tibbi komiir, magnezyum siilfat gibi tuzlu siirgiitler ile
atilimi saglanirken yumurta aki, ferri hidrat gibi maddeler ile de emilimi engellenerek
sagaltim yapilabilir. Ayrica antidot olarak kalsiyum-disodyum EDTA kullanilarak Pb
ile selat olusturulup atilim hizlandirilarak kan Pb seviyesi disiiriiliir (Dogan 2012).
Kronik Pb maruziyeti olan bireylerde en fazla kullanilan selasyon ajan1 CaNa2EDTA
ve d-penisillamindir, bu bilesikler ekstraseliiler sividaki Pb ile atilabilen kompleksler
olusturarak Pb’nin  kan ve yumusak dokulardan uzaklagmasini saglarlar

(Soylemezoglu ve ark. 2009).

1.2.Levamizol

Imidazotiyazol turevi bir ilag olan levamizol (Sekil 1.2), hidroklorir ve monobazik
fosfat halinde bulunur. Hidroklorur tuzu beyaz-krem renkte, kokusuz, suda ¢ok iyi
¢Oziinen, kristalize tozdur. Monobazik fosfat tuzu ise parenteral formda kullanilir
(Kaya 2013). 11k kez 1966 yilinda antelmintik ajan olarak tanitilan levamizoliin, 1972
yilinda belirtilen antelmintik  6zelliginin  yaninda immunmodiilasyon ve

immunstimulasyon etkisinin de oldugu ilk kez gosterilmistir (Ustiindag 2010).

Cok gesitli immiinomodiilator etkilere sahip bir antelmintik madde olan levamizol,
cesitli hastaliklarda tedaviye yardimci olarak basariyla kullanilmistir. immiinmodiile
edici etkileri nedeniyle levamizole, basarili bir¢ok hastalikta kullanilmistir.
Dermatolojik hastalikta, leproz, kollajen vaskiiler hastaliklar, enflamatuar cilt
hastaliklar1 ve bozulmus bagisiklig1 olan ¢esitli nedenlerden dolayi parazitik, viral ve
bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde basariyla kullanilmaktadir (Biswajit ve ark.
2014).
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Sekil 1.2. Levamizolin Kimyasal Yapist (Anon b).

1.2.1. Levamizolin Etki Sekli

Diistik dozlarda aralikli olarak kullanildiginda bagisiklig: gii¢lendirici bir 6zelligi olan
levamizol, helmintleri felg ederek parazitlerin digsar1 atilmasii saglar. Otonomik
gangliyonlarmn siirekli uyarilmasina bagli sekillenen kas kontraksiyonlar: sonucu felg
durumu meydana gelmektedir (Kaya 2013). Yiiksek yogunlukta ise parazitlerde
fumarat redliktaz enzim sistemini inhibe etmesine bagli olarak karbonhidrat
metabolizmasini bozmaktadir. Kolinesteraz enzimini inhibe ederek asetilkonlinin
fazlaca birikmesine ve bu mediyatorle iliskin muskarinik ve nikotinik etkilerin daha
da belirgin olarak ortaya ¢ikmasindan ileri geldigi anlasilmistir (Sanli 1999). Yildirim
(2005)’1n tavsan trakeasi lizerine levamizolln etkisini aragtirdigi bir caligmada,
levamizoliin tavsan trakeasindaki etkisinin dzellikle muskarinik reseptorler yolu ile
ortaya ¢iktig1 belirlenmistir. Baslangicta antelmintik olarak kullanilan levamizol; B
lenfosit, T lenfosit, monosit ve makrofajlarin baskilanmis bagisiklik fonksiyonunu da
diizelttigi igin, bagisikligin diizenlenmesi ve guclendirilmesi icin kullanilmaktadir
(Brunton ve ark. 2006).

1.2.2. Levamizolin Etkileri

Insan ve hayvanlarda 6zellikle bagisiklik sistemini etkileyen levamizol, ince bagirsak,
kalin bagirsak, abomazum da bulunan yuvarlak kurtlarin ¢ogu ve kalpte bulunan D.
immitis mikrofilerine kars1 etki gosterir (Kaya 2013). Lenfositler, makofajlar ve
graniilositler gibi immun hiicreleri direk uyararak ya da onlarin salgilanmasini,
hareketliligini ve proliferasyonlarini arttirarak etki eder (Kayaalp 2000b). Yapilan

calismalar levamizoliin B lenfositleri tizerine 6nemli degisiklige sebep olmadigi, buna
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karsilik T lenfositleri daha fazla uyardig: i¢in hiicresel immunite iizerine etkisinin

humoral immunite Gizerindeki etkisinden daha fazla oldugu bildirilmistir (Boura 1984).

1.2.3. Levamizolin Farmakokinetigi

Oral ya da parenteral uygulama sonrasinda hizla emilen levamizol viicuda hizli bir
dagilim gosterir. Ratlarda agizdan alindiginda yarilanma émrii 1 saatken, ineklerde kas
ici uygulandiginda dort saattir (Abdelsalam 1986). Biyuk 6lctide biyotransformasyona
ugrayan levamizol baslica idrar (% 60) ve diski (% 40) ile atilirken verilen ilacin

yaklagik %1°lik kismi ilk 12 saatte karaciger ve bobreklerde bulunur (Kaya 2013).

1.2.4. Levamizoliin Oksidatif Stres Uzerine Etkisi

Levamizol antelmintik etkisinin yaninda, bagisikligi da guclendiren ¢ok yonlu bir
maddedir. Ayn1 zamanda pek ¢ok calismada antioksidan etkinligi de gosterilmistir.
Paksoy ve ark (2015) ineklerde memebasi papillamatozunun tedavisinde tarantula
cubensis 6zutl ve levamizol kullanmislar ve levamizoliin yikselen total oksidan stati

(TOS) seviyesini azalttigini gostermislerdir.

Organizmadaki her hicre oksidatif hasar sonucu meydana gelen serbest
radikallere kars1 bir savurma mekanizmasi olusturmaktadir ki bunlar; SOD, CAT,
GPx, glutatyon rediiktaz (GSSGR) gibi radikalleri elimine edici nitelikte olan enzimler
ile A, E, C, lipoik asit gibi antioksidan enzimlerdir (Dag 2012). Reaktif oksijen ara
maddelerinin olusumu, bu antioksidan savunma mekanizmalarinin siiplirme
kapasitesini astifinda, zararli serbest radikaller, enzimler, proteinler, DNA ve
membran lipidleri gibi kritik biyomolekiillere oksidatif hasar verme olasiligin1 arttirir

(Hsu ve Guo 2002).

Subklinik mastitisli ineklerde 6 giin boyunca meme i¢i uygulanan % 4’lik
levamizol sonrasinda kan ve siit serumu SOD ve GSH-Px aktiviteleri diisiik

bulunmustur. Mastitisli ineklerin kan ve siit serumundaki alkalen fosfataz aktivitesi,
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kontrol grubundaki ineklere gore yiiksek bulunmus olup levamizol uygulamasi ile

deneme grubundaki ALP enzim aktivitesinin arttig1 tespit edilmistir (Yarim 2001).

Syphacia muris ile enfekte ratlarin levamizol ve levamizol+vitamin C ile
tedavisinin oksidatif hasara etkilerinin arastirildig1 bir calismada levamizoliin hem tek
basina hem de vitamin C ile beraber uygulandiginda SOD ve CAT aktivitelerinin hem
kanda hem de dokularda anlaml: bir sekilde arttig1 ve oksidatif hasar1 azalttig1 tespit
edilmistir (Ince ve ark. 2010).

Babiuk ve Mishra (1982), buzagilarda transporttan nce uygulanan levamizoliin
antikor yanitin1 artirdigini gozlemlemislerdir. Bu, levamizoliin stres sirasinda,

hastaliklar1 6nlemek igin kullanilabilecegini gostermektedir.

1.2.5. Levamizoliin immun Sistem ve Sitokinler Uzerine Etkisi

Interferonlar, interleukinler (IL) ve blytume faktorleri gibi endojen bagisiklig1 uyarici
memeli genomlarindan elde edilmektedirler ve dogustan gelen bagisiklig1 arttirmak
icin tasarlanmiglardir. Yeni nesil rekombinant sitokinler, immun sistemin spesifik
bilesenleri tizerinde segici etkilere sahiptir (Rush ve Lunn 2004). Levamizol,
helmintlerin gangliyonlarini siirekli uyararak ¢izgili kaslarinda spastik felglere neden
olarak antelmintik tedavinin yani sira lenfositler, makrofajlar ve granulositler gibi
immun hiicreleri direk uyararak, ya da onlarin hareketliligini ve proliferasyonlar

artirarak bagisikligi uyarici etkisi de vardir (Kayaalp 2000a).

Levamizol T hiicre aracili immuniteyi diizenler ve IFN ve IL2 aktivitesini arttirir.
Ancak bazen baskilayici T lenfositlerini diger T lenfositi alt tiplerine gére daha fazla
stimile edip bagisiklig: baskilayabilir, Th-1 hiicrelerinden salinan sitokinler (6zellikle
IFN ) fagositik hiicreleri (makrofaj ve notrofilleri) aktive ederek fungal maddelerle

savasta dnemli rol oynar (Ustiindag 2010).

Hayvanlarda goriilen viral ve bakteriyel hastaliklarda yapilan c¢alismalar
levamizoliin hiicresel immun yanit1 aktiflestiridigini gostermistir. Corynebacterium
pseudotubesculozis, brusellozis, sigirlarda mastisis ve rhinotrecheitis gibi hastaliklarda

olumlu sonuglar elde edilmistir (Gokge ve ark. 1997).
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Sitokinler basta immun sistem hiicreleri olmak {izere birden fazla hiicre tarafindan
iretilen ve salgilanan, T, B ve hemapoetik hiicrelerin gelisimi ve farklilasmasinda
gorev alan, buna bagli olarak immun yanitin her asamasinda hormon benzeri etki
olusturarak, hiicreler arasi iletisimi saglayan protein ya da glikoprotein yapisindaki
sinyal molekiilleridir (Diker 1998, Giiner ve ark. 1997). Ayrica yangi gibi biyolojik
faaliyetler, hiicrelerin cogalmasi, gelismesi ve aktivasyonu, morfogenezis gibi olaylari
da dizenler (Dalkilig ve ark. 2012). Genel olarak Thl ve Th2 hicrelerinin
sentezledikleri sitokinlerin, birbirleri iizerinde inhibitdr etkileri bulunmaktadir. Th2
hicrelerinin sentezledikleri 1L4, IL10 ve IL13 gibi sitokinler, Thl hcrelerinin
proliferasyonunu ve sitokin sentezlemelerini inhibe etmektedirler. Thl hicrelerince
salgilanan IFN vy ise, Th2 hicrelerinin aktivasyonunu engelleyebilmektedir (Arcak
2009). Sitokin yanitin hiicre savumasindaki 6nemi giiniimiizde pek ¢ok hastaligin
tedavi alternatifi olarak goriilmektedir ve yapilan ¢alismalar bu amaci giitmektedir.
Levamizol bagisikligi uyararak ve diizenleyerek sitokin yaniti uyarabilen baslica
maddelerden birisidir.

De-La-Rosa-Arana ve ark (2012) yapmis olduklar1 calismada levamizol ve
stafilokoklarin humoral yanit1 artirmaya yonelik kullanilabildigini ve ayn1 zamanda
INF y nin triginellaya karsi koruma ile ilgili olabildigi sonucuna varmislardir. Makrofaj
tespitinden 1-4 giin 6nce oral tek doz levamizol verilen farelerde iiretilen makrofajlarin
IL1 tretimini iki kat artirdig1, buna karsilik ayn1 makrofajlarin IL 6 ve TNF iiretiminde
ise azalmaya sebep oldugu goézlemlenmistir. Sonug¢ olarak levamizoliin sitokin

uretimini etkiledigi sonucuna varilmistir (Kimball ve ark. 1992).

Levamizoliin immun yanit ve kanser tedavisindeki etkileri {izerine yapilan bir
calismada T hiicreleri ve dendritik hiicrelerden tlireyen monositlerin aktivasyonu ve
olgunlasmasinda levamizoliin molekiiler mekanizmasi incelenmis olup dendtirik
hicreli levamizol tedavisinin 1L10 ve IL12 iiretimini artirdigi, levamizol tedavisinin
INF vy sekresyonunu uyararak Tipl immun yanita kars1 T hiicrelerinin aktivasyonunu

artirdig1 goriilmiistiir (Chen ve ark. 2008).

Brown Norway ratlarinin levamizol ile tedavisi sonrasinda yapilan Olguimlerde
doza bagli serum IFN vy seviyesinde ylkselme, IgE seviyesinde diisme meydana
gelmis, sitokin gen ekpresyonunun detayli analizinde IFN y’ nin artmasi, 1L4’iin

azalmasi dikkat cekmistir. IL18, IFN y’ nin {iretimini gii¢lii bir sekilde uyaran sitokin
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niteliginde olup bu uyarim IL12 tarafindan da gerceklesmektedir, ancak bu ¢alismada
uyarimin sadece IL18 kaynakli oldugu tespit edilmistir. Bu veriler neticesinde
levamizoliin IL18 in tetiklenmesiyle Tip 1 immun yanita kars: bagisiklik dengesini

sifirlayarak etki ettigi sonucuna varilmistir (Szeto ve ark. 2000).
Calismanin Amaci

Bagisiklik sisteminin uyarilmasi ya da korunmasi yolu ile canlilarda enfeksiyonlara ya
da zehirlenmelere karsi direng gelistirilmesi ¢ok eskiden beri bilinen bir konudur.
Kursun; akut, subakut ve kronik nitelikte zehirlenme olusturan agir bir metaldir. Aym
zamanda ¢evre kirliligi yaratmaktadir. Hayvanlardaki yuvarlak solucanlara etki ettigi
icin antelmintik olarak kullanilan levamizol, 6zellikle T hicrelerinin ve fagositlerin
etkinligini artirarak konake1 direncini yiikselttigi, bu degisiklileri de 1L12, 1L18 ve
IFN v sitokin salinimlarinda meydana getirdigi artisa baglh olarak yaptig1 calismalarla
kanmitlanmistir. Levamizol tedavisinin oksidatif stres parametresi olan MDA
seviyesinde azalmaya ve SOD, CAT, GSH gibi antioksidan enzim seviyelerinde ise
onemli Ol¢iide artisa sebep oldugu kanitlanmistir. Levamizoliin Pb zehirlenmesinde
ozellikle oksidatif stres ve sitokinler {izerine olan etkilerinin degerlendirilmesi
insanlarda 6zellikle ¢ocuklarda ve hayvanlarda sik karsilagilan Pb zehirlenmesinde
alternatif bir sagaltim secenegi veya koruyucu yontem sunabilir. Yapilan literatiir
taramasinda levamizoliin kursun zehirlenmesine kars1 kullanildigina dair bir galismaya
rastlanmamistir. Bu ¢alismanin amaci Pb zehirlenmesi olusturulan ratlarda

levamizoluin oksidatif stres ve sitokinler tizerine etkisini saptamaktir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Arag ve Geregler
2.1.1. Kullanilan Deney Hayvanlari

Calismada hayvan materyali olarak 2-3 aylik, 40 adet erkek Wistar rat kullanildi. Tiim
hayvanlar deney siiresince (35 giin) Kirikkale Universitesi Hiiseyin Aytemiz Deneysel
Arastirma ve Uygulama Merkezinde bakildi. Calisma Kirikkale Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ nun 12.10.2016 tarih ve 16/82 sayili karari ile

onaylanmistir.

2.1.1. Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

Caligmada Kirikkale {iniversitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji
Anabilim Dali, Biyokimya Anabilim Dali laboratuvarlarinda rutin olarak kullanilan

cithaz ve malzemelerden yararlanildi.

Mikroplate okuyucu (Thermo Scientific Multiscan GO, ABD)
ICP-OES (Spectroblue)

Santrifiij Cihazi (Hettich Universal 32 R-Almanya)

Hassas Terazi (Precisa XB 220 A-Isvicre)

Otomatik Pipetler (Eppndorf Research plus 300-500)

Distile Su (Tetra — Zeneer RO 180)

Cerrahi Malzemeler (makas, penset, bistri)

Fizyolojik Tuzlu Su

vV V.V V V V VYV V V

Rat Besleme Kanuli
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I¢me Suyu

Plate Yikama Banyosu

-20°C ve -80°C Derin Dondurucu
+4°C Sogutucu

Balon Joje ve Cam tupler
Ependorf Ttp (1,5 mL)

YV V. V V V V

2.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Levamizol (Sigma L-9756): 250 ml FTS igerisine 20 mg levamizol ¢ozdurulerek
haftalik hazirland1 ve giinlik gavaj yontemi ile levamizol ve levamizol+Pb Asetat

grubunda kullanildi.

Kursun asetat (Merck Kursun (II) Asetat 1.07375.0250-Almanya): 2 It igme
suyunda 2000 ppm ¢ozdiiriilerek gilinliik olarak hazirlanan Pb Asetat, hazirlanan 5 N
HCL cozeltisi ile ¢okelti olusturmasi engellendikten sonra ticari icme suyuna verilerek
kullanildi.

Hazirlanisi: Balon jojeye 250 mL icme suyu eklendi ve Pb asetat ¢cokelmesini 6nlemek
icin 5SN HCL ¢ozeltisinden 0.25 mL ilave edildi. Daha sonra tartilan 4 g Pb asetat balon
jojeye eklendi ve ¢ozdirmek icin dairesel hareketlerle karistirildi. Tamamen ¢ozelme
saglaninca ticari icme suyu 2 L ye tamamlanarak ginlik olarak Pb Asetat ve

Levamizol+Pb Asetat gruplarinda igme suyu olarak kullanild.
Pental (Pental Sodyum 1 g .E. ULAGAY)

Rat (IgE) ELISA Kit (201-11-0453) (SunRed-Cin)

Rat (IgG) ELISA Kit (201-11-0454) (SunRed-Cin)

Rat (IL18) ELISA Kit (201-11-0118) (SunRed-Cin)

Rat (IFN y) ELISA Kit (201-11-0104) (SunRed-Cin)

Rat (CAT) ELISA Kit (201-11-5106) (SunRed-Cin)

Rat (SOD) ELiSA Kit (201-11-0169) (SunRed-Cin)
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2.2. Yontem

2.2.1. Gruplarin Belirlenmesi ve Deneysel Uygulama

Deneylerde kullanilan 2-3 aylik ortalama 300-400 g agirliginda 40 adet erkek Wistar
Rat bir haftalik bakimin ardindan Cizelge 2.2.1” de belirtildigi gibi 10” arli 4 gruba
ayrildi. Tim hayvanlar, deney boyunca 20-22°C’de 12 saat aydinlik 12 saat karanlik
bir ortamda tutuldu. Hayvanlarda yem ve su ad libitum olarak verildi (Kontrol
grubundan iki adet rat gavaj uygulama hatasi sonucunda 61diigli i¢in ¢alismaya 38 adet

rat ile devam edilmistir).

Cizelge 2.1. Calisma gruplari ve Pb asetat ve levamizolun gruplara uygulanmasi

Gruplar Uygulama

Grup 1 (Kontrol) Fizyolojik Tuzlu su (FTS) gavaj ile 5 hafta

Grup 2 Fizyolojik Tuzlu su (FTS) gavaj ile 5 hafta, 2000 ppm Pb
asetat icme suyuna 5 hafta (Caylak ve ark 2008)

Grup 3 2 mg/kg levamizol gavaj ile 5 hafta (Sadigh-Eteghad ve ark.
2010)

Grup 4 2 mg/kg levamizol gavaj ile 5 hafta (Sadigh-Eteghad ve ark.
2010), 2000 ppm Pb asetat icme suyuna 5 hafta (Caylak ve
ark. 2008)

Kontrol grubu olan birinci gruba; 5 hafta boyunca 2 mg/kg rat besleme kanulu ile
fizyolojik tuzlu su (FTS),

Kursun asetat grubu olan ikinci gruba, 5 hafta boyunca 2 mg/kg rat besleme kanuli
ile fizyolojik tuzlu su (FTS) ve 2000 ppm icme suyuna 5 hafta boyunca Pb asetat
(Caylak ve ark 2008),

Levamizol (L) Grubu olan Ggunci gruba, 5 hafta boyunca 2 mg/kg rat besleme
kanult ile levamizol (Sadigh-Eteghad et ark. 2010),

Levamizol+Pb Asetat Grubu (L+Pb) olan dérdinci gruba ise 5 hafta boyunca 2

mg/kg rat besleme kanuli ile levamizol ve 2000 ppm Pb asetat igme suyuna verildi.
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Sekil 2.1. Deney gruplari ve igme sulari

Giinliikk uygulama oncesinde tartilarak agirliklarina gore Levamizol uygulamasi
yapildi. Sekil 2.1 de belirtildigi tizere igme suyunda ¢ézdirilen kursun asetat, kursun

ve levamizol+kursun gruplarinda igme suyu olarak kullanildi.

2.2.2. Kan Orneklerinin Alinmasi

Bes haftalik bakim ve uygulama sonrasinda, 8 saat a¢ birakilan tim hayvanlar intra
peritoneal (IP) uygulanan 1 ml pental sodyum ile anestezi altina alind1. Her hayvandan
kanlar intra kardiyak olarak antikoagulantli (heparinli) tiiplere alind1. Kan érnekleri +4
°C 3000 devirde 10 dakika santrifiij edilerek plazmalar1 ayrildi. Ependorfa alinan
plazma dérnekleri analize kadar -80 °C de saklandi.

2.2.3. Biyokimyasal Parametrelerin Analizi

Plazmada AST (EC 2.6.1.1) ve ALT (EC 2.6.1.2) aktiviteleri, trigliserid, total
kolesterol, yiiksek dansiteli lipoprotein (HDL-kolesterol), total bilirubin, total protein,
albumin, glukoz, Ure, kreatinin ve Ca duzeyleri otoanalizor ile (Gesan Chem 400,
Italya) olculdi.
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2.2.4. Elisa Kitlerin Hazirlanmasi ve Deney Prensibi

Calismada IL 18, INF vy, Ig G, Ig E duzeyleri, SOD ve CAT aktiviteleri ticari test kitleri

(SunRed, Cin) ile deney prensibi dogrultusunda belirlenmistir.

Standartlar gizelge 2.2, gizelge 2.3, ¢gizelge 2.4, gizelge 2.5, cizelge 2.6 ve ¢gizelge

2.7 de belirtildigi gibi hazirland1 ve her bir 6rnek goziine 40 puL 6rnek, 10 pL SOD

antibody ve 50 pL streptovidin HRP eklendi. Hafifge dairesel hareketlerle sallandi ve

37 °C’ de 60 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklar bosaltilarak 1-

2 dakika bekleme sonrasi yikama soliisyonu ile 5 kez yikandi. 50 pL. chromojen A

¢ozeltisi ve 50 uL. chromojen B eklenerek yavasca karistirildi ve 37 °C’de 10 dakika

151ks1z ortamda inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi her bir géze 50 uL stop soliisyonu

eklendi ve mavi rengin sartya donmesi ile reaksiyon durduruldu. 15 dakika igerisinde

450 nm optikal yogunlukta resim 2.2 de gosterildigi gibi mikroplate okuyucuda
(Thermo Scientific Multiscan GO, ABD) okundu.

Cizelge 2.2. SOD standartlarinin hazirlanisi

64 ng/mL  Standart No.5
32 ng/mL  Standart No.4
16 ng/mL  Standart No.3
8ng/mL Standart No.2

4 ng/mL Standart No.1

120 pL orijinal standart + 120 pL
sulandirici (diluent)

120 pL standart No 5 + 120 pL
sulandiric

120 pL standart No 4+ 120 pL
sulandiric

120 pL standart No 3 + 120 pL
sulandiric

120 pL standart No 2 + 120 pL
sulandiric

standart

standart

standart

standart

standart
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Cizelge 2.3. CAT standartlarinin hazirlanisi

160 ng/mL Standart No.5 120 pL orijinal standart + 120 pL standart
sulandirici (diluent)

80 ng/mL  Standart No.4 120 pL standart No 5 + 120 pL standart
sulandirici

40 ng/mL  Standart No.3 120 pL standart No 4+ 120 pL standart
sulandirici

20ng/mL  Standart No.2 120 pL standart No 3 + 120 pL standart
sulandirici

10 ng/mL  Standart No.1 120 pL standart No 2 + 120 pL standart
sulandirici

Cizelge 2.4. Ig E standartlarinin hazirlanisi

8 KU/L Standart No.5 120 pL orijinal standart + 120 pL standart
sulandiric1 (diluent)

4 KU/L Standart No.4 120 pL standart No 5 + 120 pL standart
sulandirici

2 KU/L Standart No.3 120 pL standart No 4+ 120 pL standart
sulandirici

1 KU/L Standart No.2 120 pL standart No 3 + 120 pL standart
sulandirici

0,5KU/L  Standart No.1  120pL standart No 2 + 120 pL standart
sulandirici

Cizelge 2.5. Ig G standartlarinin hazirlanisi

32 mg/ml  Standart No.5 120 pL orijinal standart + 120 pL standart
sulandiric1 (diluent)

16 mg/ml  Standart No.4 120 pL standart No 5 + 120 pL standart
sulandirici

8 mg/mi Standart No.3 120 pL standart No 4+ 120 pL standart
sulandirici

4 mg/ml Standart No.2 120 pL standart No 3 + 120 pL standart
sulandirici

2 mg/mi Standart No.1 ~ 120upL standart No 2 + 120 pL standart

sulandirict
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Cizelge 2.6. IFN y standartlarinin hazirlanisi

200 ng/L  Standart No.5 120 pL orijinal standart + 120 pL standart
sulandirici (diluent)

100 ng/L  Standart No.4 120 pL standart No 5 + 120 pL standart
sulandirici

50 ng/L Standart No.3 120 pL standart No 4+ 120 pL standart
sulandirici

25 ng/L Standart No.2 120 pL standart No 3 + 120 pL standart
sulandirici

12,5ng/L  Standart No.1  120pL standart No 2 + 120 pL standart
sulandirici

Cizelge 2.7. IL 18 standartlarinin hazirlanisi

80 ng/L Standart No.5 120 pL orijinal standart + 120 pL standart
sulandiric1 (diluent)

40 ng/L Standart No.4 120 pL standart No 5 + 120 pL standart
sulandirici

20 ng/L Standart No.3 120 pL standart No 4+ 120 pL standart
sulandirict

10 ng/L Standart No.2 120 pL standart No 3 + 120 pL standart
sulandirici

5ng/L Standart No.1  120pL standart No 2 + 120 pL standart
sulandirici

kat SOD ELISA Kit

(===\ nr201110169 &/ 96T
NS5 ISR gy

=S

Sekil 2.2. Mikroplate okuyucu

TUm ELISA kitlerin uygulama prensibi ayn1 olup dzeti asagida belirtilmistir.
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OZET

Cozelti 6rnek ve standartlar1 hazirla

Hazirlanan 6rnek ve standartlar1 ve 6rnekleri ekle enzim ile isaretli antikorlar1 37 °C
de 60 dakika inkube et

5 kez yikama ¢ozeltisi ile (0,35 ml koy ve 1-2 dk bekle ve yika), Kromojen
soliisyon A ve B 2 yi ekle ve 37 °C “ de 10 dakika 151ks1z ortamda inkiibe et.

I

Stop ¢Ozeltiyi ekle

I

10 dakika igcinde ELISA da 6l¢

I

Hesapla

Mikroplak okuyucuda ise plazma IL18, INF vy, Ig G ve Ig E diizeylerine bakild1
(Sekil 2.2).

Ayrica ticari kitlerle superoksiddismutaz, katalaz, ve malondialdehid
parametrelerine  bakildi. Plazmada tiyobarbitiirik  asit reaktif {riinlerine

spektrofotometrik olarak bakildi (Moreno ve ark. 2003).
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2.2.5. MDA Analiz Metodu

Plazmadaki tiyobarbitiirik asit reaksiyonlari (TBAR) ile MDA diizeylerinin
belirlenmesi, Buege ve Aust SD (1978)’un yontemiyle hesaplandi.

Reaktifler: Trikloroasetik asit (Merck 1.00810), Absolute etanol (Merck 1.00983),
bitilen hidroksitoluen (BHT) (Merck 817074), tiyobarbitirik asit (TBA)

Metod, MDA ve tiyobarbitiirik asidin (TBA) reaksiyonu tizerine asidik kosullar
altinda pembe bir rengin olusmasina dayanir. Kisaca tiyobarbitiirik asit (0.375 m /v,
TBA), hidroklorik asit (0.25 N, HCI), trikloroasetik asit ¢ozeltisi (% 15, w /v, TCA)
1: 1: 1 (A gozeltisi) ile birlestirildi ve karistirildi. 1000 pL'lik A solisyonu (1000 pl)
ve BHT (10 pL), her biri 0.5 ml'lik numuneler igeren tlim serumun santrifuj tiplerine
eklenmistir. Bu inkiibasyondan sonra, tiim test tipleri sogutuldu. Tlpler 14000 rpm'de
5 dakika 4°C'de santrifuj edildi. Daha sonra, Ustteki stipernatant érnekleri test tiplerine
aktarildi. Numunelerin absorbansi bir mikroplaka okuyucu (Thermo Scientific
Multiscan GO, ABD) kullanilarak 536 nm'de 6l¢iildi. MDA konsantrasyonu, TBA-
MDA kompleksinin absorbans katsayisina gore hesaplandi (¢ = 1.56 x 105 cm — 1 M
— 1) ve umol / L'yi ifade etti.

2.2.6. lstatistiksel Analizler

Sunulan c¢alismada elde edilen veriler aritmetik ortalama + standart hata seklinde
verilmistir. Gruplara ait istatistik hesaplamalar ve gruplarin ortalama degerleri
arasindaki farkliliklarin 6nemliligi OneWay ANOVA, gruplar arasi farkin énemlilik
kontrolli icin Duncan testi (post hoc) uygulanmustir. Istatistik analizler SPSS 15.0
paket programinda yapilmistir. Yapilan testlerde P < 0.05 degeri 6nemli olarak kabul

edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Ratlarin Canli Agirhik Bulgulan

Deney boyunca tiim hayvanlarin gilinliik canli agirliklar1 6l¢tilmiis ve gruplarin giinliik
ortalama agirliklar1 belirlenmistir. Deney sonunda da tiim gruplarin ilk ortalama
agirliklart ile son ortalama agirliklart arasindaki fark oOlciilerek deney uygulama

boyunca grup bazli agirlik artis1 hesaplanmis ve Cizelge 3.1 de belirtilmistir.

Cizelge 3.1. Deney gruplarinin agirliklari (g)

Parametreler  Kontrol Pb Lev Pb+Lev P
(n:8) (n:10) (n:10) (n:10)
Ik tartim (g) 330,63+9,04 338,70+7,83 345,90+10,01 332,90%9,09 oD

Son tartim(g) 392,00+8,78  391,4+10,66 408,90+1546  388,60+1250 OD

Canli agirhk  61,38+9,02 52,70+9,81 63,00+15,16 55,70+17,75 oD

artis1(Q)
OD: Onemli degil. n: hayvan sayis1 P>0,05

Yapilan ¢alismada kursuna maruz kalan si¢anlarin canli agirlik artisinin kontrol
grubuna gore sayisal olarak daha az oldugu tespit edimistir. Ancak bu fark istatistiksel

olarak dnemli bulunmamistir (P>0,05).

3.2. Plazma Biyokimyasal Parametreler

Biyokimyasal bulgular degerlendirildiginde (Cizelge 3.2), 5 haftalik deney periyodu
boyunca, deney gruplari arasinda plazma AST enzim aktivitesi ve total bilirubin
diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (P>0,05). Plazma
ALT aktivitesi ve total kolesterol diizeyi Pb verilen grupta diger deney gruplarina gore
istatistiksel olarak daha yiksek bulunurken, levamizol ve Pb+levamizol verilen
gruplarda istatistiksel olarak diger gruplara gore diisiik bulunmustur (P<0,001). Ure

diizeyi ise Pb verilen grupta diger gruplara gore daha yiiksekken, Pb+levamizol verilen
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grupta diger gruplara gore daha disiik c¢ikmistir (P<0,001). Trigliserid, HDL
kolesterol, kreatinin, total bilurubin, albiimin, glukoz ve kalsiyum diizeyleri kursun ve
kontrol gruplar arasinda istatistiksel olarak degismemistir (P>0,05). HDL kolesterol,
kreatinin, total protein, glukoz, kalsiyum dizeyleri ise levamizol ve Pb+levamizol

verilen gruplarda, kontrol ve kursun verilen gruplara goére diisiik bulunmustur

(P<0,001).

Cizelge 3.2. Deney gruplarindaki ratlarda plazma biyokimyasal parametreleri

Parametreler Kontrol Pb lev Pb+lev p

AST (U/L) 199,41+2052 244,37+5,55 210,13+17.25 236,03+12,88 0,160
(n=7) (n=8) (n=10) (n=9)

ALT (U/L) 51,71+2,48° 58,87+2,682 39,70+2,29°¢ 38,37+1,88¢ 0,000
(n=7) (n=8) (n=10) (n=8)

Total kolesterol ~ 113,71+3,34°  13257+4,50° 82,25+3,42° 83,86+7,25° 0,000

(mg/dL) (n=7) (n=7) (n=8) (n=7)

HDL- 44+1,902 43,12+0,95%  35,33+1,72°  32,14+2,01° 0,000

kolesterol(mg/dl) (n=7) (n=8) (n=9) (n=7)

Trigliserid 38,43+1,422 42,2543, 772 28,10+1,22° 35,28+2,612® 0,002

(mg/dL) (n=7) (n=8) (n=9) (n=7)

Ure (mg/dL) 106,86+1,12°> 118,29+1,95%8  100,37+3,83° 93,86+2,86° 0,000
(n=7) (n=7) (n=8) (n=7)

Kreatinin 1,69+0,042 1,81+0,062 1,44+0,03° 1,41+0,07° 0,000

(mg/dL) (n=7) (n=8) (n=10) (n=8)

Total protein 4,900,142 4,64+0,18° 3,81+0,05° 3,76+0,06° 0,000

(g/dL) (n=7) (n=8) (n=10) (n=8)

Albumin(g/dL) 2,31+0,03¢ 2,12+0,10% 1,84+0,13¢ 1,93+0,08"¢ 0,001
(n=7) (n=8) (n=10) (n=8)

Glukoz(mg/dL)  253,57+13,73% 292,00+22,53% 190,77+7,03® 169,29+9,07° 0,000
(n=7) (n=8) (n=9) (n=7)

Kalsiyum 12,64+0,122 12,10+0,472 10,26+0,17° 10,00+0,09° 0,000

(mg/dL) (n=7) (n=8) (n=10) (n=8)

Total 1,12+0,09 0,99+0,04 1,10+0,06 1,10+0,04 0,394

bilirubin(mg/dL) (n=7) (n=8) (n=10) (n=8)
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abe Ayni satirda farkli harf tastyan gruplar birbirinden farklidir. P<0,05 n: hayvan sayisi

3.3. Plazma Oksidatif Stres Parametreleri

Calisma sonunda tiim gruplarin plazma Ornekleri ile yapilan analizler sonucunda
Olcilen MDA, CAT ve SOD degerleri gizelge 3.3 de verilmistir. Buna gére; MDA
degerinin, Pb verilen grupta kontrol ve levamizol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli derecede arttigi buna karsilik Pb+levamizol grubunda Pb grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli derecede azaldig: tespit edilmistir (P<0,001).

Slperoksid dismutaz degerinin, Pb+ levamizol verilen grupta, Pb verilen gruba
gore anlaml sekilde artarken (P=0,029), Pb verilen grupta da kontrol grubuna gore
say1sal olarak azaldig1 tespit edilmistir (P>0,05). Katalaz degerinin, Pb verilen grupta
levamizol, kontrol ve Pb+levamizol grubuna gore artis gosterdigi tespit edilmistir
(P<0,001).

Cizelge 3.3. Deney gruplarindaki ratlarda plazma MDA diizeyleri ve SOD, CAT
aktiviteleri

Parametreler Kontrol Pb Lev Pb+Lev P
(n=8) (n=10) (n=10) (n=8)
MDA (umol/L) 0,99+0,02° 1,33+0,11® 1,03+0,03%° 1,11+0,03° 0,000

SOD (U/ml) 2,98+052% 187+0,34° 2,43+0,28% 357+1,28% 0,029

CAT(nmol/dk/ml) 4,40+0,70° 12,52+0,57% 7,62+1,25° 4,93+0,47° 0,000

abeAyni satirda farkl harf tagtyan gruplar birbirinden farklidir P<0,05. n: hayvan sayisi

3.4.Interl6kin 18, Interferon Gamma, Immunglobulin G ve E Bulgular:

Interferon indiikleyici faktor olarak da bilinen IL 18 ile IFN y aktivitelerinin, cizelge
3.4’ te belirtildigi gibi gruplar arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunamamigtir

(P>0,05).
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Cizelge 3.4. Deney gruplarindaki ratlarda INF y ve IL18 dizeyleri

Parametreler Kontrol Pb Lev Pb+Lev p

INFy(ng/L) 4,45+0,52 3,94+0,82 5,09+0,51 5,90+2,02 0,171
(n=8) (n=10) (n=10) (n=10)

IL18 ( ng/L) 22,79+1,91 18,86+2,97 21,62+3,40 24,80+1,07 0,421
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7)

P>0,05. n: hayvan sayisi

Immun sistemin 6nemli parametrelerinden biri olan Ig G; 5 haftalik deney siiresi
sonunda, levamizol ve Pb+levamizol grubunda Pb grubuna gore cizelge 3.5 te
belirtildigi gibi istatistiksel olarak anlamli derecede artmigtir (P<0,01). Ig E ise gruplar

arasinda istatistiksel olarak fark gostermemistir (P>0,05).

Cizelge 3.5. Deney gruplarindaki ratlarda Ig G ve E diizeyleri

Parametreler Kontrol Pb Lev Pb+Lev P
(n=8) (n=10) (n=10) (n=10)
lg G(mg/mL) 1,20+0,02% 1,13+0,06° 1,35+0,06° 1,30+0,04% 0,013

Ig E(KU/L) 1,26+0,04 1,24+0,07 1,35+0,05 1,33+0,05 0,505

ab Ayni satirda farkli harf tagtyan gruplar birbirinden farklidir P<0,05. n: hayvan sayist
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4. TARTISMA ve SONUC

Bu calismada, 5 hafta boyunca kursun asetata maruz kalmis ratlar iizerinde
levamizoliin oksidatif stres ve immun parametreler yoniinden etkisi arastirildi. Bu
amagla bazi biyokimyasal parametreler, oksidatif stres parametrelerinden MDA,
antioksidan enzim parametrelerinden SOD ve CAT aktiviteleri ile immun

parametrelerden Ig G ve Ig E, sitokinlerden ise IL 18 ve IFN vy seviyelerine bakildu.

4.1. Kursun ve Levamizoliin Biyokimyasal Parametreler Uzerine Etkisi

Yapilan ¢alismada deney gruplarina, 5 hafta stre ile verilen 2000 ppm Pb asetat, 2
mg/kg verilen levamizol ve 2000 ppm Pb asetat + 2 mg/kg levamizoliin karaciger
fonksiyonu {izerindeki etkisini degerlendirmek i¢in serum AST ve ALT aktiviteleri
arastirildi. ALT sitoplazmik bir enzim iken, AST hem mitokondri hem de
sitoplazmada bulunan bir enzimdir. Karaciger fonksiyonunun degerlendirilmesinde,
ALT ve AST gibi kandaki hepatik enzimlerin diizeylerine bakilir. Bu enzimlerin
enzimatik  aktivitesindeki  yukselmeler, karaciger hiicrelerinin hiicre zari
gecirgenliginde veya hiicre zarinda meydana gelen hasarin miktarina bagh olabilir
(Alwaleedi 2015). Offor ve ark (2017) 28 gun boyunca gavaj ile 60 mg/kg Pb asetat
verilen ratlarda serum AST, ALT, ALP, bilirubin, total kolesterol ve ure aktivitesinde
anlamli artisa neden olurken albiimin ve total protein diizeylerinin azaldigim
bildirmislerdir. ibrahim ve ark (2012) ratlarda farkli dozlarda kursun asetatin (LD
50’nin 1/20, 1/40 ve 1/60) serum AST, ALT aktivitelerini, glikoz degerini artirdigini,
total protein ve albumin diizeylerini diisiirdiigiinii ifade etmislerdir. Sunulan ¢alismada
bazi arastirmacilarin (Azoz ve Raafat 2012, Ibrahim ve ark. 2012, Azab 2014, Offor
ve ark. 2017) bulgularina uyumlu olarak Pb’na maruz kalan ratlarda AST (P>0.05) ve
ALT(P<0,001), total kolesterol (P<0,001) ve iire (P<0,001) aktiviteleri artmustir.
Plazma AST ve ALT' nin aktivitesinin artigi, karacigerde mikrozomal membran
akigkanliginin fazla olmasi, serbest radikallerin iiretimi ve hayvanlarin kursun asetat
ile muamele edildiginde karaciger hiicrelerinde degisiklik olmasina baglanir (Ibrahim

ve ark. 2012).
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Kursunun ratlarda serum glikoz diizeyinde dogrudan veya dolayli bir etki
gosterdigi bilinmektedir (Ashour ve ark. 2007). Sunulan calismada Ibrahim ve ark.
(2012)’nin bulgularina paralel olarak serum glikoz degerleri artmug, fakat istatistiki
olarak onemli bulunmamistir. Kan glukoz seviyelerindeki yiikselmeler, dokulardan
kana, glikojenoliz ve glukoneojenez yoluyla glikoz tasinimindaki artisa veya glikozun
kandan dokulara gecis oranmin diismesine bagli olabilir (ibrahim ve ark. 2012).
Kursun verilen gruba levamizol ilavesi glikoz degerlerini istatistiki olarak onemli
diizeyde azaltmistir (P<0,001). Azalmanin nedeni levamizoliin antioksidan

ozelliginden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Uc ay boyunca igme suyu ile % 2 kursun asetat verilen ratlarda ALT, AST, ALP
aktivitelerinin ve kolesteroliin arttig1, total protein degerinin azaldigi belirtilmistir.
(Moussa ve Bashandy 2008). Serum total protein degerinin azalmasinin, kursunun
neden oldugu hem hepatik hem de renal hasardan (Ahmed ve Shalaby 1999), kursunun
plazma proteinlerine baglanarak hepatositlerde protein sentezini bozmasindan
(Goering 1993) kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Bunlarin yan1 sira; serum total
protein degerlerinin azalmasi, kursun intoksikasyonu ile indiiklenen hepatik DNA ve
RNA'daki diigiise (Shalan ve ark. 2005) veya protein sentezi i¢in serbest amino
asitlerin kullaniminin azalmasina bagl olabilecegi de (Moussa and Bashandy 2008)
bildirilmistir. Sunulan ¢alismada Pb’ ye maruz kalan ratlarda total protein ve albimin

degerlerinde degisiklik olmamustir.

Bobrekler, bobrek hasarina ve hatta bobrek yetmezligine neden olabilen toksik
maddelerin etkisine 6zellikle duyarlidir. Bir¢ok ¢alisma, kursun maruziyeti ve bobrek
etkileri arasinda gii¢lii bir iliski oldugunu gostermektedir (Missoun ve ark. 2010, Bas
ve Kalender, 2015, Gargauri ve ark. 2018). Serum iire degerlerinin akut ve kronik
bobrek hastaliginda artmis oldugu ve ayrica renal perfiizyonun azalmasi ile
dolasimdaki kan hacminin azaldig1 bildirilmistir (Cameron ve Greger 1998). Ure,
protein katabolizmasinin temel son iriintidiir. Glukoneogenez i¢in hizlandirilmis
amino asit deaminasyonu ile birlikte olusan protein katabolizmasi sonucu ile iire
seviyelerini arttig1 bilinmektedir (Ashour ve ark. 2007). Ghorbe ve arkadaglar1 (2001)
30 giin boyunca %0,3 oraninda igme suyuyla kursun asetat verilen ratlarda kanda tre
ve kreatinin degerlerinin arttigini bildirmiglerdir. Bu iki parametrenin artig1 bobrek

yetmezligini gostermektedir. Bu calismada Offar ve ark (2017)’na uyumlu olarak
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kursun asetat uygulamasi serum iire seviyesinde anlamli bir artisa (P<0,001) neden
olmus, ancak serum Kreatinin seviyesinde sadece hafif bir artis goriilmiistiir.
Levamizol uygulanmasi ile serum iire ve kreatinin degerlerinde anlamli sekilde azalma
goriilmiistiir. Bu parametrelerin  azalmasinin nedeni levamizoliin antioksidan

ozelliginden kaynaklanabilecegini akla getirmektedir.

Lipid ve lipoprotein anormallikleri aterosklerozun patogenezinde ve
progresyonunda anahtar rol oynar (Chrysohoou ve ark. 2004). Jesuorsemwen ve ark
(2016) 6 hafta boyunca. igme suyu ile 0.10g/l Pb sulfat alan ratlarda total kolesterol,
HDL-kolesterol ve trigliserid degerlerinin arttigini bildirmiglerdir. Kursuna maruz
kalmanin kolesterol metabolizmasini degistirdigini ve bdylece kursuna maruz kalan
kisilerde kardiyovaskiiler hastalik ve ateroskleroz riskini artirdigi belirtilmistir (Shyam
ve ark. 2012). Sunulan ¢aligmada Offar ve ark (2017)’na benzer olarak, kursun asetat
uygulamasi total kolesteroliin yiikselmesine neden olmustur. Total kolesterol ve HDL-
kolesterol degerleri, levamizol muamelesi ile azalmistir. Total kolesterol seviyesinin
artmasi, kursunun sitokrom P-450 aktivitesini baskilamasindan kaynaklanabilir
(Alvares ve ark. 1975). Bu da kolesteroliin viicuttan atilmasi i¢in dnemli yol olan safra

asitlerinin biyosentezini sinirlayabilir (Offar ve ark. 2017).

4.2. Kursun ve Levamizoliin Oksidatif Stres ve Antioksidan Enzimler Uzerine
Etkisi

Organizmada serbest radikallerin artist ve bunlarin etkilerini engelleyen
antioksidanlarin yetersizligine bagl olarak oksidatif dengenin bozulmasi durumunda
membran lipidlerinde, proteinlerde ve nukleik asitlerde meydana gelen oksidatif
hasarlar basta kanser olmak iizere diyabet, kardiyovaskiiler ve norolojik hastaliklar,
ateroskleroz ve yangisal bozukluklar gibi birgok hastaligin patogenezinden
sorumludur (Ozcan ve ark. 2015). Son yillarda yapilan ¢aligmalarla bakir, kadmiyum,
civa, kursun ve arsenik gibi agir metallerin serbest radikal Greterek membranlarda lipid
peroksidasyonuna neden oldugu gosterilmistir (Cinar ve Sahin 2018).

Kursun, biyolojik sistemler ve hiicreler iizerinde dolayl oksidatif etkilere sahip
oldugu bilinmektedir. Kursun maruziyeti heme ve hemoglobin sentezini énleyerek ve

eritrosit morfolojisini degistirerek alyuvarlarda ciddi oksidatif hasara neden olur
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(Legget 1993). Birgok calisma, lipid peroksidasyonu ve protein oksidasyonu gibi
inaktif oksidatif hasar parametrelerinin yani sira kursuna maruz kalan hayvanlarin kan
ve dokularinda CAT, SOD, GSH ve askorbik asit gibi antioksidan savunmalarda
azalma oldugunu gostermistir. Bu bulgular, Pb toksisitesinin patofizyolojisinde
oksidatif stresin bir rol oynadigini diisiindiirmektedir (Flora ve ark. 2004, Caylak ve
ark. 2008, Xu ve ark. 2008, Liu ve ark. 2010, Cinar ve Sahin 2018). Okediran ve ark
(2017) 2 hafta boyunca 200, 300 ve 400 ppm oral olarak kursun asetat verilen ratlarda
doza bagli olarak plazma MDA konsantrasyonun arttigini, CAT ve SOD aktivitelerinin
azaldigini belirtmislerdir. Kronik olarak igme suyuna 6 hafta boyunca % 0,4 kursun
asetat verilen bir ¢aligsmada, ratlarda plazma MDA diizeyinin arttigi, SOD aktivitesinin
ise azaldig1 belirtilmistir (Hamed ve ark. 2010). Celik ve ark (2004) yapmis olduklari
bir ¢alismada 15 giin boyunca 80 ppm ve 160 ppm oral yolla kursun asetat verilen
tavsanlarin 15” inci gilinlerde eritrositlerde plazma MDA seviyeleri artarken, CAT
aktivitesi 160 ppm kursun asetat verilen grupta azaldigi, Cu-Zn SOD aktivitesi ise her
iki grupta da azaldigini belirtmislerdir. Sunulan ¢alismada da Hamed ve ark (2010);
Okediran ve ark (2017); Yarsan ve ark (2004) ile Toz ve Deger (2018)’in bulgularina
uyumlu olarak Pb verilen ratlarda kontrol grubuna gore MDA diizeylerinde artis ve
SOD aktivitesinde azalmalar bulunmustur. Plazma CAT aktivitesinde kursun verilen
grupta Okediran ve ark (2017)’nin bulgularina zit olarak artig goriilmiistiir. Katalaz
aktivitesinin artmasinin nedeni kursun alan ratlarda goriilen lipid peroksidasyonunun
gostergesi olan MDA’nin artiginina karsilik kompanze etmek igin olabilecegi
diistiniilmektedir Malondialdehit’in artis1 serbest radikallerin zararl etkilerini Onleyen
savunma sisteminin aktivitesinin azalmasina bagli olabilir. Kursun igeren bir¢ok agir
metalin reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) veya serbest radikallerin tiretimini artirdig1 ve
dolayisiyla lipit peroksidasyonunu arttiracagi, doymus yag asitlerini azalttifi ve
membranlarin doymamis yag asitleri igerigini arttigi bilinmektedir (Maleeka ve ark.
2001). Kursun, lipidlerin peroksidasyonunu artirarak oksidatif hasara yol agmaktadir.
Hidroperoksitler, tekli oksijen ve hidrojen peroksit dahil olmak tizere ROS uretimi ve
antioksidan rezervlerinin dogrudan tiikenmesi gibi iki ayr1 yolla kursun toksisitesi
serbest radikal hasarina yol agmaktadir (Ercal ve ark. 2001).

Superoksid dismutaz bir metalloprotein olup, stperoksit anyonunu enzimatik

olarak detoksifiye ederek antioksidan fonksiyonlarini gergeklestirir. SOD, siiperoksiti
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H20>' ye doniistiiriir ve aktivitesi i¢in bakir ve ¢inkoya ihtiyag duyar. SOD, antioksidan
etkisi, Fe* iyonunu Fe*? ye indirgeyerek OH™ radikalinin olusmasini dnler ve boylece
antioksidan bir etki meydana getirir (Caylak 2011).

Sunulan ¢alismada, plazmada SOD aktivitesi Pb grubunda kontrol grubuna gére
istatistiki olarak degismese de (P>0,05) sayisal olarak bir azalma olusmustur. SOD
aktivitesinin azalmasi; Pb ve SOD i¢in temel kofaktorler olan plazma bakir ve ¢inko
gibi temel metaller arasindaki etkilesimle kismen agiklanabilir (Patil ve ark. 2006,
Hamed ve ark. 2010). Diger bir olas1 agiklama ise, siiperoksit anyonlarinin ¢ok fazla
tiretilmesi SOD konsantrasyonunda diisiise neden olabilir (Hamed ve ark. 2010).

Ercal ve ark (2000) tarafindan yapilan bir calismada icme suyuna 5 hafta boyunca
2000 ppm kursun asetat verilen erkek Fisher 344 ratlarda lenfositlerde ve karaciger
orneklerinde MDA seviyeleri, kursun maruziyetinden sonra dénemli olglide arttigi
tespit edilmistir. Caylak ve ark (2008) tarafindan 5 hafta boyunca 2000 ppm kursun
asetat verilen erkek Wistar albino ratlarda serum MDA konsantrasyonun tiim kursun
verilen gruplarda kontrol grubuna gore 6nemli derecede yiiksek oldugu tespit edilmis
olup, bu ¢alismada da 5 hafta 2000 ppm kursun asetat verilen ratlarda MDA seviyesi
yiikselmistir (P<0,001) (Cizelge 3.3).

Mohammad ve ark (2008) tarafindan diisiik dozda kursuna maruz kalan ressamlar
lizerinde yapilan bir caligmada antioksidan enzim SOD ve CAT aktiviteleri
ressamlarda (p <0.01) kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik, lipid
peroksidasyonunun ise anlamli olarak daha yiiksek oldugu bildirilmistir.

Cok yonli bir madde olan levamizolin oksidatif stres Gzerine etkisini
degerlendiren Anderson ve ark (1981), levamizoliin H2O> ve stperoksid Gretimini in
vitro onledigini gostermislerdir. Karbontetrakloriiriin hepatotoksik etkisinin altinda
yatan en 6nemli sebebinin lipid peroksidasyon oldugunu belirten Yoshikawa ve ark
(1982), ratlarda karbontetrakloriir ile karaciger hasar1 olusturmus ve levamizoliin
karacigerde lipid peroksidayonu oOnledigini belirtmislerdir. Broyler civcivlerde
aflatoksikosis olgusuna karst levamizol kullanan Ulaiwi (2018), ALT aktivitesinin
diizeldigini bu diizelmenin levamizoliin antioksidan etkisine bagli olabilecegini ileri
stirmiistiir. Meme papillomatozlu ineklerde levamizol ve tarantula cubensis 6zitiunin
etkisini arastiran bir ¢alismada, levamizol uygulanmasinin 15. giiniinde total oksidatif

kapasitenin, levamizol uygulamasi yapilmadan Onceki diizeyine gore istatistiksel
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olarak daha diisiik oldugunu gostermislerdir (Paksoy ve ark. 2015). Sunulan ¢aligmada
da MDA diizeyi levamizol uygulamasi ile kursunun olusturdugu oksidatif stres
belirteci olan MDA diizeyini anlamli bir sekilde diistirmiistiir (P<0.001). Yigit ve ark
(2012) broylerlerde bakir toksisitesine karsi levamizolii kullanmis; levamizol MDA,

SOD ve CAT aktivitesini degistirmemistir.

Ince ve ark (2010) Syphacia muris enfeksiyonu sonucu meydana gelen oksidatif
hasarin levamizol ve levamizol+ vitamin C nin etkisi iizerine yaptiklari bir caligmada,
S. muris enfeksiyonu belirgin olarak MDA diizeyini artirmis ve si¢anlarin kaninda ve
dokusunda levamizol ve levamizol + C vitamini tedavisi sonucunda ise MDA
dizeyinin azaldigi gézlemlenmistir. Ayrica S. muris ile enfekte gruplarda, SOD ve
CAT aktivitesinin diisiik olmasi, bu enzimlerin, organizmada artan oksidatif stresle
basa ¢ikmadaki tiikketimi ile iliskili olabilecegi, buna karsilik levamizol ve levamizol
+ C vitamini tedavisi, enfekte gruba kiyasla konak¢inin kaninda ve dokularinda SOD
ve CAT aktivitesini 6nemli Ol¢iide artirdigi sonucuna ulasmislardir. Sunulan
calismada Ince ve ark (2010) ¢alismasina uyumlu olarak 5 haftalik 2000 ppm Pb

uygulamasinin azalttigr SOD aktivitesi anlaml1 bir sekilde yiikselmistir.

4.3. Kursun ve Levamizoliin immun Parametre ve Sitokinler Uzerine Etkisi

Levamizol, antelmintik sagaltimmn yaninda 6zellikle kanser gibi kronik hastaliklar
basta olmak Tlizere bagisiklik sistemini etkileyen pek ¢ok hastaligin tedavisinde
kullanilan bir maddedir. Levamizol, serum komplement aktivitesini, lokosit

fonksiyonlarini ve lenfositlerden sitokin tiretimini artirir (Mulero ve ark. 1998).

Levamizol tek basina bagisikligi diizenleyici etkiye sahip olmayabilir,
Undiandeye ve ark (2014) 4 hafta boyunca oral olarak verilen levamizoliin tek basina
immiin hiicrelerin iiretimini indiiklemedigini, koyun ke¢i vebasi (PPR) asist
uygulamasindan once verildiginde bagisikligi uyardigini ortaya koymustur. Ancak
uzun siire tek basina uygulandiginda, T ve B lenfositlerin duyarliliginin arttig1 yapilan
bir ¢alismada kanitlanmistir (Shah ve ark. 2011). Bu farkli sonuglar levamizoliin

uygulama sikligi, uygulama yontemi gibi ¢esitli yontemlerle iligkili olabilecegi
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diistincesini dogurmaktadir. Levamizoliin T hiicreleri yardimi ile IgG antikor yanit1 da

artirict bir etki gosterdigi kaydedilmistir (Baydan 1995).

Ercal ve ark (2000) 5 hafta boyunca 2000 ppm Fisher 344 ratlarinin icme suyuna
kursun asetat vermisler ve serum 19G, IgM ve IgA degerlinin azaldigini tespit
etmislerdir. Immunglobulin seviyelerindeki bu diisiisiin, kursunun in vivo B hiicre
fonksiyonlarin1 etkilemesinden kanaklandigini belirtmislerdir. Sunulan ¢alisma
sonuglar1 da bu sonuglarla uyumludur. Yapilan ¢alismada levamizol uygulamasi IgG
seviyesini diizeltmistir. Krakowski ve ark (1999) yapmis olduklar1 bir ¢alismada,
levamizol enjekte edilen kisraklardan dogan yavrularin, hiicre aracili immun
tepkilerinde ve yliksek lizozim aktivitesinde bir artis oldugunu ve daha yiiksek serum
IgG ve IgM seviyelerine sahip olduklarini gostermislerdir. Sunulan ¢alismada da
levamizol verilen gruplarda IgG seviyesi yiikselmistir. Rashid (2016) tek basina
levamizol uygulamasinin, IgG iiretimini uyardigin1 ve istatistiksel olarak anlamli
bulunmasa da 1gG seviyelerinde bir artig oldugunu gozlemlemistir. Ayni sekilde
levamizol uygulanan buzagilarin deneyde 1, 8, 15 ve 22. giinlerde yiiksek IgG
konsantrasyonlari (Pekmezci ve Cakiroglu 2009) sunulan c¢alisma ile uyumludur
(Cizelge 3.5). IgG’ nin yapilan tiim ¢alismalarda ve bizim ¢alismamizda levamizol
grubunda artis gOstermesi levamizoliin immun yaniti artirmasi ydniinde

degerlendirilebilir.

Enterotoksemi asis1 ile birlikte levamizol uygulamasinda ¢aligmanin 35. giiniinden
sonra serum IgE seviyesinde azalma meydana gelmis ve bu da ne levamizol ne de
asinin alerjen bir etki gostermedigini dogrulamistir (Rashid 2016). Bu calismada deney
gruplar arasinda IgE diizeylerinde bir degisiklik olmamuistir (P>0,05).

Levamizol ile ilgili giincel aragtirmalar, bagisiklik tepkisi ve kanserlerin tedavisi
Uzerindeki etkisi tizerine yogunlagmistir. Son zamanlarda levamizol ile ilgili yapilan
caligmalarda; levamizolin IL18 in indiikksiyonu ile Thl yaniti aktive ettigi
gosterilmistir (Szeto ve ark. 2000). Ustiindag (2010) calismasinda Candida albicans
ile infekte edilen makrofaj hiicrelerine es zamanl levamizol uyguladigi kuyucukta,
hem kontrole gore hem de makrofaj hiicrelerinin tek basina C.albicans (M+C) ve tek

basina levamizol (M+L) ile kiiltiire edildigi kuyucuklara goére, 1L18 (retiminde
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istatistiksel bir artis gozlemis (p<0,05) ancak sunulan ¢aligmada IL18 degerinde
sayisal bir artis gozlenirken istatistiksel olarak onemli bir artis meydana gelmemistir.

Mishra ve ark (2003) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Pb’ ye maruz kalan
bireylerin serum 6rneklerinde IFN duzeylerinde kontrollerle karsilastirildiginda, bu
¢alismanin sonuglarina benzer bir sekilde her hangi bir fark bulunmamustir. Yoshimoto
ve ark (1998) bobrek kiiltiiriinde yapmis olduklar1 bir ¢alismada, IL18’ in tek basina
IFN v tiretimini artirmadigi, IL12 nin katkisiyla B hiicrelerinden (% 99 IgM1), IL12 ve

IL 18'e yanit olarak doza bagimli IFN vy Uretimi meydana geldigini gostermislerdir.

Diisiik seviyelerde bile kursun maruziyetinin yetigkin farelerde IFN y Gretimini
inhibe ederek Th1 yanit1 baskiladig1 ve IL4, IL5, IL10, IL13 ve IgE iiretimini artirarak
Th2 yanitin aktif hale getirdigi gosterilmistir (Miller ve ark. 1998, Heo ve ark. 1996).
Bu da kursunun hayvan sistemlerinde bagisiklig1 baskilayan bir madde olabilecegini
akla getirmektedir. Ayrica Miller ve ark (1998) tarafindan yapilan ¢aligmada, Pb ile
IgG diizeyleri arasinda dengeli olmasa da artis ve azalis meydana geldigi ancak
istatistiksel olarak bir nem arz etmedigi tespit edilmistir. [IFN-¥ seviyesinin 500 ppm
Pb verilen grupta 100 ppm Pb verilen gruba gore belirgin olarak daha diisiik oldugu
tespit edilmistir. Sunulan bu ¢alismada da, sitokin seviyelerinde istatistiksel olarak bir
fark bulunmasada (P>0,05) sayisal olarak IFN y seviyesi Pb verilen grupta azalmas,
levamizol verilen grupta ise artmustir. T hucreleri ve dendritik hucrelerden tireyen
insan monositlerinin aktivasyonu ve olgunlasmasi iizerine levamizoliin molekiiler
mekanizmasin1 inceleyen Chen ve ark (2007), insan dendritik hiicrelerinin,
lipopolisakkarit (LPS) ile birlikte uygulanan levamizol ile tedavisi sonucunda Thl
immun yanitin aktivasyonu sonucunda IL12, IL10 ve IFN y iiretiminin arttigin1 tespit
etmislerdir. Dendritik hiicre aktivasyonu ve olgunlagsmasinin bir indiikleyicisi olan
LPS, levamizol uygulamasinda sitokin sentezi iizerinde pozitif bir etki gdstermistir.
Goriildiigi tizere verilen doz, uygulama farkliliklar levamizollin immun parametreler
ve sitokinler iizerine etkisinde farkli sonuclar dogurmaktadir. Sunulan bu ¢alismanin,
diger calismalara gore farkli ¢ikmasimin nedeni, ¢alismada as1 ya da LPS gibi bir

antijenin kullanilmamasi olabilir.

Sonug olarak; 5 hafta 2000 ppm kursun asetat uygulamasi, ALT aktivitesi, total

kolesterol, iire degerlerinde degisikliklere neden olmus, oksidatif hasara yol actigi
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MDA diizeyindeki yiikselme ile tespit edilmis, uygulanan levamizolun ise oksidatif
hasar1 azalttigin MDA diizeylerinin diismesi ile gosterilmistir. Yapilan caligsma
sonuglari, kursun zehirlenmesi vakalarinda levamizoliin kismen de olsa destekleyici
tedavi amaciyla kullanim alani bulabilecegi ve ileride yapilacak c¢alismalara 1s1k
tutabilecegini gostermistir. Ayrica kursunun en ¢ok etkiledigi dokular karaciger ve
beyin dokular1 oldugundan, bu dokularda da ileri ¢aligmalarin yapilmasi daha kesin

sonuglara ulasilmasini saglayacaktir.
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