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KADMIYUMLA LiPiD PEROKSIDASYON OLUSTURULAN RATLARDA

KETEN TOHUMU YAGININ ETKIiLERI
OZET

Bu calismada kadmiyum ile subakut zehirlenme olusturulan ratlarda keten tohumu

yaginin oksidan-antioksidan sistem {izerine etkisi arastirildi.

Her bir grupta 12 erkek Wistar Albino 1rki rat bulunan toplam 48 adet rat kullanildi.
Kontrol grubuna herhangi bir uygulama yapilmadi (Grup 1). Grup 2, 3 ve 4’¢ sirasiyla
sonda ile mideye 0,1 ml/hayvan/giin dozunda keten tohumu yagi (Grup 2); igme suyu
igerisinde ve ad libitum olarak 50 ppm kadmiyum (Grup 3); icme suyu i¢inde 50 ppm
kadmiyum ile birlikte 0,1 ml/hayvan/giin dozunda keten tohumu yag1 30 giin siireyle

verildi.

Calismanin sonunda, kan ve doku (karaciger, dalak, beyin, kalp, akciger, dalak ve testis)
ornekleri alindi. Numunelerde malondialdehit (MDA) ve nitrik oksit (NO) diizeyi ile
katalaz (CAT), stliperoksit dismutaz (SOD) ve glutasyon peroksidaz (GSH-Px)

aktiviteleri olciildi.

Kadmiyum ile keten tohumu yagmnin birlikte verildigi grupta (Grup 4) yalnizca
kadmiyum verilen gruba gore (Grup 2), MDA diizeyinde karaciger, bobrek, beyin, dalak
ve testis dokusu ile eritrositte 6nemli bir diisiis gerceklesti. SOD aktivitesinde, karaciger
ve beyin dokusu ile eritrositte 6nemli bir artig; akciger, bobrek ve kalp dokusunda
onemli bir diisiis tespit edildi. CAT aktivitesinde akciger, beyin, dalak, testis, dokusu ile
eritrositte artig; kalp dokusunda diisiis gozlendi. GSH-Px aktivitesinde, karaciger,
bobrek, beyin ve testis dokusu ile eritrositte onemli bir artis bulundu; akciger, kalp ve
dalak dokusunda ise 6nemli bir diisiis vardi. NO diizeyinde ise karaciger, bobrek, beyin,

kalp, dalak ve testis dokusu ile plazmada énemli bir diisiis tespit edildi.

Belirtilen siire ve dozda verilen keten tohumu yagi ratlarda antioksidan savunma sistemi
tizerinde olumsuz bir etkiye yol agmadi; kadmiyum uygulamasi eritrosit ve organlar
tizerinde degisen oranlarda oksidatif strese sebep oldu; keten tohumu yagi kadmiyumun

neden oldugu oksidatif stresin siddetini azaltici etkiler gdsterdi.

Anahtar Kelimeler: Kadmiyum, Lipid Peroksidasyon, Keten Tohumu Yagi, Rat.
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THE EFFECTS OF FLAX SEED OIL ON LIPID PEROXIDATION INDUCED

WITH CADMIUM IN RAT
ABSTRACT

In this study, the effects of flax seed oil on oxidant-antioxidant system against subacute

cadmium intoxication in rats were investigated.

Male Wistar Albino 48 rats were used and 12 rats in each group kept. No application
was made to the control group (group 1). In group 2, 3 and 4, it was given at a dose of
0.1 ml/rat/day flax seed oil with gavage into stomach, 50 ppm cadmium via drinking
water as ad libitum and 0.1 ml/rat/day flax seed oil with gavage into stomach plus 50
ppm cadmium via drinking water as ad libitum for 30 days, respectively. At the end of
the study, malondialdehyde (MDA), nitric oxide (NO), catalase (CAT), superoxide
dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GSH-Px) activities/levels were analyzed
in blood and tissue (liver, spleen, brain, heart, lung, spleen and testes) samples, and also

NO levels were assayed in plasma and tissue samples.

When compared to cadmium plus flax seed oil treated and control group, a significant
increase in the MDA levels of liver, kidney, brain, spleen, testes and erythrocyte; a
significant increase in the SOD activity of liver, brain and erythrocytes, a significant
decrease in the SOD activity of lung, kidney and heart; a significant increase in the CAT
activity of lung, brain, spleen, testes and erythrocyte, a significant decrease in the CAT
activity of heart; a significant increase in the GSH-Px activity of liver, kidney, brain,
testes and erythrocytes, a significant decrease in the GSH-Px activity of lung, heart and
spleen; a significant decrease in the NO levels of liver, kidney, brain, heart, spleen,

testes and plasma.

According to results, flax seed oil given at the specified dose and period in rat have not
caused negative effects on antioxidant defense system, cadmium implementation has
caused oxidative damage on erythrocyte and organs at different rates, flax seed oil has

shown a reducing effects on severity of cadmium induced lipid peroxidation.

Key words: Cadmium, Flax Seed Oil, Lipid Peroxidation, Rat
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1. GIRIS ve AMAC

Kadmiyum toksikolojik agidan 6nemli metallerden biridir. Giiniimiizde pek ¢ok alanda
yaygin olarak kullanilir. Bu sebeple de ¢evre kirliligi olusturma riski oldukca yiiksektir.
Metalin ¢evreye yayilliminda akarsular birincil rol oynar. Bu sekilde hem topragin hem
de yer alt1 sularinin kirlenmesi kacinilmaz bir hal alir. Toprakta yetisen tarimsal tirlinler
ve icme sular1 araciligiyla biitiin canlilara gegisi kontrolsiiz kirlilik durumunda séz
konusu olur. Diger bilesiklerde oldugu gibi kadmiyum doz ve alim siiresi ile iliskili
olarak organizmada yiiksek diizeyde serbest radikal olusturur. Serbest radikaller pek ¢cok

bilesik i¢in zehirlilik mekanizmasi i¢inde yer alir.

Keten tohumu yag1 yapisinda pek c¢ok bilesigi barindirir. Fenolik bilesikler icinde anilan
lignan prekiirsorleri ve esansiyel yag asitleri esas farmakolojik etkiden sorumludur.
Uriin bagisiklik sistemi, sindirim sistemi, solunum sistemi, iirogenital sistem ve sinir
sistemi hastaliklarinda; kanser tedavilerinde, deri hastaliklarinda, gebelikte ve iskelet

sistemi bozukluklarinda sik¢a kullanim alani bulur.

Tez caligmasinda onemli bir ¢evre Kkirleticisi olan kadmiyumla lipid peroksidasyon
olusturulan ratlarda keten tohumu yaginin etkilerinin arastirilmasi amaclandi.
Glinimiize kadar kadmiyum zehirlenmelerine yonelik farkli sagaltim segenekleri
denenmesine karsin zehirlenme olgularinda kadmiyumun o6zellikle de oksidatif stres
olusturma potansiyelinin oniine gegebilmek amaciyla keten tohumu yagiin kullanildigi

bir ¢aligmaya ise rastlanmamistir. Bu yoniiyle ¢alisma 6zgiin bir nitelik tasimaktadir.



2. GENEL BILGILER

Metaller arasinda yer alan selenyum, arsenik, molibden, kadmiyum, kursun ve civa son
derece zehirlidir. Bazilarinin mutajenik, teratojenik ve karsinojenik etkileri de vardir. En
onemlileri ise arsenik, civa, kadmiyum, kursun, krom, nikel ve selenyumdur. Agir
metalin tanimlanmasinda belirte¢ olarak kullamlan yogunlugudur ve 5 g/cm’’den daha
yogun olan metal agir metal olarak tanimlanir. Agir metaller arasinda, canli saghigi
acisindan aragtirma yapilanlarin basinda kadmiyum, kursun, civa ve arsenik
gelmektedir. Bu metaller insanlar tarafindan ylizyillardir kullanilmaktadir. Uzun
zamandir saglik agisindan sakincalar1 bilinmesine ragmen ¢esitli amaglarla kullanilmaya
devam edilmesi sebebiyle maruziyet durumu giintimiizde de 6nemli bir husustur. Agir
metallerin ¢evreye yayilimi siklikla hava, su ve toprak araciligi ile olmaktadir. Canlilar

belirtilen metalleri siklikla solunum, deri veya agiz yoluyla alirlar (1, 2).
2.1. KADMIYUM
2.1.1. Ozellikleri ve Kaynaklari

Kadmiyum periyodik cetvelde 48. elementtir ve 12. grubun bir {iyesidir. Atom agirlig
112,41 olan IIB grubu metallerdendir. Okside olma kabiliyeti +2 degerlikli olanda daha
yiiksektir. Kadmiyum 6nemli ¢evre kirleticilerinden biridir. Yilda ortalama 13000 ton
kadmiyum diinya genelinde ¢esitli amaclar igin tretilmektedir. Cevre koruma orgiitii
(EPA) tarafindan tanimlanan 126 6nemli ¢evre kirleticisinden biridir. Dogal olarak yer

kabugunda mevcut olup kadmiyum oksit (CdO), kadmiyum klorit (CdCl,) ve kadmiyum
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siilfat (CdSOy4) tuzlar1 seklinde bulunmaktadir (3, 4). Insan faaliyetleri ve fosil
yakitlarinin yanmasi sonucu ¢evreye onemli miktarda kadmiyum geg¢isi s6z konusudur.
Ozellikle lifli meyveler, tahillar ve sebzeler yoluyla ge¢mektedir. Insanlar icin en
onemli risklerden biri de tiitiin bitkisinde yliksek oranda birikme egilimi gostermesidir.
Gliniimiizde kullanimi  genellikle nikelle birlikte olmaktadir. Pil fabrikalari,
renklendiriciler, plastik koruyucularin bilesiminde bu metal bulunmaktadir (5, 6).
Ayrica, cesitli metallerin aginmasini engellemek i¢in kaplayict olarak kablolarin
kaplanmas1 amaciyla kursunla alasim seklinde, cam endiistrisi ve pestisit iiretiminde de
siklikla kullanilmaktadir (1). Bu metal, canlilar i¢in esansiyel Ozellik gdstermeyen
zehirli bir metal olmakla birlikte 6zellikle bitkiler tarafindan topraktan yiiksek oranda

alinmakta ve biriktirilmektedir (7, 8).
2.1.2. Toksikokinetik

Kadmiyuma siklikla agiz ve solunum yoluyla maruz kalinir. Deri yoluyla maruziyetin
onemi ise daha azdir. Kadmiyum klorit (CaCly) yiiksek oranda suda c¢oziinen
kadmiyumun baslica formudur ve agizdan emilimi oldukga yiiksektir. Aksine,
kadmiyum oksit (CaO) solunum yoluyla siklikla maruz kalinan seklidir. Kadmiyumun
emilimi sindirim sisteminden % 3-8 arasindadir. Diger elementlerden Fe, Zn ve Ca ile
protein igerigi kadmiyumun emilimini biiyiikk oranda degistirmektedir. Bagirsak
mukozasindan kadmiyumun emilimi, mukozada yiiksek oranda birikim ve kontrollii
olarak sistemik dolasima gecis seklindedir. Kadmiyumun emilimi ve ardindan doku ve
organlarda birikiminde metalotionein ve sistein ile yaptig1 yapinin énemi biiyiiktiir (3).
Solunum sistemi ile alinim durumunda emilim orani sindirim sistemi ile emilime gore
oldukg¢a yiiksektir ve % 40’a kadar ¢ikmaktadir (9). Deri yoluyla emilim ¢ok daha az
siklikla goriilmektedir. Deri yoluyla kadmiyumun topraktan % 8,8 sudan ise %12,7
oraninda emildigi tespit edilmistir. Toprak araciligi ile plazmaya % 0,01 oraninda gecis
s0z konusu iken suyla plazmaya gecis oran1 ise % 0,07°dir. Emilimde iki mekanizma
iizerinde durulmaktadir. ilki serbest kadmiyum iyonun epidermal keratinde bulunan

sisteinin siilfidrid grubuna baglanmas1 ya da metallotionein kompleksinin olusumudur
(10).
Kadmiyumun bagirsak lumeninden eritrositler icine gecisi iki asamada

gerceklesmektedir. Ilk asama luminal plazma membranina kadmiyumun baglanmasi;

ikinci agama ise aktif tagima ile luminal plazma membranindan eritrositler igine gegis
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seklindedir. Eritrositlere kadmiyum gecisinde ozel tasiyict proteinler rol oynar.
Kadmiyumun sistemik dolasima gegtikten sonra yiiksek oranda eritrositlerde birikiyor
olmasi sistemik dolasimdaki serbest kadmiyum oranini sinirlandirir. Eritrositler disina
kadmiyum gegisinde de yine 0Ozel tasiyici proteinler dnemli rol oynar (3). Serbest
kadmiyum plazma proteinlerinden 6zellikle albiimine bagli olarak oncelikle karacigere
gelir ve yiiksek oranda hepatositlerde birikim gosterir. Kadmiyumun hepatositlere gegisi
de yine iki asamalidir. Yukarida belirtildigi gibi sistemik dolasimdaki kadmiyum ilk
asamada karacigere gectikten sonra yine Ozel tasit proteinleri (Oncelikli olarak
metallotionein ve sistein) yardimi ile bobrek, testis ve diger dokulara da gecer.
Karacigerdeki hizli birikim son derece zehirli oldugu diger organlara (bobrek, testis)

gecisi siirlandirmaktadir (9).

Atillim1 yiiksek oranda bobrekler araciligr ile olur. Cogu organ ic¢in zehirsiz olan
kadmiyum-metalotionein bilesigi, glomeriillerden filtre edilirken es zamanli olarak
proksimal tubul epitellerinden geri alinir. Benzer sekilde, kadmiyum plazmada diisiik
agirliklt molekiillere baglanarak (sistein, glutasyon) serbest ve siilfidrilli konjugati
seklinde de proksimal tubul epitellerinden geri alinir (11). Biyoyararlaniminin diisiik
olmas1 sebebiyle agizdan aliman kadmiyum memelilerde % 90 oraninda dogrudan diski
ile atilir. Parenteral uygulamalarda % 20 oraninda safra araciligi ile 3-4 giin icinde
uzaklastirilmaktadir. Safrayla uzaklagtirmada siklikla glutasyon ve sistein ile birlesme

ilk siralarda yer almaktadir (3).
2.1.3. Etki Sekli ve Zehirliligi

Kadmiyum, enzimlerde yer alan ¢inko gibi elementlerin etkinligini engelleyerek enzim
inhibisyonuna sebep olur. Oldiiriicii dozlarda hiicrelerde mitokondriyal oksidatif

fosforilasyonu engelleyerek 6liime yol acar (7).

Kadmiyum, vitamin D’nin aracilik ettigi bagirsak kalsiyum gecisini engeller.
Kemiklerde kalsiyum ve kadmiyum arasinda etkilesim vardir. Kemik dokusunda
birikerek kemiklerdeki kalsifikasyon ve dekalsifikasyonu engeller. Karaciger ve bobrek
epitel hiicrelerindeki metallotioneine baglanir. Bu yapinin zehirsiz oldugu diigtiniiliirse
de plazmada kadmiyumu baglayan metalotionein idrarla atilirken renal tubuller lizerinde
zehirli etki olusturur. Bu etki ile iligkili olarak amino asit, glukoz, fosfat ve diisiik
molekiil agirlikli protein geri emilimi azalir. Demir eksikligi mide-barsak kanalindan

kadmiyum emilimini arttirir. Sindirim sisteminden kadmiyum emilimi ile kan ferritin
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yogunlugu arasinda ters yonde bir iliski vardir. Fakat bu iliskinin mekanizmasi
bilinmemektedir. Kadmiyum &ncelikli olarak karaciger ve bobrekte birikir. Insanlarda
yarilanma omrii 17-30 yildir. insanlarda Itai-Itai hastahig yiiksek diizeyde kadmiyum
iceren piring yenilmesi ile besinsel kalsiyum, vitamin D, ¢inko ve demir eksikligi

nedeniyle ortaya ¢ikan bir hastaliktir (5).

Kadmiyum buhar ile pargaciklarinin solunmasi 6liime yol agmamakla birlikte siklikla
akut pulmoner etkilere sebep olmaktadir. Kadmiyum maruziyeti kalp-damar sistemi
hastaliklarina da neden olur (2). Insanlar ortalama hava, gida ve su ile sirasiyla giinde
0,02 pg/giin, 50 pg/giin ve 10 pg/giin kadmiyuma maruz kalirlar. Eger birey giinde 20
sigara igiyorsa, kadmiyum alimi ortalama 20 pg/giin daha artar. Yapilan ¢aligmalarda,
erkeklerin kadmiyumu tolare eden miktarlar1 biyolojik yari Omiirleri uzun olmasi
sebebiyle hafta olarak baz alinmis ve 400-500 pg/kisi/hafta veya 6,7-8,3 png/kg.ca/hafta
bulunmustur. Giinliik olarak hesaplandiginda ise 57-71 pg/kisi veya 1,0-1,2 pg/kg
bulunmustur. Tiketilen gidalar smiflandirildiginda, alman toplam kadmiyum ig¢in
tahillar (14 pg) on siralarda yer alir. Glinliik tiiketilen tiriinlerden et, balik ve kanatlilar;
patates ve lifli sebzeler, meyve ve iceceklerden 4-7 pg kadmiyum alimi s6z konusudur.
En diisiik kadmiyum alimi ise lahana, bakliyat, koklii sebzeler, yag ve seker tliketimi

araciligi ile olmaktadir (12).
2.1.4. Klinik Belirti ve Lezyonlar

Akut zehirlenmelerde yiiksek diizeyde kadmiyum ile kirlenmis havanin solunmasi;
solunumun yavaslamasina, akciger ddemine, peumoniye ve bunun bir sonucu mukoz
membranlarda yikimlanmaya sebep olur. Solunumla alinmasini takiben ilk 4-10 saat
icinde ates, kusma, bas agrisi, dispnea ve nosafarengeal irritasyon gozlenir. Sunum
yoluyla alinmasini takiben sistemik dolasima gecen kadmiyum orani, kadmiyumun
¢Oziiniirliigli ve parcacik biytikliigiine baghdir fakat hi¢cbir zaman % 90’nin {istiine
cikmamaktadir. Oldiiriicii doz 1 saat igin 50 mg/m3 iken 5 saat i¢in 9 mg/mS’dﬁr. Diisiik
dozda uzun siireli ve yliksek dozda kisa siireli maruziyette kronik fibrozis bag gosterir.
Kadmiyumla kirlenen besinlerin agiz yoluyla yiliksek dozda alinmasiyla iligkili olarak
kusma ve ishal goriiliir. Agizdan maruziyet nadiren 6liimle sonuglanir ¢linkii biiylik

oranda kusma ile sindirim sisteminden uzaklastirilir (10, 13).

Kronik kadmiyum aliminda asil problem bobrek hasaridir. Yukarida da belirtildigi gibi

kadmiyum-metallotionein bilesigi glomeriillerden siiziiliirken proksimal tubiillerden
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tekrar emilir ve bu siire¢ bobrek dokusunda ileri derecede hasara sebep olur. Bobrek

dokusu kadmiyum ytikiiniin artis1 asir1 kalsiyum atilimini beraberinde getirir (10).

Kadmiyum birka¢g hormonun sentez ve salimmmini etkileyerek hormonal sistemde
bozukluklara sebep olur. Progesteron sentezini etkiler, uterus ve memede Ostrojenik
reseptorleri aktive eder. Ayrica androjenik reseptor sayisint degistirerek androjenik
etkiyi zayiflatir. Testosteron, LH ve FSH gibi birka¢ hormonun kandaki diizeylerini
degistirir. Kadmiyum, testosteron iiretimini de etkiler. Baz1 diizenleyici proteinleri, LH
reseptorlerinin sikligin1 ve cAMP diizeyini diisiirtir. Farkli mekanizmalarla hipotalamik-
hipofizer-testikiiler yolag: etkileyerek hormon diizeyini degistirir fakat etkisi dogrudan

leydig hiicreleri aracilig1 ile degildir (14).

Kadmiyum kemiklerde ileri derecede bozukluga sebep olur. Kemik dokusunda yiiksek
oranda birikerek kemik kalsiyum yogunlugunu diisiiriir ve sonugta osteoporos gelisir.
Ayrica dogrudan bobreklere etkisi sebebiyle vitamin D metabolizmasi ve etkinligini
degistirir; idrarla kalsiyum ve fosfor atilimini hizlandirarak viicut kalsiyum yikiinii

distirtir (15, 16).

Kadmiyumun nérotoksik etkisi, merkezi sinir sisteminde biyojenik aminlerin ve amino
asit norotransmiterlerin sentez ve/veya metabolizmasindaki degisimlerin sonucudur. Bu
beyinde yapilan 6zel calismalar sonucu ortaya konulmustur. Kadmiyumun etkiledigi
beyin boliimleri arasinda hipotalamus da bulunmaktadir. Bélgenin hormonal sistemin
diizenlenmesi, otonomik sinir sistemi, viicut isisinin ayarlanmasi, acglik-tokluk ve
duygusal davranislarin diizenlenmesi gibi birgok gorevi vardir. Kronik olarak
kadmiyum maruziyeti siklikla bas agris1, uyku bozuklugu ve hafiza kaybina sebep olur.
Bu hastaliklar gamma aminobiitirik asit (GABA) ve seratonin gibi ndrotransmiterlerdeki

degisimler ile iliskilidir (17).

Kadmiyum, EPA tarafindan 1. smifta yer alan karsinojen maddeler arasinda
smiflandirilmaktadir. Ozellikle akciger, pankreas, prostat ve bobrek kanserine sebep
olur. Yukarida belirtilen etkileri disinda, anemi, hipertrofik olmayan amfizem,

eizinofilia ve kronik rinitise yol agar (4).

Kan ve idrar kadmiyum diizeyi ile hipertansiyon arasinda doz bagimli bir iligki vardir.
Kalp hastaliklarinda da kadmiyum maruziyetine bagli artis gozlenir. Ayrica kadmiyum
periodontal hastaliklara egilimi artirmaktadir. Ozellikle retinada birikerek g6z

bozukluklarina sebep olur (18).



2.1.5. Tan1 ve Sagaltim

Kronik kadmiyum zehirlenmesinde proksimal tubiil fonksiyon bozuklugunun
degerlendirilmesi gerekir. Kadmiyum nefropatisinin en erken belirtisi mikroproteinlerin
idrarla atiliminin artmasidir. En yaygin mikroprotein B,-mikroglobulin, retinol baglayici
protein ve o-mikroglobulindir (16). Proksimal tubul bozukluklarini ortaya koyan
belirtegler arasinda bazi enzimler de yer almaktadir. N-asetil-B-D-glukozamidaz (NAG),
laktat dehidrojenaz (LDH) ve alkalin fosfataz (ALP) ile son zamanlarda a-glutasyon-S-
transferaz (a-GST) bunlar arasinda yer almaktadir. Kadmiyum, idrarda a-GST ve LDH
atilimi ve aktivitesini artirir. NAG lizozomal bir enzimdir ve proksimal tubiil epitel
hiicrelerinde yogun olarak bulunur. Bu belirtecin avantaji, idrarda koruyucu
kullanmaksizin uzun siire dayanikliligin1 korumasidir. Aksine a-GST aktivite 6lglimii
icin ise koruyucu kullanmak zorunludur ve NAG ve LDH’dan daha oOnemli bir
belirtectir. a-GST, NAG ve LDH aktivitesi idrarda ¢ok diisiik yogunluklarda da olsa
tespit edilebilmekle birlikte hemoglobin LDH’1, iire NAG’ni inhibe edebilmektedir (11).
Idrarda vitamin D baglayici protein, 8-hidroksiguanin ve bdbrek hasart molekiilii-1
(KIM-1)’in  idrarda  tespiti kadmiyum kaynakli bobrek hasarmmin erken
belirteclerindendir. Biyolojik materyallerde kadmiyum diizeyinin tespiti 6zellikle kronik
zehirlenmelerde onemlidir. Eritrositlere ve keratinize dokulara yiiksek diizeyde gecis
gostermesi sebebiyle tam kanda ve saclarda kadmiyum diizeyi Olciilmelidir.
Kadmiyuma baglh bobrek hasar1 gelistiginde kadmiyumun idrarda atiliminda artis olur
fakat idrarla atilimi ¢ogunlukla metalotioneine bagli gerceklesmektedir (19, 20, 21).
Bobreklerde depolanan ve glomerullerden filtre edilen kadmiyumun bir miktar1 idrar
araciligi ile atilir. idrarla birim zamanda atilan kadmiyum miktar1 ncelikli olarak
hiicrelerdeki kadmiyum diizeyi ve bobrek tahribati ile iligkilidir. Dolayisiyla
bobreklerdeki toplam kadmiyum (mg) ile idrardaki kadmiyum (pg/24 saat) arasinda
yakin iligki vardir fakat digkidaki giinlik kadmiyum miktar1 ile alinan kadmiyum
miktar1 arasinda ise hicbir baglant1 yoktur (22).

Yiiksek sok proteini birkag hiicresel organel sisteminde lokalize olur ve siklikla
metallere maruziyet durumunda degiskenlik gosterir. Is1 sok proteinlerinin indiiksiyon
kalib1 zehirlere maruziyette erken hiicresel cevabin belirteci olarak kullanilir. Bu
parametrenin diisiik doz metal maruziyeti ile ilgili risklerin degerlendirilmesinde 6nemi

biiyiiktiir (23).
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Selasyon tedavisi en basta tercih edilen yontemdir. ideal bir selatér maddenin zehirliligi
diisiik olmali, hiicre zarindan kolayca gecebilmeli, metalleri hizla viicuttan
uzaklastirmali ve sudaki ¢oziiniirliigii yiiksek olmalidir. Sagaltimda, kalsiyum disodyum
EDTA (CaNa;EDTA) ve mezo 2, 3-dimerkaptostiksinik asit (DMSA) kullanilmaktadir.
Yeni selator ajanlardan, monoizoamil dimerkaptosiiksinik asit (MiADMSA), monometil
dimerkaptosiiksinik asit (MmDMSA) ve monosiklohekzil dimerkaptosiiksinik asit
(MCHDMSA) de tercih edilmektedir. Bunlardan ilki selator etkilerinin yani sira
karaciger ve bobrekte metalotionenin sentezi ile beyin ve karacigerde glutasyon

diizeyinde artis yapar (4).

Antioksidanlar substratin oksidasyonunu geciktirir veya engeller. En 6nemli antioksidan
kaynag1 besinlerdir. Besinsel antioksidanlar serbest radikalleri dogrudan etkisiz kilar,
peroksit yogunlugunu diisiiriir ve okside membrani onarir; reaktif oksijen tiirlerinin
tiretimini engellemek i¢in demirin etkinligini engeller, kisa zincirli serbest yag asitleri
ve kolesterol esterlerinin peroksidasyonunu engeller. Bunlardan vitamin E, vitamin C,
B-karoten, N-asetil sistein (NAC), a-lipoik asit ve melatonin zehirlenmelerde siklikla
kullanilan antioksidanlardandir. Son siradaki bilesigin serbest radikalleri yakalama
potansiyeli digerlerine gore daha yliksektir ve hipofiz bezinden sentezlenen bir
hormondur. Lipid peroksidasyonun sebep oldugu hiicre zar1 akigkanliginin azalmasinin
Ontline gecer. Ek olarak, bazi antioksidan enzimlerin (glutasyon rediiktaz, glutasyon
peroksidaz, siiperoksit dismutaz) aktivitesini onemli oranda arttirir. Vitamin E, yagda
¢Oziiniir, zincir kirici antioksidandir ve serbest radikal reaksiyonlarin yayilimini
engeller. Vitamin C, suda ¢dzilinen bir vitamindir ve serbest radikalleri tutucu etkisi
vardir ve a-tokoferol’iin olusumunda rol oynar. f-karoten, vitamin A’nin prekiirsoridiir
ve yagda ¢Oziinen bir vitamindir. Benzer sekilde serbest radikalleri tutar. Tiol grubu
iceren yapiya sahip NAC, indirgenmis glutasyon prekiirsoriidiir ve dolayisiyla hiicre igi
glutasyon sentezini artirir. Serbest radikallerin yakalanmasinda rol alir; kalsiyumun
sebep oldugu nefrotoksisiteye engel olur. Alfa lipoik asit, reaktif oksijen tiirlerini
yakalayan yap1 gosterir. Ayrica, glutasyon iiretimini artirir. Bu bilesiklerin biri veya bir

kac1 genelde selator maddelerle birlikte kullanilir (4).
2.2. OKSIDATIF STRES

Herhangi bir maddenin molekiilleri atomlardan yapilmistir. Atomun ¢ekirdeginde

proton ve notronlar birlikte bulunurken etrafi elektronlarla gevrilmistir. Atomlarin
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kimyasal aktivitesi elektronlarinin durumu ile dogrudan iligkilidir (24). Oksidatif stres
terimi serbest radikal iiretimi ile antioksidan savunma arasindaki dengesizligi yansitir
(25). Etkin oksijen tiirleri olusturma potansiyeli bulunan kimyasal bilesikler pro-
oksidant olarak tanimlanir. Normal kosullarda hiicrelerde prooksidant-antioksidant
denge arasinda uyum vardir. Fakat bu denge oksijen tiirlerinin iiretiminin arttig
durumda (6rnegin ilag veya belli kimyasallarin almmasmi takiben) veya
antioksidanlarin diizeyi diistiigiinde prooksidanlara dogru kayar. Iste bu durum oksidatif
stres olarak nitelendirilir. Oksidatif stres temelde iki mekanizma ile olusur. Ilki,
antioksidanlarin yogunlugunun diigmesi (antioksidan enzimlerin yapisinin degisimi,
toksinler ve dogal antioksidanlarin alimindaki azalma); ikincisi ise aktif fagositlerden
salinan oksijen/nitrojen/karbon esasli reaktif tiirlerin diizeyinde artis goriilmesidir
(kronik inflamasyon olgular1) (26). Aslinda ROS ve RNS normal hiicresel metabolizma
tirtiniidiir. Bu iiriinler hiicreler i¢in hem faydali hem de zararl olabilir. Bir¢ok fizyolojik
gorev (damar tonusun diizenlenmesi, kotli huylu hiicreler ile mikrooganizmalarin
isgaline kars1 savunma, ¢esitli fizyolojik siireclerde membran reseptdrlerinden sinyal
gecisi: norotransmisyon, lireme ve gelisme) redoks sorumlu sinyal yolagi ile kontrol

edilir (27).

Oksidatif stres iki ana baslik altinda incelenebilir. ilki, besinsel oksidatif stres; beslenme
yetersizligi veya oksidatif yliklenmenin sonucu olarak, antioksidan savunma ve
prooksidan yiiklenme arasindaki dengesizlik olarak tanimlanir. Besinsel antioksidanlar
dogrudan serbest radikalleri tutan tokoferol, askorbat, karotenoidler, tiyoller,
polifenoller ve digerlerini (selenyum igeren aminoasit) igine alir. Ikincisi ise
beslenmeden sonra goriilen oksidatif stresdir ve lipid ile karbonhidrat yoniinden zengin
gidalarin tiiketiminden sonra oksidatif hasara kars1 organizmanin duyarliliginin artmasi
ile karakterizedir. Gidalar organizmada redoks dengesi lizerinde dogrudan etkilidirler.
Hiperglisemi ile hiperlipidemi, antioksidan durumu ve lipoproteinleri etkileyerek
oksidatif hasara sebep olur. Beslenme sonrasinda karbonhidrat ve lipid diizeyindeki

yiikselme oksidatif stresin artigini beraberinde getirir (28).
2.2.1. Serbest Radikaller

Genelde, biyolojik sistemde oksidatif strese aracilik eden etkin yapilar radikal olarak
tanimlanir. Bir veya iki eslesmemis elektron igeren bu molekiiller biyomolekiillere karsi

olduk¢a etkindirler. Ozellikle de oksijenden koken alan fakat radikal olarak
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nitelendirilmeyen hidrojen peroksit (H»0O,), peroksinitrit (ONOO’), hipoklorit
(L(R)OOH) ve singlet oksijen (lAg) gibi tirtinler de bu gruba dahildir (Tablo 2.1) (29).

2.2.1.1. Serbest Radikallerin Kaynaklari
2.2.1.1.1. Hiicresel Kaynaklar

Serbest radikaller ¢esitli enzimler ve metabolik siire¢ araciligi ile biitiin aerobik hiicreler
tarafindan iretilir. Ayrica travma, infeksiyon, inflamasyon ve c¢evresel maruziyet gibi

cesitli patolojik olgularda benzer sekilde serbest radikal olusumuna sebep olur (30).
2.2.1.1.2. Metaller

Cogu metal iyonlari, 6zellikle de demir ve bakir temel enzim kofaktorleridir. Biyolojik
sistemde bu iyonlarin serbest formlar1 protein, lipid ve DNA gibi duyarl
makromolekiillere elektron gecisini kolaylastirir. Biyolojik sivilardan serbest metal
gecisinin siirlandirilmasi organizma i¢in 6nemlidir. Redoks aktif gecis metallerine
maruziyet 6zel selasyon proteinleri ile kontrol edilir. Ayrica, metal iyonlar1 hidrojen
peroksit, siiperoksit anyonlari, hidroksil serbest radikalleri ve metal-oksijen
kompleksleri gibi son derece etkin tiirleri olusturmak icin tepkimeye girerler. Bu

etkilesimler DNA hasar1 olusturur ve kimyasal karsinojenezise sebep olur (30, 31).
2.2.1.1.3. Mitokondriyal Elektron Transport Sistemi

Mitokondri serbest radikal olusumuna yol acan organeldir. Serbest radikal iiretimi
mitokondriyal oksijen kullanimi ile orantilidir fakat c¢esitli patolojik bozukluklar
(hipoksi, pH’daki degisimler, zehirli bilesikler) bu kullanimi 6énemli oranda degistirir.
Dogal oksijen kaynakli radikaller bu sirada olusur. Dogal oksijene, herhangi bir
molekiilden bir elektron aktarilirsa siiperoksit anyonu; iki elektron aktarimi durumunda
peroksit iyonu olusur. Son iyon siiperoksitin bir iyon almasi ile de sekillenir. Olusan bu
iyon ortamdaki hidrojen ile protonlanarak hidrojen peroksit olusur. Diger bir serbest
radikal olan hidroksil, hidrojen peroksitin pargalanmasi sirasinda, ayrica Haber-Weiss
ve Fenton tepkimeleri ile sekillenir. Hidroksil (OH) bilinen en etkin serbest radikaldir

ve hiicresel olusumlarla biiyiik oranda etkilesir (30, 32, 33).
2.2.1.1.4. Fagositler

Etkin notrofil ve fagositlerde yiiksek oranda serbest radikal iiretimi s6z konusudur.

Serbest radikal {retimi, isgalci organizmalar ve normal olmayan hiicrelerin
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oldiirtilmesinde 6nemli bir siirectir. Fakat fagositik hiicrelerden salinan serbest
radikaller ¢evresel hiicrelerde de tahribata sebep olur. Solunum patlamalar1 sonucunda
makrofajlar ve graniilositlerin hiicre zarina bagli enzimi olan NAD(P)H oksidaz
etkinleserek molekiiler oksijenden siiperoksit anyon grubu olusur. Ardindan izleyen
tepkimelerle bu anyon grubundan hidroksil grubu sekillenir. Ilk tepkimeye SOD,

ikincisine geg¢is metalleri (Fenton tepkimesi) aracilik eder (30, 34).
2.2.1.1.5. Cevresel Maruziyet

Oksidatif stres ¢evrede cesitli bilesiklere maruziyetin bir sonucu olabilir. Kimyasal
maddeler ve ilaglar serbest radikal iiretimine dolayisiyla biyolojik bilesiklerin
oksidasyonuna sebep olur. Igsel olarak serbest radikal {iretimine mitokondri,
peroksizomlar, fagositler, ksantin oksidaz, arasidonat yolagi, metaller, egzersiz, yangi
ve isemi sebep olmaktadir. Digsal kaynaklar ise sigara dumani, radyasyon, ilaglar,

etanol, kimyasal ayiraclar, endiistriyel ¢oziiciiler ve kirliliktir (30).
2.2.1.1.6. Besinsel Dengesizlik

Organizmada, serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirlerinin sebep oldugu hasarin
onlenmesine yonelik birka¢ mekanizmasi vardir. Glutasyon peroksidaz, stiperoksit
dismutaz ve katalaz gibi Onemli enzimler dokulardaki ¢ogu zararli oksidantlarin
yogunlugunu disiiriir. Selenyum, demir, bakir, mangan, magnezyum ve c¢inko gibi
esansiyel mineraller belirtilen enzim aktivitelerinden sorumludur. Bunlardan, mangan,
bakir ve c¢inko SOD’un; demir CAT’in ve selenyum GSH-Px’in yapisina girer.
Savunma sisteminin diger unsurlar1 glutasyon, ubikuinol ve irik asit gibi
antioksidanlardir. Dort bin antioksidan tanimlanmasina ragmen en ¢ok bilineni vitamin
C, E ve karatenoidlerdir. Normal diyette prooksidan-antioksidanlar arasinda bir denge
mevcuttur. Besinler araciligi ile alinan flavonoidler ve polifenoller de oOnemli

antioksidanlardandir (30, 35).
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Tablo 2.1. Canli organizmasinda sekillenen etkin gruplar (35).

Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Radikaller Radikal Olmayanlar
Stiperoksit, O,~ Hidrojen peroksit, H,O,
Hidroksil, OH Hipokloroz asit, HOCI
Peroksil, ROy Ozon, O3

Alkoksil, RO Singlet oksijen, 'Ag
Hidroperoksil, HOy Hipobromoz asit, HOBr

Reaktif Nitrojen Tiirleri (RNS)

Radikaller
Nitrik oksit, NO

Nitrojen dioksit, NO,

Radikal Olmayanlar

Nitroz asit, HNO,

Nitrozil katyon, NO*
Nitrozil anyon, NO
Dinitrojen tetraksit, N,O4
Dinitrojen trioksit, N,O3
Peroksinitrit, ONOO’
Nitronium kadyon, NO,"
Nitril klorit, NO,Cl

Alkil peroksinitrat, ROONO

Nitroksil anyonu, NO

Reaktif klorin tiirleri (RCS)

Radikaller

Radikal Olmayanlar
Hipokloroz asid, HOCI

Nitril klorit, NO,Cl

2.2.2. Lipid Peroksidasyon

Hem doymamis yag asitleri hem de kolesterol enzimatik ve enzimatik olmayan
yolaklarla okside edilir. Bu viicutta normal kosullar altinda gergeklestirilen

peroksidasyondur. Doymamis yag asitlerinin serbest radikal aracili peroksidasyonu bes
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temel reaksiyonda degerlendirilebilir. Bunlar, doymamis yag asitlerinden radikal
zincirine hidrojen atomu transferi, molekiiler oksijen ile lipid radikalinin reaksiyonu,
lipid peroksit radikalinin parcalara ayrilmasi, peroksil radikalinin tekrar diizenlenmesi
ve peroksil radikalinin siklizasyonu’dur. Serbest radikal aracili lipid peroksidasyon,
serbest radikallerin lipid molekiillerini okside etmesiyle sonu¢lanan bir dizi reaksiyonu
igerir. Hidroksil radikali, hidrojen peroksit ve demir iyonlarinin reaksiyonu sonucu
peroksinitritten olusur (Fenton reaksiyonu). Alkoksil radikali, hidroperoksitlerin hem
proteini ve bakir gibi metal iyonlar1 araciligiyla hidroperoksitlerin dekompozisyonu ile
olusur (Haber-Weiss reaksiyonu). Siiperoksit ve nitrik oksit NADPH oksidaz, ksantin
oksidaz ve nitrik oksit sentaz gibi enzimlerce iiretilir. Stiperoksit reaktif olarak
tanimlanmaz fakat metal iyonlarin daha aktif sekillerine indirgenmesine araci olarak
serbest radikal olusumunu hizlandirir. Nitrojen dioksit, nitrik oksitten olusur. Etkin
serbest radikal degildir fakat doymamis lipidlerin ¢ift bagma eklenebilir. Serbest
radikaller miyeloperoksitler tarafindan da olusturulabilir. Singlet oksjen ile 0zon serbest
radikal aracili ve enzimatik olamayan lipid peroksidasyonla lipidleri okside eder.
Myelopeksidaz fagositlerce salinan klorit ve bromit varliginda hidrojen peroksiti
hipoklorik asit ve hipobromik asite ¢evirir. Gii¢lii bir oksidandir ve serbest radikal ile
radikal olmayanlar1 i¢ine alan birka¢ mekanizma ile biyolojik molekiilleri okside eder.
Hipoklorit, singlet oksijen vermek icin hidrojen peroksitle; alkoksil ve peroksil
radikalleri vermek i¢in organik hidroperoksitlerle tepkimeye girer. Aminlerle tepkimeye
girerek kloramin ve bromamin olusturur. Lipid hidroperoksit, lipid peroksidasyon
trtinlerinin ilki ve en dayanikli olamidir. Katalitik metal iyonlarinin varliginda veya
yoklugunda kisa ve uzun zincirli aldehit, fosfolid, kolesterol ve kolesterol esterlerinin
olusumuna yol acabilir. Enzimatik lipid peroksidasyon, lipooksijenaz ve siklooksijenaz
ile arasidonik asitin hidroperoksieikozatetraenoik asit, prostaglandin, prostasiklin

tromboksan ve 16kotrienlere okside olmasi olarak bilinir (29, 36).
2.2.3. Antioksidan Savunma Sistemi

Serbest radikal hasarina karsi iki farkli mekanizma etkin olarak rol oynar. Birincisi
enzimatik olmayan besinsel kaynakli mekanizma digeri enzimatik mekanizmadir.
Enzimatik olmayan besinsel kaynakli mekanizma glutasyon (GSH), vitamin E, vitamin
C, beta-karoten ve vitamin A gibi diisiik molekiil agirlikli molekiillerin yani sira belli iz

elementleri de i¢ine alir. Vitaminler, serbest radikallerin tasiyicisi veya sessiz reseptorii
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olarak etkirken iz elementler antioksan enzimlerin aktivitelerini diizenler (24). Biyolojik
acidan, siiperoksit (O;7), hidroksil (OH) ve alkoksil (RO’) radikalleri endojen
antioksidan baglayicilar1 tarafindan hizla etkisiz hale getirilir. Yukarida anilan
antioksianlarin bir kismi hidrofilik tutucular olarak tanimlanir. Bunlar mitokondride,
plazmada ve ¢ekirdek sivisinda yiiksek oranda bulunur. En 6nemlileri ise askorbat ve
glutasyondur. Ugiincii bir hidrofilik baglayic1 ise ergotionenin-2-merkapto-No-trimetil-
L-histidin’dir. Bu bilesik, mantar ve mikobakteriler tarafindan sentezlenir ve bitki
kokleri araciligi ile topraktan biinyelerine alinir. Dolayisiyla, memeli hiicrelerinde
mevcut olan bu bilesigin kaynagi gidalardir. Hidrofilik molekiillerin en etkilisi olarak
bilinir ve singlet oksijeni onemli oranda baglar. Hidrofobik baglayicilar (vitamin E,
karoteneidler, ubikuinol ve koenzim Q’nun indirgenmis formu), lipoprotein ve
membranlarda bulunur; singlet oksijenden hidrojen peroksit olusumunu bloke ederek ve
peroksit radikallerini yikimlayarak etki olusturur. Vitamin E, fosfolipid tabakasinda
peroksil radikallerinin gii¢lii yakalayicisidir. Ubikuinol, lipoprotein oksidasyonlarinin
oniine gecen giiglii bir antioksidandir. Karotenoidler singlet oksijenin giiglii
baglayicilarindandir (37). Hiicre dis1 antioksidan savunma sisteminin diger unsurlari
protein-SH gruplaridir. Plazmadaki toplam tiol grubu, albumin, L-sistein ve
homosisteinin stilfidril gruplarini temsil eder. Fizyolojik kosullar altinda -SH gruplari
kimyasal olarak son derece etkin gruplardir ve giiglii indirgeyici 6zellikleri vardir.
Diisiik molekiil agirlikli antioksidanlarin temsilcisi olan; esasen plazmada bulunmakla
birlikte hiicre dis1 ve hiicre i¢i sivilarda da yer alan glutasyon ve iirik asitte bu grubun
temsilcilerindendir. Ozellikle glutasyon oksidatif stres ve toksik ajanlara kars1 hiicreleri
korumada onemli rol oynar. Bu rolii enzimatik reaksiyonlarda substrat, yardimci
substrat veya dogrudan etkisi ile iligkilidir. Selenyum yetmezligi durumunda, karaciger
glutasyon sentezi artar. Bu durum hiicresel sistein tiikenmesini beraberinde getirir (24,
37). Dolayl1 yoldan antioksidan etki olusturan ve kofaktor olarak etkiyen iz elementler
Tablo 2.2°de verilmistir. Selenyum igeren glutasyon peroksidaz (GSH-Px); demir igceren
katalaz; demir, bakir ve mangan igeren siiperoksit dismutaz (SOD)’in farkl: tipleri yer
alir. Aksine bu iz elementlerin yiiksek oranda alinmasi reaktif {iriin olusumunu tesvik

eder (24).
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Tablo 2.2. Antioksidan savunma sisteminin unsurlari (24).

Enzimatik Olmayan Enzimatik

Iz Elementler iskili Enzim Kofaktorii

Selenyum Glutasyon peroksidaz

Demir Katalaz

Cinko Sitozolik siiperoksit dismutaz

Bakir Sitozolik stiperoksit dismutaz ve seruloplazmin
Manganez Mitokondriyal siiperoksit dismutaz

Vitaminler

Vitamin A (retinol)

Beta-karoten

Vitamin C

Vitamin E

Vitamin K

Diger Kiiciik Biyomolekiiller
Glutasyon

Ubikuinon

Karnozin

Urik asit

Bilirubin

Enzimatik mekanizma SOD, CAT ve GSH-Px gibi antioksidan enzimlerden olusan
mekanizmadir. SOD bakir, ¢inko ve mangan igeren enzimlerdir. Bu enzim siiperoksit
gruplarin1 daha az zararli hidrojen peroksite ¢evirir. CAT peroksizomlarda bulunan bir
enzimdir, hidrojen peroksiti molekiiler oksijen ve suya cevirir. GSH-Px mitokondri ile
sitozolde bulunan ve selenyum igeren bir enzimdir. Glutasyonun aracilik ettigi tepkime

ile hidrojen peroksit veya organik peroksit su veya alkole indirgenir (34).
2.2.4. Lipid Peroksidasyonun Belirtegleri

Reaktif oksijen tiirlerinin ¢esitli hiicresel yapilarla tepkimesini ortaya koyan bir¢ok

yontem bulunmaktadir. Protein oksidasyonunda, schiff bazlarin amino gruplart ile
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tepkimesi sonucunda MDA gibi aldehitler olusur. MDA hiicre membran1 veya diisiik
yogunluklu lipoproteinlerde lipid peroksidasyon son iiriinlerinden biridir. Uriin
floresans spektroskopisi ile tespit edilir. Fakat boyle floresans veren {iriinlerin olusumu
protein oksidasyonunda oldukca onemli bir yolak degildir. Lipid peroksidasyonla
serbest radikallerin muhtemel olusturabilecegi lipid peroksidasyon firiinlerinin tespiti
cok dnceden beri kullanilan yontemlerdendir. Dien konjugatlari lipid peroksidasyonun
erken belirteci olarak kullanilir. Bu iiriin biyolojik materyalin lipid ekstraktinda tespit
edilir. En yaygin olarak kullanilan yontemlerden biri de tiobarbiturik asit (TBA) testtir.
Yontemin esasi, test drneklerinin TBA ile diisiik pH’da 1sitilmasi sonucu olusan pembe
renkli kromojenin (TBA-MDA kompleksi) 532 nm absorbansta ve 553 nm floresansda
Olclimiine dayanir. Bir digeri volatil hidrokarbonlardir. Pentan ve etan gibi ugucu
hidrokarbonlar lipid peroksitlerin yikimlanmasi sirasinda olusur. Reaktif oksijen tiirleri
niikleik asitlerde de yapisal degisikliklere sebep olur. Hem siiperoksit hem de hidroksil
radikalleri bu tarz degisimlere yol agar. Bu sirada 8-hidroksiguanin, 5-hidroksimetil
urasil ve timin glikol sekillenir. Ayrica biyolojik sivilarda antioksidan durumun ortaya
konulmasi i¢in hiicre koruyucu enzim aktiviteleri ve antioksidan igerigin analizine
gidilir. Zira SOD, CAT ve GSH-Px aktiviteleri ile antioksidan olarak tokoferol, karoten,
askorbik asit ve glutasyon biyolojik materyallerde degerlendirilen parametreler arasinda
yer alir (33). Toplam antioksidan kapasitenin dl¢limiine yonelik yontemlerden toplam
peroksil radikali yakalama giicli (TRAP) ile oksijen radikali absorbe etme kapasitesi
(ORAC) tespiti; F, izoprostan ve lipid hidroperoksit analizi kullanilan diger
belirte¢lerdendir (29, 38).

2.2.5. Antioksidanlarin Klinik Uygulamalari

Tedavide iki temel yontem izlenir. Birincisi serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi,
ikincisi 1se antioksidan kapasitenin artirilmasi (Tablo 2.3) (27). Tedavi amach
kullanilan antioksidanlar dogal ya da sentetik olabilir. Bazi ilaglar ilk asamada
antioksidan olarak diisliniilmese de daha sonra bu etkileri de oldugu kanitlanmistir.
Fakat olumsuz etkileri de goz Oniine alinarak dogrudan bu amagla kullanimlar1 s6z
konusu olmamustir. Antioksidan olarak kullanilmasi diisiiniilen baz1 bilesikler ise her ne

kadar son derece giivenli olsa da farkli sebeplerden dolay1 kullanilamamaktadir (Tablo

2.4) (39).



Tablo 2.3. Antioksidan tedavi esaslar1 (27).
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Serbest Radikal Olusumunun Engellenmesi

Antioksidan Kapasitenin Artirilmasi

Arasidonik asit metabolizmasinin inhibisyonu
Fagosit aktivasyonun inhibisyonu
Ksantin oksidaz inhibisyonu

Nitrik oksit sentaz inhibisyonu

Antiradikal savunmanin modifikasyonu
Intra ve ekstraselliiler antioksidan diizeyin artis1
Lipolitik antioksidanlarin membrana gegisi

Reaktif oksijen tiirlerin baglanmasi

Tablo 2.4. Deneysel ve klinik uygulamalarda antioksidan ilaglar (27).

Etki

Kullanlan ilaclar

Demir Selatérleri

Desferroksamin, allopurinol

Reaktif Oksijen Tiirlerinin Baglayicilar

Melatonin, allopurinol, vitamin E, troloks,
stiperoksit dismutaz, katalaz, N-2-

merkaptopropionilglisin, mannitol, edaravon.

Lipid Peroksidasyon Inhibitérleri

Trilazad, lazaroid, vitamin E,  troloks,

purpurogallin, triterpin, ginko bibola, kafeik asit.

Serbest Radikal Olusumunu Azaltan Ajanlar

Rekombinant eritropoetin, ebselen.

Nitrik Oksit Sentaz Inhibitorleri

7-nitroindazol, aminoguanidin, N(omega)-nitro-L-

arjinin, N(omega)-nitro-L-arjinin metil ester.

Inflamasyon Aracili Antagonisler

Trombosit aktive edici faktér antagonisti, BN-

52021

Diger Antioksidan Etkililer

Aminofilin, indometazin, bakir, ¢inko,

magnezyum, selenyum, kannobinoidler, hipotermi.

2.2.6. Oksidatif Stresin Sonuclar:

Lipidlerin hiicre zarinda 6nemli rolii vardir ve peroksidasyona oldukga duyarlidir. Lipid
hidroperoksitleri hiicre zarinin yapisi ve gorevi i¢in zararlidir. Reseptdr ve enzim gibi
zar proteinlerini de tahrip eder. Doymamis yag asitleri 6zellikle serbest radikal isgaline
duyarlidir. Protein oksidasyonu aminoasit zincirinde degisime sebep olur. Ozellikle,
OH' radikali bu tarz bir etki olusturur. Tiol (-SH) gruplar1 6zellikle pek ¢ok serbest
radikalle karst duyarlidir. Okside proteinlerin dayanikliligi oldukg¢a zayiftir; viicutta

bircok biyokimyasal ve fizyolojik fonksiyonlarin kayiplarini da beraberinde getirir.
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DNA yapisindaki degisimler oksidatif strese maruz kalan hiicrelerde siklikla goriiliir.
DNA hasarinin Ol¢liimiinde komet testi kullanilir. Ayrica kalsiyum iyonu hiicre
hasarinda onemli bir aracidir. Hiicre i¢i-dis1 kalsiyum yogunlugundaki degisimler hiicre
gorevleri i¢in ciddi sonuglar1 beraberinde getirir. Lizozomlar disinda kalan kalsiyum
bagimli proteazlar hiicre i¢i kalsiyum yogunlugunun artis1 ile etkinlesir. Takiben bir dizi
tepkime ile hidroksil (HO) ve hidrojen peroksit olusur. Boylece lipid perokisdasyon ve
hiicresel hasar sekillenir. Serbest radikallerin sebep oldugu hasar iyon gegisinde rol alan

tagima sistemlerini dogrudan etkiler (30, 34).
2.3. KETEN TOHUMU YAGI

Keten (Linum usitatissimum) Linacea familyasi i¢cinde bulunmakta, 6zellikle Avrupa ve
Gliney Asya bolgelerinde yaygin olarak yetismektedir (40). Bitkinin Tirkiye’de
Karadeniz, Marmara, Ege ve I¢ Anadolu Bolgelerinde kiiltiirii yapilmaktadir (41). Keten
20-150 cm boyunda, yapraklar1 gri-yesil renkli, tek yillik bir bitkidir. Keten tohumu yag
(% 41), protein (% 20) ve lif (% 28) agisindan zengindir. Yagin % 9’u doymus yag, %
18’1 tekli doymamis yag ve % 73’ii ¢oklu doymamis yagdir (42, 43). Icerdigi lifin
¢Ozlinmeyen nitelikte olan1 biiyiik oranda seliiloz ve lignin igerirken, ¢6ziilebilen kisim
ise zamktan olugmaktadir (43). Keten tohumu yagi yiiksek omega-3 yag asitleri
(6zellikle alfa linoleik asit), tiamin, riboflavin, niasin, iz mineraller ve ¢esitli biyolojik
etkin maddeler i¢germektedir (44). Keten tohumu yagimin 1 graminda yaklasik olarak
550 mg alfa-linoleik asit, 170 mg linoleik asit, 60 mg palmitik asit, 40 mg stearik asit ve
180 mg oleik asit vardir. igerdigi alfa-linoleik asit oran1 balik yagindan yiiksektir. Bu
bilesik dogrudan siklooksijenaz araciligi ile gerceklesen arasidonik asit oksidatif
metabolizmasini dogrudan inhibe eder (43). Keten tohumu diger bitkilere oranla 75-800
kat daha fazla memeli lignan perekiirsorii sekoizolarisiresinol diglukozid (SRD)
kaynagidir. Lignanlar yliksek oranda lif igeren besinlerde bulunan difenolik bilesiklerdir
(42, 45). Bitki lignani1 kolon fakiiltatif aeroblar1 (Clostridia sp.) araciligi ile memeli
lignan1 olan enterodiol ve enterolaktona c¢evrilir. Bu dOniisiim sirasinda
sekoizolarisiresinol diglukozid ilk hidrolizi ile aglikon bitki lignani sekoizolarisiresinole
cevrilir. Bu daha sonra dehidroksilasyon ve demetilasyon ile enterodiole doniisiir.
Enterodiol, ardindan enterolaktona cevrilir. Memeli lignani aromatik halkada meta
pozisyonunda fenolik hidroksil grubu kalintis1 icermesi sebebi ile bitki lignan

prekiirsorlerinden farklidir. Antioksidan etki yoniinden memeli viicutlarinda olusan
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metabolitleri daha etkindir (46). Diger lignanlardan matairesinol, izolarisiresinol ve
pinoresinol keten tohumunda daha diisiik oranda bulunmaktadir. Keten tohumunun
antikarsinojenik ve antidstrojenik etkisi bu lignalarla baglantilidir. Keten tohumunun
antioksidan etkinligi ise sekoizolarisiresinol diglukozid ve memeli metaboliti olan
enterodiol ve enterolaktin ile iligkilidir ve reaktif oksijen tiirlerinin inhibisyonunda rol
alirlar (47). Keten tohumu yaginda ytiksek oranda alfa linoleik asit bulunmasi nedeniyle
kalp damar sistemi hastaliklari, yliksek tansiyon, ateroskleroz, hiperlipoproteinemi,
insiiline bagimhi diyabet, kanser (meme ve kolon kanseri), deri hastaliklari, bobrek
yetmezIligi, romatoid artrit ve multiple sklerozda yararli etkileri oldugu; yine
icerigindeki n-3 c¢oklu doymamis yag asiti bilesikleri sayesinde memeli hiicrelerinde
antiinflamatuvar etkili eikozanoidlerin iiretimini tesvik edici; serum kolesterol ve

trigliserit seviyelerini diistiriicli etkiler gosterdigi bilinmektedir (46, 48).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. KULLANILAN CIiHAZ, GEREC VE KIMYASALLAR

3.1.1. Cihazlar ve Gerecler

1.

2.

10.

11.

12.

13.

14.

UV-VIS Spektrofometre (Thermo Helios o)
Santrifiij (Sigma 3K30)

Su banyosu (Niive BM402)

Vortex (Heidolph Reaxtop)

Santrifiij (Niive NF 800R)

Derin Dondurucu Nofrost (Beko D9260NEF -20 °C).
Derin Dondurucu (Sanyo Ultra- MDF-U3086S -80 °C).
Derin pH metre (Metler Toledo)

Hassas terazi (Sartorius TE3102S)

Manyetik karistirict (Elektro Mag-M21)
Homojenizatér (Heidolph Silient Crusher M)
Deiyonize su cihazi (Millipore)

Buz makinesi (Kale Buzzbar)

Buzdolab1 (Profilo BD263TM)



15.

16.
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Antikoagulantli ve antikoagulantsiz cam tiip

Kanil

3.1.2. Kimyasallar

1.

2.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Tiyobarbitiirik asit (TBA) (Merck 108180)

n-Butanol (Merck 100988)

Sodyum karbonat (Na,CO3) (Merck 106392)

Folin fenol (Merck 109001)

Potasyum sodyum tartarat tetrahidrat (C4HsKNaOg * 4 H,0O) (Merck 108087)
Bakair siilfat (CuSO4) (Merck 102791)

Triklorasetik asit (TCAA) (Merck100810)

N-naftiletilendiamin dihidrokloriir (NED) (Merck 106237)

Orto-fosforik asit (Merck 100563)

Sodyum nitrit (NaNO;) (Merck 106549)

Siilfanilamid (C¢HgN>O,S) (Merck 11799)

Sodyum hidrojen karbonat (NaHCO3) (Merck 106329)

Sodyum di hidrojenfosfat dihidrate (NaH,PO42 H,0) (Merck 106345)
Potasyum hekzo siyano ferrat (Ks;[Fe(CN)g]) (Merck 104971)

Di-sodyum hidrojen fosfat dodesahidrat (Na,HPO412 H,O) (Merck 106573)
Sodyum hidroksit (NaOH) (Carlo Erba 480507)

Potasyum siyanid (KCN) (Merck 104965)

Sodyum azid (NaN3) (Merck 106688)

Rediikte glutasyon (C;oH;7N306S) (Merck 104090)

Etilendiamin tetraasetik asit potasyum (EDTA) (Merck 814696)

Glutasyon rediiktaz (NAD(P)H) (Sigma G3664-2,5KU)

Nikotinamid adenin di niikleotid fosfat tetra sodyum tuz NADPH+H (Sigma N6505)

Potasyum di hidrojen fosfat (KH,PO4) (Merck 104873)
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24. t-biitil hidroperoksit (t-BOOH) (Fluka 19995)
25. Hidrojen peroksit (H,0O,) (Merck 108600)
26. Dodesil sulfat sodyum salt (C;,H,50SO,0Na) (Merck 113760)
27. Pridin (CsHsN) (Merck 107462)
28. 2-Tiyo barbitiirik asit (C4H4N,0,S) (Merck 108180)
29. Glasiyel asetik asit (CH;COOH) (Merck 100056)
30. Ksantin (CsH4N4O; ) (Sigma X0626)
31. Nitro blue tetrazolium (C4oH3oN;9Og - 2CI) (Sigma N6876)
32. Sigir albiimini (Sigma A4503)
33. Ksantin oksidaz (Sigma X1875)
34. Bakar klorit di hidrate (CuCl,2 H,0) (Merck 102733)
35. Amonyum stilfat (NH4),SO4) (Merck 101217)
36. Hemoglobin (Sigma H-2500)
37. Sodyum kloriir (Merck 116224)
38. 1.1.3.3. tetraetoksipropan (Sigma, T 9889).
39. Kadmiyum kloriir (Merck 2011.0100)
40. Keten Tohumu Yagi (GNC)
3.2. YONTEM
3.2.1. Hayvan Materyali

Calismada saglikli, 48 adet 150-200 g agirhginda Wistar-Albino ki erkek rat
kullanilmistir ve her bir grupta 12 rat olacak sekilde 4 grup olusturulmustur. Hayvanlar
12 saat aydinlik 12 saat karanlik periyodunda tutulmustur. Hayvanlar her kafeste 4 adet
olacak sekilde polietilenden yapilmis rat kafeslerine yerlestirilmistir. Yemleri ve suyu
ad libitum olarak onlerinde bulundurulmustur. Hayvanlarin barindig1 ortamin 1s1s1 20-22
°C’de tutulmustur. Deneme stiresi boyunca, % 23 ham protein, % 5 ham seliiloz ve 3100

Kcal/kg metabolik enerji igeren rat pellet yemi ile beslenmistir.
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3.2.2. Gruplar

Birinci Grup: Kontrol olarak tutulmustur. Hayvanlara yem ve su disinda herhangi bir

bilesik verilmemistir.

ITkinci Grup: Hayvanlara agizdan sonda ile giinde 0,1 ml/hayvan/giin dozunda keten

tohumu yag1 sonda ile mideye 30 giin siireyle verilmistir.

Ugiincii Grup: Hayvanlara, igme suyu ile 50 ppm kadmiyum 30 giin siireyle ad libitum

olarak verilmistir.

Dordiincii Grup: Hayvanlara, bir taratan igme suyu ile 50 ppm dozunda kadmiyum ad
libitum olarak verilmis; diger taraftan glinde 0,1 ml/hayvan/giin dozunda keten tohumu

yag1 sonda ile mideye 30 giin siireyle uygulanmistir.
3.2.3. Orneklerin Toplanmasi

Hayvanlardan deneme sonunda hafif eter anestezisi altinda heparinli tiiplere kan
alimmistir. Ardindan Sliimiinii takiben akciger, karaciger, beyin, kalp, bobrek, dalak ve

testis dokular1 ¢gikarilmistir.
3.2.4. Eritrositlerin Yikanmasi ve Hemolizatlarin Hazirlanmasi

Kanin sekilli elemanlarini olusturan kisma plazma alindiktan sonra ii¢ kez esit hacimde
tuzlu fosfat tampon ¢ozeltisi (pH 7,4) ilave edilmistir. Tiipler 3000 devirde 10 dakika
vortekslendikten sonra santrifiij edilmistir. Her seferinde iist kisimda kalan eritrosit
disindaki 16kosit ve trombosit tabakasi alinmis ve islem tekrarlanmistir. Yikanan
eritrosit tabakasindan 0,5 ml alinarak {izerine ayn1 hacimde tuzlu fosfat tampon ¢6zeltisi
ilave edilmistir ve hafifce calkalanmistir (49). Yikanmis eritrosit siispansiiyonu
calisincaya kadar -80 °C’de saklanmistir. Analiz sirasinda ¢ozdiiriilerek iizerine 1/5
oraninda buz soguklugunda deiyonize su ilave edilmis ve hizlica ¢alkalanmistir. Elde
edilen hemolizat, hemoglobin diizeyi ile antioksidan enzimlerden CAT ve GSH-Px
aktivitesinin 6l¢iimii; hemolizatin kloroform/etanol ekstrakti ise SOD aktivitesi dl¢limii

i¢in kullanilmastir.
3.2.5. Doku Homojenatinin Hazirlanmasi

Deney hayvanlarindan ¢ikarilan dokular dncelikli olarak buz soguklugunda deiyonize su
ile yikanarak kan, yag ve bag dokusu uzaklastirilmistir. Dokulardan 1 g alinarak 1/5
oraninda hazirlanan tampon (140 mM KCI, 10mM NaHCO;, 3mM KH,PO,4 and 2mM
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K,HPO4/L; 950 ml deiyonize suda ¢ozdiiriilerek 5 N NaOH ile pH’s1 7.2’ye ayarlanmis
ve 1000 ml’ye tamamlanmistir) ile homojenizasyonu yapilmistir. Homojenat daha sonra

15000 rpm’de 45 dakika (+ 4 °C) santrifiij edilmistir ve siipernatant ayrilmistir.
3.2.6. Biyokimyasal Analizler
3.2.6.1. Eritrosit ve Doku MDA Olgiimii

Analiz i¢in Yoshioka ve ark (50)’nin yontemi kullanilmigtir. Yontemin esast MDA ile
tiyobarbitiirik asitin reaksiyona girerek asit ortamda pembe renkli bir {irlin

olusturmasina dayanur.

Vida kapakli tiiplere (numune ve standart tiipleri) 0,5 ml plazma veya standart
¢ozeltilerden alinmis, iizerine 2,5 ml % 20’lik triklorasetik asit (TCA) ve 0,5 ml %
0,67’lik tiyobarbitiirik asit (TBA) ilave edilmistir. Kor olarak kullanilacak tiiplere ise
plazma yerine 3 ml triklorasetik asit ilavesi yapilmistir. Biitiin tiipler kaynar su
banyosunda (95 °C’de) 30 dakika tutulmus ve ardindan buzlu su igerisinde hizla
sogutulmustur. Takiben 4 ml n-butanol ilave edilerek 30 saniye kadar vortekslenmis ve
3000 devirde 10 dakika santrifiij edilmistir. Ustte kalan n-butanol tabakasi alinmis ve
535 nm’de n-butanol koriine karsi olgiim gerceklestirilmistir. Olgiilen absorbanslar,
1.1.3.3. tetractoksipropan ile hazirlanmis olan kalibrasyon egrisi esas alinarak nmol/ml

cinsinden hesaplanmistir.

Doku MDA diizeyi Ol¢imii Ohkawa ve ark. (51) tarafindan bildirilen yontemle
gerceklestirilmistir. Yontem plazma MDA oOlgiimiinde oldugu sekilde asit ortamda
MDA’nin TBA ile tepkimesi sonucu olusan kompleksin verdigi pembe rengin
siddetinin 535°de Olgiilmesi esasina dayanir. Vida kapakli tiiplere, 0,2 ml homojenat
stipernatanti, 200 pl sodyum loril siilfat (% 8,1°lik), 1,5 ml asetat tamponu, 1,5 ml TBA
cozeltisi (% 0,8’1lik) ve 600 pul deiyonize su konulmus ve kapaklari sikica kapatilmistir.
Karigim, 95 °C’lik su banyosunda 60 dakika beklemeye birakilmistir. Ardindan hizla
sogutulmustur ve 1 ml deiyonize su eklenmistir. 5 ml n-butanol/piridin (15/1) ilavesi ile
30 sn vortekslenmis ve 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Sekillenen pembe
renkli bilesigin absorbanst 535 nm’de kore karst okunmustur. Sonuglarin
hesaplanmasinda birim olarak nmol/ml veya nmol/mg-protein kullanilmistir.
Hesaplamalar 1.1.3.3. tetraetoksipropan kullanilarak hazirlanan kalibrasyondan yola

cikarak yapilmstir.
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3.2.6.2. Eritrosit Hemoglobin Diizeyi Olciimii

Analiz, Fairbanks ve Klee (52)’nin yOntemine gore yapilmistir. Yontem belirli

kosullarda olusan siyanomethemoglobin 6l¢limiine dayanir.

Drabkin reaktifinden [0,2 g K3Fe(CN)g, 0,05 g KCN ve 1,0 g NaHCOs tartildi ve hacmi
deiyonize su ile 1 litreye tamamlandi] 6 ml alinmistir. Ardindan 40 pl hemolizat iizerine
eklenmis ve 5 dakika oda kosullarinda bekletilmistir. Ol¢iimler Drabkin reaktifine kars1

540 nm’de gerceklestirilmistir ve sonuclar mgHb/ml hemolizat seklinde hesaplanmustir.
3.2.6.3. Doku Protein Diizeyinin Ol¢iimii

Analizlerde Lowry’nin (53) tanimladigi ve Miller (54) tarafindan modifiye edilmis
metod kullanilmigtir. Bu yontemin esasi, alkali bakir ve fenol reaktifi ile tirozin ve
triptofan artiklarinin  verdigi mavi renkli bilesigin renk siddetinin 540 nm’de
Olclilmesine dayanir. Analiz i¢in 50 pl homojenat siipernatanti deiyonize su ile 1/20
oraninda sulandirilmistir. Ardindan 1 ml bakir reaktifi eklenerek 30 sn vortekslenmis ve
oda kosullarinda 10 dakika siire ile beklemeye birakilmistir. Sonra 3 ml folin fenol
reaktifi (1/10) eklenerek tiipler 30 sn vortekslenmis ve karisim 50 °C’lik su banyosunda
10 dakika bekletilmistir. Reaksiyon sonunda sekillenen mavi renkli kompleksin
absorbansi 540 nm’de kore kars1 okunmugtur. Hesaplamalar mg-protein/ml homojenat

olarak yapilmis ve standart egrisi hazirlanmasinda sigir albiimini kullanilmagtir.
3.2.6.4. Eritrosit ve Doku CAT Aktivitesi Ol¢iimii

Analizlerde, Luck (55) tarafindan gelistirilen yontem esas alinmistir. YOntemin
prensibi, ortamdaki hidrojen peroksitin numunede bulunan katalaz tarafindan

yikimlanmasina dayanir.

Kor kiivetine 2,95 ml 50 mmol’liik pH 7°de fosfat tampon (3,522 g KH,PO4 ve 5,796 g
Na,HPOj, eklenmis ve hacim deiyonize su ile 1 litreye tamamlandi) konularak iizerine
50 ul hemolizat veya siipernatant eklenmistir. Eg zamanli olarak numune kiivetine fosfat
tamponda hazirlanmig 10 mmol/L’lik hidrojen peroksit (100 ml fosfat tamponu {izerine
0,13 ml % 35’lik H,O, ¢ozeltisi ilave edildi ve 240 nm’de fosfat tampona kars1 okunan
absorbansi 0,500’e ayarlandi)’den 2,95 ml konulmus ve iizerine 50 pl hemolizat ilave
edilmistir. Olgiimler 240 nm’de kor kiivete kars1 (45 saniyedeki diisiis) yapilmis ve

sonuclar, k/mgHDb ile k/mg-protein olarak hesaplanmistir.
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3.2.6.5. Eritrosit ve Doku SOD Aktivitesi Ol¢iimii

Analizlerde Sun ve ark (56)’nin bildirdigi yontem kullanilmistir. Yontemin esast,
numunede bulunan SOD’un, siiperoksit radikallerinin ortamda bulunan nitroblue
tetrazoliumu indirgemesini engellenmesi esasina dayanir. Siiperoksit radikali tarafindan
renksiz NBT iyonu indirgendiginde maksimum absorbansi 560 nm’de veren mavi renkli
formazon olusur. Bu sirada numunedeki SOD aktivitesi ile dogru orantili olarak bir

absorbans diisiisti goriiliir.

Tiplere aliman 0,5 ml eritrosit hemolizati veya silipernatant ilizerine ayni hacimde
kloroform/etanol (3/5 v/v) karisimi ilave edilmis ve vortekslenmistir. Tiipler 3000
rpm’de sogutmali santrifiijde (+4 °C) 10 dakika santrifiij edilmis ve iistte kalan berrak
kisim analiz i¢in kullanilmistir. Deney tiiplerine sirasiyla 0,5 ml numune ekstrakti ve
2,45 ml SOD reaktif karistmi [SOD reaktifi icin 100 ml balon joje igerisine 20 ml
ksantin ¢ozeltisi (3 mmol/L), 10 ml EDTA (0,6 mmol/L) ¢6zeltisi, 10 ml NBT (0,15
mmol/L) ¢bzeltisi, 6 ml amonyum siilfat (2 mol/L) ¢6zeltisi ve 3 ml sigir alblimini (1
g/L)] katilmis; ardindan 50 pl ksantin oksidaz ¢ozeltisi (4,7 ml’sinde 50 U ksantin
oksidaz bulunan ¢ozeltiden 83 ul alindi ve 2 ml 2 M’lik amonyum siilfat ¢ozeltisi igine
katildi) ilave edilmistir. Su banyosunda (25 °C’lik) 20 dakika bekletilmis siire bitimini
takiben 1,0 ml CuCl, (0,8 mmol)’den ilave edilerek reaksiyon durdurulmustur.
Olgiimler 560 nm’de gerceklestirilmis ve sonuglar U/mgHb ve U/mgHb cinsinden

hesaplanmuistir.
3.2.6.6. Eritrosit ve Doku GSH-Px Aktivitesi Ol¢iimii

Analizlerin gergeklestirilmesinde Paglie ve Valentie (57)’nin bildirdigi yontem esas
alinmistir. Metodun prensibi, indirgenmis glutasyonun oksidasyonu esasina dayanir. Bu

reaksiyona NADPH ve glutasyon rediiktaz aracilik eder.

Analizde kor ve numune tiiplerine sirasityla 1 ml fosfat tampon (pH 7,0 ve 100 mmol/L),
0,1 ml EDTA (10 mmol/L), 0,1 ml NaN3 (20 mmol/L), 0,1 ml NADPH+H" (3 mmol/L),
0,1 ml rediikte glutasyon (20 mmol/L) ve 0,2 ml aktivitesi ayarlanmis glutasyon
rediiktaz (2 U/numune) ilave edilmistir. Numune tiiplerine 0,05 ml hemolizat veya
stipernatant, kor tiiptine 0,05 ml fosfat tampon eklenmistir. Tiipler 2-3 dakika 37°C’de
bekletilmis ve iizerine yogunlugu ayarlanmis 0,2 ml t-BOOH c¢ozeltisi ilave edilerek 1
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dakika siiredeki 366 nm’deki absorbans diisiisii gozlenmistir. Sonuglar pmol

NADPH "/gHb ve pmol NADPH "/g-protein cinsinden degerlendirilmistir.
3.2.6.7. Plazma ve Doku NO Diizeyinin Ol¢iimii

Yontemin esas1 Griess reaksiyonuna dayanmaktadir. Analizler Tracey ve ark (58)’nin
bildirdigi yonteme gore gergeklestirilmistir. Bunun i¢in, ependorf tiipleri igine sirasiyla
25 ul plazma veya doku stipernatanti, 8§ ul NADPH (200 mikromol/L), 1 ul FAD (10
mikromol/L), 126 pl 20 mMol’liik fosfat tampon (pH 7,4), 40 pul nitrat rediiktaz (U/ml)
konulmus ve vortekslenmistir. Tiipler 37 °C’de 20 dakika bekletilmistir ve tizerine 10 pl
¢inko siilfat ¢ozeltisi (300 mg/L) konulmustur. Ardindan sogutmali santrifiijde (+4 °C)
10000 g’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatantlardan 50 pl ELISA
mikropleytlerine alinmistir ve iizerine 50 mikrolitre Griess Reaktifi [NEDD (1 mg/ml)
ve siilfanilamid (20 mg/10 ml fosforik asit ¢ozeltileri) 1:1] ilave edilmistir. Mikropleyt
karanlikta oda 1sisinda 10 dakika bekletilmistir ve ELISA okuyucuda 540 nm’de kore
karst okunmustur. Sonuglar, hazirlanan kalibrasyona gore upmol/mg-protein ve

umol/mgHb cinsinden hesaplanmaistir.
3.3. ISTATISTIKSEL HESAPLAMALAR

Istatistiksel hesaplamalarda SPSS 13,0 istatistik programi kullanilmistir. Calismada
veriler aritmetik ortalama ve standart sapma olarak verilmistir. Gruplar arasi
karsilastirmalar tek yonlii varyans (ANOVA) analiziyle yapilmistir. Farklilik gosteren
gruplar ise DUNCAN testi ile tespit edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. KETEN TOHUMU YAGI

Kontrol grubuna gore, SOD aktivitesinde, akciger, bobrek, kalp, dalak, testis ve
eritrositte 6nemli bir artig; CAT aktivitesinde, beyin, dalak ve testiste dnemli bir diisiis,
eritrosit ve karacigerde dnemli bir artis tespit edilmistir. Diger taraftan biitiin dokular ve
erirosit/plazma MDA, NO ve GSH-Px degerlerinde; karaciger ve beyin SOD
aktivitesinde; akciger, bobrek ve kalp CAT aktivitesinde kontrol grubuna gore 6nemli

bir degisim s6z konusu olmamastir.
4.2. KADMIYUM

Kontrol grubuna gére, MDA diizeyinde karaciger, akciger, bobrek, beyin, dalak ve testis
dokusu ile eritrositte dnemli bir artis gézlenmis; SOD aktivitesinde akciger, bobrek,
kalp, dalak ve testiste onemli bir artig, beyin, karaciger ve eritrositte dnemli bir diisiis
s6z konusu olmustur. CAT aktivitesinde yine kontrol grubuna gore karaciger, beyin,
dalak ve testis dokusu ile eritrositte dnemli bir diisiis kalpte ise Onemli bir artig
bulunmustur. GSH-Px aktivitesinde, karaciger ve bobrek dokusu ile eritrositte 6nemli
bir diisiis, akciger, kalp ve dalakta Onemli bir artis mevcuttur. Son olarak, NO
diizeyinde, karaciger, akciger, bobrek, beyin, kalp, dalak ve testis ile plazmada 6nemli
bir artis gézlenmistir. Kontrol grubuna gore CAT aktivitesinde akciger ve bobrek; GSH-
Px aktivitesinde beyin ve testis dokusunda; MDA diizeyinde kalp dokusunda énemli bir

degisim yoktur.
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4.3. KADMIYUM VE KETEN TOHUMU YAGI

Kontrol grubuna gére, MDA diizeyinde, akciger, beyin ve testis dokusu ile eritrositte
onemli bir artis tespit edilmistir. SOD aktivitesinde ise akciger, bobrek, kalp, dalak ve
testis dokusunda Onemli bir artig, eritrositte ise Onemli bir dislis vardir. CAT
aktivitesinde, karaciger ve beyinde Onemli bir diisiis, akcigerde Onemli bir artis
bulunmustur. GSH-Px aktivitesi yoniinden beyinde Onemli bir artis gozlenirken
eritrositte onemli bir diigiis vardir. Son olarak, NO diizeyindeki degisimler karaciger,

beyin ve kalp dokusunda énemli bulunmustur.

Degerlendirme yalnizca kadmiyum verilen gruba gore yapildiginda, MDA diizeyindeki
degisimler karaciger, bobrek, beyin, dalak ve testis dokusu ile eritrositte 6nemli bir
diisiis seklinde gergeklesmistir. SOD aktivitesinde, karaciger ve beyin dokusu ile
eritrositte onemli bir artis, akciger, bobrek ve kalp dokusunda 6nemli bir diisiis tespit
edilmistir. CAT aktivitesinde akciger, beyin, dalak, testis, dokusu ile eritrositte artis,
kalp dokusunda diisiis s6z konusu olmustur. GSH-Px aktivitesi acisindan, karaciger,
bobrek, beyin ve testis dokusu ile eritrositte dnemli bir artis bulunmustur. Akciger, kalp
ve dalak dokusunda ise 6nemli bir diisiis mevcuttur. NO diizeyinde karaciger, bobrek,

beyin, kalp, dalak ve testis dokusu ile plazmada 6nemli bir diisiis tespit edilmistir.

Kontrol grubuna gére MDA diizeyi icin karaciger, bobrek, kalp ve dalak; SOD
aktivitesi i¢in karaciger ve beyin; CAT aktivitesi i¢in bobrek, kalp, dalak ve testis
dokusu ile eritrositte; GSH-Px aktivitesi i¢in karaciger, akciger, bobrek, kalp, dalak ve
testis dokusu; NO diizeyi i¢in akciger, bobrek, dalak ve testis dokusu ile plazmada

onemli bir fark bulunamamustir.
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Tablo 4.1. Kontrol ve deneme grubu karaciger dokusu oksidatif stres parametreleri.

Parametre Grup
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
(Kontrol) (Keten Tohumu Yagy) (Kadmiyum) (Kadmiyum+ Keten
Tohumu Yagy)
MDA (nmol/mg-protein) 2,48+0,50a 2,41+0,46a 4,25+0,92b 3,03+0,91a
SOD (U/mg-protein) 2,99+1,18ab 2,32+0,61b 1,38+0,53¢ 3,55+1,23a

CAT (k/g-protein)

1511,77+329,88a

2133,56+815,45b

425,97+128,08¢

684,38+153,24c¢

GSH-Px (umol NADPH/g-protein)

71,73+£31,68a

83,82421,27a

49,73+19,98b

76,94+14,16a

NO (pmol/mg-protein)

0,47+0,12a

0,47+0,09a

0,71+0,15¢

0,58+0,05b

a,b,c. Ayni satirda farkli harfleri tasiyan gruplar istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05).




Tablo 4.2. Kontrol ve deneme grubu akciger dokusu oksidatif stres parametreleri.
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Parametre Grup
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
(Kontrol) (Keten Tohumu Yagr) (Kadmiyum) (Kadmiyum+ Keten
Tohumu Yagr)

MDA (nmol/mg-protein) 3,15+0,70a 3,61+1,14a 6,23+1,65b 5,56+1,21b
SOD (U/mg-protein) 5,29+2,88a 8,54+1,48b 17,4244,92¢ 13,03£3,62d
CAT (k/g-protein) 71,30+13,00a 66,04+12,96a 54,09+18,60a 93,27+30,91b
GSH-Px (umol NADPH/g-protein) 79,03+£20,72a 62,14+27,34a 109,54+23,91b 82,43+31,96a
NO (nmol/mg-protein) 0,54+0,07a 0,56+0,14a 0,82+0,44b 0,70+0,15ab

a,b,c,d. Ayni satirda farkli harfleri tasiyan gruplar istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05).




Tablo 4.3. Kontrol ve deneme grubu bobrek dokusu oksidatif stres parametreleri.
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Parametre Grup
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
(Kontrol) (Keten Tohumu Yagy) (Kadmiyum) (Kadmiyum+ Keten
Tohumu Yagi)
MDA (nmol/mg-protein) 3,13+0,54ab 2,28+0,41a 4,80+1,45¢ 3,92+1,31b
SOD (U/mg-protein) 2,81+0,48a 4,72+1,15b 7,03+2,.21¢ 4,87+0,88b
CAT (k/g-protein) 234,10+76,46 269,87+142,67 173,21+34,74 194,28+70,68

GSH-Px (umol NADPH/g-protein)

98,88+36,48a

88,76+16,59a

55,55+11,32b

89,17+12,01a

NO (pmol/mg-protein)

0,28+0,04a

0,26+0,04a

0,38+0,10b

0,23+0,09a

a,b,c. Ayni satirda farkli harfleri tastyan gruplar istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05).




Tablo 4.4. Kontrol ve deneme grubu beyin dokusu oksidatif stres parametreleri.
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Parametre Grup
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
(Kontrol) (Keten Tohumu Yagr) (Kadmiyum) (Kadmiyum+ Keten
Tohumu Yagi)

MDA (nmol/mg-protein) 2,96+0,53a 3,70+1,60a 12,95+2,44¢ 8,19+1,48b
SOD (U/mg-protein) 10,70+1,64a 9,244+4,30a 6,15+1,66b 11,00+1,16a
CAT (k/g-protein) 102,91+39,40a 14,87+5,87b 18,34+8,64b 51,82+21,05¢
GSH-Px (umol NADPHVg-protein) 35,82+13,84a 31,23+12,78a 25,98+8,11a 70,01+17,18b
NO (pmol/mg-protein) 0,07+0,02a 0,08+0,02a 0,24+0,06b 0,16+0,04c

a,b,c. Ayni satirda farkli harfleri tagiyan gruplar istatistiksel olarak énemlidir (p<0,05).




Tablo 4.5. Kontrol ve deneme grubu kalp dokusu oksidatif stres parametreleri.
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Parametre Grup
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
(Kontrol) (Keten Tohumu Yagy) (Kadmiyum) (Kadmiyum+ Keten

Tohumu Yagi)

MDA (nmol/mg-protein) 3,60+1,20 3,81+1,04 6,07+4,89 4,62+1,98

SOD (U/mg-protein) 4,24+1,08a 7,32+2,94b 9,78+1,59¢ 6,79+1,84b

CAT (k/g-protein) 82,13+38,36a 87,01£25,29a 180,28+56,68b 76,77+15,42a

GSH-Px (umol NADPH/g-protein) 99,06+27,73a 114,52+16,87a 233,49+69,26b 127,12+43,67a

NO (pmol/mg-protein) 0,26+0,08a 0,30+0,07ab 0,51+0,12¢ 0,35+0,09b

a,b,c. Ayni satirda farkli harfleri tasiyan gruplar istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05).




Tablo 4.6. Kontrol ve deneme grubu dalak dokusu oksidatif stres parametreleri.
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Parametre Grup
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
(Kontrol) (Keten Tohumu Yagy) (Kadmiyum) (Kadmiyum+ Keten
Tohumu Yagi)

MDA (nmol/mg-protein) 3,76+0,87ab 3,434+0,69a 5,45+0,62¢ 4,22+1,25b
SOD (U/mg-protein) 1,98+0,64a 5,27+0,95b 4,58+0,67b 4,62+1,37b
CAT (k/g-protein) 74,87+19,10a 38,03£9,30b 36,03£12,12b 75,23+£19,84a
GSH-Px (umol NADPH+/g-pr0tein) 38,77+18,80a 55,43+24,34a 124,36+34,79b 49,51+10,89a
NO (pmol/mg-protein) 0,52+0,10a 0,61+0,12ab 0,65+0,08b 0,54+0,09a

a,b,c. Ayni satirda farkli harfleri tastyan gruplar istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05).




Tablo 4.7. Kontrol ve deneme grubu testis dokusu oksidatif stres parametreleri.
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Parametre Grup
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
(Kontrol) (Keten Tohumu Yagr) (Kadmiyum) (Kadmiyum+ Keten

Tohumu Yagr)

MDA (nmol/mg-protein) 3,61+1,08a 4,48+2 00ab 15,40+2,41c¢ 5,72+0,84b

SOD (U/mg-protein) 2,26+1,58a 5,79+1,49b 6,91+£2,13b 5,64+1,68b

CAT (k/g-protein) 71,14£1527a 48,32+18,85b 29,92+6,80c 63,42+27,39ab

GSH-Px (umol NADPH/g-protein) 43,71+21,51ab 49,71+£21,58ab 35,38+19,74a 57,61£12,96b

NO (nmol/mg-protein) 0,18+0,09a 0,22+0,06a 0,32+0,16b 0,17+0,05a

a,b,c. Ayni satirda farkli harfleri tagiyan gruplar istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05).
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Tablo 4.8. Kontrol ve deneme grubu kan oksidatif stres parametreleri.

Parametre Grup
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
(Kontrol) (Keten Tohumu Yagr) (Kadmiyum) (Kadmiyum+ Keten
Tohumu Yagi)

MDA (nmol/mgHb) 0,31+0,08a 0,34+0,08a 0,51+0,09¢ 0,44+0,06b
SOD (U/mgHb) 2,03+0,16a 2,32+0,20b 1,4740,20c 1,78+0,18d
CAT (k/gHb) 63,21+9,19b 74,79+14,38a 41,00+11,26¢ 62,95+8,34b
GSH-Px (umol NADPH /gHb) 64,48+10,66a 60,97+6,78a 39,97+10,96b 51,98+12,13¢
NO (pmol/ml) 1,72+0,39a 1,46+0,45a 2,61+0,41b 1,68+0,31a

a,b,c. Ayni satirda farkli harfleri tasiyan gruplar istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05).
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5. TARTISMA VE SONUC

Metallerin karsinojenik ve mutajenik etkilerini agiklamada en dnde gelen hipotezlerden
biri oksidatif stresdir. Karsinojenik metal iyonlar1 biyolojik sistemde redoks tepkimeleri
olusturma kabiliyetine sahiptir. Boylece memeli hiicrelerinde in-vitro ve in-vivo reaktif
oksijen ve hidrojen olusumuna yol acarlar. Haiber-Weiss ve Fenton tipi reaksiyonlar
sonucu olusan hidroksil radikalleri lipid, protein ve DNA’da oksidatif hasara sebep olur.
(59). Oksidatif stres hiicresel redoks dengesinin pro-oksidant lehine degisimi ve
hiicresel makromolekiillerin bozulmasidir. Bu metal iyonlarinin tiol gruplarina ytiksek
oranda baglanma duyarlili§i olmas1 sebebiyle hiicrelerde glutasyon depolarini bosaltir
ve bu sekilde oksidatif ortamdaki redoks dengesini bozar. Ek olarak serbest radikal
olusturma mekanizmalar1 arasinda kupfer hiicre aktivasyonu ile inflamasyon da yer
almaktadir (60, 61). Kadmiyum hiicresel diizeyde pek ¢ok organda (karaciger, bobrek,
akciger, testis, plasenta ve kemik) oksidatif strese sebep olmaktadir. Diger metallerin
aksine kadmiyum stiperoksit, hidroksil ve nitrik oksit gibi serbest radikalleri dolayli
yoldan olusturur. Serbest radikallerin 6nemli kaynagi olan ve radikal olmayan hidrojen
peroksit Fenton reaksiyonu sonucunda sekillenir. Kadmiyum, ferritin gibi sitoplazmik
ve membran proteinlerinden demir ve bakirin yer degisimine yol agar; boylece serbest
demir ve bakir iyon yogunlugu artar. Bu serbest iyonlar Fenton reaksiyonlari araciligi
ile oksidatif stresin olusmasina aract olur. Kadmiyum farkli mekanizmalarla antioksidan

enzim aktivitesini degistirmektedir. Metal SOD’daki imidazol grubuna baglanarak
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hidrojen peroksitin yikimlanmasini engeller. Antioksidan enzim aktivitesinde iki yonlii
degisim yapar. Karaciger MnSOD aktivitesinde Mn iyonunu enzimden kopararak enzim
inhibisyonuna sebep olur. Dolayisiyla da MDA diizeyi normalin iizerine c¢ikar.
Kadmiyum antioksidan enzim aktivitesini doz ve maruziyet siiresi ile iligkili olarak

degistirmektedir (artma/azalma) (4, 60).

Keten tohumu yag1 yiiksek oranda lignan (en 6nemlisi sekoizolarisiresinol diglukozid)
icerir. Lignanlar antioksidan etkiye sahip lifce zengin gidalarda bulunan fenolik
bilesiklerdir. Sindirim kanalinda enzimatik yikimlanma ile olusan metabolitleri
(enterodiol ve enterolakton), ana bilesik ile birlikte serbest radikalleri etkisiz kilarak
lipid peroksidasyonun Oniine geger. Diger taraftan benzer sekilde alfa linoleik asitte,
viicutta pek cok yararli etkileri olan eikozapentanoik asit ve dokozahekzanoik asite
dontisiir. Keten tohumu yag1 antioksidan vitaminler (Vit A ve E) yoniinden de oldukga

zengindir (42, 46, 62-65).

Lipid peroksidasyon sirasinda pek ¢ok {irlin sekillenir. Bu iirlinlerin biyolojik sistemde
tespiti serbest radikallerin olusturabilecegi muhtemel hiicresel hasarin boyutu hakkinda
onemli bilgi verir. MDA ve ikincil olarak NO en fazla kullanilan ve degerlendirilen
degiskenler arasindadir. Oksidatif stresin ve dolayli olarak da lipid peroksidasyonun
degerlendirilmesinde kullanilan parametreler arasinda, SOD, CAT ve GSH-Px yer
almaktadir. Bu {i¢ parametre oksidatif stresin Oniine gecilmesinde diger antioksidan

enzimlere gore daha fazla rol alir (25-30, 66-70).

Calismada lipid peroksidasyonun degerlendirilmesinde MDA yaninda NO diizeyleri ile
eritrosit CAT, SOD ve GSH-Px aktiviteleri de Sl¢iilmiis; lipid peroksidasyon olgusu

tiim bu parametrelerin 15181inda degerlendirilmistir.
5.1. KETEN TOHUMU YAGI

Calismada, keten tohumu yagi uygulanan gruplarin doku ve kan MDA diizeyi ile NO
diizeyinde 6nemli bir degisim gozlenmezken, kontrol grubuna gore, SOD aktivitesinde,
akciger, bobrek, kalp, dalak, testis ve eritrositte ve karacigerde dnemli bir artig; CAT
aktivitesinde, beyin, dalak ve testiste 6nemli bir diisiis, eritrosit ve karacigerde dnemli
bir artis tespit edilmistir. MDA ve NO diizeyinde 6nemli bir degisim gozlenmemesi
belirtilen siire ve dozda uygulanan keten tohumu yaginin antioksidan savunma sistemi
tizerinde olumsuz bir etki olusturmadigini ortaya koymaktadir. Aksine, MDA ile NO

diizeyinde olumsuz bir degisim s6z konusu degilken antioksidan enzimlerden SOD ve
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CAT aktivitesindeki artig, enzimlerin serbest radikalleri detoksifikasyon potansiyelini
artirdigin1 - diislindiirmektedir. Bu bilesigin antioksidan etkileri ile ilgili yapilan
caligmalarda etki mekanizmasi ortaya konulmus icerdigi bazi bilesiklerin antioksidan
etkide hayati 6neme sahip oldugu anlasilmistir (42, 46, 62-65). Keten tohumu yagi
fenolik bilesikler yoniinden olduk¢a zengindir. Flavinoid, katesin, kuarsetin ve diger
bilesikleri yiiksek diizeyde icermektedir. Zira alfa-linoleik asit ve major lignan
sekoizolarisiresinol diglukozid bunlar arasinda yer alir. Yapisinda, omega 3 ve omega 6
yag asitleri de bulunmaktadir. Sekoizolarisiresinol diglukozid disinda diger lignanlardan
biyolojik olarak aktif matairesinol ve pinoresinolii de igermektedir. Sekoizolarisiresinol
diglukozid ve diger lignanlarin radikal baglayici etkinlikleri yiiksektir. Ayrica bireysel
anlamda da antioksidan enzim aktivitelerini de artirmaktadir. Ayrica, antioksidan
etkiden dogrudan veya dolayli sorumlu olabilen unsurlardan magnezyum, demir, bakir,
cinko ve cesitli vitaminler ile protein ve amino asitleri igerir; karoten, Vit By, Vit B,, Vit
C, Vit E, lesitin ve fosfolipidlere sahiptir. Esansiyel yag asitleri yoniinden de zengindir
(42-48, 62-65). Bu ozelliklerin tiimii hem serbest radikal olusumunu hem de olusan
serbest radikallerin enzimatik veya enzimatik olmayan mekanizmalar ile etkisiz

kilinmasina katki saglar.
5.2. KADMIYUM

Belirtilen siire ve dozda igme suyu ile verilen arsenigin hayvanlarda oksidatif strese
sebep oldugu tespit edilmistir. Bu durum, 6zellikle NO ve MDA diizeylerinde kontrol
grubuna gore Onemli artislarin gozlenmesi ile anlasilmistir. Zira MDA diizeyinde
kontrol grubuna gore, karaciger, akciger, bobrek, beyin, dalak, testis ve eritrositte
onemli bir artig vardir. NO diizeyinde de karaciger, bobrek, kalp, dalak ve testiste
onemli bir artis s6z konusudur. Bu durum kadmiyumun dolayl yolla yukarida ayrintisi
ile deginildigi gibi serbest radikallerde artiga sebep oldugu; serbest radikallerin de hiicre
membranini peroksidasyona ugrattigr gostermektedir. Antioksidan enzimlerde iki yonlii
onemli degisimlerin gozlenmesi hiicresel savunma sisteminin muhtemel olusan serbest
radikalleri ortadan kaldirmasi ve daha az zararli bilesiklere doniistiiriilmesine iliskin
biyolojik tepki olarak degerlendirilebilir. Ayn1 zamanda kadmiyum dogrudan
antioksidan enzim aktivitelerinde degisime sebep olmaktadir (4, 60). Zira degisimler
SOD aktivitesinde akciger, bobrek, kalp, dalak ve testis dokusunda dnemli bir artis,

karaciger, beyin ve eritrositte dnemli bir diislis; CAT aktivitesinde karaciger, beyin,
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dalak ve testis dokusu ile eritrositte dnemli bir diisiis, kalp dokusunda 6nemli bir artis;
GSH-Px aktivitesinde, karaciger ve bobrek dokusu ile eritrositte 6nemli bir diisiis,

akciger, kalp ve dalak dokusunda 6nemli bir artis seklinde seyretmistir.

Konuyla ilgili yapilan ¢alismalardan, Chater ve ark (71), disi ratlara 13 giin boyunca 3
mg/kg dozunda kadmiyum vermis ve karaciger ile bobrek dokusu antioksidan
parametreleri incelemistir. Buna gore, MDA diizeyinde artis diger taraftan GSH-Px,
SOD ve CAT aktivitelerinde diisiis s6z konusu olmustur. Kumar ve ark (72)’nin ratlara
0,4 mg/kg dozunda 30 giin boyunca verdikleri kadmiyum beyin dokusu MDA
diizeyinde 6nemli bir artisa yol agmistir. Shukla ve ark (73), 10 ppm dozunda 90 giin
siireyle kadmiyum verdikleri ratlarin SOD, CAT ve GSH-Px aktivitesinde onemli
oranda artis bulmuslardir. Sarkar ve ark (74), ratlara 0,4 mg/kg tek doz kadmiyum
enjeksiyonundan sonra 9 saat i¢inde kalp, bobrek ve karacigerde SOD aktivitesinde
onemli bir artig, kalpte CAT aktivitesi ile biitiin dokulardaki lipid peroksit diizeyinde
onemli bir artig tespit etmislerdir. Koyu ve ark (75), ratlara 15 ppm dozunda 30 giin
siireyle verdikleri kadmiyumun karaciger dokusu iizerine etkilerini incelemisler doku
MDA diizeyinde yiikselme, SOD ve CAT aktivitesinde diislis bulmuslardir. Elde edilen
sonuglardan, farkli dozlarda farkli donemlerde uygulanan kadmiyum ratlarda oksidatif
stres parametrelerinde olumsuz degisikliklere sebep oldugu anlagilmistir. Bu degisimler
mevcut ¢aligma i¢in de s6z konusudur. Bu sebeple daha dnce yapilan c¢alismalar ile bu

caligma arasinda benzerlik mevcuttur.
5.3. KADMiYUM VE KETEN TOHUMU YAGI

Kadmiyum ile keten tohumu yaginin beraber verildigi grupta oksidatif stres
belirteclerinin  pozitif yonde degisim gosterdigi yani degerlerin kontrol grubu
degerlerine dogru yaklastig1 tespit edilmistir. Bireysel degerlendirme yapildiginda,
kontrol grubuna gore, MDA diizeyinde, akciger, beyin ve testis ile eritrositte onemli bir
artis; SOD aktivitesinde, akciger, bobrek, kalp, dalak ve testis dokusunda 6nemli bir
artig, eritrositte onemli bir diislis; CAT aktivitesinde karaciger ve beyin dokusunda
onemli bir diisiis, akciger dokusunda 6nemli bir artis; GSH-Px aktivitesinde, beyin ve
kalp dokusunda dnemli bir artis, eritrositte dnemli bir diisiis; NO diizeyinde, karaciger,
beyin ve kalp dokusunda 6nemli bir artis oldugu anlasilmistir. Degerlendirme yalnizca
kadmiyum verilen gruba gore yapildiginda, MDA diizeyinde karaciger, bobrek, beyin,

dalak ve testis dokusu ile eritrositte dnemli bir diislis; SOD aktivitesinde, karaciger ve
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beyin ile eritrositte onemli bir artig, akciger, bobrek ve kalp dokusunda 6nemli bir artis;
GSH-Px aktivitesinde, karaciger, bobrek, beyin ve testis dokusu ile eritrositte nemli bir
artis, akciger, kalp ve dalak dokusunda 6nemli bir diisiis; NO diizeyinde, karaciger
dokusunda 6nemli bir artig, bobrek, beyin, kalp, dalak, testis ve plazmada 6nemli bir
diisiis seklinde gerceklesmistir. Bu durum, dogrudan metalin kullanilan bilesik
tarafindan baglanmasimnin yani sira daha kuvvetle muhtemel, arsenigin olusturdugu
serbest radikallerin keten tohumu yagi icinde yer alan lignanlarla etkilesimi sonucu
peroksidasyonun geriletilmesi seklinde agiklanabilir. Boylece kadmiyumun oksidatif
stres sonucu sekillenebilecek etkileri hafiflemistir. Ayrica keten tohumu yagina bulunan
pek ¢ok mineral, amino asit, esansiyel yaglar ve vitamin (42-48, 62-64) de antioksidan
enzim etkinliginde ve stabilitesinde rol almis olabilir. Ayn1 zamanda bu bilesikler
serbest radikal olusumunu engeleyebilecegi gibi muhtemel olusan serbest radikaller icin

sliptiriicli gorevi de iistlenebilir.

Konuyla ilgili yapilan c¢aligmalar incelendiginde, Said ve ark (76), ratlara 200 ppm
dozunda 5 hafta siireyle icme suyu ile verdikleri kadmiyumun testis dokusu MDA
diizeyini artirdigim1 diger taraftan, SOD, CAT ve GSH-Px aktivitesini diislirdiigiinii
tespit etmislerdir. Ayn1 zamanda kadmiyumla birlikte detoksifikasyon amagl verdikleri
selenyum ve cinkonun tek ve birlikte verildikleri gruplarda degerler kontrol grubu
degerlerine yaklagsmistir. Ognjanovic ve ark (77)’nin ratlara 0,4 mg/kg dozunda tek
sefer kadmiyum vermesinin ardindan testis dokusu ¢ikarilmis ve doku MDA diizeyinde
artis, CAT, SOD ve GSH-Px aktivitesinde dislis tespit edilmistir. Kadmiyum
verilmeden Once koenzim Q10 ve vit E verilmesi sonucu degerler kontrol grubu
degerlerine yaklasmistir. El-Sokkary ve ark (78), ratlara 22 giin boyunca periton i¢i 5
mg/kg dozunda kadmiyum verdigi ¢alismasinda karaciger MDA diizeyinde artis SOD
aktivitesinde diislis gozlemislerdir. Koruyucu olarak melatonin verilen hayvanlarda
degerlerde iyilesme tespit etmislerdir. Messaoudi ve ark (79), ratlara 35 giin siireyle 200
ppm kadmiyum vermisler ve eritrosit ile bobrek MDA diizeyi ile SOD aktivitesinde
artis diger taraftan CAT ve GSH-Px aktivitesinde diisiis gozlemislerdir. Ayn1 zamanda
kadmiyumun yani sira selenyum ve ¢inkonun tek bagina ve birlikte verildigi gruplarda
degerler kontrol grubu degerlerine dogru yaklagmistir. Jihen ve ark (80), ratlara 35 giin
boyunca 200 ppm dozunda kadmiyum vermis karaciger MDA diizeyinde artig, SOD,
CAT ve GSH-Px aktivitesinde diislis gozlemisken, kadmiyumun yani1 sira selenyum ve

cinkonun tek basina ve birlikte verildigi gruplarda degerler kontrol grubu degerlerine
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dogru yaklagsmistir. Wang ve ark (81), ratlara 50 ppm dozunda verdikleri kadmiyumun
bobrek dokusu MDA diizeyinde artiga antioksidan enzimlerde 6nemli degisimlere sebep
oldugu N-asetil sistein’nin ise bu parametrelerde tam iyilesme saglamasa da oksidatif
stresin  siddetini diiglirdiiglinii tespit etmislerdir. Daha Once kadmiyum verilip
zehirlenme olusturulup es zamanli sagaltim denemelerinin yapildigi ve oksidatif stres
parametrelerinin degerlendirildigi calismalar ile mevcut calisma karsilagtirildiginda

sonuclarin benzerlik gosterdigi gdzlenmistir.

Sonug olarak belirtilen siire ve dozda verilen kadmiyum, ratlarin antoksidan savunma
sisteminde bozukluga neden olmustur. Diger taraftan, tek basina verilen keten tohumu
yag1 hayvanlarda olumsuz bir etkiye sebep olmamistir. Aslinda bazi doku ve eritrosit
antioksidan enzim aktivitelerinde artisa yol agmasi ise bu bilesigin antioksidan savunma
sisteminde destekleyici rol oynadigini akla getirmektedir. Kadmiyumla birlikte keten
tohumu yag1 verilen gruplarda ise oksidatif stresin siddetinin azaldigi, dolayisiyla
kadmiyumun olusturabilecegi muhtemel olumsuz etkilerin hafifledigi gézlenmistir. Bu
durum lipid peroksidasyon belirteglerinden olan MDA ve NO diizeyindeki diisiis ile
antioksidan enzimlerin kontrol grubu degerlerine dogru yaklagsmasiyla da
anlagilmaktadir. Bdylelikle calisilan bilesigin kadmiyum zehirlenmelerinde birincil
sagaltim seceneklerinin yaninda destekleyici olarak kullanilabilecegi; zehirlenme riski
bulunmasi durumunda ise koruyucu amagla dogrudan veya gida katki maddesi olarak
tercih edilebilecegi kanaatine varilmistir. Fakat kullanilmasi disiintildiigiinde keten
tohumu yaginin muhtemel olumsuz etkilerinin de olabilecegi degerlendirilmeli, bu

baglamda doz ve kullanim siiresine dikkat edilmelidir.
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