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KADMIiYUM’UN INSAN ERITROSITLERI UZERINE IN VITRO
TOKSIK ETKISI VE

VITAMIN C VE E’NIN KORUYUCU ROLU
Ozlem TEZCAN
Bozok Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi
2011; Sayfa: 31
Tez Damismani: Dog¢. Dr. Dilek PANDIR

OZET

Bu tez c¢aligmasinda, agir bir metal olan kadmiyumun insan eritrositleri tizerinde
olusturdugu toksik etkiler ve vitamin C ve E’nin lipit peroksidasyonu ve antioksidan

enzimler lizerine koruyucu etkileri arastirilmistir.

Bu ¢alismada, in vitro sartlarda farkli dozlarda kadmiyum (1, 50, 150 uM) ve vitamin
C (VC; 10 uM) ve vitamin E (VE; 30 uM) kombinasyonunun insan eritrositlerindeki
malondialdehit (MDA) seviyesi ile siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve
glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktiviteleri tizerine olan etkileri incelenmistir.
Eritrositler farkli uygulamalarda (sadece kadmiyum, sadece vitaminler ve
kadmiyum+vitaminler) 37 °C’de 60 dk inkiibe edilmis ve MDA seviyesi ile
antioksidan enzim aktiviteleri spektrofotometre (Shimadzu UV-1800 model, Japon)
cihazinda olglilmistiir. MDA seviyesi Ohkawa ve ark’nin (1979), SOD aktivitesi
Marklund ve Marklund’un (1974), GPx aktivitesi Paglia ve Valentine’nin (1967),
CAT aktivitesi ise Aebi’nin (1984) yontemlerine gore tespit edilmistir.

Kadmiyum tek basina uygulandiginda eritrositlerde MDA seviyesini arttirdigi, SOD,
CAT ve GPx aktivitelerinde ise azalma meydana getirdigi tespit edilmistir (P<0,05).
VC+VE uygulamasi ile, uygulama yapilmayan kontrol hiicreleri karsilastirildiginda
istatistiksel olarak bir farklilik gozlenmemistir. Ancak yararli etki sadece

kadmiyum’un diisiik ve orta diizeydeki uygulama dozlarinda (1 ve 50 pM) goriilmiis
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ve plazma diizeyindeki VC+VE kombinasyonunun koruyucu etkiye sahip oldugu
gozlenmistir. Kadmiyum’un diisik dozunda CAT enzim aktivitesi VC+VE
uygulamali  eritrositlerle  uygulama  yapilmayan kontrol hiicreleri ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak bir farklilik olmadigi tespit edilmistir. Bu
dozdaki kadmiyuma karst CAT enzim aktivitesinin korunmasi i¢in plazma
seviyesindeki VC+VE uygulamasina gerek kalmamustir. Elde edilen bu sonuglar,
vitaminlerin plazmada bulunan konsantrasyonlarinin, kadmiyum’un yiiksek
dozlarinin (150 pM) eritrositlerde olusturdugu zararli etkiler iizerine koruyucu

olmadigin1 gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Kadmiyum, In vitro, Eritrosit, Antioksidan aktivite, Vitamin C

ve Vitamin E.



viii

CADMIUM IN HUMAN ERYTHROCYTES IN VITRO TOXIC
EFFECTS AND PROTECTIVE ROLE

OF VITAMIN C AND E

Ozlem TEZCAN
Bozok University
Graduate School of Natural and Applied Sciences, Department of Biology
M. Sc. Thesis
2011, Page: 31
Thesis Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Dilek PANDIR

ABSTRACT

Toxic effect of cadmium, which is a heavy metal, in human erythrocytes and
protective role of Vitamins C and E on lipid peroxidation and antioxidant enzymes
have been shown in this thesis study.

In this study, the effect of different doses of cadmium (1, 50, 150 uM) and Vitamin C
(VC; 10uM) and E (VE; 30uM) were examined on the levels of malondialdehyde
(MDA) superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase
(GPx) enzyme activities in human erythrocytes in vitro. Erythrocytes were incubated
under various treatment conditions (cadmium alone, vitamins alone and
cadmium-+vitamins) at 37 °C for 60 min than the levels of MDA and antioxidant
enzyme activities were determined by spectrophotometer (Shimadzu UV-1800,
Japan). MDA content asseyed was descriped by Ohkawa et al. (1979); SOD activity
was determined according to the method descriped by Marklund and Marklund
(1974), GPx activity was measured according to the Paglia and Valentine (1967), and
for determination of CAT activity used the method described by Aebi (1984).

Treatment with cadmium alone increased the levels of MDA, and decreased SOD,
CAT and GPx activities in erythrocytes (P <0,05). There were no statistically
different among cadmium+VC+VE-treated erythrocytes, as compared with non-

treated control and VC+VE-treated cells. However, this efficient was seen only at



low and moderate concentrations of cadmium (1 and 50 uM), and combination of
VC+VE had protective effect. CAT activity have not changed statistically as
compared with non-treated control and VC+VE-treated cells in low concentration.
Treatment of plasma level of VC+VE has not necessary for protection CAT activity
in low concentration of cadmium. These results indicated that the presence of
vitamins at concentrations that are similar to the levels found in plasma have no
effect on cadmium-induced toxicity in erythrocytes at high concentration of

cadmium (150 uM).

Key words: Cadmium, In vitro, Erythrocytes, Antioxidant activity, Vitamin C and

Vitamin E.
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1.GIRIS
1.1. Tezin Amaci

Bu ¢alismanin amaci kadmiyum’un insan eritrositleri tizerine in vitro olarak toksisitesini
spektrofotometrik olarak degerlendirmek ve bu toksik hasar iizerine plazma diizeyindeki VC

ve VE kombinasyonunun koruyucu etkisini arastirmaktir.
1.2. Tezin Konusu ve Onemi

Agir metallerin neden oldugu oksidatif stresi azaltmak ya da tamamen ortadan kaldirmak igin
cesitli antioksidan maddeler uygulanmaktadir. Bu antioksidan maddelerin en o6nemlileri
arasinda VC ve VE yer almaktadir. Bu tez, agir metal olan kadmiyum’un uygulanmasi sonucu
insan eritrositlerinde meydana gelen hasarin belirlenmesi, antioksidan enzim sistemlerinde
meydana gelen degisikliklerin incelenmesi ve plazma diizeyindeki VC ve VE’nin

koruyuculugunun gézlenmesi ve benzer ¢aligmalara temel olusturmasi agisindan 6nemlidir.



2. GENEL BIiLGILER

Ekolojik dengeyi bozan kirletici unsurlar; bazi1 organik maddeler, endiistriyel atiklar,
petrol ve tilirevleri, yapay tarimsal giibreler, deterjanlar, radyoaktivite, pestisitler,
inorganik tuzlar, yapay organik kimyasal maddeler, agir metaller ve atik 1s1 olarak
bilinen maddelerdir. Bu maddeler dogal dengeyi olumsuz yonde tehdit eden
unsurlardir. Bir¢ok agir metal sanayide kullanilmakta ve atik olarak dogaya terk
edilmektedir. Ozellikle son on yildaki endiistriyel gelismeler deniz gevrelerinin agir
metaller tarafindan kirletildigi ve bu kirlenmenin besin zincirine de yansidig
gercegini ortaya koymaktadir. Su ve besinler ile biinyeye alinan agir metaller
canlilarda birikerek tiim yasam aktivitelerine zarar verebilme ve degistirebilme
potansiyeline sahiptirler [1]. Cevre ve besin kirlenmesine yol agan metaller arasinda
arsenik, civa, kadmiyum, kursun ve ¢inko gibi metaller kirletici 6zelliklerine gore ilk

sirada yer alirlar.

Normal kosullarda agir metallerin dogadaki oranmi diisiiktiir. Dogal ortamdaki
konsantrasyon orami arttiginda, giimiis, civa, bakir, kadmiyum ve kursun gibi agir
metaller 6zellikle organizmalar tizerinde toksik etki yapmakta ve enzimleri inhibe
etmektedir. Canlilardaki baz1 enzimatik aktiviteler i¢in bazi metaller belli
konsantrasyonlarda olmak sarti ile gereklidir. Organik maddeye bagli olan metaller
biyolojik aktiviteler sirasinda kullanilabilir ve organik maddelerin bozunmasi ile
¢Ozlinmis olarak tekrar serbest hale gecebilir [2]. Cevre kirliliginin bir gostergesi
olarak canlilarda 6l¢iilen metalik kirleticiler 6zellikle su iirtinlerinde siklikla yiiksek
seviyelere ulagabilir [3]. Agir metaller, subletal ortam derisimlerinin etkisinde
baliklarin karaciger, bobrek ve dalak gibi metal metabolizmast ve metal
detoksifikasyonu ile ilgili organlarda yiiksek diizeyde birikmektedir. Baliklarda
karaciger, agir metalleri baglayarak toksik etkilerinin azaltilmasinda islev goren
metallothionein ve glutatyon gibi metal baglayic1 proteinlerin baslica sentez

yerlerinden biridir [4].



2.1. Kadmiyum

Kadmiyum 1817 yilinda kesfedilmis toksik bir metaldir. Endiistriyel kullanimi 50
yil Oncesine dayanir. Genellikle kaplama ve galvanizasyon sanayinde kullanilir.
Ayrica niikleer santrallerde notron absorblayici olarak, ugak sanayinde, insektisit
formiilasyonlarinda, plastik yapiminda stablizator olarak kullanilmaktadir. Bunlardan
baska boya ve nikel kadmiyumlu pil sanayinde de yaygin olarak kullanim alam
bulmaktadir. Kursun iiretiminde ise yan iirlin olarak olusur. Bu kullanim alanlarinin

yant sira ¢evre kirlenmesi agisindan 6nemlidir [5, 6].

1946'da  Japonya'da "Itai-Itai" hastaligi olarak belirtilen epidemik olaym
kadmiyumdan kaynaklandigi anlagilmistir. Hastaligin goriildiigii bolgede bulunan
Jintzu Nehri’nin, ¢inko, kursun ve kadmiyum filizlerinin ¢ikarildigi maden
ocaklarinin atik sular ile kirlendigi belirlenmistir. Bélge halkinin bu sular1 sulama ve
giinliik ihtiyaclarinda kullanmasi sonucu siddetli romatizmal agrilarla karakterize

hastalik tablosunun ortaya ¢iktig1 kaydedilmektedir [7].

Endiistriyel atik ve artik maddeler yoluyla toprak ve suya ge¢en kadmiyum, su ve
toprag kirletir. Toprak ve suda biriken kadmiyum, dnce sudaki mikroorganizmalara,

buradan da besinlerle hayvan ve insanlara yansimaktadir [8].

Pil imalathaneleri civarinda bulunan havadaki kadmiyum yogunlugu 4-5 mg/m? gibi
yiiksek diizeylere ulasabilir. Normalde havadaki yogunlugu 0,02 mcg/m>tiir. Bu
degerler kirsal kesimlerde 0,001-0,005 mcg/m3 degerdedir. Et, balik ve sebzelerde 1-
50 mcg/kg, tahillarda 10-150 mcg/kg ve daha yogun konsantrasyonlarda da hayvan
karaciger ve bobreklerinde bulunur. Ote yandan midye, istiridye gibi kabuklular igin
bu degerler 100-1000 mcg/kg'a kadar ¢ikabilir. Kabuklulardaki kadmiyum birikimi,
kadmiyumu baglayan peptidlerden ve sudaki kadmiyum konsantrasyonundan

kaynaklanir [4].

Kadmiyum, viicuda solunum ve sindirim yolu ile girer. Solunum ile alinan
kadmiyumun % 15-30'u absorbe edilir. En 6nemli kadmiyum kaynaklarindan biriside
sigaradir. Bir sigara 1-2 mcg kadmiyum igerir. Bu miktarin % 10'u (0.1-0.2 mcg)

inhalasyon yolu ile alinir [9, 10].



2.1.1. Toksik Etkileri

Gidalarla alinan yiiksek diizeylerde kadmiyum akut toksikasyona neden olur.
16 mg/lt kadmiyum igeren sularin i¢ilmesi ile abdominal agri, kusma ve bulant1 gibi
semptomlar sekillenir. Kadmiyumun teneffiis edilmesi ile de akut pndomoni ve
pulmoner ddem olusur. Diisiik miktarda kadmiyum alinmasina bagli olarak kronik
obstriiktif akciger hastaliklar1 amfizem ve kronik renal tiibiiler bozukluklar sekillenir.

Ayrica kardiovaskiiler sistem ve iskelet sisteminde de bozukluklar olusur [11, 12].
2.1.2. Kronik Pulmoner Bozukluklar

Solunum sistemindeki etkileri, alinan kadmiyum miktar1 ile orantilidir. Obstriiktif
akciger hastaliklarinin baslicalart kronik bronsit, progressif fibrozis ve alveoler
tahribata bagli olarak olusan amfizemdir. Akciger hastaliklar1 dispne, vital
kapasitenin azalmasi ve rezidiiel voliimiin artmasi ile kendini belli eder. Akciger

lezyonlar1 alveoler makrofajlarin nekrozisi ile baslar [13].
2.1.3. Renal Bozukluklar

Kadmiyumun etkisi en ¢ok proksimal tiibiiler fonksiyon iizerinde goriliir. Etki
sonucu idrar ile atilan kadmiyum miktar artar; proteiniiri, aminoasidiiri, glikoziiri ve
renal tiibiiler fosfat absorbsiyonunda azalma goriiliir. Tibiiliis hiicrelerinde

dejenerasyon, bag dokuda yangi ve fibrozis olusur [14, 15].
2.1.4. Iskelet Sistemi

Kadmiyum toksisitesi sonucu kalsiyum metabolizmasi etkilenir. Bireylerde siddetli
kalsiyum nefropatileri meydana gelir. Bununla birlikte kronik olaylarda idrardaki
kalsiyum seviyesi normalden daha az olabilir. iskelet sistemindeki bozukluklar

osteoperozis ve/veya osteomalasi ile neticelenir [13, 16].
2.1.5. Karsinojenite

1965'te Ingiltere'de pil yapiminda calisan iscgilerde prostat karsinomlarinin
belirlenmesi {izerine yapilan ¢alismalarda, kadmiyumun karsinojenik aktiviteye sahip

oldugu tespit edilmistir [7, 8, 9]. Metalik kadmiyum, kadmiyum siilfat veya



kadmiyum siilfit subkutan ve intramuskuler olarak verildiginde enjeksiyon
bolgesinde tiimor olusumu dikkati ¢ekmistir. Olusan tiimorlerin malignant karakterde
oldugu gozlenmistir. Bunlar akciger lenf diigiimlerine metastaz yoluyla ulagabilirler

[17].

Her ne kadar kadmiyum organizmada bulunan esansiyel metallerden birisi degilse
de, giiniimilizde sanayi iirlin artiklar1 ve giibreleme yontemleri alinan besinlerdeki
kadmiyum diizeyini etkilemekte ve bu nedenle sentetik gilibreli toprak yetistirilen
sebze, meyve ve hububatlarin diyetle alinmalar1 sonucunda kadmiyumun
organizmaya girisi her gegen giin artmaktadir. Yiyecek, icecek, zooteknolojik
tiriinlere ilaveten sigara ve atmosfer havasi ile de kadmiyum bol miktarda viicuda

girmektedir [18, 19, 20, 21].

Kadmiyum, biyolojik sistemlerde herhangi bir islevi olmayan, metal baglayici
bilesiklere kolayca baglanarak organizmadan uzaklastirilmadigi i¢in birikim
bakimindan kiimilatif etkili, biyolojik yarilanma siiresi olduk¢a uzun toksik bir agir

metaldir [22, 23, 24].

Kadmiyumla ilgili in vivo ve in vitro ¢ok sayida deneysel ¢alisma gesitli canlilar
lizerinde yapilmistir. Ornegin, kadmiyumun Gobius niger’in (komiircii kaya
baliklar1) eritrosit yapist lizerine etkilerinin belirlenmesi amaciyla laboratuar
kosullarinda 24 giin siireyle birikim denemeleri gerceklestirilmistir. Mikroskobik
caligmalar sirasinda kadmiyumun etkisi sonucu bazi histolojik degisiklikler ortaya
ctkmigtir. Immature ve dejenere olmus eritrosit sayisinda artis  oldugu
gozlemlenmistir. Normal eritrositlerde goriilen nukleuslar degisiklige ugrayarak
kiiresel sekil almistir ve hiicre zar1 dikensi yapi kazanmistir (spikiillii eritrosit).
Ayrica, hipokromik anemi, pargali eritrosit yapisi ve mikroniikleus sayisinda artig

gozlenmistir [25].

Calismalar kronik olarak kadmiyuma maruz kalan insan ve hayvanlarda
kadmiyumun Oncelikle eritrositlerde lokalize oldugunu goéstermistir [26, 27]. Ayrica
kadmiyum’un Cyprinus carpio’da en fazla solunga¢ dokusunda [28], Oreochromis
aureus’da bobrek dokusunda [29] biriktigi de goriilmiistiir. Tavsanlardan alinan
kadmiyumun %90'dan fazlasinin eritrositlerde biriktigi bildirilmis [27], tek doz



kadmiyumla yapilan ¢alismalarin sonuglar1 da bu bilgiyi dogrulamistir. Kadmiyumun
tek dozda intravendz olarak verilmesinden sonra eritrositlerin membran ve
sitozollerinde arttig1 ve eritrosit yasam siiresinin kisaldigi  gosterilmistir.
Kadmiyumun eritrosit fonksiyonuna olumsuz etkisi tiyol-reaktif bir metal olmasi
nedeni ile hiicre iskeleti ve hiicre membrani komponentlerindeki sulfidril gruplar

arasinda ¢apraz bag olusturmasi ile agiklanmaktadir [21, 30].

Metaller, 6zellikle gegis metalleri biyolojik molekiillerin oksidatif reaksiyonlarinda
katalizor olarak hareket eder; boylece metal toksisiteleri oksidatif doku harabiyetine
bagli olabilir. Kadmiyum demir, bakir ve krom gibi bir redoks-aktif metal degildir.
Hiicre ici reaktif oksijen tiirlerinin {iretimini (ROT) mitokondrial elektron transport
sistemi [31] iizerindeki inhibitdr etkisi nedeniyle uyardigi gosterilmistir. Bu
inhibisyonun bir sonucu olarak, elektron tagima zinciri son derece azalmis olur;

elektronlar mevcut oksijeni dogrudan aktarir ve ROT olusumuna yol agar [32, 33].

Aerobik kosullarda yasayan tiim hiicreler ¢esitli dis ve i¢c kaynaklardan koken alan
cok sayida oksidana siirekli olarak maruz kalirlar. Ancak saglikli bir organizmada
ROT ile enzimatik ve non-enzimatik antioksidan savunma sistemleri arasinda bir
denge vardir. Ancak eritrositler gibi bazi hiicreler oksidatif siireclere digerlerinden
daha acik olabilirler. Eritrositlerin siirekli olarak yliksek oksijene maruz kalmalari,
hemoglobinin otooksidasyona agik olmast ve bir oksidaz/peroksidaz gibi
davranabilmesi eritrositleri oksidatif ortama acik hale getirir. Ayrica eritrositler
hasarli bilesenlerini yeniden sentez ederek onarma yeteneginden yoksundurlar.
Dolayisiyla eritrositler 120 giinliik yasam siireleri zarfinda antioksidan bilesenlerine

bagimlidirlar [34].

Kadmiyum, metallothionein kompleksleri tarafindan tecrit edilir. Bu proteinler
yiiksek oranda kiikiirt iceren aminoasitlerdir ve baglanan kadmiyumun hiicre ici
reseptorlerle etkilesimi  kesilmektedir [4]. Kan ve dokularda, kadmiyum
metallothionein olusumunu uyarir ve bdylece ROT membran fonksiyon kaybina yol

agarak eritrositlerde ve ¢esitli dokularda oksidatif hasara neden olur [35].

Biyolojik bir sistemde kadmiyum’un meydana getirdigi oksidatif stres lipit

peroksidasyonun artmasina ve antioksidan savunma sisteminde degisikliklere neden



olmaktadir [36, 37, 38, 39]. Bu savunma sistemi glutatyon peroksidaz (GPx),
stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) gibi antioksidan enzimlerin yan1 sira non-

enzimatik antioksidanlardan olan glutatyonu igerir (GSH) [40].

Daha onceki in vitro c¢alismalarda kadmium’un antioksidan enzimler tizerine [41,
42], deney hayvanlar {izerine [43, 44, 45] ve insanlar lizerine [46, 47] etkisi
incelenmistir. Calisma kosullarina bagli olarak antioksidan enzimler iizerine
kadmiyum’un etkileri ile ilgili olarak ¢eligkili sonuglar bildirilmistir. Mikhailova ve
ark., (1997) [41] kadmiyum’un insan lenfoblastoid hiicrelerinde SOD aktivasyonuna
bagli oldugunu bildirmiglerdir. Sarkar ve ark., (1998) [44] kadmiyum
zehirlenmesinin lipit peroksidasyonunu (LPO) arttirdigini, sigan eritrositlerinde
antioksidan enzim miktarimi diigtirdiigiinii goéstermistir. Mitsuo ve ark. (2004) [48]
yaptiklar1 ¢aligmalar sonucunda uzun siireli oral kadmiyuma maruz kalan

eritrositlerin antioksidan enzim aktivitelerini inhibe ettigini gostermistir.

Kadmiyum kloriir, erkek albino si¢anlara (220-240 g) 4 hafta siireyle verilerek,
kadmiyum’un eritrosit glikoz-6-fosfat dehidrogenaz (G-6-PD) aktivitesi {izerine
etkisi arastirilmistir. Verilen dozlarin eritrositlerin antioksidan indikatorii olan G-6-

PD aktivitesini 6nemli derecede azalttig1r bulunmustur [21].

Kadmiyumla beslenen (30 giin i¢in 15 mg CdCl,/giin/kg) yetiskin sigcanlarda kronik
anemi ve trombositoz gelisimine yol agmistir. Anemi, retikiilositlerin belirli degisimi
(%13.1+1.0), anizositoz, poikilositoz, demir eksikligi, antioksidanlarin degisimi ve
kirmizi kan hiicrelerinin metabolik durumu ile kendini belli etmektedir. Kadmiyum
uygulanan si¢anlarin kirmizi kan hiicrelerinde SOD, CAT, GPx enzim aktivitelerinde

onemli dl¢iide artis saptanmistir [43].

Bazi fonksiyonel gruplar enzimlerin aktivitelerini gostermelerinde ©nemli rol
oynarlar. Bunlar arasinda sulfidril gruplart da vardir. Bu gruplarin karakteristik
ozelligi, agir metallerle birleserek merkaptidleri olusturmasi ve enzimlerin
aktivitelerinde kayiplara yol agmasidir [30]. Sulfidril gruplar yoniinden zengin bir
enzim olan G-6-PD'nin aktivitesi oncelikle agir metallerden etkilenmektedir. Sheabar
ve Yannai (1989)'nin [49] G-6-PD ve GPx enzim aktivitelerinin kadmiyum ve

arsenik mevcudiyetinde azaldiginmi ortaya ¢ikaran in vitro calismalari bu goriisii



desteklemektedir. Ancak kadmiyumun antioksidan enzim aktiviteleri lizerine yapilan
arastirmalarin sonuglar arasinda geliskiler vardir. Gill ve ark., (1989) [27]; Sheabar
ve Yannai (1989) [49] kadmiyumun G-6-PD aktivitesini azalttigini bildirirken,

Boudreau ve ark., (1988) [18] aksini savunmustur.

Antioksidanlar, genel olarak serbest radikal olusumunu engelleyen maddeler olarak
tanimlanmislardir [50]. Antioksidan savunma sistemi hiicre i¢i ve hiicre dis1 olarak
ikiye ayrilir. Hiicre i¢i savunma sisteminin enzimatik antioksidanlari, SOD, CAT ve
GPx’tir (Sekil 2.1). Enzimatik olmayan hiicre igi antioksidanlar; Glutatyon (GSH),
membranlara baglanabilen a-tokoferol (vitamin E), vitamin C, B-karoten, transferin,

seruloplazmin ve bilirubindir [51].

Antioksidan enzimlerden en Onemlisi olan SOD, eritrositlerde, hepatositlerin ve
beyin hiicrelerinin mitokondri matriksinde bulunur. Kararli bir yapiya sahiptir. 0%i

H,0;’ye doniistiiren reaksiyonu katalizler [52].
SOD — 207+ 2H'— H,0,+ O, (pH 4.5-9.5)

CAT enzimi ise, hepatositlerin mitokondrisinde ve eritrositlerin sitoplazmasinda

bulunurken, diger hiicrelerin peroksizomlarinda yer alir [52].
CAT—2 H,0, =2 H,0 + 20,

GPx, antioksidan enzimlerin en etkin olamidir. Hiicre ic¢i hidroperoksitlerin yok
edilmesinden sorumludur [52]. H,07’i suya ¢evirerek methemoglobin olusumunu
engeller [53] ve membran lipidlerini peroksit anyonuna karsi koruyarak hiicre

membraninin biitlinliigiini korur.



H,O+ 1720,

catalase

+ Fe?™

J"'+ Fe** + OH™

Fenton'’s reaction

Sekil 2.1: Hiicre I¢i Enzim Savunma Mekanizmasi [54].

VC ve VE kombinasyonu uygulamalarimin g¢esitli oksidanlarin neden oldugu

oksidatif hasara kars1 koruyucu olduguna iligskin bir¢cok ¢alisma mevcuttur [55, 56].

Vitamin C hidrofilik 6zelliktedir ve ekstraselliiler sividaki serbest radikalleri ve sivi
fazdaki radikalleri temizler ve biyomembranlari peroksidatif hasardan korumak iizere
hareket eder [57, 58]. Siiperoksit ve hidroksil radikalleri ile kolayca reaksiyona
girerek onlar1 temizler. Ayni1 zamanda vitamin C membrandaki tokoferoksil
radikalinin tokoferole rediiklenmesini saglar [59, 60, 61]. Vitamin C ve E sinerjitik

etki gosteren antioksidanlardir [61, 63].

Vitamin E tokoferol yapisina sahiptir. Dogal olarak alfa, beta, gama, delta, eta ve
zeta gibi ¢esitli tokoferoller bulunmaktadir. D-alfa-tokoferol en genis dogal dagilimi
ve en biiylik biyolojik aktiviteyi gosterir. Antioksidan aktivitesi en yiiksek olan
tokoferol de alfa tokoferoldiir. Alfa tokoferol dokularda degisik konsantrasyonlarda
bulunur ve lipit peroksidasyonunu inhibe eder. Alfa tokoferol, lipit peroksit
radikallerini yikarak lipit peroksidasyon zincir reaksiyonlarim1 sonlandirdigr igin

zincir kiric1 bir antioksidan olarak da bilinir [64].
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Durak ve ark., (2010) [56] agir metallerden civa kloriiriin insan eritrositlerinde lipit
peroksidasyonunu arttirdigin1 ve antioksidan enzim aktivitesini de azalttigin1 ancak
plazma diizeyindeki VC+VE kombinasyonlarinin civa kloriiriin meydana getirdigi

degisiklikleri diizelttigini bildirmislerdir.

Agir metal zehirlenmesinin en ¢ok etkiledigi hiicreler eritrositlerdir, in vitro
caligmalarda kadmiyum’un eritrositlerde oksidatif stresi indiikledigi gosterilmistir
[65]. Eritrositler, oksidatif zedelenmeye karsi oksijenle yiiksek konsantrasyonda
karsilagmalari, yapilarindaki hemoglobinin kolayca otooksidasyona ugramasi,
membranlarinin lipit peroksidasyonuna duyarli olmasi ve zedelenen yapi taslarini

tamir etme yeteneklerinin sinirli olmasi nedeniyle oldukg¢a duyarlidir [66].

Bu c¢alismada agir metallerden kadmiyumun belirli araliklardaki dozlarinin
eritrositlerdeki oksidan-antioksidan sistem iizerinde tek basina ve plazma
diizeyindeki VC ve VE ile birlikte ne gibi etkilere yol actigmin arastirilmasi
amaglanmistir. Orijinal olarak tanimlandigi iizere oksidatif stres hiicresel ya da
bireysel diizeyde oksidanlar ile antioksidanlar arasindaki dengenin bozulmasidir [67].
Caligmada lipit peroksidasyonun bir gostergesi oldugu bilinen Malondialdehit
(MDA) diizeyleri, antioksidan enzimler olan SOD, GPx ve CAT aktiviteleri oksijen
tasiyict rolii nedeniyle oksidatif hasara yatkin olan kadmiyum uygulamali ve

kadmiyum+VC+VE uygulamali eritrositlerde dl¢tilmiistiir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kimyasallar

% 99 saflikta CdCl, (1, 50 ve 150 uM ) [68] kullanilmis ve bu madde Merck’den

temin edilmistir.

Vitamin E (DL-a-tokoferol) (30 uM ) Merck, vitamin C (L-askorbik asit) (10 uM)

Carlo Erba marka kullanilmis ve bu maddeler Dizdarer’den temin edilmistir.

Biyokimyasal analizlerde kullanilan kimyasal maddelerin timii Sigma-Aldrich (St.

Louis, MO, USA)’ten temin edildi.
3.2. insan Eritrositlerinin Hazirlanmasi

Bu ¢alisma i¢in sigara-alkol kullanmayan, calistigi ortamda herhangi bir kimyasal
maddeye maruz kalmayan saglikli 6 erkek bireyden 20 ml kan 6rnegi heparinli

tiiplere alinmustir.

Heparinlesmis tam kan 3000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Plazma ve
16kositler uzaklastirilmis ve eritrositler fizyolojik tuz ¢ozeltisi (% 0,9’luk NaCl) ile
ic kez yikandiktan sonra ayn1 ¢ozeltiyle %50 (v/v) oranl hiicre siispansiyonlar1 PBS

ile hazirlanmstir.
3.3. Eritrositlere Uygulama Plani

Eritrositler kontrol grubu (n=6) ve muamele grubu (n=18) olmak iizere iki gruba
ayrilmigtir.  Muamele grubu da kendi i¢inde ¢ gruba ayrilmistir.

Bunlar;

1. Grup: Kadmiyum muameleli grup (n=6),
2. Grup: VC+VE muameleli grup (n=6),
3. Grup: VC+VE+kadmiyum muameleli grup (n=6).

Maddeler eritrositlere eklenerek 1 saat 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Calisma

saatine kadar -20 °C’de bekleyen eritrositler soguk deiyonize su ile 4 kat
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sulandirilarak hemolizat1 elde edilmistir. Hemolizat Orneklerinden antioksidan
savunma sistemi enzimlerinden SOD, CAT, GPx enzim aktiviteleri ve MDA seviyesi
kontrol grubu ile karsilagtirmali olarak spekstroskobik (Shimadzu 1800, UV/VIS

Spektrofotometre, Kyoto, Japan) yontem ile belirlenmistir.

3.4. Malondialdehid Miktarmin Belirlenmesi, Antioksidan Enzimlerin
Tayinleri

3.4.1. Malondialdehit (MDA) miktariin tayini

MDA, aerobik sartlarda TBA ile 90°C’de inkiibasyonu sonucu pembe renkli
kompleks olusturur. Bu kompleksin absorbansi spektrofotometrede 532 nm dalga
boyunda okunur. Analizler ve analize ait hesaplamalar, Ohkawa ve ark., 1979’a [69]
gore yapilmistir. Her deney tiipline % 15’lik TCA iginde % 0,375’1lik hazirlanmig
olan TBA dan 2 ml alinarak 1 ml homojenat (300 puL+700 pL distile su) tizerine
konuldu. Vorteksle karistirildiktan sonra, tiipiin agz1 kapatilip 95°C° deki su
banyosunda 30 dakika bekletildi. Su banyosundan alinan tiipler, buz igerisinde 15
dakika bekletildikten sonra, oda sicakligina gelmesi saglandi. 4000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilerek silipernatant elde edildi ve spektrofotometrede 532 nm’de kor
tiipiine kars1 absorbanslari okundu. Sabit say1, 1,56 x 105 M™em™ kullanilarak lipit

peroksidasyon {irlinii olan MDA miktart nmol/mgHb olarak hesaplandi.
3.4.2. Siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi

Toplam SOD (EC 1.15.1.1) tayininde Marklund ve Marklund (1974) [70] metodu
kullanilarak pyrogallol’iin 3 dakikada 440 nm’de alkali ortamda otooksidasyonu ile
yiikselen absorbansi dl¢iildii. Bu enzim aktivitesinin Ol¢lilmesinde 3 ml’lik 7 adet
plastik kiivete 2,80 ml Tris-EDTA tamponu (50mM Tris, 10 mM EDTA, pH 8,2) ve
5, 10, 20, 25, 30, 40, 50 ul’lik degisen hacimlerde siipernatant konularak enzim
kaynagi ilave edildi. Her kiivetin son hacmi Tris-EDTA tamponu ile 2,90 ml’ye
tamamlandi. Bu karigimlarin tizerlerine 100 pl 15 mM pyrogallol ilave edilerek
pyrogallol’un otooksidasyonu bagslatildi. Her bir karisimin % inhibisyon miktarlari
hesaplanarak bir grafik elde edildi ve bu grafik kullanilarak bir {inite toplam SOD
aktivitesi pyrogallol’un otooksidasyonun %50 inhibisyonuna sebep olan protein

miktart olarak hesaplandi. Daha sonra homojenattaki 1 mg protein basina toplam
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SOD aktivitesini bulmak ic¢in 1/ (mg prot.pyrogallolun otooksidasyonun %50

inhibisyonu) esitligi kullanilarak enzim aktivitesi U/mgHb olarak verildi.
3.4.3. Katalaz (CAT) enzimi

Katalaz (EC 1.11.1.6) enziminin aktivite tayini Aebi (1984) [71] tarafindan belirtilen
metot ile yapilmistir. Spektrofotometrede absorbans okumadan once elde edilen
siipernantanda peroksizomlardaki katalazi aciga ¢ikarmak i¢in %1°lik Triton X-100
(h/h) ilave edildi, daha sonra 50 mM fosfat tamponu (pH 7) eklenerek seyreltme
yapildi. Daha sonra spektrofotometrede (UV dalga boyunda) kullanacagimiz cam
kiivete en son sulandirilmis 6rnekten 2 ml konarak tizerine 1 ml % 30’luk hidrojen
peroksit eklendi ve enzimatik reaksiyon baslatildi. Ug dakika boyunca 240 nm’de
H,07’in parcalanmasini gosteren azalan absorbans 6l¢iildii. Sabit say1, (€240: 0,0394
mM/cm) kullanilarak birim zaman basina absorbansdaki degisimler CAT

aktivitesinin 6l¢limii olarak alindi. Enzim aktivitesi U/mgHb birimiyle verildi.
3.4.4. Glutatyon peroksidaz (GPx) enzimi

Glutatyon peroksidaz (EC 1.11.1.9) tayini Paglia ve Valentine (1967) [72] tarafindan
belirtilen metoda gore yapildi. Bu metot okside glutatyon (GS-SG) ve NADPH’1
substrat olarak kullanan glutatyon rediiktazin 340 nm’de Nikotinamid
adenindiniikleotid hidrojen fosfat (NADPH)’1 okside etmesi ile meydan gelen azalan
absorbansin  Olglilmesi esasina dayanmaktadir. Okside glutatyon, glutatyon
peroksidaz tarafindan olusturuldugu icin NADPH’in azalmasi GPx aktivitesi ile
dogru orantilidi. NADPH’in Nikotinamid-adenin-diniikleotid fosfat (NADP)’a
yiikseltgenmesi 340 nm’de absorbansin azalmasina sebep olur, bdylece dolayl
olarak GPx’in aktivitesinin tespitinde kullanilmaktadir. Bu enzimin spesifik
aktivitesini Olgmek i¢in 3 ml’lik cam kiivetlere 2,525 ml 0,1 M’k Tris-HCI
tamponu, 75 pl 80 mM rediikte glutatyon, 100 pl seyreltilmis stipernatant, 100 pl 2
Mm NADPH, 100 pl 0,24 iinite glutatyon rediiktaz ilave edildi ve 5 dakika oda
sicakliginda bekletildi. Bu karisimin iizerine 100 pl 1,5 pM hidrojen peroksit
eklenerek enzimatik reaksiyon baslatildi ve 3 dakika boyunca 340 nm’de azalan

absorbanslar okundu. GPx aktivitesi (€¢340: 6220 M/cm) 1 dakikada 1 mg protein
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tarafindan harcanan NADPH miktar1 olarak hesaplandi ve enziminin spesifik

aktivitesi U/mgHb olarak verildi.
3.5. Ferrosiyanomethemoglobin Metodu ile Hemoglobin Tayini

Hemoglobindeki Fe*? ferrisiyaniir ile Fe*’e okside edilir ve potasyum siyaniir
eklenmesiyle stabil siyanomethemoglobine doniisiir. Siyanomethemoglobinin 540
nm’de Olcililen absorbansi hemoglobin ile dogru orantilidir [73]. Drapkin ¢ozeltisi
icin 0.198 g K3Fe(CN)g, 0.052 g KCN, 1 g NaHCO ayr1 ayr1 hassas terazide
tartildiktan sonra 1 litrelik balon joje icine konuldu. Bir miktar distile su ile
¢ozdiiriildiikten sonra 1 litreye tamamlandi. Ornek tiipiine 5 ml Drapkin ¢dzeltisi
konuldu. Uzerine 20 pl hemolizat eklenip iyice karistirildi. 10 dakika oda 1sisinda
bekletildikten sonra Drapkin ¢ozeltisi kor olarak kullanilarak spektrofotometrede 540

nm’de okundu.
Hesaplama iglemi ise;

Hb Konsantrasyonu (g Hb/100 ml kan) = A (Okunan Absorbans Degeri) x 36,8
(Sabit Katsay1)

3.6. listatistiki Analizler

Tezde kullanilan istatistiksel veriler Windows SPSS 11.0 bilgisayar programinda Tek
Yonlii Varyans Analizi (ANOVA) ve Tukey testi kullanilarak degerlendirilmistir.
P<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.



4. ARASTIRMA VE BULGULAR

4.1. Kadmiyum’un Malondialdehit (MDA) Miktarmma ve Enzim Aktivitelerine
Etkisi

Kontrol grubu ile plazma diizeyindeki VC ve VE uygulanan gruplar

karsilastirildiginda istatistiksel olarak bir fark gozlenmemistir.
4.1.1. Kadmiyum’un Malondialdehit (MDA) Miktarina Etkisi

Kadmiyum’un 1, 50 ve 150 uM uygulanan gruplarinda MDA degerinde istatistiksel
olarak anlaml1 bir artig gozlenmistir (P<0.05). Kadmiyum’un 1 ve 50 uM dozlarinda
VC+VE ile birlikte uygulandigi grupla kontrol grubu ve VC ve VE uygulanan grup
kargilastirildiginda MDA miktarinda  istatistiksel olarak  bir  anlamlilik
gozlenmemistir. 150 pM kadmiyum, VC+VE ile birlikte uygulandig1 grupla kontrol
grubu ve VC+VE uygulanan grup Kkarsilastirildiginda ayni koruyucu etki

gozlenmemistir.

10 - a H Kadmiyum
B Kadmiyum+VC+VE
m Kontrol

W VC+VE

MDA (nmol/mgHb)

1M 50 pM 150pM

Sekil 4.1: Kontrol ve deney gruplarinda eritrosit MDA diizeyleri, *Kadmiyum ile
diger gruplarin karsilagtirilmasi (P<0,05), PKadmiyum+VC+VE uygulanan grupla
kontrol ve VC+VE gruplarinin karsilastirilmasi (P<0,05).
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4.1.2. Kadmiyum’un Siiperoksid Dismutaz (SOD) Enzim Aktivitesine EtKkisi

Kadmiyum’un 1 ve 50 uM uygulanan gruplarinda SOD degerinde istatistiksel olarak
anlamli bir azalma meydana gelirken kadmiyum’un plazma diizeyindeki VC ve VE
uygulamal1 gruplarinda degisme gézlenmemistir. Kadmiyum’un 150 uM uygulanan
gruplarinda SOD aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma gozlenmistir
(P<0.05) ve kadmiyum’un 150 uM uygulanan gruplari ile kadmiyum+VC+VE ile
birlikte uygulandigi grupla karsilagtirildiginda SOD  aktivitesinde azalmayi

degistiremedigi gozlenmistir.

a a
1200 -
1000
B Kadmiyum

= 800 -
T B Kadmiyum+VC+VE
£
5 600 - m Kontrol
8 H VC+VE
» 400 A

200

0 1 1 1
1uM 50 uM 150uM

Sekil 4.2: Kontrol ve deney gruplarinda eritrosit SOD diizeyleri, *Kadmiyum ile
diger gruplarin karsilastirilmas: (P<0,05), ®Kadmiyum+VC+VE uygulanan grupla
kontrol ve VC+VE gruplarinin karsilastirilmasi (P<0,05).

4.1.3. Kadmiyum’un Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesine Etkisi

Kadmiyum’un 1 pM uygulanan gruplarinda CAT degerinde istatistiksel olarak
anlamli bir degisme gozlenmemistir. Kadmiyum’un 50 ve 150 pM uygulanan
gruplarinda CAT aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma gozlenmistir
(P<0.05). Kadmiyum’un 50 uM dozlarinda VC+VE ile birlikte uygulandigi grupla
kontrol grubu ve VC ve VE uygulanan grup karsilastirildiginda CAT aktivitesinde
istatistiksel olarak bir anlamlilik gézlenmemistir. 150 uM kadmiyum ve VC+VE ile
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birlikte uygulandigi grupla kontrol grubu ve VC ve VE uygulanan grup

karsilastirildiginda ayni1 koruyucu etki gézlenmemistir.

12 - a 3 ab 3
a
10
B Kadmiyum

o 8 1 .
T B Kadmiyum+VC+VE
£
§ 6 - 1 Kontrol
< W VC+VE
(o]

1uM 50 uM 150uM

Sekil 4.3: Kontrol ve deney gruplarinda eritrosit CAT diizeyleri, *Kadmiyum ile
diger gruplarin karsilastirilmas: (P<0,05), PKadmiyum+VC+VE uygulanan grupla
kontrol ve VC+VE gruplarinin karsilastirilmasi (P<0,05).

4.1.4. Kadmiyum’un Glutatyon Peroksidaz (GPx) Enzim Aktivitesine Etkisi

Kadmiyum’un 1 ve 50 uM uygulanan gruplarinda GPx degerinde istatistiksel olarak
anlaml bir azalma meydana gelirken kadmiyum’un plazma diizeyindeki VC ve VE
uygulamal1 gruplarinda degisme gozlenmemistir. Kadmiyum’un 150 uM uygulanan
gruplarinda GPx aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma gozlenmistir
(P<0.05) ve kadmiyum’un 150 uM uygulanan gruplari ile kadmiyum+VC+VE ile
birlikte uygulandigi grupla karsilastirildiginda GPx  aktivitesinde azalmay1

degistiremedigi gozlenmistir.
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D

o
1
Q)

35 -
30 B Kadmiyum
':E) 25 A B Kadmiyum+VC+VE
£
5 20 - = Kontrol
E 15 - H VC+VE
(Y
10
5 .
0 1 1 1

1uM 50uM 150 uM

Sekil 4.4: Kontrol ve deney gruplarinda eritrosit GPx diizeyleri, *Kadmiyum ile diger
gruplarm karsilastirimasi (P<0,05), "Kadmiyum+VC+VE uygulanan grupla kontrol
ve VC+VE gruplariin karsilastirilmasi (P<0,05).



5. SONUC VE TARTISMA

Son yillarda antropojenik aktivitenin artmasindan dolay1 o6zellikle deniz
cevresinde toksik metal seviyesinin artist bu metallerin toksisite mekanizmalarinin
calisilmasini 6nemli hale getirmistir. Agir metaller ve tuzlar ¢evresel kirleticilerin
onemli bir grubunu olusturmaktadir. Bir metalin toksisitesi, makro molekiil,
metabolit ve hiicre organelleriyle birlikte biyolojik sistemlerdeki dinamik yasam
proseslerine zarar verme kapasitesine dayanir [1]. Agir bir metal olan kadmiyum
dolagim sistemindeki eritrosit hiicrelerini bir¢ok agidan etkilemektedir. Bunlari,
eritrosit zarlarinda bulunan bazi fosfolipid molekiillerine baglanarak, lipit-protein
tabakasindaki iyon kanallarina ve enzimlerine baglanarak lipit tabakasinin molekiiler
yapisini degistirerek yapar. Bunu hiicre zarmin fiziksel 6zelliklerini yani akiciligini
sinyal iletimi kanal fonksiyonlarini ve protein aktivitesini degistirerek yapar [74]. Bu
calismada insan eritrositleri lizerine agir metallerden kadmiyum’un farkli dozlar (1,
50, 150 uM) plazma konsantrasyonundaki VC+VE (10+30 uM) [75, 76] ile birlikte

in vitro olarak uygulanmistir.

Molekiiler mekanizma kadmiyum’un toksik etkilerinden sorumlu degildir. Cesitli
calismalarda kadmiyum’un oksidatif strese ve antioksidan savunma sistemlerini
bozarak oksidatif hasara neden oldugu ileri siriilmiistiir [77, 78, 79]. Siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) serbest radikaller ve
reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) neden oldugu hasara kars: hiicresel koruma saglayan
enzimlerdir. Bu enzim aktiviteleri Ol¢limii oksidan stresi degerlendirmek icin
kullanilabilecek dolayl1 bir yontemdir. Bu ¢alismada kullanilan kadmiyum enzimatik
antioksidanlardan GPx, CAT ve SOD’un aktivitesini uygulanan dozlarda azaltma
etkisi gostermistir. Bu antioksidan enzimler eritrositlerde ve diger dokularda

meydana gelen oksidatif stresi notralize etmektedirler.

Reaktif oksijen tiirleri ¢oklu doymamis yag asidi molekiiliinden bir hidrojen atomu
c¢ikardig1 zaman bir lipit radikali (L¢) meydana gelir. Bu lipit radikaline bir oksijen
molekiilii katilirsa lipit peroksil radikali olusur. Olusan lipit peroksil radikali bir
biyomembrandan bir hidrojen atomu alip kendisi lipit hidroperoksite doniisiir. Bu

arada yeni bir lipit radikali olusur. Lipit hidroperoksit boliinerek lipit alkoksil
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radikali (LOe) haline gelir. Bir dizi ilerleme ve yikim evresi sonucunda lipit
peroksidasyonunun son tiriinii olan MDA olusur. Bu reaksiyonlar antioksidan
ajanlarin fenolik hidrojenini vermesi veya iki peroksil radikalinin birlesmesiyle sona
erer [80]. Bu caligmada kadmiyum uygulanan gruplardaki eritrositlerde oOlgiilen
MDA diizeyinin, kontrol ve vitaminli gruplardaki diizeylere gore artmis olmasi,
uygulanan metalin eritrositlerin hiicre zarlarmin lipit peroksidasyonunu arttirdigini
gostermektedir. Vitaminlerin insan eritrositlerinin lipit peroksidasyonunu azaltarak
yapmis oldugu antioksidan etki, bu grupta ol¢lilen MDA diizeyleri ile kontrol
grubunda Olglilen veriler arasinda anlamli bir fark olmamasiyla kendini
gdstermektedir. insan eritrositlerinde vitaminlerin ve diger koruyucu maddelerin (vit
E, vit C, B-karoten, coenzyme Q10 gibi), lipit peroksidasyonunu azalttigini bildiren
calismalardaki MDA verileri [81, 82, 83, 84] bulgularimizi destekleyecek
niteliktedir. Durak ve ark. (2010) [56] tarafindan yapilan bir ¢alismada HgCl, nin
zararl etkilerine karst VC ve VE’nin koruyucu etkileri arastirilmis, bu maddenin
neden oldugu MDA artisina karst plazma diizeyindeki VC ve VE’nin koruyucu
etkilerinin oldugu saptanmistir. Eritrositlerde artan MDA miktar1 uygulanan
kadmiyum miktarina bagli olarak reaktif oksijen radikallerinin iiretiminin artmasi ve
buna bagli olarak antioksidan savunma sisteminin zayiflamasindan ileri
gelebilmektedir [56]. Yiiksek metal konsantrasyonlarinda eritrositlerde MDA

miktarinda artig goriilmesi bu goriisii desteklemektedir.

Cesitli kimyasal maddelerin ve insektisitlerin memeli hayvanlar iizerinde sebep
oldugu hasar iizerinde vitamin C, vitamin E ve VC+VE kombinasyonunun koruyucu
etkileri ile ilgili pek ¢ok caligma yapilmistir [85]. Vitamin E ¢ok 6nemli lipofilik
antioksidan bir maddedir. En yiliksek vitamin E konsantrasyonu mitokondri ve
mikrozomlar gibi membranlardan zengin hiicre kisimlarinda bulunmaktadir ve
boylece membran kararliligim1 saglamaya yardimci olmaktadir. Vitamin E,
stiperoksit, hidroksil radikalleri tekli (singlet) oksijen, lipit peroksil radikalleri ve
diger radikal 6rneklerini indirger [86, 87]. Vitamin E lipit peroksidasyonunun erken
asamalarinda biyomembrandaki serbest radikal toplayici aktivitesi sonucu hiicre
membran fosfolipitlerinde bulunan c¢oklu doymamis yag asitlerini serbest radikal
etkisinden koruyarak, lipit peroksidasyonuna karsi ilk savunma hattin1 olusturur ve

bdylece lipit peroksidasyonunu inhibe eder. Lipit peroksil radikallerini yikarak lipit
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peroksidasyon zincir reaksiyonlarini sonlandirdigi igin zincir kirici bir antioksidan
olarak da bilinir [88]. Vitamin C gilgclii indirgeyici aktivitesiyle giliclii bir
antioksidandir. Vitamin C hidrofilik 6zelliktedir. Stiperoksit ve hidroksil radikali ile
kolayca reaksiyona girer. Vitamin C tokoferoksil radikalinin tokoferole
rediiklenmesini saglar [60, 61]. Vitamin C ve E sinerjist etki gosteren
antioksidanlardir [63, 89, 90, 91]. Yapilan ¢alismalarda VC ve VE kombinasyonunun
toksik maddeler tarafindan olusturulan lipit peroksidasyonunu azaltabilecegi ifade
edilmistir [57, 66, 75, 92, 93, 94, 95, 96]. Bu tez c¢alismasinda VC+VE beraber
uygulandiklarinda eritrositlerdeki MDA seviyesi, SOD, CAT ve GPx aktiviteleri
tizerine yliksek konsantrasyondaki kadmiyuma karst herhangi bir koruyucu etkileri
olmadig1 tesbit edilmistir. Ayrica diisiik dozda (1 uM) uygulanan agir metalin sadece
MDA seviyesinde artisa SOD ve GPx’te azalmaya neden olurken incelenen CAT

parametresi lizerinde herhangi bir zararl etkisi goriilmemistir.

SOD, siiperoksid radikallerini hidrojen perokside katalizleyen bir enzimdir.
CAT, hidrojen peroksidi suya doniistiirmekle gorevli olan bir enzimdir [97]. CAT
biitiin hiicrelerde bulunur ve hidrojen peroksidi suya doniistiirerek hiicre i¢i hidrojen
peroksit seviyesini belirli bir diizeyde tutar. GPx, glutatyonu substrat olarak kullanir
ve temel gorevi hidrojen peroksit ve alkil peroksitlerinin ¢oziintirliigiinii azaltmaktir
[98]. Agir metaller SOD, CAT, GPx gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerinde de
degisikliklere neden olmaktadirlar [99, 100, 101, 102]. SOD ve CAT’ 1n antioksidan
aktivitelerinin birbirleri ile denge halinde olmas1 gerektigi [52] ve GPx aktivitesinin
de SOD miktariyla pozitif iliskili oldugu bildirilmektedir [103]. Yapilan calismada,
SOD, CAT ve GPx’in kadmiyum uygulanan eritrositlerdeki diizeyleri, kontrol
grubunda oOlgiilen enzim diizeylerine gére daha az bulunmustur. Bu antioksidan
enzimlerin, artan kadmiyum konsantrasyonlarinda azaldigini bildiren ve bu nedenle
calismamizdaki verilerle paralellik gosteren arastirmalar da bulunmaktadir [65, 104,
105, 106, 107, 108]. Bu azaligin, artan konsantrasyonlardaki agir metalin neden
oldugu artan oksidatif stres sonucu meydana geldigi ifade edilmektedir [65]. Sarkar
ve ark. (1997) [35] kadmiyumun eritrositler iizerine in vivo etkisinde MDA degerinin
arttigini, SOD ve CAT enzim aktivitelerinin azaldigini belirtmislerdir. Vitamin E ve
selenyumun beraber uygulandigi gruplarda MDA degerinde azalma, enzim

aktivitelerinde ise artma goriildiigii ortaya konmustur. Yine Sarkar ve ark., (1995)
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[81] kadmiyumun gesitli dokularin antioksidan enzim aktivitesi iizerine etkKisini
arastirdiklar1 bir baska calismada CAT aktivitesinin kalp dokusunda azaldigi, bobrek
ve karacigerde herhangi bir degisme gostermedigi tespit edilmistir. Ognjanovic ve
ark., (2009) [83] kadmiyumun testis dokusunun antioksidan enzim aktivitesi lizerine
etkisi konulu ¢alismalarinda SOD, CAT, GPx, GR ve GST enzim aktivitelerini
azalttigini, lipit peroksidasyonunu arttirdigini ortaya koymuslardir. CoQ(10) ve
Vitamin E’nin koruyucu olarak bu etkileri tam tersine c¢evirdigini ortaya
koymuslardir. Bu c¢alismada agir metal olan kadmiyum’un eritrositlerde 1 pM
dozlarinda MDA seviyesinde artma olurken SOD ve GPx antioksidan enzim
aktivitelerinde azalma, CAT’ta herhangi bir degisme goriilmemistir. Plazma
seviyesindeki VC ve VE MDA degerinde, SOD ve GPx aktivitelerinde meydana
gelen degismeyi diizeltmistir. CAT aktivitesinde herhangi bir degisme olmadigindan
vitamin etkisine gerek kalmamistir. Kadmiyum 50 pM dozunda uygulandiginda
olusturdugu SOD, CAT ve GPx aktivitelerinde meydana gelen hasara kars1 VC ve
VE’nin koruyucu etkilerinin oldugu gézlenmistir. Kadmiyum MDA diizeyinde artisa;
SOD, CAT ve GPx aktivitelerinde azalmaya neden olmustur. Uygulanan vitaminler
arastiritlan bu parametreler lizerinde koruyucu etkiye neden olmus, artan MDA
diizeyinde azalma; azalmis olan antioksidan enzim aktivitelerinde ise artma meydana
getirmislerdir. Uygulanan kadmiyum 150 uM dozunda eritrositlere uygulandiginda
MDA seviyesinde artig; SOD, CAT, GPx aktivitelerinde ise anlamli bir azalma
meydana gelmistir. Kadmiyum ayni1 dozda VC ve VE ile birlikte uygulandiginda ise
MDA seviyesi ve antioksidan enzim aktiviteleri bakimindan Kkarsilastirma
yapildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmemistir. Bu dozlarda
uygulanan kadmiyum’un arastirilan parametreler iizerine olusturdugu zararl etki

tizerine VC ve VE’nin herhangi bir koruyucu etkisinin olmadig1 gozlenmistir.

Bu tez calismasinda agir metal olan kadmiyumun insan eritrositleri {izerine
olan toksik etkisi ve olusan bu toksik etki iizerine plazma seviyesindeki VC ve
VE’nin koruyucu etkisi in vitro olarak arastirilmigtir. Calismanin sonucunda
goriilmiistiir ki plazma seviyesindeki VC ve VE uygulamasiin, kadmiyumun
eritrositler {izerine neden oldugu toksik etkiyi kismen azalttigi fakat tam olarak

onleyemedigi goriilmiistiir.
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Bu nedenle kadmiyum’un agir metal olarak kullanilmas: son derece tehlike
yaratmaktadir. Dolayisiyla kadmiyum’un sanayide kullanilmasi kontrol altina
alinmal1, bilingli olarak kullanilmas1 saglanmali, kullanimi asgari seviyeye
indirilmeli ve zirai ¢alismalarda kullanilan sentetik giibreli topraklarda yetistirilen
tirtinlerle giderek artan miktarlarda alman kadmiyum i¢in engelleme yoOntemleri
gelistirilmelidir. Kadmiyum’la olusan bu degisiklikler iizerine vitaminlerin
kadmiyum’un belirli bir toksisitesine kadar koruyucu oldugu kabul edilebilir.
Dolayisiyla, plazma seviyesindeki VC ve VE kadmiyum’un toksik etkilerini
azaltmak i¢in faydali rol oynamaktadir. Diyetlerde vitamin C ve E igeren besinlere

yer verilmelidir.
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