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Abstract

Cadmium (Cd) is among the heavy metals causing environmental pollution and can cause temporary or
permanent oxidative stress in the cells. Antioxidative enzyme mechanisms may be inadequate in the response of living
organisms to oxidative stress caused by these toxic substances. In this study, in order to prevent Cd induced oxidative
stress, the possible protective effects of (TA), cacao oil (CO) and St. John’s Wort oil (JWO) on lipid erythrocytes and
antioxidant enzymes were investigated. We prepared packed erythrocytes from the blood samples of 7 healthy volunteers.
Experiment groups consisting of control, Cd, TA, CO, JWO and their combinations (Cd+TA, Cd+CO ve Cd+JWO) were
arranged. In all groups, malondialdehyde (MDA), superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) were measured.
Comparisons between groups of normally distributed variable were evaluated by One-Way variance analysis (ANOVA).
Comparisons between groups of not normally distributed variable wereevaluated by Kruskal-Wallis test. After Cd
administration SOD activity was increased in TA (3507+ 68.2 u/gHb), CO (3518 £170.0 u/gHb) and JWO (3469+249.5
u/ gHb) groups compared to Cd group. After Cd administration MDA levels were decreased in CO (52,1+24,3 nmol/gHb)
and JWO (54,1+23,7 nmol/gHb) groups compared to Cd group. However, it did not change in the TA (61,5+50,0
nmol/gHb) group. After Cd administration CAT activity was increased in TA (228,2+31,3 u/gHb), CO (281,6+295,3
u/gHb) and JWO (267,8+69,4 u/gHb) groups compared to Cd group (196,2+223,0 u/gHb). These results indicate that HF
and SCI may reduce Cd-induced oxidative stress, but TA is not very effective in terms of MDA levels. These data obtained
in terms of other studies may be guiding.
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k

insan eritrosit paketinde kadmiyum ile indiiklenen oksidatif strese tannik asit, kakao ve sar1 kantaron yaginin
antioksidatif etkileri

Ozet

Kadmiyum (Cd), cevre kirliligine neden olan agir metaller arasinda yer almakta ve hiicrelerde gegici veya kalici
oksidatif strese sebep olabilmektedir. Bu toksik maddelerin olusturdugu oksidatif strese canli organizmalarin olusturdugu
yanitta antioksidatif enzim mekanizmalar1 yetersiz kalabilmektedir. Bu ¢alismada, Cd ile indiiklenen oksidatif stresi
onlemek amaciyla, antioksidan etkileri bilinen tannik asit (TA), kakao yag1 (KY) ve sar1 kantaron yaginin (SKY) insan
eritrositlerindeki lipit peroksidasyonu ve antioksidan enzimler iizerine olast koruyucu etkileri arastirilmigtir. Bu amagla
yapilan ¢aligmada, 7 saglikli goniilliiden kan ornekleri alinarak eritrosit paketleri hazirlanmigtir. Hazirlanan eritrosit
paketlerinden kontrol, Cd, TA, KY, SKY ve kombinasyonlarini1 (Cd+TA, Cd+KY ve Cd+SKY) igeren deney gruplari
olusturulmugtur. Tiim gruplarda siiperoksit dismutaz (SOD), malondialdehit (MDA) ve katalaz (KAT) enzim diizeyleri
Ol¢tilmiistiir. Normal dagilim gosteren ve gostermeyen degisken gruplar arasindaki karsilagtirmalar Tek Yonli Varyans
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analizi (ANOVA) ve Kruskal-Wallis testi ile degerlendirilmistir. SOD aktivitesinin Cd grubuna gére (3231+214,6 i/gHb),
Cd uygulamasi1 sonrast TA (3507+168,2 ii/gHb), KY (3518+170,0 ii/gHb) ve SKY (3469+249,5 {i/gHb) uygulanan
gruplarda arttifi gézlendi. MDA aktivitesinin Cd grubuna gore (60,3£14,9 nmol/gHb), Cd uygulamasi sonrasi KY
(52,1+£24,3 nmol/gHb) ve SKY (54,1£23,7 nmol/gHb) uygulanan gruplarda azaldig: ancak TA (61,5+50,0 nmol/gHb)
uygulanan grupta degismedigi gozlendi. KAT aktivitesinin Cd grubuna gore (196,2+223,0 ii/gHb), Cd uygulamasi sonrasi
TA (228,2+31,3 ii/gHb), KY (281,6+295,3 ii/gHb) ve SKY (267,8+69,4 {i/gHb) uygulanan gruplarda arttig1 gézlendi. Bu
sonuglar KY ve SKY’nin Cd ile indiiklenen oksidatif stresi azaltabilecegini ancak MDA diizeyleri agisindan TA’in ¢ok
fazla etkili olmadigini gostermektedir. Yapilacak diger caligmalar acgisindan elde edilen bu veriler yol gosterici
olabilecektir.

Anahtar kelimeler: kadmiyum, oksidatif stres, insan eritrositi
1. Giris

Oksijen, yasam i¢in olduk¢a dnemlidir. Fakat metabolizma sonucu ortaya ¢ikan bazi reaktif oksijen tiirleri hiicre
ve dokulara zarar verme potansiyeline sahiptir [1, 2]. Reaktif oksijen tiirleri molekiiler oksijenle kiyaslandiginda kimyasal
olarak daha aktif yapidadirlar [3]. Hiicrelerdeki oksijen metabolizmasi gibi endiistriyel atik kirliligi, radyasyon, pestisitler
ve kirlenmis sular serbest radikallerin olusumuna yol agabilmektedir [4]. Metabolizma sonucu olusan, O% (siiperoksit
radikali), OH (hidroksil radikali) ve H.O- (hidrojen peroksit) gibi reaktif oksijen tiirleri (ROS) DNA’da kiriklara neden
olurken bazlarin yapisin1 bozmaktadirlar [4]. Hiicrenin normal redoks durumunun bozulmasiyla peroksitler ve serbest
radikallerin iretilmesiyle protein, lipit ve DNA’da dahil olmak iizere hiicrenin tiim kisimlari zarar gérmektedir [5].

Kadmiyum (Cd), nikel-kadmiyum piller, boyalar, plastikler, elektrokimya gibi endiistriyel atiklarin suya ve
cevreye karigsmasiyla bitkilerde birikmektedir. Bitkilerde biriken bu Cd’un biiyiik bir kismi gida ve suyolu ile birlikte
canliya gegmektedir. Bunlarin yaninda sigara tiiketimiyle de Cd maruziyeti olmaktadir. Cd insanlarda ve hayvanlarda
serbest radikal olusumuna yol agarak, hiicresel seviyede hasart indiikklemekte ayni zamanda hiicresel redoks
tepkimelerinde 6nemli olan onarim siirecine de hasar vermektedir [6].

Sican karaciger, bobrek ve beyin dokularinda olusan oksidatif hasara karst antioksidan ajanlar olan vitamin C,
vitamin E ve tannik asit gibi polifenolik bilesenler etkili olabilmektedir. Taninlerce zengin tannik asit, ¢ay, kahve, tiziim,
findik gibi bitkilerde yaygin olarak bulunmakta ve bitkinin predatorlerine karsi savunmasinda gérev yapmaktadir. Ayrica
tannik asidin antioksidan etkisinin oldugu da belirtilmektedir Yaptigimiz bir bagka ¢alismada da tannik asidin beyin
dokusundaki MDA seviyelerini azaltic etkili oldugu belirlendi [7-9].

Hypericum cinsi Clusiaceae familyasi ve Hypericoideae alt familyasina dahil olan Hypericum perforatum L.
(sar1 kantaron) yag1 (St. John's Wort Oil) Tiirkiye’de cesitli bolgelerde bulunmaktadir. Gegmis tarihlerden giiniimiize
kadar mide agrisi, sinir hastaliklar1 yaralar iyilestirici etkisi bilinen sar1 kantaron, son zamanlarda klinik deneylerde
kullanilan ve tipta popiiler olarak kullanilan bir bitkidir [10, 11].

Hypericum perforatum o6rnekleri in vitroda iyi derecede antioksidan aktivite gostermektedir [12].

Kakao, Theobroma cacao bitkisinin tohumlarindan iiretilmektedir. Milattan 6nce 600 yilindan itibaren Mayalar
ve Azteklerin bu bitkiyi kullandig1 bilinmektedir. Kakao, epikatesin, katesin ve prosiyanidinler gibi yiiksek miktarlarda
flavonoidler ihtiva eder. Kakao flavonoidleri giiglii antioksidanlar olarak kabul edilir ve radikal siipiiriicii etkilidirler [13].

Agir metal toksisitesinin en ¢ok etkiledigi hiicreler eritrositlerdir, in vitro galigmalarda Cd’un eritrositlerde
oksidatif stresi arttirdigi baz1 ¢alismalarda gosterilmistir [14, 15]. Eritrositler, oksidatif strese karsi oksijenle yiliksek
konsantrasyonda karsilagmalar1 sonucu yapilarindaki hemoglobinin kolayca otooksidasyona ugramasi ve membranlarinin
lipit peroksidasyona duyarli olmasi ve hasar géren yapi taglarini tamir etme yeteneklerinin az olmasi olmasi nedeniyle
oldukga hassas yapilardir [16].

Cd gibi oksidatif stres olugturan bazi ajanlarin neden olduklari hasari azaltmak ya da tamamen ortadan kaldirmak
icin ¢esitli antioksidan maddeler uygulanmaktadir. Bu c¢alismada, agir metal Cd’un uygulanmasi sonucu insan
eritrositlerinde meydana gelen hasarin belirlenmesi, antioksidan enzim sistemlerinde meydana gelen degisikliklerin
incelenmesi icin etkinlikleri ¢esitli ¢aligmalarla gosterilmis olan TA, KY ve SKY’nin olasi etkilerinin karsilastirilmali
olarak aragtirilmasi amaglanmistir.

2. Materyal ve yontem

Calismada sigara ve alkol kullanmayan 23-47 yas aras1 7 saglikli goniilliiden alinan 6 ml kan 6rneginden eritrosit
paketi hazirland1 (Etik kurul no: 80558721/14) Deney igin kontrol grubu ile Cd sonrast TA, KY ve SKY uygulanan 8
deney grubu olusturuldu [17-19] (Tablo 1). Tiim gruplara ait 7 6rnekte SOD, MDA ve KAT 6l¢iimleri yapildi.

Saglikli goniilliillerden alinan kanlar EDTA’1 tiiplere kondu. 6 ml kan 3000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi.
Siipernatant atilarak kalan kana 3 ml serum fizyolojik kondu. 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant
atilarak kalan kana 3 ml PBS kondu. Bu islem 3 kez tekrar edildi. Siipernatant atilip kalan kana 3 ml RPMI 1640 besiyeri
koyduktan sonra igerisinde 7 ml besiyeri bulunan tiiplere aktarildi. Total hacim 13 ml’ye tamamlanarak 1’er ml olacak
sekilde 8 tiipe dagitildi. Bu tiiplere uygun soliisyonlar eklenerek 37°C’de su banyosunda 1 saat inkiibe edildi.
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Inkiibasyonun ardindan érneklerde MDA, SOD ve KAT spektrofotometrik olarak dlciilerek enzim aktiviteleri belirlendi.
Serbest radikal analizleri i¢in; siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivite diizeyi (iinite/gram hemoglobin) Yi Sun ve ark.
(1988) metodu ile; malondialdehit (MDA) lipid peroksidasyon diizeyi (nanomol/ gram hemoglobin) Uchiama ve Mihara
(1978) metodu ile, katalaz (KAT) enzim aktivite diizeyi (iinite/gram hemoglobin) Goth L. (1991) metodu ile, hemolizat
(kan) orneklerinde belirlendi [20-22]. Normal dagilim gosteren degisken gruplari arasindaki karsilagtirmalar tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) ve normal dagilim gostermeyen degisken gruplar arasindaki kargilagtirmalar Kruskal-Wallis
testi ile degerlendirildi.

Tablo 1. Deney gruplari ve uygulanan madde miktarlari
Deney Gruplari (n=7) Madde miktarlar:

Kontrol -

Kadmiyum (Cd) 150 uM
Tannik Asit (TA) 50 uM

Kakao yag1 (KY) 1 pl/ml
Sar1 Kantaron Yagi (SKY) 1 pl/ml

Cd+ TA

150 pM+50 uM

Cd+ KY

150 uM+1 pl/ml

Cd+ SKY

150 uM+1 pl/ml

3. Bulgular

Calismada kontrole grubuna gore (49,7 £ 18,4 nmol/gHb) MDA seviyesinin Cd uygulanan grupta (60,3 £14,9
nmol/gHb) arttigi, KAT aktivitesinin kontrol grubuna gore (508,7 ii/gHb) Cd uygulanan grupta (196,2 ii/gHb) azaldigi,
SOD aktivitesinin ise, kontrol grubuna goére (3531 + 140,4 i/gHb), Cd grubunda (3231 + 214,6 {i/gHb) azaldig
gozlenmigtir. SOD aktivitesinin Cd grubuna goére (3231 £ 214,6 ii/gHb), Cd uygulamasi sonrasi TA (3507 + 168,2 {i/gHb),
KY (3518 +£170,0i/gHb) ve SKY (3469 +£249,5 ii/gHb) uygulanan gruplarda arttigi gozlendi. MDA aktivitesinin Cd
grubuna gore (60,3 14,9 nmol/gHb), Cd uygulamasi sonras1 KY (52,1 £24,3 nmol/gHb) ve SKY (54,1 +23,7 nmol/gHb)
uygulanan gruplarda azaldigi ancak TA (61,5 +£50,0 nmol/gHb) uygulanan grupta degismedigi gozlendi. KAT
aktivitesinin Cd grubuna gore (196,2 £223,0 ii/gHb), Cd uygulamasi sonrast TA (228,2 £31,3 ii/gHb), KY (281,6 +295,3
i/gHb) ve SKY (267,8 +69.,4 ii/gHb) uygulanan gruplarda arttig1 gdzlendi. (Tablo 2). Bu sonuglara gére Cd uygulanan
gruplarda SOD ve KAT diizeylerinin kontrole gore daha diisiik, MDA degerlerinin daha yiiksek oldugu, kadmiyum
uygulamasi sonrasi antioksidan madde uygulanan gruplarda TA’nin MDA degerlerini degistirmedigi gdzlenmistir. Cd’un
neden oldugu oksidatif stresi ortadan kaldirmada TA’ya gore, KY ve SKY daha etkili bulunmustur. Gézlenen farklar
bulunmakla birlikte sonuglarin istatistiksel agidan anlamlilig1 gosterilememistir.

Tablo 2. Deney gruplari ve bunlara ait SOD (ii/gHb), MDA (nmol/gHb) ve KAT (ii/gHb) aktiviteleri (ortalama =+
standart sapma; p<0.05)

Gruplar SOD MDA KAT
ii/gHb nmol/gHb ii/gHb
(ortalama =+ ss) (ortalama =+ ss) (ortalama =+ ss)
Kontrol 3531 +140,4 49,7+ 18,4 252,0 £78,0
Kadmiyum (Cd) 3231+214,6 60,3 +14.9 196,2 £223,0
Tannik Asit (TA) 3531+ 159,1 45,6 19,0 254,1 £66,6
Kakao Yag (KY) 3543 +159,4 41,3 +16,0 245,8 +68,3
Sar1 Kantaron Yagi (SKY) 3554+ 136,4 52,5£27,7 2432 £33.9
Cd+ TA 3507 + 168,2 61,5 +50,0 228,2 +31,3
Cd+ KY 3518 £170,0 52,1 £243 281,6 £295,3
Cd+ SKY 3469 +£249,5 54,1 £237 267,8 £69,4
Gruplar arasi fark p=0,050 p=0,347 p=0,709

4. Sonuclar ve tartisma

Sunulan bu arastirmada oksidatif stres ajani olarak eritrositlere uygulanmak tizere Cd segilmistir. Cd
zehirlenmelerinde birgok organ zarar goriir. Kadmiyumun viicuttaki dagilimi, alinis yolu, dozu ve siiresine bagli olarak
degismektedir. Kadmiyum viicutta kan hiicrelerine ve kan dolagimindaki proteinlere baglanarak diger organlara taginir.
Elimine edilmesinde rol oynayan karaciger ve bobrek kadmiyum toksisitesinin ana hedefidir. Kadmiyum serbest radikal
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olusumuna neden olmasi ve antioksidan savunma sisteminde bozukluga neden olmasi nedeniyle sitotoksiktir. Bununla
birlikte kadmiyum direkt olarak serbest oksijen radikali iiretmekten ¢ok, mitokondriyal elektron transfer zincirini
etkileyerek ya da glutatyon tiiketimini artirarak indirekt yoldan da serbest radikal iiretimine katkida bulunur [23, 24].

Serbest radikaller hiicrede DNA, lipid, protein, karbohidratlar gibi bilesiklerine etki ederek onlarin bozulmasina
ve boylece lipit peroksidasyonuna neden olur [25]. Malondialdehit (MDA), hiicre lipidlerinin yapilarimin okside edilerek
bozulmasi ile olusan ana metabolit olup, lipid peroksidasyonunun bir gostergesidir [26]. Serbest radikallerden
kaynaklanan oksidasyonlari dnleyen, olugsan serbest radikalleri yakalayan ve stabilize eden maddeler ise antioksidan
olarak bilinir. Antioksidanlar, olusan serbest radikallerle reaksiyona girerek yeni serbest radikal olusumunu 6nleyen
bilesiklerdir. Dogal antioksidan kategorisindeki katalaz (KAT), siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz
(GSHPx) gibi enzim sistemleri, serbest radikalleri yok etme o6zelligine sahiptir. Bu enzimler, serbest radikallerin
proteinler, lipidler ve DNA gibi hiicresel bilesenlere zarar vermesini 6nleyebilmektedirler [23].

Zikic ve arkadaslarinin akvaryum baliklarinin eritrositlerinde yaptig1 bir calismada kadmiyum (Cd)’un SOD ve
KAT aktivitelerini onemli derecede azalttigini bildirmislerdir [27].

Diger bir ¢alismada Shukla ve ark. intraperitoneal olarak verilen kadmiyumun katalaz aktivitesini engelledigini
bildirmistir [28]. Yine Hussain ve arkadaglarinin siganlar iizerinde yaptiklar: arastirmada intraperitoneal olarak uygulanan
kadmiyum asetatin lipit peroksidasyonuna yol agtigi, SOD enzim aktivesini inhibe ettigi bildirilmektedir [29]. Kara ve
arkadaglarinin kadmiyum ile yaptig1 bir ¢aligmada kadmiyumun MDA seviyelerini yiikselttigi gézlenmistir [30].

El Sayed ve arkadaslart agir metal olan kursunla farelerde olusturulan oksidatif streste, kursunun SOD ve KAT
aktivitesini inhibe ettigini gostermislerdir. Yine bu ¢alismada kursunla birlikte verilen tannik asit SOD ve KAT’in
aktivitesini olumlu yonde etkilemistir [31].

Calismamizda lipit peroksidasyonun gostergelerinden olan MDA diizeylerinin, Cd uygulamasi sonrast arttigi,
antioksidan enzim sistemlerinden SOD ve katalazin ise diistiigii gozlendi. Cd nedeni ile olusan bu olumsuz tablonunun
diizeltilmesinde etkili olabilecegi diigiiniilen cesitli dogal antioksidan bilesenler uygulandiginda ortaya ¢ikan sonuglar
literatiirdeki bilgilerle karsilastirildi. Flavonoidler, 6zellikle epikatesin ve katesin Fe ve Cu gibi metalleri selatlarlar.
Flavonoidler, peroksil, peroksinitrit, siiperoksit ve 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil gibi radikalleri notralize ederler [32]. Bir
flavanoid olan TA’nin demir iyonlarina etki ederek tekli oksijen, azot oksit ve hidroksil radikallerinin olusumunu 6nledigi
gosterilmistir [33].

Lenfositlerle yapilan bir ¢aligmada H203 ile indiiklenmis oksidatif DNA stresinde TA’nin DNA hasarini azalttigi
gozlenmistir [34]. TA’nin demir iyonlarina baglanarak (selasyon) hidroksil radikali olusumunu 6nlemek yoluya oksidatif
hasar1 engelledigi ileri siiriilmiistiir [33]. Bunun yami sira tannik asitin antioksidan etkisinin in vitro insan lenfositlerinde
H>0; aracili DNA hasarlarinda Fe, Cu gibi metalleri ve serbest radikalleri ortamdan uzaklastirarak gosterdigi bildirilmistir
[34]. Calismamizda Cd uygulamasi ile azalan SOD seviyesinin artirllmasinda istatistiksel olarak anlamli olmamakla
birlikte TA’ nin etkili olabilecegi gdzlendi.

Bir diger flavanoid KY dogal bir antioksidandir. Jalil ve arkadaslarinin obez ve diyabetik ratlarda yaptigi bir
calismada kakaonun SOD enzim aktivesini arttig1, katalaz aktivitesinin kakao uygulan grupta azaldigin bildirmislerdir
[35]. Caligmalarda kakao’nun antioksidan sistemini olumlu etkiledigi vurgulanmaktadir. Kakao ile siiperoksit dismutaz
ve katalaz aktivitesinin artirilmasi O, ve HO; gibi enzim substratlarinin dogrudan nétralizasyonuna bagli olabilir. Kakao
fenolleri, siiperoksit dismutaz gibi gii¢lii antioksidanlarin up-regiilasyonu igin 6nemli bir role sahip olabilir.
Calismamizdan elde edilen veriler Cd uygulamasi sonrast SOD, katalaz diizeyleri ve MDA agisindan kakaonun olumlu
etkileri oldugunu gostermektedir. Noori ve arkadaslari tarafindan yapilan ve kakaonun antioksidan roliiniin arastirildig:
bir ¢alismada, si¢an karaciger, kalp ve bobrek dokularinda farkli dokularda SOD, katalaz ve MDA ’nin farkli sonuglar
verdikleri bildirilmistir. Bu ¢alismada kakao uygulanan gruplarda karaciger dokusunda SOD, katalaz ve MDA da artig
olurken, kalp dokusunda SOD ve MDA’da degisiklik gbzlenmemis ancak katalaz aktivitesi artmigtir. Ayni ¢aligmada
bobrekte SOD, katalaz ve MDA ’da degisiklik goriilmemistir [36]. Calismamizda Cd uygulamasi ile artan MDA sevisini
diistirmede, azalan SOD ve KAT aktivitesini arttirmada K'Y ’nin etkili oldugu gozlendi.

Calismamizda kullanilan bir diger antioksidan bilesik olan Hypericum perforatum (sar1 kantaron) ile ¢esitli
calismalar yapilmistir. EI-Sherbiny ve arkadaslar1 tarafindan scopolamin ile sigan beyinde olusturulan oksidatif stres
sonrasi uygulanan Hypericum perforatum (sar1 kantaron) ekstratlarinin MDA seviyelerini disiirdiigii, SOD seviyelerini
degismedigi gosterilmistir [37]. Rotenonun toksik etkisiyle yapilan bir ¢alismada farkli olarak sar1 kantaron ekstraktinin
sigan beyninde MDA seviyelerini azalttig1 ve katalaz aktivitesini artirdig1 bildirilmistir. Caligmamizda Cd uygulamasi ile
artan MDA seviyesini diisirmede, azalan SOD ve KAT aktivitesini artirmada SKY 'nin etkili oldugu goézlendi.
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