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Sican (Wistar albino) merkezi sinir sisteminde kadmiyum siilfatla (CdSO,) birlikte
verilen nitrik oksit sentaz (NOS) inhibitorlerinin toplam lipid ve protein miktarlarina
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Sicanlarda (Wistar albino) somatomotor kortekse kadmiyum siilfat (CdSO,) verildikten
sonra spesifik Nitrik Oksit Sentaz (iNOS) enzim inhibitérii olan Aminoguanidin (AG)
ve NO onciisii olan L-Arjinin (L-Arg)’in beyin ve beyincikteki toplam lipid ve protein
miktarlarina etkisini tespit etmek {izere, sunulan ¢alisma planlandi. Bu amagla, saf, kont-
rol, kadmiyum, kadmiyum+L-Arg ve kadmiyum+AG olmak {izere 7’ser sicandan olu-
san 5 grup olusturuldu. Kadmiyum grubu siganlara 0,0021 mg/kg CdSO, sol hemisfere
(bregmanin lateraline) intrakortikal yoldan enjekte edildi. Kontrol grubuna ayni hacimde
serum fizyolojik verildi. Kadmiyum+AG grubuna giinde iki kez olmak iizere 100 mg/
kg AG 15 giin siireyle intraperitoneal yoldan verildi. Kadmiyum+L-Arjinin grubuna da
giinde iki kez olmak tizere 1000 mg/kg L-Arjinin 15 giin siireyle intraperitoneal yoldan
verildi. Saf grup ise hicbir isleme tabi tutulmadi ve higbir madde verilmedi.

Elde edilen sonuglar, calisilan diger gruplara gére kadmiyumun toplam lipid ve protein
miktarlarint diislirdiigiinii ve toksik etkiye sahip oldugunu goéstermektedir. Ayrica, su-
nulan ¢aligma ile siganda kadmiyumun bu ndrotoksik etkisinin, spesifik NOS inhibitorii
olan AG tarafindan azaltildigina dair sonuglar yeni bulgulardir. L-Arjininin kadmiyum-
dan kaynaklanan toplam lipid ve protein miktarlarindaki azalmay1 arttirdigini ve bu néro-
toksik etkide NO’nun da rol aldigini, elde ettigimiz bulgular gostermektedir.

J. Exp. Clin. Med., 2011, 28:175-181

ABSTRACT

The present study was designed to assess the effects of a specific NOS inhibitor amin-
oguanidine (AG) and a NO precursor L-Arginine (L-Arg) on the total lipid and protein
quantities in brain and cerebellum of Wistar albino rats after CdSO, injection into the
somatomotor cortices. For this purpose 5 groups of rats, each containing 7 animals were
formed as non-operated, control, cadmium, Cd+L-Arg and Cd+AG respectively. Rats in
cadmium groups received 0.0021 mg/kg intracortical Cd injection in the left hemisphere,
lateral to Bregma. Control group received the same volume of saline. Cd+AG group
received i.p AG injections for 15 days after the intracortical Cd injections twice a day in
100 mg/kg doses, respectively. Cd+L-Arg group received i.p L-Arg injections for 15 days
after the intracortical Cd injections twice a day in 1000 mg/kg doses, respectively, too.
Non-operated group received neither any treatment nor any operation.

In conclusion, it was determined that CdSO, lowers the total lipid and protein quantities,
and affects the rats toxically when compared to other groups. In addition, our results are
new findings suggesting that the toxic effect of CdSO, was decreased by spesific NOS
inhibitor AG in rat. L-Arg also appeared to augment this toxic effect of CdSO,.

J. Exp. Clin. Med., 2011; 28:175-181
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1. Giris

Cevre kirliligine neden olan kimyasal kirleticiler, hiic-
resel gelisim {izerine uzun siireli bir etkiye sahiptir (Kose,
2005). Norotoksik maddeler arasinda metallerin yeri ayr1 bir
onem tagimaktadir. Ciinkii, beyin korteksine verildiklerinde
uzun sire parcalanmadiklarindan, lokal olarak enjeksiyon
alaninda kalmakta ve etki siireleri daha da uzun olmaktadir
(Tan, 2003).

Kadmiyum, hicbir biyolojik yarari olmayan fakat insanlar
ve hayvanlar i¢in yiiksek derecede toksik etkiye sahip ve git-
tikge artig gosteren endiistriyel ¢evre kirleticilerinin baginda
gelmektedir. Cesitli endiistriyel faaliyetler sonucu yiyecekle-
rine kursun ve kadmiyum bulasan biiyiikbag hayvanlarin kan-
larindaki kursun ve kadmiyum seviyelerinde artislar oldugu
ifade edilmistir (Swarup ve ark., 2007).

Kadmiyum insanlarda gii¢lii bir kanserojen etkiye sahip
olup, kanser patogenezine neden olan birgok faktore bag-
It olarak bobrek, pankreas, prostat ve akciger kanserlerine
neden olabilir (Waisberg, 2003). Kadmiyum karakteristik
akciger kanserojeni olmasindan dolayr Amerika’da ulusal
toksikoloji programi gergevesinde uluslararast kanser arastir-
malart kurumu tarafindan birinci derecede insan kanserojeni
olarak siniflandirtlmistir (Waisberg, 2003).

Kadmiyum oksidatif strese neden olmaktadir, fakat bu-
nun neden oldugu oksidatif stres mekanizmasi tam olarak ay-
dinlatilamamistir. Kadmiyum her ne kadar serbest radikalle-
rin ortaya ¢ikisina dogrudan sebep olmasa da bazi enzimlerin
antioksidan aktivitelerindeki degisiklikler ile dokularda lipit
peroksidasyonuna neden olur (Patrick, 2003; El-Demerdash
ve ark., 2004; Antonio ve ark., 2003; Carageorgiou ve ark.,
2004). Ayrica insanlar ve hayvanlarda gesitli patolojik durum-
larin baglamasi ve DNA, protein ve lipitlerin oksidatif bozul-
mastyla sonuglanan serbest radikal {iretimini uyardigini gos-
teren ¢aligmalar mevcuttur (Manca ve ark., 1991; Sarkar ve
ark., 1997; Zhang ve ark., 2009). Serbest radikal {iretiminde
rol oynayan kadmiyum, ¢esitli stoplazmik ve membran pro-
teinlerin yapisinda (ferritrin, apoferritrin gibi) bulunan demir
ve bakir ile yer degistirebilir, bu nedenle Fenton reaksiyonlart
ile oksidatif reaksiyon zincirine katilabilir (Casalino, 1997).

Mendez-Armenta ve ark., (2003) bes giin boyunca intra-
peritonal olarak kadmiyum verilen (1 mg/kg/giin) sicanlarda,
beynin pariyetal korteks, striatum ve serebellum bdlgelerin-
deki lipit peroksidasyonunda énemli derecede artis oldugunu
belirtmiglerdir. Ayrica erkek siganlarin hipotalamus, striatum
ve prefrontal korteks gibi farkli beyin bolgelerinde kadmi-
yumun amino asit metabolizmasi lizerine farkl etkiler olus-
turdugunu gosteren bulgular mevcuttur (Lafuente ve ark.,
2001).

Son yillarda artan atmosferik kirlilikle birlikte dikkati
¢eken bir diger bilesik de Nitrik Oksit (NO)' tir. Bir serbest
radikal olan NO (azot monoksit), azotun bir¢cok oksitinden
biridir. Ozellikle 1987 y1lindan sonra NO ile ilgili 40,000 den
fazla yaymn yapilmis, 1992 yilinda Science dergisi NO’yu yi1-
lin molekiilii segmistir. Ilerleyen yillarda NO’nun hem hiic-
resel hem de biitiin viicuda ait fizyolojik olaylarda, ayrica
inflamasyon ve uzun siireli dejeneratif hastaliklar gibi ¢ogu
hastaligin patolojisinde 6nemli roller iistlendigi anlasilmistir
(Bruckdorfer, 2005). Kadmiyum toksik etkisini mitokondrial
membran potansiyelini azaltarak ve reaktif oksijen tiirlerinin
tiretimini artirarak gosterir. NO sentezinin engellenmesi du-
rumunda kadmiyumun mitokondrial membran potansiyelini

azaltict etkisinde artis gézlenmistir. NO’nun diizenleyici rol
oynadig1 sistemlerde, Kadmiyum Siilfat’in meydana getirdigi
toksik etki, mitokondriyi oksidatif stresten koruyarak NO ta-
rafindan azaltilir (Poliandri ve ark., 2004) .

NO ile yapilan bir diger ¢alismada, serebellumda Kadmi-
yum Siilfat ndrotoksisitesinin oldukga etkili oldugu, spesifik
Nitrik Oksit Sentaz (NOS) enzim inhibitorii olan Aminogua-
nidin (AG)’in sigan serebellumunda Kadmiyum Siilfat néro-
toksisitesinden kaynaklanan hiicre dliimlerinde tedavi edici
bir rol oynadig1, non-spesifik ya da Kompetetif NOS enzim
inhibitori olan L-Arginin’in ise Kadmiyum Siilfat nérotok-
sisitesinden kaynaklanan hiicre dliimlerini daha da artirdigi
stereolojik yontemle tesbit edilmistir (Tan, 2003).

Yapilan literatiir taramalari sonucunda, Kadmiyum Stilfat
toksisitesi ile NO arasindaki iligkinin biyokimyasal sonuglari
ve bu degisikliklerin mekanizmalarinin nasil oldugu hakkin-
da yeterli ¢aligmaya rastlanilmamistir. Bu ¢alismanin amaci,
beyin ve beyincikte hiicre kayiplarina neden olan Kadmiyum
Siilfat toksisitesi ile NO arasindaki iliskinin biyokimyasal
olarak, hiicrelerdeki toplam lipit ve protein miktarlari tizeri-
ne olan etkilerini arastirmak, NO ve NO inhibitdrlerinin etki
mekanizmalartyla toplam lipit-protein miktarlari arasinda bir
iliski olup olmadig1 konusuna agiklik getirmektir.

2. Gerec ve yontem

Deney hayvanlari

Deneyler, agirliklart 150-250 gram arasinda degisen
2-3 aylik Wistar tipi erkek albino siganlarda yapildi. Sigan-
lar Ondokuz Mayis Universitesi Tibbi ve Cerrahi Arastirma
Merkezi’nden temin edildi. Gruplarin hepsi ayni laboratuar
sartlarinda beslendi. Operasyon dncesi hayvanlarin agirliklar
tesbit edilerek kaydedildi. Her hayvana ayr1 numara verilerek
etiketlendi. Deneyler Ondokuz Mayis Universitesi Tibbi ve
Cerrahi Arastirma Merkezi Labaratuvari’nda gercgeklestirildi.
Deneylere baslamadan 6nce laboratuarda kullanilacak olan
tiim malzemeler steril edildi. Deneyler ise semisteril sartlar
altinda gergeklestirildi. Deney hayvanlari, her biri 7°ser hay-
vandan olusan 5 gruba ayrildi. Bu gruplarda deneye alinan
toplam 35 hayvanin 7’si saf grup dedigimiz higbir isleme tabi
tutulmayan grup, 7’si kontrol grubu ( Serum Fizyolojik veri-
len grup), 7°si kadmiyum grubu (0.0021 mg/kg CdSO,), 7’si
kadmiyum + Aminoguanidin-100 mg/kg grubu ve son olarak
7’si de kadmiyum + L-Arjinin-1000 mg/kg grubuna aittir.
Hayvanlar, operasyondan 12 saat dnce ag¢ birakildi. Ketamin
hidroklortir (100 mg/kg, i.p.) ile anesteziye alind1. Bu ¢aligma-
da kullanilan CdSO, ve Aminoguanidin, Sigma Chem Co (St
Louis)’dan, L-Arjinin ise Merck Darmstadt (Almanya)’den
saglanmustir.

Operasyon

Operasyon masasina yliziistii yatirilan hayvan, iist gene-
sinden operasyon masasina (David Kopf) tesbit edildi. Bas
bdlgesi tiras edildikten sonra, batikon ile silindi ve kafa deri-
si orta hat boyunca 6nden arkaya dogru bisturi ile 3-3.5 cm.
kesildi. Kafa kemigi lizerindeki yumusak doku hassas bir se-
kilde siyrilarak kaldirildi. Bdylece kraniotomi yapilacak bol-
genin ve Bregma hattinin rahatca goriilmesi saglandi. Daha
sonra hayvan anestezi altindayken sol serebral korteks iize-
rindeki kemik, bregmanin 1.5 mm sol lateralinde dig hekimli-
ginde kullanilan tur motoruyla (BM 9 Tipi) inceltilerek 1.5-2
mm ¢apinda delik agildi. Hayvanlarda herhangi bir kanama
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olmamasina dikkat edildi. Kafatasi kemigini delme iglemine
dura belirgin hale gelinceye kadar devam edildi. Duranin za-
rar gdrmemesine azami derecede dikkat edidi.

Kemigi kaldirma islemi sirasinda bolgedeki sicaklik ar-
tisin1 dnlemek icin sahaya sik sik 36-37°C sicaklikta serum
fizyolojik damlatildi. Daha sonra ince bir pensle dura kal-
dirildi. Korteks goriiniir hale getirildi. Deney gruplarindan
kadmiyum grubuna agilan bu delikten, 1.2 mm derinlige Ha-
milton mikroenjektor ile 0.0021 mg/kg (1plt hacim icinde)
(Tan, 2003) kadmiyum siilfat (CdSO,) uygulandi. Kontrol
grubuna ise ayni hacimde serum fizyolojik verildi. Kadmi-
yum + Aminoguanidin-100 mg/kg grubuna, ayn1 yontemle
ayni miktarda kadmiyum enjekte edildikten sonra operas-
yonu takiben 5. dakikada 100 mg/kg aminoguanidin (Tan,
2003) intraperitoneal (i.p) ilk doz olarak verildi. Kadmiyum
+ L-Arjinin- 1000 mg/kg grubuna ait hayvanlara 0.0021 mg/
kg kadmiyum enjekte edildikten sonra operasyonu takiben
5. dakikada 1000 mg/kg L-Arjinin (Tan, 2003) (i.p) ilk doz
olarak verildi. Saf grup adimi verdigimiz gruba ise islem ya-
pilmadi ve hi¢bir madde verilmedi. Bu islemler esnasinda
Harward Homeothermic Blanket Sistemi yardimiyla hayva-
nin viicut sicakligi 36.5-37.5°C arasinda sabit tutuldu. Daha
sonra kesilmis olan kafa derisi usuliine uygun olarak silikoni-
ze cerrahi ipek 4/0 iplik ile dikilerek kapatildi. Intrakraniyal
herhangi bir enfeksiyona sebebiyet verilmemesi i¢in oldukca
steril sartlarda ¢alisildi ve operasyon sonrasi dikis mahali ve
yara bolgesi anti-septik solusyon ile temizlendi. Her enjeksi-
yon islemi i¢in ayr1 ve steril bir enjektor kullanildi.

Kadmiyum + Aminoguanidin grubundaki tiim hayvanla-
ra 15 gilin boyunca giinde iki kez (sabah 09:00-aksam17:00)
100 mg/kg spesifik INOS enzim inhibitérii olan AG, (i.p) ve-
rildi. Kadmiyum + L-Arjinin grubu hayvanlara da yine ayni
sekilde 15 giin boyunca giinde iki kez (sabah 09:00- aksam
17:00) 1000 mg/kg L-Arjinin (i.p) verildi. Her enjeksiyon
iglemi icin ayr1 ve steril bir enjektdr kullanildi. Enjeksiyon
yapilacak peritoneal alan her seferinde batikon ile silindi. De-
ney gruplarmin hepsinde hayvanlar ayni tiir besinle beslendi-
ler. Ratlar 15 giin sonra az miktarda eter ile sedasyona alind1
ve servikal dislokasyon ile dekapite edilerek 6ldiiriildi. Daha
sonra beyin ¢ikarma islemine gecildi. Kafatasinin beyin ve
kas kismi uzaklastirildi. Beyin ve beyincigin ¢ikartilmasi igin
kafatasi kemikleri kemik makasiyla (Guj) kirildi. Beyin ve
beyincigin hasar gormemesine azami derecede dikkat edildi.
Cikartilan beyin ve beyincik sag ve sol olmak iizere ayrila-
rak, toplam yas agirliklart hassas elektronik terazi ile tartilip
kaydedildi. Daha sonra 100 mg/ml konsantrasyonda olacak
sekilde 5 mM, pH 7,5 potasyum fosfat tamponu (Potasyum
fosfat tamponu: 174,2 mg K, HPO, ve 136,1 mg KH,PO, 200
ml saf suda ¢oziiliir) iceren etiketli tiipler igerisine ayr1 ayr1
konulan parcalar analiz edilinceye kadar -80 °C derin dondu-
rucuda saklandi.

Biyokimyasal analizler

Homojenizasyon

Biyokimyasal analizleri yapmak i¢in dondurucudan ¢i-
kartilan beyin ve beyincik kisimlarinin bulundugu tiipler,
Ultra-Turrax T-25 marka bir homojenizatoér kullanilarak,
C”de ve 4000 devir/dakikada 3 dakika homojenize edildi.

Total lipit analizi
Lipit miktarinin belirlenmesi i¢in dnce lipit standart gra-

figi c¢izildi. Standart grafik ¢izimi i¢in %0,1’lik misir yag1
kullanildi. Stok standart ¢ozelti konsantrasyonunun 1 mg/ml
olmast saglandi. Elde edilen bu stok ¢ozeltiden lipit konsant-
rasyonu 5, 10, 20, 30, 40 ve 50 pg/ml olan ¢ozeltiler hazirlan-
di. Hazirlanan bu ¢ozeltilerin 200 pl’si bos bir tiipe aktarildi.
Bu tiipler, i¢lerindeki ¢dzeltilerin tamamen buharlagmasi igin,
90 °C’deki su banyosunda 1sitildi. Tiiplerde kalan lipit ¢cokele-
ginin icine 40ul konsantre siilfirik asit ¢ozeltisi ilave edilerek
tiipler karigtirtldi. Bu islemin ardindan tiipler tekrar 90 °C’deki
su banyosunda iki dakika 1s1tildi. Daha sonra oda sicakliginda
sogumaya birakildi. Soguyan her bir tiip igerisine Van Handel
(1985)’in yontemiyle hazirlanmis 960 pl vanilin-fosforik asit
reaktifi ilave edildi. Tiipler renk olusumunun saglanmasi igin
30 dakika oda sicakliginda bekletildi. Son olarak tiipler karig-
tirtlip 525 nm dalga boyunda kore karsi spektrofotometrede
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Sek. 1. Total lipid standart grafigi

okunarak absorbans degerleri tespit edildi. Bu islemler her
bir standart ¢ozelti konsantrasyonu i¢in tiger kez tekrarlandi.
Tespit edilen absorbans degerleri kullanilarak standart lipit
grafigi ¢izildi (Sek. 1).

Toplam lipit miktarinin belirlenmesinde Olson ve ark.,
(2000) Van Handel (1985; 1988) den modifiye ettikleri yon-
tem kullanildi. Analiz asamasina kadar -80 °C’de saklanan
homojenat, buz igerisine alinarak sicakligin yiikselmesi igin
bir siire beklendi. Daha sonra homojenattan 20 ul alinip tizeri-
ne 100 pl fosfat tamponu eklendi. Elde edilen 120 pl seyreltik
homojenattan bir ependorf igerisine 50 pl alinip iizerine 50 pl
%?2’lik sodyum siilfat ¢ozeltisi ilave edildi. Ardindan epen-
dorfa 450 pl kloroform-metanol (1:2) karisimi ilave edildi.
Ependorflar karistirildiktan sonra, 14000 devir/dakikada iki
dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda olugan siipernatant-
tan 200 pl alinarak bir tiipe aktarildi. Bu tiipler, iclerindeki
¢ozeltilerin tamami buharlasincaya kadar 90 °C’deki su ban-
yosunda 1sitildi. Tiplerde kalan lipit kalintisinin {izerine 40 pl
konsantre siilfirik asit ¢ozeltisi ilave edilerek tiipler karistiril-
di1 ve iki dakika 90 °C’deki su banyosunda 1sitildi. Daha sonra
buzda sogutulan her bir tiip i¢erisine 960 pl vanilin-fosforik
asit reaktifi ilave edilerek, tiipler 30 dakika oda sicakliginda
birakildi ve renk olugumu saglandi. Son olarak tiipler karis-
tirtlip absorbans degerleri spektrofotometrede 525 nm dalga
boyunda kore karsi okundu. Total lipit standart grafigi kulla-
nilarak hesaplamalar yapildi.

Total protein analizi
Oncelikle, protein miktarinin belirlenmesinde kullanila-
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cak protein standart grafigi ¢izildi. Protein standart grafigi-
nin hazirlanmasinda %0,1’lik Sigir Serum Albumin ¢ozeltisi
kullanildi. Stok standart ¢ozelti konsantrasyonunun 1 mg/ml
olmast saglandi. Bu ¢ozeltiden seri sulanma ile protein kon-
santrasyonu 1, 5, 10, 20, 30, 50, 75, 100 ve 125 pg/ml olan
standart ¢ozeltiler elde edildi. Elde edilen ¢ozeltiler Lowry
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Sek. 2. Total protein standart grafigi

metoduna tabi tutuldu. Daha sonra spektrofotometrede 695
nm dalga boyunda kore karsi okutularak absorbans degerleri
elde edildi. Bu islemler her bir standart ¢ozelti konsantras-
yonu i¢in liger kez tekrarlandi. Elde edilen verilerle standart
protein grafigi cizildi (Sek. 2).

Protein analizinde Lowr ve ark., (1951)’nin gelistirdigi
yontem esas alindi. Analiz i¢in -80 °C’de bekletilen homoje-
nat, buz icerisine alinarak sicakligin yiikselmesi icin bir siire
beklendi. Daha sonra bir ependorf igerisine 5 pul homojenat
almarak iizerine 125 pl fosfat tamponu ilave edildi. Ardindan
ependorflar +4 °C’de 3500 devir/dakikada 15 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij sonunda tiipte olusan siipernatanttan 100 pl
almarak Lowry metodu uygulandi. Spektrofotometrede 695
nm dalga boyunda kore karst okundu. Okunan absorbans de-
gerleri total protein standart grafiginden yararlanilarak deger-
lendirildi.

Elde edilen verilerin istatistiksel olarak degerlendiril-
mesi

Verilerin istatistiksel analizleri SPSS for Windows (ver.
11.5) software paket programi kullanilarak yapildi. Grupla-
rin karsilagtirilmasinda varyans analizi (One-Way ANOVA)
kullanildi. Bu testten elde edilen sonuglarin 6nemli olmasi
durumunda ortalamalar “Tamhane Testi” kullanilarak deger-
lendirildi. Sonuglarin degerlendirilmesinde a=0,05 giiven si-
nir1 esas alind1.

3. Bulgular

Genel gozlemler

Kontrol grubuna ait deney hayvanlarinda operasyon son-
rast herhangi bir davranis degisikligi gézlenmedi. Operasyo-
na alman hayvanlardan 6len olmadi.

Kadmiyum verilen hayvanlarin hepsinin beyinlerinde
enjeksiyon bolgelerinde lezyon gozlendi. Deney grubundaki
hayvanlarda ilk 7. ve 10. giinler arasinda besini tanimada ve
bulmada zorluk, hareketlerinde yavaslama, zaman zaman sid-
detli saldirganlik gozlendi. 10. glinden sonra davranislarinda
gozle goriiliir diizelmeler olsa da belirli zaman araliklarinda
siddetli bir sekilde agir1 bilingsiz hareketler ve epileptik ndbe-

te benzer davraniglar gozlendi.

Kadmiyum verilen biitiin gruplarda enjeksiyon bolgele-
rinden baglayip boyunlarina kadar uzanan bir alanda olduk¢a
fazla tiiy dokiilmesi gozlendi. Bu dokiilmeye saf ve kontrol
gruplarinda rastlanmadi.

Kadmiyum + L-Arjinin grubuna ait 7 hayvanin, (i.p) en-
jeksiyona baslanan ilk giinden itibaren 3. giin 4 adet, 4. giin

Tablo 1. Tiim gruplara ait beyin ve beyincikteki toplam lipid ve pro-
tein miktarlari

Disce Grllplan* Toplam Lipid Miktarnn | Toplam Protein Miktan
& (mg/100mg) (mg/100mg)
Sag Beyin 931=030 659 =035
BBy Sol Bevin 940=033 6.84=050
Sag Beyincik 893023 5.80=0.61
Sol Beyincik 9.09= 028 6.70=052
Sag Beyin 9.00= 038 6.65=042
Sol Bevin 950=027 650 =061
S ey p— 9.16=0.52 5.55=0.56
Sol Beyincik 929025 631042
Sag Beyin 564=033 156=052
‘ Sol Bevin 5.88=020 445-023
Kadmiyum Gribn - - e 5632017 309023
Sol Beyincik 5482042 1.19=0.16
Sag Beyin 193=048 120=027
Cd +L-Arjimin | _Sol Beyin 5212033 121=048
Grubu Sag Beyincik 5.11=038 3.80=033
Sol Beyincik 504037 3322 0,68
Sag Beyin 7.87= 048 5.83 =024
, Sol Beyin 763 =047 5122016
Ca™ +AG Grubu | evincik 8.02=043 481023
Sol Beyincik 779043 506045

* Gruplarm olugturulma gekli i¢in Materval ve Metot bélimiine bakmiz.

2 adet ve 5. giin 1 adet olmak iizere 6ldiigii gozlendi. Olen
hayvanlarin ¢ogunda (i.p) enjeksiyon bolgesinde nekroza
rastlandi. Bu grup i¢in yeniden 7 adet hayvanla islemler ayni
sekilde tekrarlandi. fkinci tekrarda her bir hayvan 15 giin bo-
yunca ayri kafeslerde muhafaza edildi. 15 giin sonunda her-
hangi bir 6liim olay1 gézlenmedi. Deneyler sonucu yapilan
lipit ve protein analiz sonuglar1 Tablo 1’°de verilmistir.

4. Tartisma

Merkezi sinir sistemi elemanlarindan beyin ve beyincikte
kadmiyumun hiicre dliimlerine neden oldugu bilinmektedir
(Tan ve ark., 1999; Bagirici ve ark., 2001; Geng ve ark., 2001;
Tan, 2003). Demir ve arkadaglar1 (1996)’nin ¢inko igin ileri
siirdiikleri gibi kadmiyum da tipki ¢inko gibi asir1 néron ak-
tivitesine sebep olarak, muhtemelen giiclii bir eksitator trans-
mitter olan glutamat reseptorlerinden NMDA’y1 aktifleme
yoluyla etkisini gdsterebilir. Chvapil ve arkadaslar1 (1972)
proteinlerin tiyol ve imidazol kisimlariyla reaksiyona giren
baz1 metallerin proteinin yapi1 ve fonksiyonunu degistirdi-
gini, neticede hiicre Sliimiinii baslattigin ileri stirmiislerdir.
Caligmalarimizdaki lipid ve protein miktari ile ilgili sonuglar
da, muhtemelen kadmiyumun neden oldugu hiicre 6liimleri
sonucu beyin ve beyincikteki s6z konusu maddelerin azalma-
sindan kaynaklanmis olabilir.

Kadmiyumla yapilan bir baska c¢alismada, beyinlerine
kadmiyum verilen (0,0021 mg/kg) sicanlarda beyin ve beyin-
cikte kadmiyum ndrotoksisitesinin oldukga etkili oldugu ve
hem beyin hem de beyincikte toplam lipid ve protein miktar-
larint azalttig1 belirtilmistir (Kose, 2005). Gebelik sirasinda
kadmiyum ve kursuna maruz birakilan ratlarin yavrularinin
beyinlerindeki toplam lipid miktarlarinda yeni dogan yav-
rularda % 11, bes giinliik yavrularda ise % 23 oraninda bir
azalma oldugu, toplam protein miktarlarinda yeni dogan yav-
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rularda % 17, bes giinliik yavrularda ise % 31 oraninda azal-
ma oldugu bildirilmistir (Antonio ve ark., 1999). Bu sonuglar
bizim kadmiyum ile ilgili sonuclarimizla paralellik goster-
mektedir. Yine kadmiyum ve kursun gibi maddelere uzun
siire maruz kalanlarda, serbest radikallerle iligkili oksidatif
stresin ortaya cikacagi ileri stiriilmiigtiir (Abdollahi ve ark.,
2003; Abdollahi ve ark., 2004). Serbest radikaller hiicreler-
de normal metabolizma {irlinii olarak {iretilirler. Ancak fazla
iiretildiginde, kolesteroliin ve yag asitlerinin doymamais bag-
larina baglanir ve membran lipid peroksidasyonuna (MLP)
neden olarak plazma membraninin biitiinliigiinii bozar (Boje,
1996). Plazma membran biitiinligiiniin bozulmasi, ekstrasel-
liler ortamda bulunan ve membrandan gegebilen iyonlarin
hiicre i¢ine girmesine sonugta iyon gradientlerinin bozul-
masina neden olur (Robb ve ark., 1999). Serbest radikaller
hidroksil, siiperoksit, nitrik oksit ve lipid peroksit radikalle-
ri gibi degisik kimyasal yapilara sahiptir (Cochranc, 1991).
Stiperoksit gruplarinin hizli bir sekilde olusturdugu singlet
oksijen molekiilii, yapisindaki iki adet ¢iftlenmemis elektron
sayesinde hiicre zarlarmin fosfolipid, glikolipid, gliserid ve
sterol yapisindaki doymamis yag asitleriyle dogrudan reak-
siyona girerek peroksitler, alkoller, aldehitler, hidroksi yag
asitleri, etan ve pentan gibi ¢esitli lipid peroksidasyon iiriin-
lerini olusumuna yol agar. Lipid peroksitlerden de kimyasal
reaksiyonlar sonucunda serbest lipid gruplar1 olusur. Serbest
lipid gruplar1 da, ayrica doymamis yag asitlerinin peroksidas-
yonuna neden olur. Lipid peroksitler hiicrenin diger boliim-
lerine hasar1 yayarak sekonder bozukluklarin da gostergesi
olabilirler. Beyin, oksidatif hasara en duyarl bolgedir. Ser-
best radikaller, santral sinir sisteminin patolojik durumlarinin
pek ¢ogunda, direkt olarak doku hasari meydana getirirler.
Serbest oksijen tiirleri, ekzitotoksisite, metabolik fonksiyon
bozuklugu ve kalsiyumun hiicre i¢i dengesinde bozulma gibi
mekanizmalarla doku hasar1 meydana getirirler. (Facchinetti
ve ark., 1998; Giiven ve ark., 2003; Kaya ve ark., 1998; Ma-
tes, 2000; Halliwel, 1991).

NO ve norotoksisite ile ilgili pek ¢ok calisma olmasina
ragmen (Chao ve ark., 1992; Dawson ve ark., 1993; Dawson,
1994; Marangoz ve ark., 1994; Dawson ve ark., 1991; Satarug
ve ark., 2000) NO’nun ndroprotektif mi yoksa nérotoksik mi
oldugu kesin bir sekilde ifade edilmemistir. Celigkili sonuglar
muhtemelen norotoksik ve epileptik modelin, ¢alisilan beyin
bolgesinin, NO sistemi ile ilgili maddelerin verilis yollarinin,
uygulanan dozlarin ve deney metodunun farkli olmasina, ay-
rica diger maddelerin NO sistemini etkilemesine ve sonugcta
mikro c¢evreye ait olan farkli redoks durumuna bagl olarak
ortaya c¢ikabilmektedir (Marangoz, 1996).

Sentezlenen ya da ortamda bulunan NO miktar1 bunun et-
kisinin fizyolojik ya da patolojik olmasini belirleyebilir. Nor-
mal fizyolojik ortamda siirekli olarak, kii¢iik miktarlarda iire-
tilen NO, guanilat siklazin uyarilmasi, hiicre icindeki cGMP
diizeyinin artimi, kan damarlarinin gevsemesi, trombositlerin
yapigmasinin engellenmesi, iyon kanallarinin agilmasi ve ka-
panmasi gibi etkilere sahiptir. Buna karsilik stirekli olarak,
¢ok miktarda NO iiretimi, hiicre solunumu, enerji iiretimi ve
hiicre ¢cogalmasiyla iliskili demire bagimli enzimlerin akti-
vasyonuna yol agmaktadir (Cakmake1, 1999).

Indiiklenebilen NOS, NO’yu toksik etki ortaya ¢ikarabi-
lecek diizeylere kadar iiretebilen bir enzimdir (Gross ve Vo-
lin, 1995). Beyindeki mikroglial hiicreler, indiiklenebilen tip
NOS sentez edebilmektedirler.

Glutamat ve aspartat gibi uyarici aminoasitlerin normal-
den fazla salinimi norotoksisiteye neden olmaktadir (Lynch
ve Dawson, 1994). Bu aminoasitlerin reseptorleri uyarmasi
NOS’un aktif hale gegmesine neden olur. NOS’un aktif hale
geemesinin asir1 miktarda NO sentezlenmesine neden olacagi
ileri siiriilmektedir (Dawson, 1995).

Noronal 6liim aktif bir siirectir ve norotrofik faktorler bu
siireci baskilamak icin ugrasirlar (Jhonson ve ark., 1989). in
vivo ve in vitro olarak yapilan deneysel ¢aligmalar 6ldiiriicti
proteinler olarak adlandirilan bazi maddelerin bu siireci bas-
lattiklar1 ve ndronal hasari takiben hiicre 6liimiinden sorumlu
olduklarini ortaya koymustur (Wu ve Li, 1993). Lezyona bagl
motor ndron dejenerasyonu ve 6liimil izerinde yapilan baska
bir calismada 6. hafta sonunda bazi hasarli motor néronlarin
NOS enzimi i¢germelerine ragmen biiyiik cogunlugunun mor-
folojik olarak canliliklarint yitirmedikleri saptanmistir. Bu
¢alismanin en dnemli sonucu travmatik lezyon sonucu ortaya
¢tkan NOS’un nérotoksik diizeyde NO {ireten bir dldiiriicii
protein gibi etki edebilecegidir. NOS enzimi normal sartlar
altinda spinal motor ndronlarda mevcut degildir. Hasara ugra-
mis noronlarda NOS enziminin bulunmasi hasarli néronlarin
6limii ile uyumlu olup, NOS inhibisyonu ile 6liim orani azal-
makta ya da kisitlanmaktadir (Jhonson ve ark., 1989).

Bu ¢aligmada kadmiyuma bagl hiicre Sliimlerinin NO
ile iliskisi konusuna biyokimyasal ac¢idan acgiklik getirmek
icin spesifik NOS inhibitorlerinden aminoguanidin ile non-
spesifik NOS inhibitdrlerinden L-Arjinin kullanild.

Cd+AG grubundaki hayvanlarda, kadmiyumun meydana
getirdigi toplam lipid ve protein miktarindaki azalmanin, kad-
miyum grubuna goére %20 oraninda daha az oldugu bulundu.
Burada guanidin tiirevi bir NOS inhibitdrii olan aminoguani-
dinin ndroprotektif etki gosterdigi ancak bu koruyucu etkinin
lipid ve protein miktarindaki azalmay1 tamamen durdurmadi-
g1 goriilmektedir.

Cd+L-Arjinin grubunda ise toplam lipid ve protein mik-
tarlarindaki azalmada kadmiyum grubuna gore az da olsa bir
artis gézlenmistir. Bu sonuca gore; NO sentezinden sorumlu
olan L-Arjinin, aminoguanidinin tam tersine NO sentezini
arttirmis ve sonugta fazla sentezlenen NO, beyin ve beyincik-
te toplam lipid ve protein miktarini azaltici etki gdstermistir.
Yani bu grupta fazla sayida gergeklesen toplam lipid ve pro-
tein miktar1 kaybindan NO sorumludur diyebiliriz.

AG ile yapilan bir ¢alismada, ratlarda iNOS tarafindan
iiretilen asir1t NO’in neden oldugu néronal dliimler ve beyin
hasari, giinliik olarak (i.p) AG (100 mg/kg) uygulamasindan
sonra ortadan kalkmis ve AG, histopatolojik ve davranigsal
bozukluklar1 belirgin derecede iyilestirmistir (Lu ve ark.,
2002). AG’nin diisiik dozlarda verildiginde sinir akson ¢a-
pindaki daralmanin kismi olarak iyilestigi, genelde tercih
edilen iyilestirme dozunda (100 mg/kg) ise sinir liflerindeki
atrofinin tam olarak diizeldigi gozlenmistir (Ino-ue ve ark.,
1998). Bizim calismamizda elde etmis oldugumuz verilere
baktigimizda, tedavi gruplarindan olan Cd+AG-100 mg/kg
grubunda toplam lipid ve protein miktarindaki azalmanin en
az oldugu dikkat ¢ekicidir. Dolayisiyla, literatiirdeki tercih
edilen 100 mg/kg lik miktar, bizim ¢aligmamiz tarafindan da
desteklenmektedir.

Bu degerlendirmelerden sonra, kadmiyuma bagli hiicre
6liimiinde ve toplam lipid ve protein miktarinda meydana ge-
len azalmada aminoguanidinin muhtemel koruyucu mekaniz-
masi su sekilde agiklanabilir: Akut enflamatuar degisikliklere
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bagli olarak ortaya cikan sitokinler ve uyaricit maddeler de
tipkt immiinolojik ya da inflamatuar uyarilarda oldugu gibi
iNOS enzim aktivasyonuna katkida bulunarak patolojik uya-
rty1 takip eden birka¢ giin boyunca nanomol ile ifade edile-
bilen toksik diizeylerde NO {iretebilmekte ve sonugcta hiicre
olimiine kadar gidebilecek hasari arttirmaktadir (Briine ve
ark., 1995). Bu sekilde asir1 olarak iiretilen NO' nun rediik-
te formu artmaktadir. Artmig rediikte NO, siiperoksid (O,’)
ile reaksiyona girip peroksinitrit (ONOO") ve serbest radikal
olusumunu arttirmaktadir. Artan serbest radikaller hiicre za-
rindaki lipidlerden elektron calarak lipid peroksidasyonuna
neden olmakta ve bu da noron Sliimiinii hizlandirmaktadir
(Marangoz, 1996). AG spesifik olarak iNOS enzimini inhibe
etmek suretiyle histopatolojik ve davranissal bozukluklarda
iyilestirici yonde etkili olmaktadir (Lu ve ark., 2002). Lite-
ratiirdeki bu veriler ile bizim ¢alismamizin verileri arasinda
benzerlik oldugu gortilmektedir.

Elde ettigimiz bu verilere gore, L-Arjinin’in toplam lipid
ve protein miktarini azaltict etkisi su sekilde ortaya ¢ikmig
olabilir: iNOS ve cNOS enzimatik sistem N-monometil-L-
arjinin (L-NMMA), N-nitro-L-arjinin metil ester (L-NAME)
ya da N-nitro-L-arjinin (L-NNA) gibi L-arjinin analoglari ta-
rafindan inhibe edilebilir. Bu enzim izoformlar1 ayni hiicrede
birlikte de bulunabilir. Ornegin; endotel hiicreleri nitrik oksit
iiretimi agisindan TNF-a ile uzun siireli uyarilirken bir kalsi-
yum agonisti olan bradikinin ile de kisa siirede uyarabilir. Ya
da, sinir hiicreleri ve makrofajlar TNF-a ya da LPS ile uyari-
lirsa, indiiklenebilen NOS aktif hale gelirken yapisal NOS un
mesajct RNA’st baskilanir (Cakmakei, 1999). Bu baskilama
protein miktarini diiglirtir. Cd+L-Arjinin grubunda da toplam
lipid ve protein miktarlarindaki azalmanin yukarida anlatilan
sekilde oldugu sanilmaktadir.

Caligmamizdaki L-Arjinin grubunda meydana gelen top-
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