1.GIRIS VE AMAGC

Cevre kirliligine neden olan kimyasal kirleticiler, htucresel gelisim Uzerine
uzun sureli bir etkiye sahiptir (1). Kadmiyum bunlardan biridir. Kadmiyumla igme
suyu ve beslenme yoluyla uzun sureli temas insan sagligina 6nemli etkiler
yapar. Kadmiyum endustride genis ¢apli kullaniimaktadir. Bunun toksik dozlari
cesitli mekanizmalarla hucrede dogal oksidasyon/reduksiyon dengesini bozar
ve hucredeki antioksidant sistemleri etkiler (2).

Kadmiyumun apoptozis ve karsinojenik etkileride mevcuttur (3-5).

Santral sinir sistemine ait yapilarda ve oOzellikle de serebellum ve
hipokampusta hdcre olumundn mekanizmasini belirlemek igin gesitli fizyolojik
ve kimyasal metodlar kullanilarak ¢ok sayida galisma yapilmistir ve bu konuda
calismalar devam etmektedir (6-12).

Noronal hiperaktivitede kullanilan kimyasal uyaranlar, drnegin penisilinin
astrosit stoplazmasinda sismelere (8), kainik asitin ise hipokampusta noron
kaybina yol actigi gosterilmigtir (9).

Noronal hiperaktivite olusturmak icgin kullanilan metallerden aluminyum
noron kaybi ve dendritlerde degismelere yolagmistir. Uzun sudreli nodronal
hiperaktivite meydana getirmek igin kullanilan demir, ¢inko, kobalt ve nikelin
epileptiform aktiviteye sebep oldugu tesbit edilmistir (13).

Deneysel epileptiformun demir modelinde, enjeksiyon bdlgesi ve
cevresinde odem, uzun sureli gliosis ve hucre kaybi gozlenmistir (14, 15).

Diger taraftan Stercova (16), kedilerde aluminyum kremininin beyin igine
verilmesinden sonra beyinde kronik iltihapli reaksiyonlar olusturmus, bu
hayvanlarda enjeksiyon bdlgelerinde onemli Olgude noron kaybi oldugu
belirlenmistir.

Degisik arastirmacilar tarafindan yapilan calismalar sonucu kobalt,
demir, aluminyum, nikel gibi pek ¢ok metalin purkinje hicreleri sayisinda 6nemli
Olciide azalma oldugunu gdéstermistir (17-21).

Norotoksik maddeler arasinda metallerin yeri ayri bir onem tagimaktadir.
Cunku, beyin korteksine verildiklerinde parcalanmadiklarindan, lokal olarak

enjeksiyon alaninda kalmakta ve etki sureleri daha da uzun olmaktadir (8).



Son yillarda yeni yeni uUzerinde caligiimaya baslanan bir metal de
kadmiyumdur. Sigara dumaninda ve kirli havada bulunur hale gelmesi bu metali
ilgi odag! haline getirmistir. Sanayii ve endustri alaninda da yaygin olarak
kullanilmaya baslanan kadmiyum, oOzellikle pil yapiminda, dis tedavisinde
kullanilan dolgu maddelerinde, jetlerin ve uzay mekiklerinin dig yuzeylerinin
kaplanmasi gibi pek ¢ok sahada tercih edilmektedir. Bu sebeplerden dolayi
kadmiyumun sinir sistemi Uzerindeki etkileri, arastirmacilar igin ilging bir konu
haline gelmigtir.

Yetiskin farelerle in vivo olarak yapilan ¢aligmalarda beyin zari igine 0,4
mg/kg/gun CdSO, verildiginde hipokampus haricinde beynin diger bolgelerinde
aktivitede azalma oldugu saptanmistir (22).

Geng albino siganlara 30 gun boyunca sistemik olarak (i.p) 0,4
mg/kg/gun CdSO, uygulandiginda olfaktor bulbusta daha fazla olmak Uzere
beynin butun alanlarinda glutatyon duzeylerinde azalma ve hucre i¢i kalsiyum
duzeylerinde 6nemli artiglar gozlenmigtir (23).

Siganlarla yapilan bir bagka ¢alismada 6 mg/kg/gun dozunda kadmiyum
sulfat tatbik edilen hayvanlarda kadmiyumun beyinde ve diger organlarda
onemli miktarda biriktigi ve norotoksisitenin biyolojik bir isareti olarak hucre
tahribatina sebep oldugu bildirilmigtir (24). Farelerle kadmiyum-etanol
kombinasyonu ile yapilan bir galismada, beyinde norotoksisitesinin daha gabuk
olustugu ortaya konmustur (25).

Gebeligin ilk guntnden itibaren igme sularina 10 mg/L kadmiyum asetat
eklenen sigcanlardan dogan yavrularin beyinlerindeki toplam protein, lipid ve
nukleik asit icerikleri dlgllerek bu elementin s6zU edilen maddelerin miktari
uzerine etkisi aragtirnimistir (26, 27).

Joshi ve Bose (28), kadmiyuma maruz birakilan baliklarin kan
serumunda toplam protein miktarinin 6nemli derecede degistigini tesbit
etmislerdir.

Yapilan literatir galismalarinda, kadmiyumla yapilan g¢alismalarin daha
ziyade elektrofizyolojik agirlikli oldugu go6zlenmistir. Kadmiyumun beyin ve
beyincik Uzerindeki dokularda ne gibi degisikliklere yol actigi, kadmiyumun

neden oldugu hucre kayiplarinin biyokimyasal sonuglari ve bu degisikliklerin



mekanizmasinin nasil oldugu hakkinda yeterli ¢calisma yoktur. Bu galismanin
amacl, beyin ve beyincikteki hdcre kayiplarini arttiran agir metallerden
kadmiyumun hacrelerdeki toplam lipid ve proteinin miktarlari Gzerine olan
etkilerini arastirmak ve hucre kayiplari ile toplam lipid-protein miktarlar arasinda
bir iliski olup olmadigi konusuna agiklik getirmektir.



2. MATERYAL - METOD

2.1. Deney Hayvanlari

Deneyler, agirliklari 150-250 gram arasinda degisen 2 aylik Wistar
albino erkek sicanlarla yapildi. Yasa ve cinsiyete bagli hucre farkliligi olmamasi
icin hayvanlarin timunun ayni yag grubundan erkek sigcanlar olmasina, ayni
laboratuvar, beslenme ve gevresel ortama sahip olmalarina dikkat edildi.

Operasyon oncesi hayvanlar ayr ayri tartilip agirliklari kaydedildi ve her
hayvana ayr bir numara ile numaralandi. Deneylere baglamadan Once
laboratuarda kullanilacak olan tim malzemeler sterilize edildi. Deneyler
yaristeril gartlar altinda gerceklestirildi. Deney hayvanlari her biri 6 bireylik 4
gruba ayrnldi (saf grup, kontrol grubu, ketamin grubu, kadmiyum grubu).
Hayvanlar, operasyondan 12 saat 6nce ag¢ birakildi ve operasyon oncesi saf
grup harig Ketamin hidroklorir (100 mg/kg, i.p.) (29) ile anesteziye alindi. Bu
calismada kullanilan CdSO4 ve Ketamin hidroklorar Sigma Chem Co (St
Louis)'dan saglanmistir.

2.1.1. Operasyon

Operasyon masasina yuzustu vyatirilan hayvan, Uust ¢enesinden
operasyon masasina (David Kopf) tesbit edildi. Bas bdlgesi tiras edildikten
sonra, baticon ile silindi ve kafa derisi orta hat boyunca dnden arkaya dogru
bisturi ile 3—-3,5 cm. kesildi. Kafa kemigi Uzerindeki yumusak doku hassas bir
sekilde siyrilarak kaldirildi. Boylece kraniotomi yapilacak bodlgenin ve Bregma
hattinin rahatga gorulmesi saglandi. Daha sonra hayvan anestezi altindayken
sol serebral korteks Uzerindeki kemik, bregmanin 1,5 mm sol lateralinde dis
hekimliginde kullanilan tur motoruyla (BM 9 Tipi) inceltilerek 1,5-2 mm ¢apinda
delik acildi. Hayvanlarda herhangi bir kanama olmamasina dikkat edildi.
Kafatasi kemigini delme islemine dura belirgin hale gelinceye kadar devam
edildi. Duranin zarar gérmemesine azami derecede dikkat edildi.



Kemigi kaldirma iglemi sirasinda bolgedeki sicaklik artisini dnlemek igin
sahaya sik sik 36—37°C sicaklikta serum fizyolojik damlatildi. Daha sonra ince
bir pensle dura kaldirildi. Korteks gorunur hale getirildi. Deney grublarindan
kadmiyum grubuna agcilan bu delikten 1,2 mm derinlige Hamilton mikroenjektor
ile 0,0021 mg/kg (1ult hacim iginde) (29) kadmiyum sulfat (CdSQ4) , kontrol
grubuna ise ayni hacimde serum fizyolojik verildi. Saf grup adini verdigimiz
gruba ise islem yapilmadi ve higbir madde verilmedi.

Belirtilen islemler sirasinda Harward Homeothermic Blanket Sistemi
yardimiyla hayvanin vicut sicakhgr 36,5-37,5°C arasinda sabit tutuldu. Daha
sonra kesilmis olan kafa derisi usuline uygun olarak silikonize cerrahi ipek 4/0
iplik ile dikilerek kapatildi. intrakraniyal bir enfeksiyonortaya ¢ikmamasi igin
oldukga steril sartlarda galisildi ve operasyon sonrasi dikis yeri ve yara bolgesi
anti-septik sollisyon ile temizlendi. Her enjeksiyon islemi icin ayri ve steril bir
enjektor kullanildr.

Ratlar 15 gun sonra az miktarda eter ile sedasyona alindi ve servikal
dislokasyon ile dekapite edilerek olduruldl, hayvanin kafasi bisturi ile
govdesinden ayrildi. Kafatasinin deri ve kas kismi uzaklastirildi. Beyin ve
beyincik kafatasi kemikleri buyuk bir dikkatle kemik makasiyla (Guj) kirilarak
cikartildi. Beyin ve beyincik sag-sol olmak tUzere ayrildi, toplam yas agirliklari
hassas elektronik terazi ile tartilarak kaydedildi ve 100 mg/ml konsantrasyonda
olacak sekilde 5 mM, pH 7,5 potasyum fosfat tamponu iceren etiketli ve kapakli
tipler igerisine konularak analiz edilinceye dek -50°C derin dondurucuda
saklandi.



2.1.2. Biyokimyasal Analizler

Homojenizasyon
Dondurucudan cikartilan beyin ve beyincik kisimlari, Ultra-Turrax T-25
marka bir homojenizatér kullanilarak 0°C’de 4000 devir/dakikada 3 dakika

homojenize edildi.

2.1.2.a. Lipid Analizi

Lipid ekstraksiyonu ic¢in Bligh-Dyer Metodu (30) kullanildi. Bunun igin
13x100 mm tdpler etiketlendi ve homojenattan 1 ml (100 mg) bu tuplere
konuldu. Uzerine kloroform-metanol karisimindan 3,75 ml (1:2) eklendi ve 10
dakika boyunca vorteksle karigtirildi. Vortekslemeye devam edilerek sirasi ile 1
dakika sure igerisinde 1,25 ml kloroform, takibinde yine 1 dakika sure igerisinde
1,25 ml saf su eklendi. Bu islem g¢aligilan tUm tuplere uygulandi ve tupler 5000
rom hizda 10 dakika santrifij (NOve NF1215) edildi. Santrifij sonrasinda tup
icerisinde en ust kisimda metanol-su fazi, ortada protein disk ve en alt kisimda
da lipid iceren kloroform fazi olugsumu gozlendi. 5 ml hacimli cam bir pipet
yardimi ile protein disk igerisinden gegcirilerek tipun en altinda bulunan
kloroform fazi toplandi, toplanan kloroform fazi etiketlenerek agirhgi daha
onceden kaydedilen bagka bir 13x100 mm cam tupe transfer edildi. Protein disk
yuzeyinde kalmasi muhtemel lipidlerinde ekstraksiyonu igin tup igerisine 1,88 ml
kloroform eklendi, sirasi ile vorteks ve santrifij islemlerinden sonra yine cam
pipet yardimi ile en alttaki kloroform fazi toplanarak diger lipid ekstrakti iceren
etiketli tipe aktarildi.

Lipid ekstrakti iceren etiketli tipler, azot akimi altinda kloroform kisminin
tamamen ucgurulmasi ile lipid ekstraktinin kurumasi saglandi ve etiketli tupler
hassas terazi ile yeniden tartilarak dolu agirliklar tesbit edilip kaydedildi. Dolu
agirhklarindan bos agirliklari g¢ikartilarak her bir 6rnegin 100 mg’inin icerdigi
toplam lipid miktari tesbit edildi.



2.1.2.b. Protein Miktarinin Belirlenmesi

Protein miktarinin belirlenmesinde kullanilacak standart grafik gcizildi.
Protein standart grafiginin hazirlanmasinda % 0,1’lik sigir serum albumini
(Merck, 112018) c¢ozeltisi kullanildi. Bu ¢oOzeltiden seri sulanma ile protein
konsantrasyonu 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 ve 70 pg/ml olan ¢ozeltiler elde edildi.
Bu c¢oOzeltilere Peterson’'un modifiye Lowry metodu (31) uygulanarak standart
protein grafigi elde edildi (Sekil 1).
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Sekil 1. Sigir serum albumini ile hazirlanan protein standardi

Homojenattan alinan 20 yl 6rnek saf su ile 1 ml'ye tamamlandi ve bu
seyreltik solusyondan alinan 100 pl numune daha Once etiketlenen tupler
igerisine konularak toplam hacim saf su ile 1 mI’'ye tamamlandi. Her bir tipe 100
ul hacimde %72'lik trikloroasedik asit (TCA) gozeltisi eklendi ve tlpler +4°C’de 1
saat bekletildi. Daha sonra sogutmali bir santrifij ile (Sanyo CELLSEP 6/720R)
+4°C’de 4000 g hizinda 15 dakika santrifliij edildi. TUpln dibine ¢okelmis

durumdaki proteinin dagilmamasi i¢in azami 6nem gostererek supernatant



atildi. Pelletin tamamen kurumasi igin tlpler 37°C sicakliga sahip etlivde
bekletildi. Pellet 1 ml saf su eklenerek resuspanse edildi ve miktarinin
belirlenmesi igin Peterson’'un modifiye Lowry metodu uygulandi. Ornek ve
standartlarin  absorbans degerleri Jenyway 6105 marka UV/VIS
Spektofotometrede 750 nm dalga boyunda okundu. Okunan absorbans

degerleri protein standart grafiginden yararlanarak degerlendirildi.

2.1.3. Elde Edilen Verilerin istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Verilerin istatistiksel analizleri SPSS for Windows (ver. 11.5) Software
paket programi kullanilarak yapildi. Gruplarin karsilagtirilmalarinda Varyans
Analizi (One way ANOVA) kullanildi (32). Bu testten elde edilen sonuglarin

onemli olmasi durumunda ortalamalar “Dunnet” testi kullanilarak degerlendirildi.



3. BULGULAR

Saf, kontrol, ketamin ve kadmiyum gruplari ile yapilan analiz sonuglari
Tablo 1’de verilmigtir.

Tablo 1. TUum gruplara ait beyin ve beyincikteki toplam lipid ve protein miktarlari

(n, hayvan sayisi)

Toplam Lipid Miktari Toplam Protein
Deney Gruplari (n=6) (mg /100 mg) Miktari
(mg /100 mg)
Sag Beyin 9.80+0.31 5.54+0.11
Saf Grup Sag Beyincik 10.4040.39 6.01+0.08
Sol Beyin 9.4340.21 5.62+0.15
Sol Beyincik 9.56+0.18 5.93+0.20
Sag Beyin 9.58+0.35 5.21+0.05
Kontrol Sag Beyincik 9.66+0.38 5.75+0.08
Grubu Sol Beyin 9.16+0.23 5.12+0.11
Sol Beyincik 9.25+0.32 5.45+0.13
Sag Beyin 9.65+0.25 5.40+0.20
Ketamin Sag Beyincik 9.70+0.24 5.66+0.16
Grubu Sol Beyin 9.331+0.20 5.3240.17
Sol Beyincik 9.45+0.22 5.57+0.13
Sag Beyin 6.01+£0.14 3.06+0.05
Kadmiyum Sag Beyincik 6.10+0.08 3.32+0.13
Grubu Sol Beyin 5.88+0.21 2.92+0.11
Sol Beyincik 5.98+0.13 3.23+0.10
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Sekil 2. Deney gruplarinda kullanilan siganlarin gruplara gore beyin ve beyinciklerindeki toplam lipid ve protein miktarlari
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Sekil 3. Deney gruplarinda kullanilan siganlarin gruplara gore sag-sol beyin ve beyinciklerindeki toplam lipid ve protein

miktarlari
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Tablo 2. Tum gruplara ait beyin ve beyincikteki toplam lipid miktarlarinin birbirleriyle karsilagtiriimasi

Deney Gruplari (n=6)

Toplam Lipid Miktari (mg/100mg)

[N+ (SEM)] P
I | I |
Saf Grup Sol Beyin 9.43+0.21 >0,05
Kontrol Grubu Sag Beyin 9.58+0.35 >0,05
Saf Grup Sag Beyin Ketamin Grubu Sag Beyin 9.80+0.31 9.65+0.32 >0,05
Kadmiyum Grubu Sag Beyin 6.01£0.14 <0,01
Kontrol Grubu Sol Beyin 9.16+0.23 >0,05
Saf Grup Sol Beyin Ketamin Grubu Sol Beyin 9.43+0.21 9.33+0.20 >0,05
Kadmiyum Grubu Sol Beyin 5.88+0.21 <0,01
Saf Grup Sol Beyincik 9.56+0.18 >0,05
Kontrol Grubu Sag Beyincik 9.66+0.38 >0,05
Saf Grup Sag Beyincik Ketamin Grubu Sag Beyincik 10.40+0.39 9.70+0.24 >0,05
Kadmiyum Grubu Sag Beyincik 6.10+£0.08 <0,01
Kontrol Grubu Sol Beyincik 9.25+0.32 >0,05
Saf Grup Sol Beyincik Ketamin Grubu Sol Beyincik 9.56+0.18 9.45+0.22 >0,05
Kadmiyum Grubu Sol Beyincik 5.9840.13 <0,01
Kontrol Grubu Sag Beyin Kontrol Grubu Sol Beyin 9.58+0.35 9.16+0.23 >0,05

SEM, ortalamanin standart hata degeri; n, hayvan sayisi; P, anlamlilik derecesi (>0,05 anlamsiz; <0,05 anlamli; <0,01 ileri derecede anlamli)




Tablo 2’nin devami
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Deney Gruplari (n=6)

Toplam Lipid Miktari (mg/100mg)

[N+ (SEM)] P
I | I |
Ketamin Grubu Sag Beyin 9.65+0.25 >0,05
Kontrol Grubu Sag Beyin Kadmiyum Grubu Sag Beyin 9.58+0.35 6.01+0.14 <0,01
Ketamin Grubu Sol Beyin 9.33+0.20 >0,05
Kontrol Grubu Sol Beyin Kadmiyum Grubu Sol Beyin 9.16+0.23 5.88+0.21 <0,01
Kontrol Grubu Sol Beyincik 9.25+0.32 >0,05
Kontrol Grubu Sag Beyincik | Ketamin Grubu Sag Beyincik 9.66+0.38 9.70+0.24 >0,05
Kadmiyum Grubu Sag Beyincik 6.10+0.08 <0,01
Ketamin Grubu Sol Beyincik 9.45+0.22 >0,05
Kontrol Grubu Sol Beyincik | Kadmiyum Grubu Sol Beyincik 9.25+0.32 5.98+0.13 <0,01
Ketamin Grubu Sol Beyin 9.3340.20 >0,05
Ketamin Grubu Sag Beyin Kadmiyum Grubu Sag Beyin 9.65+0.25 6.01+0.14 <0,01
Ketamin Grubu Sol Beyin Kadmiyum Grubu Sol Beyin 9.33+£0.20 5.88+0.21 <0,01
Ketamin Grubu Sol Beyincik 9.45+0.22 >0,05
Ketamin Grubu Sag Beyincik |Kadmiyum Grubu Sag Beyincik 9.70+0.24 6.10+0.08 <0,01
Ketamin Grubu Sol Beyincik | Kadmiyum Grubu Sol Beyincik 9.45+0.22 5.98+0.13 <0,01

SEM, ortalamanin standart hata degeri; n, hayvan sayisi; P, anlamlilik derecesi (>0,05 anlamsiz; <0,05 anlamli; <0,01 ileri derecede anlamli)
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Tablo 2’nin devami

Toplam Lipid Miktari (mg/100m
Deney Gruplari (n=6) P p[Ni (SEM)(] 9 g) P
I | I |
Kadmiyum Grubu Sag Beyin Kadmiyum Grubu Sol Beyin 6.01£0.14 5.88+0.21 >0,05
Kadmiyum Grubu Sag Beyincik | Kadmiyum Grubu Sol Beyincik 6.10+0.08 5.98+0.13 >0,05

SEM, ortalamanin standart hata degeri; n, hayvan sayisi; P, anlamlilik derecesi (>0,05 anlamsiz; <0,05 anlamli; <0,01 ileri derecede anlamli)
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Tablo 3. Tum gruplara ait beyin ve beyincikteki toplam protein miktarlarinin birbirleri ile karsilastiriimasi

Deney Gruplari (n=6) Toplam Protein Miktari (mg/100mg) o
I | I ||
Saf Grup Sol Beyin 5.62+0.15 >0,05
Kontrol Grubu Sag Beyin 5.21+£0.05 >0,05
Saf Grup Sag Beyin Ketamin Grubu Sag Beyin 5.54+0.11 5.40+0.20 >0,05
Kadmiyum Grubu Sag Beyin 3.06+0.05 <0,01
Kontrol Grubu Sol Beyin 5.12+0.11 >0,05
Saf Grup Sol Beyin Ketamin Grubu Sol Beyin 5.62+0.15 5.32+0.17 >0,05
Kadmiyum Grubu Sol Beyin 2.924+0.11 <0,01
Saf Grup Sol Beyincik 5.93+0.20 >0,05
Kontrol Grubu Sag Beyincik 5.75+0.08 >0,05
Saf Grup Sag Beyincik Ketamin Grubu Sag Beyincik 6.01+0.08 5.66+0.16 >0,05
Kadmiyum Grubu Sag Beyincik 3.32+0.13 <0,01
Kontrol Grubu Sol Beyincik 5.45+0.13 >0,05
Saf Grup Sol Beyincik Ketamin Grubu Sol Beyincik 5.93+0.20 5.57+0.13 >0,05
Kadmiyum Grubu Sol Beyincik 3.23+0.10 <0,01
Kontrol Grubu Sag Beyin Kontrol Grubu Sol Beyin 5.21+0.05 5.12+0.11 >0,05

SEM, ortalamanin standart hata degeri; n, hayvan sayisi; P, anlamlilik derecesi (>0,05 anlamsiz; <0,05 anlamli; <0,01 ileri derecede anlamli)




Tablo 3’iin devami
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Deney Gruplari (n=6)

Toplam Protein Miktari (mg/100mg)

P
I | I |
Ketamin Grubu Sag Beyin 5.40+0.20 >0,05
Kontrol Grubu Sag Beyin Kadmiyum Grubu Sag Beyin 5.21+0.05 3.06+0.05 <0,01
Ketamin Grubu Sol Beyin 5.32+0.17 >0,05
Kontrol Grubu Sol Beyin Kadmiyum Grubu Sol Beyin 5.12+0.11 2.92+0.11 <0,01
Kontrol Grubu Sol Beyincik 5.45+0.13 >0,05
Kontrol Grubu Sag Beyincik | Ketamin Grubu Sag Beyincik 5.75+0.08 5.66+0.16 >0,05
Kadmiyum Grubu Sag Beyincik 3.32+0.13 <0,01
Ketamin Grubu Sol Beyincik 5.57+0.13 >0,05
Kontrol Grubu Sol Beyincik | Kadmiyum Grubu Sol Beyincik 5.45+0.13 3.23+0.10 <0,01
Ketamin Grubu Sol Beyin 5.32+0.17 >0,05
Ketamin Grubu Sag Beyin Kadmiyum Grubu Sag Beyin 5.40+0.20 3.06+0.05 <0,01
Ketamin Grubu Sol Beyin Kadmiyum Grubu Sol Beyin 5.32+0.17 2.92+0.11 <0,01
Ketamin Grubu Sol Beyincik 5.57+0.13 >0,05
Ketamin Grubu Sag Beyincik | Kadmiyum Grubu Sag Beyincik 5.66+0.16 3.32+0.13 <0,01
Ketamin Grubu Sol Beyincik | Kadmiyum Grubu Sol Beyincik 5.57+0.13 3.23+0.10 <0,01

SEM, ortalamanin standart hata degeri; n, hayvan sayisi; P, anlamlilik derecesi (>0,05 anlamsiz; <0,05 anlamli; <0,01 ileri derecede anlamli)
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Tablo 3’iin devami

Deney Gruplari (n=6) Toplaag;f(;g:gh;liktarl P
[N+ (SEM)]
I | I |
Kadmiyum Grubu Sag Beyin Kadmiyum Grubu Sol Beyin 3.060.05 2.92+0.11 >0,05
Kadmiyum Grubu Sag Beyincik | Kadmiyum Grubu Sol Beyincik 3.32+0.13 3.23£0.10 |>0,05

SEM, ortalamanin standart hata degeri; n, hayvan sayisi; P, anlamlilik derecesi (>0,05 anlamsiz; <0,05 anlamli; <0,01 ileri derecede anlamli)
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Saf grup ile kontrol grubu arasinda ve ketamin grubu ile kontrol grubu
arasinda hem lipid, hem de protein miktarlari arasinda onemli bir farkin
olmadigi goruldu (p>0,05), (tablo 2, 3).

Kadmiyum grubunda saf, kontrol ve ketamin gruplarina gore beyin ve
beyincikteki toplam lipid miktarinin yaklagik % 38, protein miktarinin % 46
oraninda azalmis oldugu ve aradaki bu farkin istatistiksel agidan ileri duzeyde
anlamli oldugu bulundu (tablo 2, 3), (p<0,01).

Kontrol grubu sag beyine ait lipid miktarinin 9.58+0.35, saf grup sag
beyine ait lipid miktarinin 9.80+0.31 oldugu (tablo 2), kontrol grubu sag beyine
ait protein miktarinin 5.21+0.05, saf grup sag beyine ait protein miktarinin
5.54+0.11 olarak tesbit edildi (tablo 3). Kontrol grubu sag beyin ile saf grup sag
beyin arasinda hem lipid, hem de protein miktarlari arasinda 6nemli bir farkin
olmadigi gérilda (p>0.05).

Kontrol grubu sag beyincige ait lipid miktarinin 9.66+0.38, saf grup sag
beyincige ait lipid miktarinin 10.40+0.39 oldugu (tablo 2), kontrol grubu sag
beyincige ait protein miktarinin 5.75+0.08, saf grup sag beyincige ait protein
miktarinin 6.01+0.08 oldugu tesbit edildi (tablo 3). Kontrol grubu sag beyincik ile
saf grup sag beyincik arasinda hem lipid, hem de protein miktarlari arasinda
onemli bir farkin olmadigi goruldu (p>0.05).

Kontrol grubu sol beyine ait lipid miktarinin 9.16+£0.23, saf grup sol
beyine ait lipid miktarinin 9.43+0.21 olarak (tablo 2), kontrol grubu sol beyine ait
protein miktarinin 5.12+0.11, saf grup sol beyine ait protein miktarinin
6.62+0.15 oldugu tesbit edildi (tablo 3). Kontrol grubu sol beyin ile saf grup sol
beyin arasinda hem lipid, hem de protein miktarlari arasinda onemli bir farkin
olmadigi goraldu. (p>0.05).

Kontrol grubu sol beyincige ait lipid miktari 9.25+0.32, saf grup sol
beyincige ait lipid miktarininda 9.56+0.18 olarak (tablo 2), kontrol grubu sol
beyincige ait protein miktari 5.45+£0.13, saf grup sol beyincige ait protein
miktarinin da 5.93+0.20 olarak tesbit edildi (tablo 3). Kontrol grubu sol beyincik
ile saf grup sol beyincik arasinda hem lipid, hem de protein miktarlari arasinda

istatistik agidan anlamli bir fark tesbit edilemedi (p>0.05).
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Kontrol grup sag beyine ait lipid miktari 9.58+0.35, ketamin grubu sag
beyine ait lipid miktari 9.65+0.25 olarak (tablo 2), kontrol grubu sag beyine ait
protein miktar1 5.21+0.05, ketamin grubu sag beyine ait protein miktar
5.4010.20 olarak tesbit edildi (tablo 3). Saf grup sag beyin ile kontrol grubu sag
beyin arasinda hem lipid, hem de protein miktarlari arasinda onemli bir farkin
olmadigi goruldu (p>0.05).

Kontrol grubu sag beyincige ait lipid miktar1 9.66+0.38, ketamin grubu
sag beyincige ait lipid miktari 9.70£0.24 olarak (tablo 2), kontrol grubu sag
beyincige ait protein miktar1 5.75+0.08, ketamin grubu sag beyincige ait protein
miktar1 5.66+0.16 olarak tesbit edildi (tablo 3). Saf grup sag beyin ile kontrol
grubu sag beyin arasinda hem lipid, hem de protein miktarlari arasinda énemili
bir farkin olmadigi géruldu (p>0.05).

Kontrol grubu sol beyine ait lipid miktari 9.16+0.23, ketamin grubu sol
beyine ait lipid miktari 9.23+0.20 olarak (tablo 2), kontrol grubu sol beyine ait
protein miktar1 5.12+0.11, ketamin grubu sol beyine ait protein miktar1 5.32+0.17
olarak tesbit edildi (tablo 3). Kontrol grubu sol beyin ile ketamin grubu sol beyin
arasinda hem lipid, hem de protein miktarlari arasinda 6nemli bir farkin
olmadigi gérilda (p>0.05).

Kontrol grubu sol beyincige ait lipid miktar1 9.25+0.32, ketamin grubu
sol beyincige ait lipid miktari 9.45+0.22 olarak (tablo 2), kontrol grubu sol
beyincige ait protein miktari 5.45+0.13, ketamin grubu sol beyincige ait protein
miktari 5.57+0.13 olarak tesbit edildi (tablo 3). Kontrol grubu sol beyincige ile
ketamin grubu sol beyincik arasinda hem lipid, hem de protein miktarlari
arasinda onemli bir farkin olmadigi goruldu (p>0.05).

Kontrol grubu sag beyine ait lipid miktari 9.58+0.35, kadmiyum grubu
sag beyine ait lipid miktari 6.04+0.14 olarak (tablo 2), kontrol grubu sag beyine
ait protein miktar1 5.21+0.05, kadmiyum grubu sag beyine ait protein miktari
3.06+0.05 olarak tesbit edildi (tablo 3). Kontrol grubu sagd beyin ile kadmiyum
grubu sag beyin arasinda hem lipid, hem de protein miktarlari arasinda énemili
bir farkin oldugu goéraldi (p<0.001).

Kontrol grubu sag beyincige ait lipid miktari 9.66+0.38, kadmiyum
grubu sag beyincige ait lipid miktari 6.10+0.08 olarak (tablo 2), kontrol grubu
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sag beyincige ait protein miktar1 5.75+0.08, kadmiyum grubu sag beyincige ait
protein miktar1 3.32+0.13 olarak tesbit edildi (tablo 3). Kontrol grubu sag
beyincik ile kadmiyum grubu sag beyincik arasinda hem lipid, hem de protein
miktarlari arasinda 6nemli bir farkin oldugu goruldu (p<0.001).

Kontrol grubu sol beyine ait lipid miktar1 9.16+0.23, kadmiyum grubu sol
beyine ait lipid miktari 5.88+0.21 olarak (tablo 2), kontrol grubu sol beyine ait
protein miktari 5.12+0.11, kadmiyum grubu sol beyine ait protein miktari
2.92+0.11 olarak tesbit edildi (tablo 3). Kontrol grubu sol beyin ile kadmiyum
grubu sol beyin arasinda hem lipid, hem de protein miktarlari arasinda énemli
bir farkin oldugu géraldu (p<0.001).

Kontrol grubu sol beyincige ait lipid miktar1 9.25+0.32, kadmiyum grubu
sol beyincige ait lipid miktari 5.98+0.13 olarak (tablo 2), kontrol grubu sol
beyincige ait protein miktari 5.45+0.13, kadmiyum grubu sol beyincige ait
protein miktar1 3.23+0.10 olarak tesbit edildi (tablo 3). Kontrol grubu sol beyincik
ile kadmiyum grubu sol beyincik arasinda hem lipid, hem de protein miktarlar
arasinda 6nemli bir farkin oldugu goruldi (p<0.001).

Gruplar i¢inde, sag beyin-sol beyin ve sag beyincik-sol beyincik
arasinda yapilan karsilastirmalarda toplam lipid ve protein miktarlari arasindaki
farkin 6Gnemsiz oldugu goruldu (tablo 2, 3), (p>0,05).
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4. TARTISMA VE SONUC

Sunulan c¢aligmada, somatomotor kortekse intrakortikal yolla verilen
kadmiyum sulfat'in (CdSQO4) sican merkezi sistemi elemanlarindan beyin ve
beyincikteki toplam lipid ve protein miktarlari Uzerine olan etkisi arastirildi.
Deney hayvanlari davraniglari yonunden incelendiginde, operasyonu takip eden
0-10 gun arasinda hareketlerinde yavaslama, besin ve suyu taniyamama, yon
bulmada zorluk, nadirde olsa siddetli saldirganlik icinde olduklari gézlendi. 10.
gunden sonra asiri bilingsiz hareketler yaptiklari ve epileptik nobetlere benzer
(6n ekstremitelerde gekilme, yuvarlanma gibi) davraniglar sergiledikleri izlendi.
Gozlenen bu davranislar ¢inko ile yapilan ¢aligsmalarda tarif edilen davraniglara
benzemektedir (33).

Elde edilen analiz sonuglari, anestezik madde olarak kulanilan ketaminin
toplam lipid ve protein miktarlari Gzerine istatistiksel acidan onemli bir fark
olusturmadigini gostermistir (tablo 2, 3). Ancak, saf grup, ketamin grubu ve
kontrol grubu verilerileriyle kadmiyum grubu verileri arasinda 6nemli fark tesbit
edilmigtir (tablo 2, 3). Kadmiyum beyin ve beyinciklerindeki toplam lipid ve
protein miktarlarinda azalmaya yol agmigtir (tablo 1).

Yapilan ¢alismalarda kadmiyum sulfatin, beyincikte dnemli dlgide hucre
olimune neden oldugu gosterilmigtir (29, 34, 35). Calismamizda elde ettigimiz
sonuglar da, muhtemelen kadmiyumun neden oldugu tahribatla ilgili olabilir.

Kadmiyumun hangi mekanizma ile hucre dlumine neden oldugu henuz
tam olarak bilinmemektedir. Ancak c¢inkoda oldugu gibi asiri néron aktivitesine
sebep olarak, muhtemelen guglu bir eksitator transmitter olan glutamatin
reseptorlerinden NMDA'yi aktifleme yoluyla boyle bir etki gosterebilecegi tahmin
edilmektedir (36). Yapilan pek ¢ok ¢aligma, bu tip hicre 6lim mekanizmalarinin
cok degisik sekillerde olabilecegi ihtimali Uzerinde durmaktadir (7, 37—41).
Eksternal yolla dokulara uygulanan bazi metallerin proteinlerin tiyol ve imidazol
kisimlariyla reaksiyona girmek suretiyle proteinin yapr ve fonksiyonunu
degistirdigi, neticede hicre 6lumunu baglattigi ileri strllmuastir (42). Cinko ile
yapilan bir c¢alismada (43), bunun mitokondrilerde elektron transportunu
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yavaslattigi, dolayisiyla hucrede enerji Uretimini ve aktif membran pompalarinin
faaliyetini Onleyerek hucre sisip pargalanmasina yol agtidi ileri strGimustar.

Serbest radikaller normal enerji metabolizmasinin Grinu olup hicrelerde
yukseltgenme-indirgenme reaksiyonlari sirasinda surekli olarak dretilirler. Bazi
serbest radikallerin fazla olduklari zaman zardaki kolesterolin ve yag asitlerinin
doymamig bagdlarina tutunarak zar lipid peroksidasyonuna (MLP) neden
olduklari, boylelikle plazma membraninin butinligund bozduklari ileri
surtulmustur (44). Plazma membraninin butinligu bozuldugunda, membrandan
gecebilen iyonlarin gradientleri uzun sure devam edemez, sonugta
ekstraselluler ortamda bulunan iyonlar hucre igine girer (45). Noronlarda, hucre
ici Ca®" iyon miktarinin artisi ise oksidatif hiicre élimiiniin aracisi olarak
dusunulmektedir (46—49).

Eksitoksisite ve oksidatif stresin merkezi sinir sisteminde patolojik néron
olumunun iki temel mekanizmasi oldugu ileri suralmagtar (50, 51).
Eksitotoksisite olusumunda, Ca®" un hiicre icine girisindeki artig, Ca?" ile aktive
olan fosfolipaz ve/veya NO sentaz araciligiyla serbest radikal Uretimini
arttirmaktadir. Serbest radikal miktarinin artigi da glutamat salinimini
arttirmakta ve bu sekilde eksitotoksik hasar daha da buyumektedir (52, 53).

Kesin olarak ifade edilmemesine ragmen pek ¢ok arastirici asiri kalsiyum
birikimi ile néronal dlumler arasinda iligki kurmusglardir (54-57). Ekstraselltler
ortamdan kalsiyumun uzaklastiriimasiyla da hiucre oOlumunun azaldigi
bildirilmigtir (58, 59).

Kadmiyumun uyardigi apoptozis, apoptozisin isleyis
mekanizmasini gosteren aktive edilmig protein kinazlar sayesinde olusur (60).
Kadmiyumun alinig yollari hava partekdlleri, sigara dumani, igme suyu ve besin
yoluyla oldugu tarif edilmistir (61). Hucrelere kadmiyum alimi, basit difUzyonla
olur ve kadmiyum ayni zamanda kalsiyum, ¢inko ve bakir transport yollarindan
da faydalanir (62). Kadmiyum alimi, ayni zamanda membran proteinlerindeki
sulfidril gruplari ile etkilesimi de gerektirir (62, 63).

Kadmiyum diger agir metaller gibi protein yan zincirlerindeki bazi
ligandlara ilgi gOsterir, seker ve aminoasit trasportunun inhibisyonuna neden
olan tasiyici protein molekullerine baglanabilir (64).
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Proteinler, canli organizmanin fizyolojisinde hayati bir rol oynar. Tum
biyolojik aktiviteler ayni zamanda protein olan enzimler ve hormonlarla
duzenlenir. Protein igerigini tayin etme, hucrelerin fizyolojik fazlarini tesbit etmek
icin tanisal bir ara¢ olarak dusunulebilir (65). Kadmiyumun elektronik
konfiglrasyonu ginkonunkine benzerdir ve ¢inko ile proteinlerine baglanmak igin
yarigir. Bobilya ve ark. kadmiyumun ginko transport sistemi yoluyla endotelyal
hacrelere alindigini rapor etmislerdir (66). Cinko gibi kadmiyumda voltaj bagimli
kalsiyum kanallari, N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorleri ve kalsiyum
gecirgen a-amino—3-hidroksi—5-metil-4-izoksazoleoropiyonik asit (AMPA)/kainat
reseptorl yoluyla benzer mekanizma ile noronlara alinabilir (67). Amigdala,
glutamaterjik ¢inko iceren noronlarca zengin bir bolgedir. Bu yuzden kadmiyum,
glutamaterjik ¢inko igeren noronlarca zengin amigdalar noronlar igerisine alinir
ve sonunda kalsiyum ve impuls bagimlhi yolda sinaptik yarik icerisine
serbestlenirler (68).

Bazi sinapslarda kadmiyum, uzun donemli bir etkiye sahip oldugu
dugunulmektedir. Kadmiyum voltaj bagimli kalsiyum kanallarini inhibe ettiginden
dolayi, néron terminallerinden norotransmitter salinimini etkileyebilir. Amigdalar
noronlara alinan kadmiyum, ndoron terminallerinden salinabilir ve sinaptik
norotransmisyondaki basamaklari ve dengeyi uzun bir sure etkileyebilir (69).

Kadmiyum, Zn ile birlikte ayni sulfidril gruplarina baglanmak icin yangir
ve baglanarak daha saglam bir bag olusturur. Proteinler, oldukga duyarli
molekullerdir ve agir metal zehirlenmelerinde erken indikatorlerdir (28).

Fasitsas ve ark. (70) yaptiklari bir galigmada, kadmiyuma maruz birakilan
si¢can beyinlerindeki sinaptozomal plazma membranlarinda (SPM) protein-lipid
etkilesimini incelemigler, kadmiyuma maruz kaldiktan 12 saat sonra SPM’nin
maksimum azaldigini, lipid peroksidasyonunda onemli bir artis oldugunu, 18 ve
24 saat sonra kontrol grubu ile kargilastinidiginda membran akiskanliginda
onemli bir dugus oldugunu tesbit etmislerdir.

Kurde (71) ve Kapilla (65), bir tekstil fabrikasinin atik sulari nedeniyle bu
bolgede bulunan siganlarin serum proteini iceriginde artis tesbit ettiler. B.
Rojanna ve ark. (72) kadmiyumun kan serumu toplam protein seviyesinde artisa
neden oldugunu tesbit ettiler. Protein igerigindeki bu artis pek ¢ok arastirmaci
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tarafindan mikrozomal protein sentezindeki artig sayesinde gosterilmistir.
Calismamizda elde ettigimiz veriler, beyin ve beyincikte toplam protein
seviyesinde istatistiksel agidan onemli bir farkin oldugunu ortaya c¢ikarmigtir
(tablo 3). Benito ve ark. yaptidi calismada, disi siganlar gebeligin ilk guninden
itibaren igme sularina kadmiyum asetat karistirlarak kadmiyuma maruz
birakilmiglar, dogan yavrularin beyinlerinde toplam lipid, protein ve nukleik asit
miktarlari arastirilmig, kontrol ve kadmiyum gruplari arasinda herhangi bir
farklihk bulunamamig, ancak kadmiyum grubu yavrularin beyin agirhiklari 6nemli
derecede artmigti (27). Diger yandan, Molinero ve ark. (73) yaptiklari bir
calismada, gebe ratlarin igme sularina kadmiyumla birlikte kursun eklenmis,
sonugta dogum sonrasi yavru sigan beyinlerinde toplam protein miktarinda %
16, toplam lipid miktarinda % 24 oraninda bir azalma tesbit etmislerdir. Benzer
bir calismada Antonio ve ark. (74) ayni sekilde kadmiyum ve kurgsuna maruz
birakilan gebe ratlarin yavrularinin beyinlerindeki toplam protein miktarinda
yenidogan vyavrularda % 17, bes gunluk yavrularda % 31, toplam lipid
miktarinda yenidoganlarda % 11 ve bes gunluk yavrularda % 23 oraninda
azalma tesbit etmiglerdir.

Geng ve ark., beyin korteksine 0.0021 mg/kg dozunda kadmiyum sulfat
enjekte edilen sigan beyinciginde 1sik mikroskobu altinda, alan kaydirma
yontemiyle yaptiklari hicre sayimlarinda kontrol grubu ile karsilastirildiginda
purkinje hdcrelerinde énemli bir kaybin oldugunu rapor etmiglerdir (34). Benzer
bir calismada Bagirici ve ark., kadmiyumun beyincikte hucre kayiplarina neden
oldugunu gostermiglerdir (35). Diger taraftan, stereolojik yontem kullanilarak
kadmiyumun serebellumda meydana getirdigi hicre kayiplari Gzerine Nitrik
Oksit Sentaz (NOS) inhibitorleriyle yapilan bir galismada, kadmiyumla birlikte
verilen Nitrik Oksitin (NO) beyincikte anlamli hlcre kayiplarina neden oldugu
tesbit edilmigtir (29).

Calismamizdaki veriler, daha once kadmiyumla yapilan ¢alismalardaki
toplam hucre sayisindaki kayiplarin mekanizmasi hakkinda bir fikir sahibi
olmamizi  saglamigtir.  Toplam hucre sayisindaki azalmalar bizim
calismamizdaki toplam lipid ve protein miktarindaki azalmalara benzerlik
gostermektedir. Gerek alan kaydirma, gerekse stereolojik yontemlerle yapilan
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hiacre sayimlarinda kadmiyumun, kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli
hidcre kayiplarina neden oldugu agiktir. Calismamizda elde ettigimiz veriler,
onceki calismalarin sonuglari ile ortusmektedir. Kadmiyum hicre membran
lipidlerinde lipid peroksidasyonuna bagli olarak toplam lipid miktarinda
azalmaya, dolayisiyla membran akigkanhginda azalmaya, sonugta hucre ile
cevresindeki iliskinin bozulmasina sebep olmus olabilir, kadmiyum ortama
serbestlenen NO’in serbestlenme surecini hizlandirmig, ortamda bulunan
kadmiyumla birlikte NO’de toksik etki gostererek hicre kayiplarina neden olmus
olabilir. Ayrica NO'’in bir amino asit olan L-arjininden sentez edildigi
unutulmamalidir.

Sonu¢ olarak, bu calismada beyin ve beyincikte kadmiyum
norotoksisitesinin oldukga etkili oldugu, hem beyin, hem de beyincikte toplam
lipid ve protein miktarlari Gzerine etkili oldugu tesbit edilmigtir.

Bu verilerin daha iyi anlagilabilmesi igin mikro c¢evre ile noronlarda
meydana gelen degigimlerin elektron mikroskobuyla; kadmiyum odaginda ve
daha uzak bolgelerde meydana gelebilecek biyokimyasal ve molekuler
duzeydeki degisimlerin immunohistokimyasal ve organel bazinda biyokimyasal
metodlarla arastiriimasi gerekmektedir. Boylece calismamizda elde ettigimiz

verilerin hucresel ve biyokimyasal mekanizmalari daha iyi anlasilabilir.
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