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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitli tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/raporumun tamamini veya herhangi bir kismini,
basili (kagit) ve elektronik formatta arsivleme ve asagida verilen kosullarla kullanima agma iznini
Hacettepe Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle Universiteye verilen kullanim haklar
digindaki tim fikri miilkiyet haklarim bende kalacak, tezimin tamaminin ya da bir boliimiiniin
gelecekteki caligmalarda (makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklar1 bana ait olacaktir.
Tezin kendi orijinal ¢alismam oldugunu, baskalarimin haklarini ihlal etmedigimi ve tezimin tekyetkili
sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif hakki bulunan ve sahiplerinden
yazili izin alinarak kullanmilmasi zorunlu metinlerin yazili izin alinarak Kullandigimi ve istenildiginde
suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhiit ederim.

Yiiksekogretim Kurulu tarafindan yaymlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda
Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime A¢imasina Iliskin Yonerge” kapsamimda tezimasagida
belirtilen kosullar haricince YOK Ulusal Tez Merkezi / H.U. Kiitiiphaneleri A¢ik Erisim Sisteminde
erisime agilir.

Enstitii/Fakiilte yonetim Kurulu karari ile tezimin erisime a¢ilmas1 mezuniyet tarihimden itibaren

... y1l ertelenmistir.®

Enstitii/Fakiilte yonetim Kurulunun gerekgeli karari ile tezimin erisime agilmasi mezuniyet

tarihimden itibaren 6 ay ertelenmistir.?®)

Tezimle ilgili gizlilik karar1 verilmistir.©®)

22/05/2024

Nigar ABBAK

“Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmast, Diizenlenmesi ve Erisime A¢ilmasina Iliskin Yénerge”

Madde 6. 1. Lisansiistii tezle ilgili patent bagvurusu yapilmast veya patent alma siirecinin devam etmesidurumunda, tez
danismaninin onerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii tizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulu iki yil siire ile
tezin erisime a¢ilmasimin ertelenmesine karar verebilir.

Madde 6.2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniiz makaleye doniismemis veya patent gibi yontemlerle
korunmanusg ve internetten paylasiimast durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz kazang imkam olusturabilece kbilgi
ve bulgulari igeren tezler hakkinda tez danigmaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii iizerine enstitii veya
fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile alti ay1 asmamak iizeretezin erisime agilmasiengellenebilir.

Madde7.1. Ulusal ¢ikariar: veya giivenligi ilgilendiren, emniyet istihbarat, savunma ve giivenlik, saglik vb.konulara iligkin
lisansiistii tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapildigt kurum tarafindan verilir *. Kurum vekuruluslarla yapilan isbirligi
protokolii gercevesinde hazirlanan lisansiistii tezlere iliskin gizlilik karart ise, ilgili kurum ve kurulusun énerisi ile enstitii
veya fakiiltenin uygun gorisii iizerine iiniversite yonetim Kurulu tarafindan verilir. Gizlilik karar: verilentezler
Yiiksekogretim Kuruluna bildirilir.

Madde 7.2. Gizlilik karari verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik kurallar: ¢ergevesinde
muhafaza edilir, gizlilik kararinin kaldirilmas: halinde Tez Otomasyon Sistemineyiiklenir.

* Tez danismaminin onerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii iizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulu
tarafindan karar verilir.
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Bu ¢aligsmadaki biitiin bilgi ve belgeleri akademik kurallar ¢ercevesinde elde
ettigimi, gorsel, isitsel ve yazili tiim bilgi ve sonuclari bilimsel ahlak
kurallarina uygun olarak sundugumu, kullandigim verilerde herhangi bir
tahrifat yapmadigimi, yararlandigim kaynaklara bilimsel normlara uygun
olarak atifta bulundugumu, tezimin kaynak gosterilen durumlar disinda 6zgiin
oldugunu, Dog¢. Dr. Okan ARIHAN danigsmanliginda tarafimdan tiretildigini ve
Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tez yazim Y dnergesine gore

yazildigini beyan ederim.
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TESEKKUR

Doktora 6grenimim kisitli bir zamaninda kendisinin 6grencisi oldugum halde bana
tiim doktora egitimim boyunca edinebilecegim deneyim, bilgi ve birikimi kazanmami
saglayan ¢ok degerli danisman hocam Sayin Do¢. Dr. Okan ARIHAN’a, her
arastirmamizda sevkle calistigi ve her konuda deste§ini esirgemedigi i¢in en icten

tesekkiirlerimi sunarim.

Fizyoloji Anabilim Dali’nda gorev yapan ve doktora egitimim boyunca bana ve tiim
ogrencilerine kendi evladiymis gibi davranan bilgi ve deneyimlerini bizden
esirgemeyen basta boliim baskanimiz Saym Aysen Erdem’e ve Ogr. Gér. Dr. Ashi San

Dagli Giil’e ve boliimiimdeki degerli tiim 6gretim iiyelerine,

Doktora ¢alismam siiresince destegini ve yardimini esirgemeyen titiz ve etik calisma
seklini 6rnek aldigim Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Ogretim Uyesi Saym

Prof. Dr. Emirhan NEMUTLU’ya ve Ogr. Uyesi Dr. Tuba RECBER e,

Tiim 6grenim siirem ve tez ¢aligmam boyunca yardimlarini esirgemeyen her zaman

destek veren tiim degerli akademik ve idari personele,

Tez galismam siiresince yolumun iyi ki kesistigi dedigim sevgisini, arkadasligini

uzakta da olsa hissettiren sevgili arkadasim Ogr. Gor. Dr. Hamiyet ECIROGLU na,

Tim yasamlar1 boyunca bir¢ok miicadele ve zorluklara ragmen ben ve diger
kardeslerimi biiyiik bir emek ve 6zveriyle yetistiren bizlere karsi daima destekleyici,
ilgili ve sevgi dolu olan annem Safiye TASDEMIROGLU ve babam Muzaffer
TASDEMIROGLU na,

Canim kardeslerim; her zaman sevgi ve desteklerini igtenlikle gosteren her daim
yanlarinda olacagim sevgili kardeslerim Pmar TASDEMIROGLU KILIC, Oykii ve
Oviing TASDEMIROGLU na,

Tanistigim ilk giinden beri beni her anlamda destekleyen, cesaretlendiren ve kendimi
fark etmemi saglayan canim esim, ¢ok sevdigim Umit ABBAK ’a, bu yoldaki en biiyiik

sansim ve ugurum, canim oglum Atlas ABBAK’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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OZET

Nigar ABBAK, Kadmiyuma Maruz Kalan Sicanlarda Davramssal, Biyokimyasal ve
Metabolomik Parametrelerde Gozlenen Degsikliklere Karvakroliin Etkisi, Hacettepe
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Fizyoloji Programi Doktora Tezi, Ankara 2024,
Kadmiyum (Cd) endiistri ve tarim gibi aktivitelerle cevrede bulunabilen toksik ve kanserojen
agir metallerden biridir. Karvakrol (CAR), ¢esitli aromatik bitkilerde bulunan bir fenoldiir.
CAR’1n ¢esitli biyolojik aktivitelere sahip oldugu bilinmektedir. Caligmamizin amaci, Cd’nin
sebep oldugu toksik etkilere karsi, CAR’mn koruyuculugunu, davranis parametreleri,
biyokimyasal analiz, histopatoloji ve metabolitlerle degerlendirmektir. Calismamizda Wistar-
albino erkek siganlar kullanildi. Kontrol, CAR20 mg/kg, CAR40 mg/kg, Cd50 mg/kg, Cd50
mg/kg+CAR 20 mg/kg ve Cd50 mg/kg+CAR 40 mg/kg gruplarma 12 giin oral uygulama
yapildi (her grupta n=8). CAR ¢oziiciisii olarak %0,2’lik Tween 80 kullanildi. Cd’nin si¢anlar
iizerindeki etkilerini gézlemleyebilmek i¢in deney siirecinin sonunda davranis testlerinden
acik alan (OFT), yiikseltilmis art1 labirent (EPM) ve Barnes Maze (labirenti) testi uygulandi.
Lokomotor aktivite Rotarod testi ile degerlendirildi. Alinan bobrek ve karaciger dokularinda
histopatolojik caligmalar yapildi. Buna ek olarak siganlardan alinan plazmada hedeflenmemis
metabolomik analizler GC-MS ve LC-QTOF teknikleri ile ¢alisildi. Ayrica plazmalarda ICP-
OES’le arsenik, ¢inko, demir, kadmiyum ve kalsiyum Oolgiildii. Bulgular Cd’nin rotarod
testinde kontrole gore yiirlime siiresini azalttigini, EPM testinde kapali kolda kalma siiresini
uzattigini, OFT testinde merkezde gegen siire ve sayisini azalttigin1 gostermektedir. Cd’nin
kilo alimini azalttig1 ve kan plazmasinda elementlerin miktarlarin1 degistirdigi tespit edildi.
Metabolomik analiz sonuglarinda Cd’nin lipit, enerji ve amino asit metabolizmasina olumsuz
etkide bulunduguna dair belirtegler gézlendi. Davranig sonuglari birlikte degerlendirildiginde
Cd’nin anksiyete benzeri davraniglari artirdigi, lokomotor aktiviteyi azalttigi ve CAR ile
beraber uygulandiginda bu parametrelerin daha kotiiye gittigi sOylenebilir. Cd’nin bobrek ve
karacigerde olumsuz degisimlere neden oldugu biyokimya sonuglarimizla da
desteklenmektedir. Sonuglarimiz Cd’nin incelenen tiim parametrelerde tek veya CAR ile
beraber uygulanmasinda olumsuz etki gosterdigini, CAR’in tek basina uygulandiginda
olumsuz bir etkiye neden olmadigini ortaya koymaktadir. Calismamiz Cd ve CAR’1n etkisini

davranis, biyokimya, histopatoloji, element analizi ve metabolomiks yoniinden ele almaktadir.

Anahtar Kelimeler: Anksiyete, 6grenme ve bellek, yiikseltilmis art1 labirent testi, agik alan

testi, rotarod testi, metabolomiks, karvakrol, kadmiyum.

Bu ¢alisma Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimince

desteklenmigtir (Proje no:-THD-2023-20628).
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ABSTRACT

Nigar ABBAK, Effect of Carvacrol on Alterations Observed in Behavioral, Biochemical
and Metabolomic Parameters in Rats Exposed to Cadmium, Hacettepe University
Graduate School of Health Sciences, Physiology Programme, PhD Thesis, Ankara, 2024.
Cadmium (Cd) is one of the toxic and carcinogenic heavy metals that can be found in the
environment through activities such as industry and agriculture. Carvacrol (CAR) is a phenol
found in various aromatic plants. CAR is known to have various biological activities. The aim
of our study is to evaluate the protection of CAR against the toxic effects caused by Cd with
behavioral parameters, biochemical analysis, histopathology and metabolites. Wistar-albino
male rats were used in our study. Oral administration was given to the control, CAR20 mg/kg,
CAR40 mg/kg, Cd50 mg/kg, Cd50 mg/kg+CAR 20 mg/kg and Cd50 mg/kg+CAR 40 mg/kg
groups for 12 days (n=8 in each group). 0.2% Tween 80 was used as CAR solvent. In order to
observe the effects of Cd on rats, behavioral tests such as open field (OFT), elevated plus maze
(EPM) and Barnes Maze test were applied at the end of the experimental period. Locomotor
activity was evaluated with the Rotarod test. Histopathological studies were performed on the
kidney and liver tissues. In addition, untargeted metabolomic analyzes were performed in
plasma from rats using GC-MS and LC-QTOF techniques. Additionally, arsenic, zinc, iron,
cadmium and calcium were measured in plasma with ICP-OES. Findings show that Cd reduces
walking time compared to the control in the rotarod test, prolongs the time spent in the closed
arm in the EPM test, and reduces the time and number of hours spent in the center in the OFT
test. It was found that Cd reduces weight gain and changes the amounts of elements in blood
plasma. In the metabolomic analysis results, indicators for negative effects of Cd on lipid,
energy and amino acid metabolism were observed. When the behavioral results are evaluated
together, it can be said that Cd increases anxiety-like behaviors, reduces locomotor activity,
and when applied together with CAR, these parameters worsen. It is also supported by our
biochemical results that Cd causes negative changes in the kidney and liver. Our results show
that Cd has a negative effect on all parameters examined when administered alone or together
with CAR, and CAR does not cause a negative effect when administered alone. Our study
addresses the effect of Cd and CAR in terms of behavior, biochemistry, histopathology,

elemental analysis and metabolomics.

Key Words: Anxiety, learning and memory, elevated plus maze test, open field test, rotarod

test, metabolomics, carvacrol, cadmium

This study was supported by Hacettepe University Scientific Research Projects Coordination
Unit (Project no: THD-2023-20628).
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1. GIRiS

Kadmiyum (Cd) besin zincirine girebilen agir metallerden biridir (1, 2). Cd,
Cd-nikel pillerde, plastik ve cam boyamada, giines panellerinde, polivinil kloriir
iretiminde, fosfatl giibre ve diger kimyasal madde iiretimlerinde siklikla
kullanilmaktadir. Cd, Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi tarafindan en toksik ve
kanserojen maddelerden biri olarak siniflandirilmaktadir (3). Cd, ekosistemlerde
birikerek; bitkiler, baliklar ve hayvanlar tarafindan besin zincirine dahil olmakta ve
insan sagligini tehdit etmektedir (4). Yapilan c¢alismalarla Cd'nin beyin, karaciger,
bobrek, testis, dalak, akciger, pankreas ve kalp gibi organlar {lizerinde giiglii toksik
etkileri oldugu gosterilmistir (5-7). Cd'nin kan-beyin bariyerini (KBB) gecerek
beyinde birikmesi sonucunda (8), serebral 6deme, hiicre islev bozukluklarina,
norotransmitter iletiminin ve antioksidan seviyelerinin kotiilesmesine (9, 10) neden
olur. Cd’nin oksidatif stres artigina bagh olarak dikkat, 6grenme ve hafiza
bozukluklarina, agresif ve anksiyojenik benzeri davranislarda artisa neden olabilecegi
gosterilmistir (11, 12). Bu nedenle, Cd toksisitesinin neden oldugu etkileri azaltabilen
molekiiller arastirilmaktadir (13). Cd sadece sanayi ya da Kirleticilerin besin
kaynaklarma bulagmasi sonucunda olmamaktadir. Sigara i¢enlerde kan Cd diizeyleri,
igmeyen bireylere gore daha yiiksek bulunmustur (14). Bu nedenle Cd’ye bagh

olumsuz etkiler tahmin edilenden daha yaygindir.

Anksiyete insanin tabiatinda var olan ve 6liimiine kadar bireyi takip eden bir
duygudur. Anksiyete, anormal smnirlara ulastiginda ise anksiyete bozuklugu olarak
tanimlanir ve sikligi yiiksek olan psikolojik bozukluklar arasinda yer alir (15).
Ogrenme, insanin hafizasinda daha énce yer almayan bilgilerin edinilmesini ifade
ederken; hafiza ise Ogrenilen bilgilerin beyinde yer etmesi, saklanmasi ve geri
cagirilmasi basamaklarimi kapsamaktadir (16). Cd maruziyetinin sinir sistemi
fonksiyonunu etkileyerek anksiyete benzeri davraniglarda artigsa, konsantrasyonun
azalmasina, Ogrenme gii¢liigiiniin ortaya c¢ikmasina sebep olabilecegi yapilan
caligmalarla gosterilmistir (11, 17, 18). Glinlimiizde, bu kapsamda yeni molekiiller
aragtirtlmaktadir (19). Bunlardan biri olan karvakrol (5-izopropil-2-metil fenol-CAR),
cesitli aromatik tibbi bitkilerde bulunan ayrica sentetik olarak da elde edilebilen

monoterpenoid bir fenoldiir (20, 21). Origanum ve Thymus gibi kekik tiirleri basta

olmak iizere baz1 bitkilerin ugucu yaglarinda bulunmaktadir (22). CAR, giivenli kabul



edilen bilesikler arasinda yer almaktadir ve ticari olarak gida aromasi olarak
kullanilmaktadir (23). CAR antioksidan, antiinflamatuar, antitimér, analjezik,
antihepatotoksik ve anksiyolitik aktivitelere sahiptir (24). CAR’1n gii¢lii antioksidan
aktivitesi noroprotektif etkisiyle ilisikilendirilmektedir (25). CAR’mn, KBB’yi kolay
ve hizl bir sekilde gegmesinin beyin lizerinde anksiyolitik ve antidepresan etkilerinde
rolii oldugu varsayilmaktadir (26). CAR’in GABAerjik ve dopaminerjik sistemin
modiile edebilmesi ile anksiyolitik benzeri etkide dnemli oldugu da bildirilmistir (22).
Literatiirde CAR ve Cd’nin beraber kullanimiyla ilgili yeterli bilgi bulunmamaktadir.
Cd’nin davranmis parametreleri ve metabolitler {izerindeki olumsuz etkilerine karsi

CAR’1n koruyuculugu daha 6nce yeterli diizeyde calisilmamastir.

H1 (0): Cd uygulanan sicanlarda subakut donemde anksiyete benzeri davraniglara

sebep olmaz, motor davranislar1 ve uzamsal 6grenme bellegi bozmaz.

H1: Cd uygulanan siganlarda subakut donemde anksiyete benzeri davraniglara sebep

olur, motor davranislar1 ve uzamsal 6grenme bellegi bozar.

H2 (0): CAR, Cd maruziyetinde subakut donemde si¢anlarda anksiyete benzeri

davraniglar1 azaltmaz, motor koordinasyonu ve uzamsal 6grenmeyi diizeltmez.

H2: CAR, Cd maruziyetinde subakut donemde sicanlarda anksiyete benzeri

davraniglar1 azaltir, motor koordinasyonu ve uzamsal 6grenmeyi diizeltir.
H3 (0): Cd ve/veya CAR, plazma metabolomiks parametrelerini degistirmez.
H3: Cd ve/veya CAR, plazma metabolomiks parametrelerini degistirir.

H4 (0): Cd ve/veya CAR, serum ve plazmada incelenen biyokimyasal parametreleri

degistirmez.

H4: Cd velveya CAR, serum ve plazmada incelenen biyokimyasal parametreleri
degistirir.

H5 (0): Cd ve/veya CAR, karaciger ve bobrekte histopatolojik degisimlere yol agmaz.
H5: Cd ve/veya CAR, karaciger ve bobrekte histopatolojik degisimlere yol agar.

Bu c¢alismanin amaci siganlarda Cd maruziyetinde olusan davranissal,
biyokimyasal ve metabolomik parametreler tizerinde karvakrol’iin koruyucu etkisinin

olup olmadiginin incelenmesidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kadmiyum ve Fizyolojik Ozellikleri

Kadmiyum (Cd) besin zincirine girebilen agir metallerden biridir (6). Agir
metaller, inorganik ¢evre kirleticilerinin ana gruplarindan biridir. Agir metaller toprak,
su ve havaya karisarak besin zincirine girebilmektedir (27, 28). Cd, kompleks organik
kirleticilerin aksine mikroorganizmalar tarafindan parg¢alanamayan ve dogada
varligini stirdiiren agir metallerden biridir. Cd ekosistemlerde biriktigi igin; bitkiler,
baliklar ve hayvanlar tarafindan aliarak besin zincirine dahil olmakta ve bunlari
tiiketen insanlarin saghgini tehdit etmektedir (29). Insan niifusunun hizla
biliylimesinden dolay1 endiistri kirliligi ve ¢evre kirleticilerinin kullanimi artmaktadir.
Bu artig Cd maruziyetini de arttirmakta ve problemleri daha da kotiilestirmektedir. Cd,
sanayi kirliligi ve g¢evre Kirleticilerin yan1 sira sigara gibi kaynaklardan da insan
viicuduna girebilmektedir (30). Sigara igenlerde kan Cd diizeyleri igmeyen bireylere
gore daha yiliksek bulunmustur (31, 32). Bu nedenle Cd’ye bagh olumsuz etkiler
tahmin edilenden daha yaygindir (32).

Sabitleyici ~ Diger Alanlar
Kaplama %7 %1
%7

Pigmentasyon
%11

Sodyum-Nikel Pil
%79

Sekil 2.1. Cd’nin endiistride kullanim yayginlig1 (32)’den degistirildi.

Cd’nin, ucuz elde edilebilir ve dayanikli bir kimyasal olmasi her alanda
kullanilabilirligini arttirmaktadir. Cd; Cd-Ni pillerde, plastik ve cam boyamada, giines
panellerinde, polivinil kloriir iiretiminde, fosfatli giibre, tiitiin ve c¢esitli kimyasal

madde iiretim siireglerinde siklikla kullanilmaktadir (Sekil 2.1). Bu kadar yaygin



kullanilan Cd ayn1 zamanda Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi tarafindan en toksik
ve kanserojen maddelerden biri olarak smiflandirilmaktadir (29, 33). Yapilan
caligmalarla Cd'nin beyin, karaciger, bobrek, testis, dalak, akciger, pankreas ve kalp
gibi farkli organlar tizerinde giiglii toksik etkileri oldugu gosterilmistir (30). Cd,
oksidatif stres molekiillerinin ve lipit peroksidasyonun artisina, antioksidan
molekiillerin azalmasina neden olmaktadir (34). Hiicre zarinin gecirgenligi degiserek
kalsiyum (Ca) dengesi bozulmakta ve DNA hasari gibi olumsuz sonuglar olusmaktadir
(35). Cd’nin, hiicrelerde ciddi bir inflamasyon artisina neden oldugu belirtilmektedir
(36). Cd maruziyetine bagli olarak pro-inflamatuar sitokinlerden interlokin-1 ve timor
nekroz faktorii-a gibi inflamatuar mediatorlerin  salmimimin da asirt  arttig
gosterilmistir (36). Bunun bir sonucu olarak beyin de dahil bir¢ok organda doku
hasarlar1 goriilmektedir. Cd’nin, hiicre islev bozukluklarina ve genis bir yelpazede
klinik rahatsizliklara neden oldugu savunulmaktadir. Yiiksek Cd maruziyetinin
insanda siklikla bobrek yetmezligi, kemik bozukluklari, norolojik bozukluklar,
anoszm, erkek lireme sistemi sorunlar1 ve hatta kanser gibi ¢esitli saglik sorunlariyla

ilgili ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir (37).

Cd, KBB gecerek beyinde birikebilmekte ve ciddi néropatolojilere neden
olabilmektedir (38). Cd, serebral 6deme, hiicre islev bozukluklarina, nérotransmitter
iletimi ve antioksidan seviyelerinin kotiilesmesine (39) yol agabilmektedir. Beyindeki
hasara bagl dikkat, 6grenme ve hafiza bozukluklarina, agresif ve anksiyete benzeri
davraniglarda artisa neden olabilecegi gosterilmistir (40). Cd ndrotoksitesiyle ilgili cok
sayida ¢alisma bulunmaktadir. Cd’nin, neonatal siganlarda beyin kanamasi ve beyin
O0demini tetikledigi gézlenmistir (41). Cd’nin yenidogan ratlarda KBB’yi ge¢me
hassasiyetinin yiikksek olmasindan dolayr (42) yash ratlara goére farkli beyin
bolgelerinde daha toksik oldugu gosterilmistir (43). Cd’nin, beyinde serbest
radikallerin iretimini artirdigi ve Na*/K*-ATPaz gibi membrana bagh proteinleri
etkileyip hiicre biitlinliigiinii bozdugu tespit edilmistir (44, 45). Cd, hiicre zar1 Ca
gecirgenligini ve norotransmitter salinimini degistirir (43). Hiicreler arasi bosluga Ca
salinimini azaltir ve aksiyon potansiyellerinin olusumunu azaltir. Bunun sonucu olarak
norotransmitter salimimi da degismektedir (44). Cd'ye maruz kalan hayvanlarin
amigdalasinda uyarici ndrotransmiter seviyelerini degistirdigi gosterilmistir (46).

Cd’nin, damar endotel biitiinliigiinii ve gecirgenligini etkiledigi ve bu etkiye ikincil



olarak sinir hiicrelerinde nekrotik degisikliklerin meydana geldigi de goriilmektedir
(46). Cd'nin sebep oldugu yogun sitokin salinimina bagl stres, hiicre zarina oldugu
gibi mitokondri zarlarina da hasar vermekte ve mitokondrideki yikimi da
arttirmaktadir (47). Sinir hiicrelerinin yasamalar1 i¢in gerekli olan iletisimleri saglayan
mikrotiibiil yapilar1 da Cd maruziyetinde zarar gormektedir. Bunlara ek olarak
hiicresel iletisimi bozdugu ve apoptozu tetikleyebildigi gosterilmistir. Cd maruziyeti
insanda da genis 6l¢ekte davranigsal bozukluklara neden olabilir. Cd'ye maruz kalan
is¢ilerde dikkat, psikomotor hiz, hafiza (48), gorsel-motor islevlerde azalma (49) ve

polindropati riskinde artis (50) ortaya ¢ikmustir.

‘ cd }__, Cinko, selenyum, Hicresel savunma

bakir ve kalsiyum sistemi hasar

‘o [ . ‘
@ Metallotiyonin (MT) | Bobrek
konjugasyonu (Cd-MT)

Stlfur gruplarin Kupffer hiicrelerin Bobrek tiibiilerden emilimi ‘
inaktivasyonu aktivitesi

Oksidatif stres; inflamasyon ve stotoksik Diisiik molekiiler proteinlerin

mitokondrive mediatérler; sitokin ve emilimi azalmasi ve salinimin artisi

mitokondrizar hasari kimokin salinimi
Apoptoz ‘
‘ Hepatoksite Bbbrek Toksitesi

Sekil 2.2: Cd’nin karaciger ve bobrekteki toksisitesinin sematik gosterimi (51)’den

uyarlanmustir.

Cd, sindirim sistemi yoluyla viicudumuza girdiginde 6nce sindirim kanali
organlarindan emilir daha sonra karacigere girerek metallere bagli toksisiteyi
azaltmada gorevli metallothionein (MT) {iretimine neden olur ve Cd- MT kompleksini
olusturur. Cd buradan glutatyon (GSH) ve sisteine bagli olarak safra yoluna geger
buradan bagirsaga atilabilir ve bagirsak epitel hiicreleri tarafindan yeniden emilir.
Cd'nin viicutta "enterohepatik dolagim1" olarak kabul edilen bu dongiisiiniin karaciger

ve bobreklerde ciddi hasarlara neden olabilecegi gosterilmistir (Sekil 2.2) (52, 53).



Yapilan ¢aligmalar, karacigerde Cd birikiminin alanin aminotransferaz,
aspartat aminotransferaz, laktat dehidrojenaz ve alkalin fosfataz aktivitelerini dnemli
Olgiide arttirdigini  gostermistir  (54). Cd ¢ok sayida hepatik histopatolojik
degisikliklere neden olmaktadir. Bu hasarlarin karacigerde goriilen inflamatuar hiicre
infiltrasyonu, Kupffer hiicrelerinin aktivasyonu ve Parankimal hasar1 icerdigi
belirtilmektedir (54). Eldeki bilgiler 15181nda karacigere Cd toksisitesinin molekiiler
mekanizmalart temel olarak siilthidril inaktivasyonu, oksidatif stres, mitokondriyal
fonksiyon bozuklugu ve hiicre apoptozu olarak kabul edilmektedir (55). Cd toksisitesi
hepatosit oliimiine yol agarak Cd-MT olarak kan dolasimina gecer ve bdbreklere
aktarilir, burada glomeriillerden siiziiliir ve bobrek tiibiilleri tarafindan yeniden emilir
(56). Bobreklerde tekrar emilen Cd, baglanan Cd'den daha toksik olan serbest Cd'ye
ayrilir. Serbest kalan Cd bobrek epitel hiicrelerinden sentezlenen MT ile yeniden
birlesip burdan da serbestlenir ve bobrek tiibiiler hiicrelerinin emilim fonksiyonunun
ciddi tahribatina yol agar. Cd, epitel hiicre fonksiyonunu tahrip eder ve proteiniiri
olusumuna neden olur(57). Calismalar, idrardaki Cd konsantrasyonunun 1.0
nmol/mmol kreatinin diizeyine denk geldiginde renal tiibiiler proteiniiri prevalansinda
%10 gibi ciddi bir artis oldugunu géstermistir (58). Ayrica uzun siireli Cd maruziyeti
bobreklerdeki Cd yiikiinii artirarak Ca atiliminin artmasina ve bobrek tasi riskine yol
acmaktadir (59). Bagirsak mukozasinda sentezlenen endojen MT de Cd ile Cd-MT
olusturabilir ve bobrekte birikerek kronik toksisiteyi arttirabilir (60). Ayrica maruz
kalmanin yiiksek ve uzun siireli olmasi veya tetikleyici ile birlikte ortaya ¢ikmasi
durumunda bobrek hasarmin kisinin 6liimiine sebep olabilecek kadar ilerleyebilecegi
bildirilmektedir (61). Proksimal tiibiiler epitel hiicrelerinin lizozomlarindaki 6zellikle
N-asetil-B-D-glukozaminidaz’in ve buna ek olarak retinol baglayici protein ve a-1-
mikroglobulin gibi proteinlerin, baslangigtaki renal tiibiiler hasarin saptanmasi igin
biyobelirtegler olabilecegi diisiiniilmektedir (62). Giinlimiizde bobreklerdeki Cd
toksisitesinin molekiiler mekanizmalar1 oksidatif stres, mitokondriyal stres,
endoplazmik retikulum stresi, apoptoz-otofaji dengesinde kayma, DNA metilasyonu

ve kalsiyum iyonu bozuklugu olarak 6zetlenebilir (63).

Cd gibi toksik metaller viicutta Ca ve Zn gibi elementlerin viicuda girdigi
zamanki gibi metabolize edilirler. Cd emiliminin artmasinin, Ca, Zn, demir (Fe),

selenyum, C vitamini, D vitamini, E vitamini veya diger eser elementlerin diisiik



tiikketiminden kaynaklanabilecegi belirtilmektedir. Ozellikle, Cd'nin Ca ve Zn ile
molekiiler benzerligi Cd’nin yliksek emiliminde rol oynayabileceklerini
diistindiirmektedir (64). In vivo olarak Zn'nin bobrek fonksiyonu iizerinde koruyucu
bir etkiye sahip oldugu (65) ve Cd'ye maruz kalan siganlarda artan femur boynu kirigi
riskini 6nledigi (66) belirtilmistir. Ayrica birgok hayvan ve insan ¢alismasi: Ca, Zn
veya Fe gibi temel metallerin eksikliginin Cd'nin daha fazla emilmesine ve
toksisitesine yol agabilecegini gostermistir (67). Bu nedenle, gerekli temel metal
elementlerin takviyesinin Cd zehirlenmesini 6nlemede rol oynayabilecegine
inanilmaktadir. Sebze ve meyvelerin Cd'ye kars1 koruyucu etkileri Cd'yi antagonize
edebilecek temel metalleri ve vitaminleri icermelerinden kaynaklanabilir (68). Ayrica
bu bitkilerdeki fitokimyasallarin cogunun fenol veya izoflavon olmasi da Cd’ye bagh
hasara karsi koruyucu rol oynayabilmektedir. Bu biyoaktif bilesikler, radikal
temizleyiciler veya metal selatorler olarak islev gorerek Cd toksisitesine karst dogal
antagonistler olarak hareket etmelerini saglamaktadir (69). Ancak bir¢ok yesil yaprakli
sebzenin Cd’nin ana kaynaklarindan biri olma riskinin olabilecegini de belirtmek
gerekir. Ote yandan icerdikleri besin maddelerinin ve aktif maddelerin ¢cogu ayni
zamanda Cd'nin toksisitesini de azaltir. Bu nedenle Cd icermeyen sebzelerin tiiketimi,

Cd toksisitesinin 6nlenmesinde ve azaltilmasinda énemli rol oynayabilir.

Cd'nin viicudumuzda neden oldugu toksiteyi agiklamak i¢in gesitli
mekanizmalar dnerilmis olsa da bu toksisite hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadir.
Oksidatif stres, inflamasyon ve apoptozun Cd'un tetikledigi patogenezde kritik roller
oynadigina dair genel bir fikir birligi bulunmaktadir (70). Cd basta olmak iizere diger
agir metal toksisitesine karsi viicudu korumada bu mekanizmalar {izerinden etki
gosteren maddelere ihtiyag vardir. Bu maddelerin gerek dogrudan gerekse
nanoemiilsiyon formu gibi yenilik¢i ilag sistemleriyle kullanilmasi arastirilmaktadir

(71). Bu sayede terapotik etkiden daha fazla yararlanilacagi diisiiniilmektedir.
2.2. Karvakrol ve Fizyolojik Ozellikleri

Karvakrol (5-izopropil-2-metil fenol-CAR), ¢esitli aromatik tibbi bitkilerde
bulunan ayrica sentetik olarak da elde edilebilen monoterpenoid bir fenoldiir (20).
CAR’1n fiziksel ozellikleri asagida oOzetlenmistir (Sekil 2.1). CAR, ¢ok sayida
aromatik ugucu yag treten bitkide yiiksek miktarda bulunmaktadir (20). CAR,



Origanum vulgare, Thymus vulgaris, Lepidium flavum, Citrus aurantium, basta olmak
izere bazi bitkilerin ugucu yaglarinda bulunmaktadir (21, 72). CAR, genel olarak
giivenli kabul edilen bilesikler arasinda yer almaktadir ve ticari olarak gida aromasi
olarak kullanilmaktadir (73, 74). Avrupa Komisyonu tarafindan kimyasal
tatlandiricilar listesine dahil edilmistir ve gidalarda tatlandiric1 olarak kullanilmak
iizere Amerikan Gida ve ilag Idaresi tarafindan onaylanmgtir. CAR diger ugucu yaglar
gibi suda c¢oziinmezken organik c¢oziiciilerde kolaylikla ¢oziinebilir. CAR'in
antioksidan, antiinflamatuar, anksiyolitik, antitimor, analjezik, antihepatotoksik,
antimikrobiyal, insektisidal ve anksiyolitik etkiler gibi birgok fizyolojik 6zellikleri
oldugu bilinmektedir (75, 76). CAR’1n gii¢clii antioksidan 6zellige sahip olmasindan
dolayr ¢ok sayida norotoksik ajanin etkilerinin Onlenmesinde etkili olabilecegi
diistintilmektedir (77). CAR’in, KBB’yi kolay ve hizli bir sekilde ge¢mesinin beyin
tizerinde koruyucu anksiyolitik ve antidepresan etkilerinde roli oldugu
varsayllmaktadir (78, 79). CAR’1n GABAerjik iletimi ve dopaminerjik sistemi modiile

edebilmesinin anksiyolitik benzeri etkisinde 6nemli oldugu da tespit edilmistir(78).

Tablo 2.1. CAR’1n fiziksel 6zellikleri (80, 81)’den uyarlanmustir.

Kimyasal Formiilii C10H140

Lineer Formiilii CsH3CHj3 (OH) (C3Hy),

Molekiil agirlig: 150.22 g/mol

Yogunlugu 0.967 g/ml

Erime Noktasi ~0°C

Kaynama Noktasi 237-238 °C

Refraksiyon Katsayisi 1.5230

Tad ve Koku Hos keskin bir tada sahip olup kokusu

mercan koske benzemektedir

Suda ¢6ziiniirligi

Suda ¢oziinmez

Organik ¢oziiciilerdeki ¢oziiniirliigii

Etanolde yiiksek ¢oziiniir

LD50

Oral alindiginda siganlarda LD50 810 mg/kg;
tavsanlarda LD50, 100 mg/kg)

Uluslararast Temel ve Uygulamali Kimya
Birligi tanimi1

5-isopropyl-2-methylphenol
veya 2-Methyl-5-(1-methylethyl)-phenol




2.2.1. Karvakrol Biyosentezi

Karvakrol biyosentezi (Sekil 2.3)’de gosterilmistir.
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Sekil 2.3. Aromatik bitkilerde karvakrol biyosentezi (82).

2.2.2. CAR’1n Noroprotektif Etkisi

Noroinflamasyon ve oksidatif stresin MSS bozukluklarinda onemli rollere
sahip oldugu, 6grenme ve hafiza bozukluklarinin 6nemli nedenlerinden biri oldugu

yapilan aragtirmalarla ortaya konulmaktadir.

Inflamatuar sitokinlerin uzun siireli {iretiminin hafizay1, glutamat salmimini ve
hiicre sinyal yollarini etkiledigi daha dnceki ¢alismalarda tespit edilmistir (83). Diisiik
molekiiler agirhig1 ve lipofilik yapist nedeniyle kan beyin bariyerini gectigi ve
noroprotektif etkilerini gosterdigi bildirilmistir (84). CAR’mn, 6-hidroksidopamin
tarafindan tetiklenen Parkinson hastaligi hayvan modelinde (85), diabetik ratlarda (86)
ve epileptik ratlarda (87) antioksidan etkilerine bagli olarak néroprotektif etkisi oldugu

gosterilmigtir. Son zamanlarda yapilan c¢aligmalar, karvakrolii, norodejeneratif
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hastaliklara kars1 gliglii bir antioksidan olarak tanimlamaktadir (88, 89). Ayrica fenolik
hidroksil grubunun (OH) asetilkolinesteraza baglanabildigi ve asetilkolinesteraz
inhibitorii olarak hareket ettigi (90) gosterilmistir. CAR’mn, kaspaz-3'i inhibe ederek
noronal apoptozu hafifletme yetenegi oldugu da gosterilmistir (91). Ayrica son
zamanlarda yapilan ¢alismalarda CAR’1n antidepresan benzeri ve anksiyolitik benzeri
etkilerinin, GABAerjik iletimi ve dopaminerjik sistemin modiilasyonu yoluyla

gerceklestigi bildirilmistir (92).

2.2.3. Karvakroliin Antioksidan Etkisi

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu ile bunu 6nleyen
antioksidan molekiil ve enzimlerin arasindaki dengesizlikten kaynaklanmaktadir (93,
94). Oksidatif stres, kronik stresin neden oldugu sitotoksisitede yer alan nemli bir
mekanizmadir (95). Artan metabolik hiz ekstra serbest radikaller iiretmekte ve bu da
ROS iiretimi ile antioksidan sistem arasinda bir dengesizlige yol agmaktadir (95, 96).
Bu serbest radikal tiirleri, proteinler, lipidler ve niikleik asitler gibi hiicrelerdeki farkli
molekiillerde oksidatif hasara neden olmaktadir (96). Oksidatif stres devam ederken
dogal antioksidan takviyesi alindiginda viicuttaki organlarin islevlerinin diizelmeye
basladig1 gosterilmistir (97, 98). CAR gii¢lii bir antioksidan aktiviteye sahiptir (99).
CAR’m antioksidan ve antimikrobiyal etkisinde 6zellikle aromatik halkaya bagli OH"
onemli oldugu bildirilmistir (100). Bir amin (NH2) grubunun CAR’in benzen
halkasimna sokulmasi ve ardindan yapisal olarak farkli aldehitlerle reaksiyona
girmesiyle olusan Schiff bazlarinin da yiiksek antioksidan kapasiteye sahip oldugu

vurgulanmaktadir (101).

CAR’1n radikal siipiiriicii etkileri sayesinde ROS ortadan kaldirilarak GSH
seviyesinin devamliligi saglanir (102). Boylece CAR tedavisi GSH seviyesinin artigina
sebep olmaktadir (102). CAR'In hiicre kiltiri ve hayvan deneylerinde total
antioksidan kapasite seviyelerini de yiikselttigi gosterilmistir (103).

2.2.4. Karvakroliin Antiinflamatuar Etkisi

Bagisiklik sistemini diizenlemek amaciyla kullanilan baskilayici veya uyarici

ilaglarm bazilar1 ciddi yan etkileri olan sitotoksik ilaglardir. Ozellikle bagisiklik
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sistemini giiclendirmek i¢in modern tedavilere yardimer dogal, bitki bazl bilesiklerin
arayist artmaktadir. Dogal bilesiklerden elde edilen fenollerin, dendritik hiicreler,
lenfositler (B veya T hiicreleri), diizenleyici T hiicreleri, makrofajlar ve nétrofiller ile
birlikte islev gordigi gosterilmistir. Calismalar, farkli bitkilerden elde edilen terpen

ve tlirevlerinin immiin uyarici aktivitesinin oldugunu bildirmistir (104).

CAR’1n inflamasyonda prostaglandin biyosentezinin hiz kisitlayici enzimi olan
siklooksijenaz-2 ekspresyonunu, peroksizom proliferator-aktive reseptorleri
tizerinden baskilayarak antiinflamatuvar etki gosterdigi tespit edilmistir (105). CAR’1n
antiinflamatuar ve antinosiseptif etkisinde sahip oldugu OH grubunun esterlesebilmesi
(106) veya nitrik oksid sentezini azaltabilmesine bagli olarak makrofaj etkinliginin

azalmasiin 6énemli olabilecegi vurgulanmaktadir (107).
2.2.5. Karvakroliin Hepatoprotektif Etkisi

CAR’mn, sicanlarda bir hepatotoksin olan D-galaktosamin ile indiiklenen
karaciger yetmezliginde, in vivo veya ex vivo olarak hepatoprotektif rolii gézlenmistir
(108). Yapilan g¢alismalarda siganlarda 80 mg/kg viicut agirligi diizeyinde CAR
uygulandiginda, lipid peroksidasyon iiriinlerinin, bobrek, Karaciger ve plazmadaki
lipid konsantrasyonlarinin normal degerlerine geri getirilmesine yardimci oldugunu
bildirmislerdir (108). D-galaktozamin tarafindan tetiklenen enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidan konsantrasyonlar1 da karvakrol tarafindan normale dondiiriiliir.
Yukarida bahsedilen arastirmacilar, CAR ile tedavinin, DNA hasarim1 ve D-
galaktozamin tarafindan tetiklenen mitokondriyal enzimlerdeki azalmalar diizelttigini

belirtmiglerdir.

2.3. Metabolomiks

Kompleks bir halde calisan biyolojik sistemleri ve bu sistemler arasindaki
iliskiyi inceleyen yeni yaklasimlar bulunmaktadir. Bu yaklasimla calisan ve
popiilaritesi artan yontemlere 6rnek olarak; genomik, transkriptomik, proteomik ve
metabolomik sayilmaktadir (109).

Metabolomik, hiicrelerdeki ve biyolojik sivilardaki tiim kiigiik molekiillii
metabolitlerin kapsamli ve kantitatif analizi olarak kabul edilmektedir (110, 111).

Metabolomik  yaklasim, giinlimiizde biyobelirteglerin ~ tanimlanmasi, ilag
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metabolizmasinin profilinin ¢ikarilmasi ve metabolik iliskili yolaklarin aydinlatilmasi
icin gliglii bir ara¢ olarak kullanilmaktadir (110, 112). Metabolomik yaklagimda
numunedeki maddelerin bir kromatografik yontemle ayrilmasi sonrasinda Kkiitle
dedektorii ile tanimlanmasina dayanmaktadir (109).

Kiitle spektrometresi (MS), iyonlar1 kiitle/yiik (m/z) oranina gore
siralamaktadir. Dedektorleri sayesinde yliksek secicilik ve hassasiyetle metabolitleri
iyonlarina gore kaydeder ve analiz eder. Metabolomik ¢aligmalarda sivi kromatografi-
MS (LC-MS) ve gaz kromatografi-MS (GC-MS) siklikla kullanilmaktadir (113). Her
iki analiz yontemi i¢in de giiniimiizde farkli yazilim programlari igeren cihaz ve
markalar bulunmaktadir. Deneyimizde Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Analitik Kimya Anabilim Dali arastirma laboratuvarinda bulunan GC-Ms ve LC-MS
cihazlar kullanildi (Sekil 2.4 ve 2.5).

GC’de gaz haline gecerek kolonda tasinan ve MS’ye ulasan ulasan analitler
iyonlastirilir ve olusan iyonlar dedektor yardimiyla kiitle/yiik (m/z) oranlarina gore
ayrilarak kaydedilirler. Her bir metabolit i¢cin elde edilen spektrumlarin, uygun
kiitiiphane wverileri ile birlikte degerlendirilmesiyle numunedeki bilesikler

tanimlanabilmektedir.

Sekil 2.4. Deneyde kullanilan GC-MS cihazi (Shimadzu QP-2010)

LC/MS'de s1vi kromotografide ayrilan metabolitlerin iyonlasmast genel olarak
atmosferik basingta gerceklestirilir ve sonrasinda vakum altinda detektére dogru

stiriklenir (114). Atmosfer basincinda LC/MS'deki iyonizasyon, elektrosprey
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iyonizasyon (115), atmosferik basingta kimyasal iyonizasyon (116), foto iyonizasyon
(117) veya ylizey iyonizasyonu (118) yoluyla gerceklestirilir. LC/MS ile arayiizlenen
stvi - kromatografisi ile GC/MS karsilagtirildiginda, GC/MS daha yiiksek
kromatografik ¢oziiniirliik ve daha yiiksek pik kapasitesi, alev iyonizasyon tespiti ile
daha kolay nicelik belirleme imkan1 vermekte, tek bir mobil faz (helyum), ¢6ziiniirliik
ve ayrisma sicaklik programlama gibi elektronik bir kontrolle yapilabildigi i¢in de
daha az sorunla karsilagilmaktadir (119, 120). Ancak metabolom biitiin bir metabolit
koleksiyonu oldugu i¢in tiim metabolitleri tek bir analitik yontemle ayirmak zordur.

Bu yiizden her ikisinin de ayn1 arastirmada kullanimu tercih edilebilir (120).

|

Sekil 2.5. Deneylerde kullanilan LC-qTOF/Ms cihaz1 (Agilent 6530)

GC'de iyonlasma vakum kosullarinda elektron iyonizasyonu veya kimyasal
iyonizasyon yoluyla gergeklesir (121). GC-MS’de yapilan analiz, analitlerin ugucu ve
termal olarak stabil olmasini gerektirir. Analizden 6nce uguculuklarini arttirmak igin
cok polar olan analitlerin tliretilmesi gerekir ki bu da bu teknigin ana sinirlamasidir.
Bu nedenle, LC/MS kullanilarak daha fazla suda ¢6ziiniir molekiiller tek seferde ayni
anda analiz edilebilir. Bu baglamda, iki teknik de kullanilarak analitik

performanslarinin karsilagtirilmasinda deger vardir (120).

Metabolomik c¢alismalarda, ¢alisilan Ornekteki metabolitlerin tesbitinde
hedeflenmis veya hedeflenmemis hedefe yonelik teknikler kullanilmaktadir. Cogu
durumda, hedefe yoOnelik metabolit ¢alismasi, c¢alisilan Ornekteki sinirli sayida
metabolitin tanimlanmasina ve 6l¢iilmesine odaklanir (122). Hedefe yonelik olmayan

hedeflenmemis metabolomik ise ¢alisilan 6rnekteki en fazla sayida metabolitin tespit
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edilmesini saglar. Hedeflenmemis metabolomik analizlerinde etkili olabilecek
metabolit veya yolaklarla ilgili herhangi bir bilgi sahibi olmadan miimkiin olan en ¢ok
saylda metabolit hedeflenir ve yeni biyobelirte¢lerin de kapisinmi acar (123).
Hedeflenmemis metabolomik yaklasim, ¢esitli kimyasal ve fiziksel 6zelliklere sahip
metabolitlerin eszamanl tespitine odaklanir ve genis bir tespit araligin1 saglayabilir
(124). Hedeflenmemis metabolit ¢alismalarinda verilere temel bilesen analizi (PCA)
ve kismi en kiigiik kareler-diskriminant analizi (PLS-DA) yapilmaktadir. Elde edilen
veriler, ¢cok degiskenli yazilim programlari ile hizla gorsellestirilebilir, etkilenen

yolaklar ve metabolitler arasindaki iliskiyi biitiinciil bir yaklasimla bir araya getirir
(125).

Hedeflenmemis metabolit tekniginin avantajlarina ragmen birgok dezavantaji da
vardir. Bunlar arasinda bilesikleri tanimlama, bilesiklerin 6zelligini tespit etmek bu
Ozelliklere gore ayrim yapmak ve miktarlarinin belirlenmesi ¢ok sayida yazilim
programi olmasina ragmen hala zorlugunu korumaktadir (126, 127). Hedeflenmis
metabolitlerin miktar tayini analizi kisminin ise daha kolay oldugu bilinmektedir.
Ciinkii smirhh  sayida metabolitle calisilmaktadir ve Onceden metabolitler
bilinmektedir. Hedeflenmis metabolitlerin ¢alisilmast da bazi dezavantajlar
beraberinde getirmektedir. Daha maliyetlidir ve 6rnek hazirlama adimi karmasiktir.
Ayrica cihazin ve 6rneklerin dnceden optimizasyonu gerekmektedir. Glintimiizde yeni
bir yaklagim olan hibrit teknigi her iki metodun da korele ¢alisilabilmesini igerir. Bu
teknik ¢ok yaygin olmasa da hedeflenen ve hedeflenmeyen metabolomik analizlerin
bazi gii¢lii yonlerini korurken bazi zayif yonlerini de etkisiz hale getirmektedir (128).
Ancak hem teknigin yeni olmasi hem de verilerin analizinin daha uzun siirmesi bir

dezavantaj olarak kabul edilmektedir.

Metabolomik tekniklerin (GC-MS veya LC-MS) herhangi biri kullanilarak elde
edilen veriler (hedeflenmis veya hedeflenmemis metabolitler) analiz edilirken ticari
bir yazilim programu ile ¢alisilir. Bu amagla ticari veya ticari olmayan OpenMS, bir¢ok
yazilim programi (SetupX, SpectConnect, MetaboAnalyst, SIMCA gibi)
kullanilmaktadir (128). Ayrica her gegen giin yeni programlar eklenmekte, var
olanlarin data bilgileri de giincellenmektedir. Boylece analiz programi, veriler elde
edilirken ornekleri ¢alisan kisi veya cihaz kaynakli hatalar1 da minumuma getirmeye

calismaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Deney Hayvanlarinin Saglanmasi ve Barinma Kosullar:

Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan 28.03.2023
tarihli, 2023/06-15 karar nolu toplanti ile etik kurul izni alinarak ¢alisma baslandi. Etik
kurul onay1 teze eklendi (Ek 1). 6-8 haftalik 200 - 250 g Wistar Albino tiirii erkek
sicanlar kullanildi (n=48). Hayvanlar Kobay Deney Hayvanlar1 Laboratuvarindan
(Ankara) temin edildi. Hayvanlar deney siiresince Hacettepe Universitesi Fizyoloji
Anabilim Dali’nda, 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik ortamda, uygun sicaklikta (22
+ 2°C) ve havalandirma kontrolii bulunan odada barindirildi. Bir haftalik ortama
adaptasyon siirecinden sonra deneylere baslandi. Hayvanlar deney boyunca ad libitum
beslendi. Deneysel calisma boyunca hayvanlara Helsinki Deklarasyonu’na ve
Amerikan Ulusal Saglik Orgiitii Enstitiisii tarafindan yayinlanan “Laboratuvar
Hayvanlarinin Bakimi ve Kullanimi Rehberi” (Guide for the CARe and Use of
Laboratory Animals, 8th Ed.) (129)’ndeki kurallara uygun sekilde davranildi.

3.1.1. Deney Gruplan

Hayvanlarin laboratuvara uyum siirecinden sonra her grupta 8’er sican olmak
tizere toplam 6 grupta 48 adet si¢an kullanildi. Siganlar agirlik olarak homojen sekilde

gruplara dagitildi.

Hayvanlara kadmiyum kloriir (CdCl2) ve CAR % 0,2’lik Tween 80 igeren
serum fizyolojik i¢inde oral olarak 12 giin boyunca verildi. Oral gavajin hayvanlar
tizerinde olusturabilecegi stres yanitinin benzer olmasi i¢in uygulanacak maddeler tiim

gruplara oral gavaj ile verildi.
Calisma Gruplart:
Grup 1 Kontrol grubu: % 0,2’lik Tween 80 igeren serum fizyolojik,

Grup 2 Karvakrol 20mg/kg grubu (CAR20): % 0,2’lik Tween 80 iginde
CAR (20 mg/kg),

Grup 3 Karvakrol 40mg/kg grubu (CAR40): % 0,2’lik Tween 80 iginde
CAR (40 mg/kg),
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Grup 4 Kadmiyum grubu (Cd50): % 0,2’lik Tween 80 iginde CdCl> (50
mg/kg),

Grup 5 Kadmiyum + Karvakrol 20 mg/kg grubu (Cd50+CAR20): %
0,2’lik Tween 80 i¢cinde CAR (20 mg/kg) + CdCl, (50 mg/kg),

Grup 6 Kadmiyum + Karvakrol 40 mg/kg grubu (Cd50+CAR40): %
0,2’lik Tween 80 i¢inde CAR (40 mg/kg) + CdCl2 (50 mg/kg).

Hayvanlara CAR ve Cd % 0,2’lik Tween 80 iceren serum fizyolojik iginde (22)
oral (130) yolla, 12 giin boyunca verildi. % 0,2’lik Tween 80, CAR ve Cd’nin
¢oziilmesi i¢in kullanildigindan kontrol grubuna da uygulanmistir. Tween 80’in

anksiyojenik veya anksiyolitik bir etkisi olmadigi bilinmektedir (131, 132).

Son giin CAR ve Cd verildikten 1 saat sonra (133) (12. giin) davranis testleri
yapild1 ve testler tamamlandiktan sonra sicanlara 90 mg/kg ketamin ve 10 mg/kg
ksilazin ile anestezi (i.p.) uygulandi. Siganlar derin anestezi altindayken vena cava
inferiordan kan alimarak hayvanlar ekssanguinasyon ile sakrifiye edildi. Plazma
metabolomiks ve Cd birikimi, serumlar biyokimyasal analiz i¢in saklandi. Karaciger
ve bobrek dokular da ¢ikarilarak histopatolojik incelemeler i¢in %10°luk formaldehit

igerisinde saklandi. Calisma diizeni sekil olarak 6zetlendi (Sekil 3.1).

Davranig Testleri
* OFT

+ EPM

* Barnes Maze
+ Rotarod

—_
Kontrol

izole edile dokular (kan, beyin,
* %0.2 Tween80,

hipokampiis, bébrek,
+ oral karaciger)

>— * 9%0.2 Tween80
* her gilin sabah (9:00)

CAR
20 ve 40 mg/kg

Cd
+ 50 mg/kg

| | | | | | | 1 | | |
Giinler 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

12 giin uygulama

Sekil 3.1: Deney boyunca gruplara uygulanan prosediir
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3.2. Davrams Testleri

Deney prosediirii uygulandiktan sonra 12. giinde hayvanlara sirasiyla
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim dalinda davranis
laboratuarinda yer alan EPM, OFT, Barnes ve rotarod testleri uygulandi.

3.2.1. Yiikseltilmis arti labirent - Elevated Plus Maze (EPM):

Yiikseltilmis art1 labirent testi fareler ve sicanlarda anksiyete benzeri davranisi
degerlendirmek i¢in en sik kullanilan modellerdendir. Bu testte yerden 70 cm yliksekte
birbirleriyle art1 seklinde kesisen iki acik (50x10 cm?), iki de kapali kol (50x10x40
cm3; derinligi 40 cm olan duvar) bulunmaktadir (Sekil 3.2). Hayvanlar art1 bolgesinin
ortasina konularak ve yiizleri acik alana bakar durumda birakilir. Hayvanlar labirentte
5 dakika serbest zaman gegirir. Kemirgenlerdeki agik bir platformda durma nedeniyle
olusan korkularindan dolayi tercihleri daha ¢ok kapali kol tarafinda olmaktadir. Ancak
anksiyolitik molekiiller kullanildiginda hayvanlar agik kolda gecirilen siireyi artirirlar
(134). Gruplar arasinda karsilagtirilan parametreler: agik ve kapali kollara giris sayisi,
acik ve kapali kollarda gegirilen siire, agik kollara giris yiizdesi ve agik kollarda
gegirilen siirenin yiizdesi (135).

Sekil 3.2: Deneyde kullanilan yiikseltilmis art1 labirent diizenegi
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3.2.2. Acik alan testi -Open Field Test (OFT):

Acik alan testi anksiyete benzeri davranigin degerlendirilmesinde kullanilan bir
baska testtir. OFT i¢in farkli diizenekler bulunmaktadir. Deneyimizde, altta 20 x 20
cm?lik kare alanlar iceren 100 x 100 x 50 cm?® boyutlarinda bir OFT diizenegi
kullanildi (Sekil 3.3). Diizenegin dis kisminda 16 kare, merkez alanda ise 9 kare olmak
izere zeminde toplam 25 es kare bulunmaktadir. Testte 5 dakikalik bir siire boyunca
sicanlarin serbestce diizenek icerisinde hareket etmelerine izin verildi. Kemirgenler
acik alanin ortasinda vakit gegirmekten kaginma egilimindedir. Merkezde gegirilen
stirenin ve saha kalkma davranisinin (arka ayaklar tizerinde dik durma) artmasi kaygi
benzeri davraniglarda azalmaya isaret ederken digskilama sayisi, timarlanma siiresi ve
kenar alanda gegirdigi siirenin artisi kaygi benzeri davraniglarda artmaya isaret
etmektedir (136).

OFT'de gruplar arasinda karsilastirilan parametreler, merkez ve kenar alanda
gecirilen siire, merkez ve kenar alana giris ¢ikis sayis1 ve yiizdesi, timarlanma siiresi,
sahlanma ve digkilama sayisidir. Bu parametreler anksiyete benzeri davraniglarin

degerlendirilmesinde kullanilmaktadir (137).

Sekil 3.3. Deneyde kullanilan acik alan test diizenegi
3.2.3. Barnes Labirenti Testi

Kemirgenlerin uzaysal 6grenme ve hafiza islevlerini degerlendirmek igin
yaygin olarak kullanilan bir testtir. Morris Su Tanki testine alternatifi olarak

kullanilmaktadir (138). Farkli tasarimlar mevcut olmasima ragmen, genellikle
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kemirgenlerde yiikseklik korkusu uyandiracak kadar yiiksekte daire bi¢iminde bir
platform (122cm ¢apinda) icermektedir. Platform, yerden 1 metre yiiksekliktedir ve
tizerinde her biri 10 cm genisliginde 18 delik bulundurmaktadir (Sekil 3.4). Opak bir
kagis kutusu, esit aralikli deliklerden birinin altma yerlestirilir. Ogrenmeyi
kolaylastirmak i¢in kagis kutusunun bulundugu ¢eyregin duvar disindaki ¢eyreklerin
duvarlari farkli renk ve desenlerle isaretlenir. Siganlara literatiirde 3 ya da 4 giinliik bir
egitim siirecinin ardindan 4. ya da 5. giinde asil hafiza testi olan prob testi yapilir (139).

Asagida bu deneyde si¢anlara uygulanan Barnes testinin asamalari1 6zetlenmistir.
Alisma fazi

Sicanlarin yer ve yon oryantasyonunu saglamak i¢in kagis kutusunun
bulundugu kadrandaki duvar bos olmak tizere diger 3 duvara renk ve sekil bakimindan
birbirinden farkl sekiller asildi. 3 giin boyunca giinde 2 kez alistirma deneyi yapildi.
Sicanlar platforma baslangi¢c kutusu ile getirildi ve kutu platformun ortasinda ters
cevrilerek i¢cinde hayvan varken 10 sn bu sekilde tutuldu. Siire sonunda kutu ¢ekilerek
hayvan serbest birakildi. Platformun yiizeyinde 3dk gecirmesi saglandi. Sican kagis
kutusunu kendisi bulup icine girince siire durduruldu. Eger siire bitiminde kagis
kutusunu bulamadiysa, kagis kutusu igine konarak 30 saniye orada kalmasina izin

verildi. Siirenin bitiminde kafesine geri konuldu.
Son Giin Ol¢iim Denemesi (Probe Trial):

Son giin 6l¢iim denemesinde kagis kutusu yerinden ¢ikarildi. Hayvan yine ayn1
usulde platforma tasindi ve tek deneme yapildi. 3 dk boyunca kayit alindi. Tiim
gruplarda degerlendirilen parametreler ise, kemirgenin dogru ¢eyrekte gecirdigi siire,
dogru ¢eyrekte harcanan zamanin yiizdesi, hedefe ulasmak i¢in harcanan siire ve dogru

deligi bulmadan 6nce ve bulduktan sonra yanhs deliklere yapilan ziyaretlerin sayisi

oldu (140, 141).
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Sekil 3.4. Deneyde kullanilan Barnes Labirenti diizenegi

OFT, EPM ve Barnes deneyleri Fizyoloji Anabilim Dali’nda tesis edilen ve
hayvan davranis deneylerinin yapilabilmesi i¢in uygun Ozelliklere sahip odada
gerceklestirildi. Goriintii kaydi tavana monte edilmis bir kamera ve kameranin bagh
oldugu bilgisayar aracilifiyla yapildi. Arastirici deneyler boyunca perdenin
arkasindaki bilgisayar basinda durarak deney hayvami ile arasindaki etkilesim
minimuma indirildi. Deney sonunda bilgisayara kaydedilen videolar Media Oynatici
programi kullanilarak 1x’lik hizla ¢alistirildi. Tiim deneyler arasgtirmacilar tarafindan
izlendi ve manuel olarak kayitlar incelendi. Alinan data, arastirilan parametreleri

iceren tabloya yazildi.

3.2.4. Rotarod

Sicanlarin motor koordinasyonunu degerlendirmek i¢in rotarod testi kullanildi
(142). Rotarod testinde baslangigta farelerin ¢ubuga alismasi i¢in diisiik hizlarda bir
alistirma asamasi oldu. Bu asamada hiz 4 rpm (dakikadaki tur sayisi) olarak baslandi
ve sonrasinda arttirilarak 16 rpm hiza ¢ikildi. Diisen si¢anlar her seferinde ¢ubuga
tekrar yerlestirildi. Boylece iki dakika boyunca siganlarin ¢gubuga alismalart saglandi
(Sekil 3.5). Alistirma testi sonunda rotaroddan alinan hayvanlar kafeslerinde 10 dk
boyunca dinlendirildi. Her hayvandan sonra parkurlar % 70’lik etanol ile silindi ve

kurumasi beklendi.
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Aligtirma fazi bitince rotarod aletinin tim parkurlarini karsidan gorebilen bir
kamera yerlestirildi. Her bir sigan 16 rpm hizinda donen rotaroda yerlestirildi. Siganlar
dakikada 16 kez donen bu rotarod ¢ubugu tizerinde ii¢ kez 60’ar saniye yiirttiildiiler.
Rotarod c¢ubugu iizerinde kalma siirelerinin toplam uzunlugu hesaplanarak motor

koordinasyon skoru belirlendi (23).

Sekil 3.5. Deneyde kullanilan rotarod test cihazi

Testler tamamlandiktan sonra sicanlara 90 mg/kg ketamin ve 10 mg/kg ksilazin

ile anestezi uygulandi.
3.3. Metabolomik Analizler

Metabolomik analiz, GC-MS ve LC-qTOF-MS olmak iizere iki ortogonal
analitik platform kullanilarak gergeklestirildi. GC-MS ve LC-qTOF-MS analizlerinde
kullanilacak olan plazma 6rneklerinin hazirlik agamalar1 asagida 6zetlenmistir (143,
144). Metabolomik deneyler Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Analitik
Kimya Anabilim Dali aragtirma laboratuvarinda yapildi (Sekil 2.4 ve 2.5)

3.3.1. Plazma Orneklerinin LC-gTOF-MS ve GC-MS Hazirhig

LC-gTOF-MS ve GC-MS cihazinda calisilabilmesi i¢in 6n bir hazirlik yapildi.
-80°C’de saklanan plazma 6rneklerinden 200’er uL alindi, tizerine 800 uL. metanol:su
(9:1, h/h) kondu. 30 sn vorteks yapildi ve 15000 rpm’de 10 dk santrifiij yapildi.
Santrifiij sonunda tistte kalan kisim, iki ayr1 ependorf tiipiine 250 pL kondu. Ayrica
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tim orneklerden 50 pL alinarak 15 mL’lik falkonlara kondu ve kalite kontrol
numuneleri (havuz edilerek olusturulan numuneler) olusturmak tizere 9 adet ependorfa

boliindii.

Tiim 6rneklerin igslemleri tamamlaninca ependorf tiipleri GC-MS ve LC-MS’de

kullanilmak iizere -80°C’ye kaldirildi.
3.3.2. LC-gTOF-MS Metabolomik Analizi

-80°C’de saklanan numuneler derin dondurucudan gikarildi. Oda sicakligina
getirildikten sonra ependorflar tamamen kuruyuncaya kadar vakumlu santrifiij
cithazinda uguruldu. Ugurulan numneler iizerine 200 pL hareketli faz karigimi (% 0.1
formik asit igeren su ve % 0.1 formik asit igeren asetonitril) eklendi ve 40 sn boyunca

vortekslendikten sonra LC-MS viallerine alindu.

Plazma (veya doku) 6rneklerinin LC-qTOF-MS ile metabolomik analizi (A)
%0,1 FA igeren su ile (B) %0,1 FA igeren asetonitril hareketli fazlar1 kullanildi.
Olusturulan gradient eliisyonla (Tablo 3.2.) 0,25 mL/dak akis hizinda ve C18 (2,1 x
100 mm, 2,7 pm) kolon kullanilarak 25 dk gergeklestirilmistir. Kolon sicakligi 30 °C,
enjeksiyon hacmi ise 10 puL olarak belirlenmistir. Analizler hem negatif hem de pozitif
iyonizasyon modunda gergeklestirilmistir (Tablo 3.1.). Metabolitlerin otomatik
tandem MS/MS spektrumlari, 200 sayim esiginin 100 ila 1700 m/z {iizerinde
kaydedildi. Ortaya ¢ikan veri matrisindeki pikleri tanimlamak icin, kalite kontrol
orneklerine (0rneklerin bir araya getirilmesiyle olusturulan) farkli carpigsma enerjileri
(10, 20 ve 40 eV) uygulanarak elde edilen MS/MS spektrumlar: kiitiiphaneler ile
karsilastirildi.

Tablo 3.1. LC-qTOF-MS cihaz parametreleri i¢in gradient eliisyon programi

Zaman (dk) %A %B
0 90 10
1 90 10
14 10 90
15 10 90
20 90 10

25 90 10




23

Tablo 3.2. LC-qTOF-MS analiz kosullar1 ve cihaz parametreleri

Pozitif ve Negatif Iyonizasyon

Kiitle Arah@ 100-1700amu
Tarama Hiza 2
(spektrum/s)

Sprey Voltaji (V) 3500
Skimmer Voltaji 65

Gaz sicakhigi (°C) 300

Gaz akis1 (L/dak) 8
Nebulize (psig) 35
Parcaliyic (V) 175

3.3.3. GC-MS Metabolomik Analizi

-80°C’de saklanan numuneler derin dondurucudan ¢ikarildi. Oda sicakligina
getirildikten sonra ependorflar tamamen kuruyuncaya vakumlu santrifiij cihazinda
ucuruldu. Kurumus numunelere 20 pL. metoksiamin hidrokloriir (20 mg/mL sekilde
piridin) eklendi ve 6rnekler 30 sn vortkslendi. Ependorflarin hepsi etiivde 30°C’de 90
dk tutularak metoksillendirildi. Islem sonras1 numuneler {izerine 50 uL N-metil-N-
trimetilsilil trifloroasetamit+trimetil-klorosilan (MSTFA + %1 TMCS) eklendi ve
etlivde 37°C’de 30 dak bekletilerek tiirevlendirildi. Tiirevlendirilen numuneler GC-

MS viallerine aktarildi.

Tiirevlendirilmis plazma 6rnekleri GC-MS ile DBSMS (30 m + 10 m 6n kolon
x 0,25 mm i¢ cap ve 0,25 pm film kalinlig1) kolon kullanilarak analiz edilmistir.
Enjeksiyonlar bolmesiz olarak gergeklestirilmis ve enjeksiyon hacmi 1 pL olarak
belirlenmistir. Analizler Tablo 3.3’de verilen optimize edilmis GC-MS kosullarinda

gerceklestirilmistir.
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Tablo 3.3. GC-MS analiz kosullar1 ve parametreleri

Kolon ozelligi DB5MS (30 m + 10 m 6n kolon x 0,25 mm i¢ ¢ap
ve 0,25 um film kalinlig1)

Firm sicakhk Firin sicaklik programi 60°C’den (1 dk tutulur)

programi 325°C’ye 10°C/dk artisla (10dk tutulur)

Analiz Siresi 37,5dk

Enjeksiyon Hacmi 1 ul (b6lmesiz)

Tasiyic1 Gaz Akisi Helyum 1 ml/dk
MSD Gegis sicakhigi ~ 290°C

Coziicii gecikme siiresi 5,90 dak

Kiitle Arahgi 50-650 dalton

3.3.4. Profillerin yorumlanmasi

GC-MS ve LC-gTOF-MS analizlerine ait verilerin data deconvolution, peak
alignment, normalizasyon ve veri matrisi tiretimi MS-DIAL (ver. 4.0) yazilimi
kullanilarak gergeklestirildi. GC-MS i¢in metabolit tanimlamasi, %70'in {izerinde bir
tanimlama puani ile ticari olarak temin edilebilen bir alikonma indeksi kiitiiphanesi
(Fiehn Retention Index Library) kullanilarak gergeklestirildi. LC-qTOF-MS temelli
metabolomik analizlere ait veri matrislerindeki pikler MS1 ve QC &rneklerine farkli
enerji (10, 20 ve 40 eV) diizeyleri uygulanarak elde edilen MS/MS spektrumlarinin
MS/MS spektral kiitiiphaneleriyle karsilastirilmasi ile tanimlanmistir. MS-DIAL'den
elde edilen veri matrisleri bir Excel dosyasg¢eeina aktarildi. Kalite kontrol
orneklerinde degerlerin %50'sinden fazlasinin eksik oldugu tiim metabolit 6zellikleri
veri matrisinden ¢ikarildi. Veri matrisindeki eksik degerler, metabolit grubundaki en
kiigiik degerinin yarisi ile dolduruldu. Ham veriler GC-MS i¢in LOWESS ve LC-MS

icin MSTUS algoritmasina gére normalize edildi.

GC-MS ve LC-qTOF-MS analizlerinden elde edilen birlestirilmis veriler
kullanildi. Bu verilerle herhangi bir sistemik hata ve gruplarin ayrilmasinda 6nemli
olan metabolitleri tanimlamak i¢in PCA kullanildi. PLS-DA analizinde farklilagsmaya
neden olan metabolitlerin arastirilmasi igin, projede 6nemli degisken (VIP) grafikleri
kullanildi. En yiiksek VIP degerine sahip olan metabolit, gruplar arasinda en fazla
istatistiksel farkliligi gosteren metabolit olarak ve bir biyobelirteg olarak kabul edildi.

Metabolit degisimlerini gosteren sicak harita grafikleri, gruplarin ayrilmasinda en
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fazla etkili olan metabolit ¢ok degiskenli analiz sonucunda elde edildi. Son olarak
istatiksel olarak anlamli degisen metabolitler kullanilarak Metabolit Seti
Zenginlestirme Analizi (MSEA-Enrichment) analizi yapildi ve fenotipte en ¢ok
degisen yolak belirlendi.

3.4. Histopatoloji icin Ornek Hazirhg

Sicanlardan karaciger ve bobrek dokulari c¢ikarildiktan sonra %40’lik
formaldehit 1:3 olacak sekilde 4 kat distile su ile seyreltildi. 1ml hacim kaplayan
dokular (karaciger, bobrek) 90 ml formaldehit (%10°’luk) i¢ine kondu ve burada ii¢

giin fikse edildi. Fiksasyonu tamamlanan dokular akan ¢esme suyunda yikandiktan
sonra rutin doku takibi agamalarindan gegti. Kisaca; derecesi artan alkollerle dehidrate
edilen karaciger ve bobrek pargalari ksilen ile saydamlastirildi. GGmme ortami olarak
parafin kullanildi ve dokulardan parafin bloklar elde edilmesinin ardindan 5
mikrometre kalinhiginda kesitler alindi. Tiim kesitler hematoksilen ve eozin (HE)
boyamasi ile boyandiktan sonra HE boyali preparatlar Olympus BX53 marka
mikroskopta incelendi ve Olympus DP73 CCD renkli kamera ile fotograflandi.
Histopatoloji incelemeleri Balikesir Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve

Embriyoloji Anabilim Dali’nda gergeklestirildi.
3.5. Plazma Atomik Emisyon Spektroskopisi ile (ICP-OES) incelenmesi

EDTA’ tiiplere alinan kan 5000 rpm’de 10 dk santrifiij yapildiktan sonra iistte
kalan plazma 1000 pl olacak sekilde 1,5ml’lik ependorf tiiplere kondu. Tiipler deney
yapilana kadar -80°C’de dondurucuda saklandi. Deney giinii plazmalar 1:9 oraninda
10 kat seyreltildi. Alinan ependorf tiiplerinde en az toplam 7ml hacim olacak sekilde

(700 pl plazma : 6300 ul deiyonize su) seyreltildiler.

Deney esnasinda 1000 mL'lik balon jojeye 800 mL deiyonize su + 200 mL
%69'luk Nitrik asit eklendi. Bu ¢ozeltinin bu hali ilk blank numunesi olarak 6l¢iildii.
Bu ana ¢6zeltiden farkli seyreltmelerle standardlar hazirlandi. Blank ve diger standart

coOzeltilerin Ol¢iilmesi ile kalibrasyon egrisi c¢izdirildi. Hazirlanmis kan plazmasi

ornekleri cihazda (ICAP6000 — Thermo Scientific (USA)) okutuldu. Plazmada bazi
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kimyasal elementlerin tespiti i¢in indiiksiyonla birlesmis ICP-OES teknigi ile ¢alisildi
(Sekil 3.6). Cd’yi igeren 5 farkli element analizi elde edildi.

Sekil 3.6. Plazmadaki baz1 kimyasal elementlerin 6lgiimiinde kullanilan ICP-OES
cihaz1 (Thermo-USA)

3.6. Serum Biyokimya Parametrelerinin Analizi

Anestezi altindaki hayvanin vena cava inferioriinden kan alindi, pihti
aktivatorlii tiiplere konulup 5000 rpm ile 10 dk. santrifiij edildi. Serum kismi ayrildi.
Elde edilen serum ornekleri gerekli laboratuvar analizleri yapilana dek -80°C’de
muhafaza edildi. Serum orneklerinde Alanin Aminotransferaz (ALT), Aspartat
Aminotransferaz (AST), iire, kreatinin, Kkortizol miktarlar1 6lciildii. Olgiimler
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuvarimda biyokimya otoanalizér

cihazi kullanilarak yapildi.
3.7. Istatistik Analiz

Davranis, element analizi sonuglari, IBM SPSS 20 programinda Kruskall-
Wallis ve Mann-Whitney U test sonrasinda Bonferonni diizeltmesi ile degerlendirildi.
Anlamlilik derecesi p<0,05 olarak kabul edildi. Metabolomiks i¢in farkli testler
kullanildi. Histopatolojik ornekler kalitatif olarak degerlendirildi.

3.8. Etik Kurul izni

Bu tez calismasi Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu
tarafindan 28.03.2023 tarihli, 2023/06-15 karar nolu toplanti ile etik kurul izni ile
gerceklesmistir (EK 1).
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4.1. Hayvanlarda Kilo degisimi
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Deney prosediiriiniin baginda ila¢ uygulanacag ilk giin gruplarin arasinda kilo

agirliklar1 bakimindan anlamli fark yoktu (p>0,05). Deney prosediiriiniin sonunda,

Kontrol, CAR ve Cd uygulanan gruplarin viicut agirliklari 6l¢iildii ve sonuglar Tablo

4.2.de verildi. Deney prosediirii sonunda hayvan agirliklar1 bakimindan gruplar

karsilagtirldiginda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edildi. Kontrol grubu ile
Cd50, Cd50+CAR40 ve Cd50+CAR20 karsilastirildiginda ve CAR20 mg/kg grubu ile

Cd50+CAR20 ile karsilagtirildiginda hayvan kilo degisiminin anlamli derecede farkli
oldugu tespit edildi (p<0,05) (Tablo 4.1) (Sekil 4.1 ve 4.2). Hayvan agirliklar1 bakiinda

Cd uygulanan gruplarda bagtaki kilolarinin altina diismiislerdir. Kontrol ve Car

uygulana gruplar ise baglangigtaki kilolarinin {izerine ¢ikmislardir.

Tablo 4.1. Deney prosediirii baglangicinda ve sonunda gruplarin viicut agirliklari (g)

K Cd50 CAR20 CAR40 Cd50+CAR20 Cd50+CAR40

(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

Ortanca 254 272 269 274 266 262
Hayvan Min-Max 239-285 246-290  255-305 244-296  254-280 226-300
Agirhiklarn
ilk giin(g) Ortalama 2585 270,8 273,2 273 266,2 262,1

Ortanca 3245 267" 305 2055 203" 204"
Hayvan
Agirliklart Min-Max 290-351 229-297 258-338 265-315  245-270 211 - 297
Son giin(g)

Ortalama 325 267 303,7 288,8 257,7 258,1

* (p<0,05) Kontrol grubuna gore, #(p<0,05) CAR20 grubuna gore.
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Sekil 4.1. Deney ilk giin hayvanlarin viicut agirliklar1 karsilastirilmasi.
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Sekil 4.2. Deney prosediirii sonunda hayvanlarin viicut agirliklart kargilagtirmast.
* (p<0,05) Kontrol grubuna gore, #(p<0,05) CAR20 grubuna gore.
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4.2. Davrams Test Sonuclari
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Hayvan davranis testlerinden anksiyeteyi degerlendirmek i¢in yiikseltilmis arti

labirent ve acik alan testi yapilirken, uzaysal hafizayr degerlendirmek igin Barnes

labirenti testi, lokomotor aktiviteyi degerlendirmede ise rotarod testi kullanildi.

4.2.1.Yiikseltilmis Art1 Labirent

Yiikseltilmis art1 labirent sonucglarinda agik kollara girig sayisi, kapali kollara

girig sayisi, agik kollara giris yiizdesi, agik kollarda gecirilen siire, kapali kollarda

gegirilen siire ve agik kollarda gegirilen siire yiizdesi kontrol, CAR ve Cd gruplarinda
degerlendirildi. Cd50 ile Cd50+CAR40mg/kg karsilastirildiginda kapali kolda kalma

stiresi bakimindan anlamli bir fark gozlendi (p<0.05) (Tablo 4.2) (Sekil 4.3).

Tablo 4.2. Yiikseltilmis art1 labirent test sonuglari

K Cd50 CAR20 CAR40 Cd50+CAR20 Cd50+CAR40
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Ortanca 2.5 1.0 1.5 2 3 3
Acik Kola Giris Min-Max 1-5 0-3 0-5 1-4 1-5 2-5
Sayis: Mean 2.7 1.5 1.6 2.1 2.8 32
Ortanca 7 4 7 3.5 4 5
Kapah Kola Giris
Sayisi Min-Max  2-10 2-8 2-11 1-10 2-7 0-9
Mean 6.3 42 6,7 4,1 4 5.5
Ortanca 20.1 22,5 17.4 35,4 37,5 34,5
Ak Kola Girls v\ Niax 1667-57.14  0-60  0-62.50 20-50  16.67-57,14 18,18 - 100
Yuzdesi (%)
Mean 32,5 26.9 20.9 35.2 39.4 41.1
Ortanca 15.5 9,5 10,5 20.5 23 34
Acik Kolda
Gegirilen Siire Min-Max 9-38 0-42 0-109 3-46 3-42 10 - 269
(sm) Mean 18.7 13,7 2.7 2 2.1 58,5
Ortanca 238 273,5 215 248.5 2425 193*
Kapah Kolda
Gegirilen Séire ~ Min-Max  200-273 244281 146-286 156-290  67-282 0-259
(sm) Mean 2362 260 215.5 237.6 220.6 1782
Ortanca 5.6 33 48 7.4 8.7 17.5
Aqk Kolda
Gegirilen Siire ~ Min-Max 421-13.87 0-1469 0-41.44 1,02-2277 1,09-3853  4,61-100
Yiizdesi (%) Mean 7.3 48 9.5 9.4 11.1 236

* (p<0,05) Cd50 grubuna gore.
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Sekil 4.3. Kapali kolda gegen siirenin karsilastirilmasi. *(p<0,05) Cd50 grubuna
gore.

4.2.2. Acik Alan Testi

Agik alan test ile kontrol, CAR ve Cd gruplarinda merkez alana giris sayisi,
merkez alanda gegirdikleri siire, merkez alana giris-¢ikis sayisi, sahlanma sayisi,
timarlanma siiresi degerlendirildi (Tablo 4.3). Gruplar karsilastirildiginda kontrol ile
Cd50, Cd50+CAR20 mg/kg ve Cd50+CAR40mg/kg arasinda merkez alanda gegirilen
siire, kenarda gecirilen siire ve merkez alanda gegirilen siire yilizdesi bakimindan
anlaml bir fark gbézlendi (p<0,05) (Sekil 4.4-4.6). Ayrica kontrol ile Cd50 arasinda
merkeze gecis sayisi, kenara gecis sayist ve merkeze gecis sayisinin ylizdesi
bakimindan anlamli bir fark gozlendi (p<0,05) (Sekil 4.7-4.9). Sahlanma sayisi
karsilastirildiginda Cd50 ile kontrol, CAR20 ve Cd50+CAR20 mg/kg arasinda anlamli
bir fark bulundu (p<0.05) (Sekil 4.10). Timarlanma siiresi bakimindan Cd50 ile
CAR40 mg/kg gruplari arasinda anlamli bir fark oldugu gorildii (p<0,05) (Sekil 4.11).



Tablo 4.3. Agik alan test sonuglari
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K Cd50 CAR20 CAR40 CdsS0+CAR2ID CAdS0+CAR40
(n=8) (@=8) (@®=8) (n=8) (n=8) (n=8)|
Merkezde Ortanca 215 T3 18 14 10 10,57
Gecirilen Siire
(sm) Min -Max 18-45 2-21 3-20 6-19 2_-38 4-41
Ortalama 235 93 14.7 13,2 133 13,5
Ortanca 2785 29257 282 286 2907 289.5"
Kenarda Min -Max 255 -282 279 -298 280 - 207 281-294 252 -290%8 239 - 2945
Gecirilen Siire
(sm) Ortalama 2745 2906 28352 2867 2866 286,53
Ortanca 716 2.5 6 4.6 Eah 3,5
Merkezde Gecirilen Min-Max 6-13 067-7 1-667 2-633 0671267 1331367
Siire Yiizdesi (%)
Ortalama 8.5 31 49 44 44 45
Ortanca i} 1" 5 4 3 2.5
Merkeze Giris Sayis1 Min -Max 5-8 0-4 1-9 2-6 1-10 1-7
Ortalama 6.6 1.7 4.2 4 33 32
Ortanca 7 2" il 5 4 3.5
Kenar Girig Sayimm Min-Max 6-9 1-5 2-10 3-7 2-11 2.2
Ortalama 7.5 2.7 5.7 5 43 42
Ortanca 466 3337 454 444 428 414
23[1;1:::1& Giris Say Min -Max 4545 - 50 0-44 .44 3333 - 50 40 —46,15 33334762 3_:;:;;
Ortalama 468 327 435 439 41.3 41,5
Ortanca 25,37 9 2 26 15° 215
Sahlanma Sayis: Min-Max 15-38 5-18 16-36 15-42 3-34 12-30
Ortalama 25 23 267 26,5 192 20,7
Ortanca 15,5 0.z 8.5 14.5° 3 45
Tumnarlanma Siiresi Min -Max 1-37 0-18 0-354 5-39 0-10 0-13
(en) Ortalama 16 3 15 181 43 5
Ortanca 0.5 ] 0.5 0.5 ] 1]
Defakasyon Savisn1  Min -Max 0-2 -2 -7 -6 0-4 0-3
Ortalama 0.2 0.3 1.6 L6 0.8 1.5

* (p<0,05) Kontrol grubuna gore. #(p<0,05) Cd50 grubuna gore.
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Sekil 4.4. Merkezde gegen siirenin karsilastirilmasi. *(p<0,05) Kontrol grubuna gore.
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Sekil 4.5. Kenarda gegen siirenin karsilastirilmasi. *(p<0,05) Kontrol grubuna gore.
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Sekil 4.6. Merkezde gegen siirenin yiizde karsilastirilmasi. *(p<0,05) kontrol grubuna
gore
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Sekil 4.7. Merkeze gecis sayisinin karsilastirilmasi. *(p<0,05) kontrol grubuna gore.
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Sekil 4.8. Kenara gegis sayisinin karsilagtirilmasi. *(p<0,05) kontrol grubuna gore.
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Sekil 4.9. Merkeze gecis sayisinin yiizdesinin karsilastirilmasi. *(p<0,05) kontrol

grubuna gore.
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Sekil 4.10. Sahlanma sayisinin karsilastirilmasi. #(p<0,05) Cd50 grubuna gore.
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Sekil 4.11. Timarlanma siiresinin karsilastirilmasi. #(p<0,05) Cd50 grubuna gore.
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4.2.3. Barnes Labirenti

Kontrol, CAR ve Cd uygulanan gruplarda dogru kadranda gegen siire, dogru
kadranda gegen siire yiizdesi, hedefi bulana kadar gecen siire, dogru delikten 6nce
bakilan yanlis delik sayis1 ve dogru delikten sonra bakilan yanlis delik sayisi
karsilastirildi. Gruplar karsilastirildiginda dogru kadranda gecen siire ve dogru
kadranda gecen siire ylizdesi bakimindan gruplar arasinda Kruskal-Wallis testine gore
anlaml fark oldugu goriiliirken Bonferonni diizeltmesi yapildiginda anlamli farkin

ortadan kalktig1 goriildi (p>0,05) (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Barnes Labirenti sonuglari

K Cdasn CAR2) CAR40 CAdSHCARXOCASHCARSD
m=8) (=8) (=8) (n=8)  (n=§) (n=8)
Ortanca 67 Bl 595 102 103,35 61,5
Dogru Kadranda
Gecen Siire (sn) Min-Max 17-117 30-120 35-117 &2-128 T8 - 146 3-137
Ortalama 72,6 74.1 54,2 98.3 108.8 2,5
Ortanca 372 45 497 56,6 57,5 4.1
Dogru Kadranda
Gegen Siire Min - Max 9.4 - 65 16,67 — 66,67 19.44 - 653444 - 71,11 4333 -81,11 1.67-76.11
Yiizdesi (%)
Ortalama 40,3 41,1 46,8 54,6 60,5 34,7
Ortanca 15 49 235 14 9.5 iLs
Hedefi Bulana
Kadar Siire (sn) Min-Max 2 -90 2-130 5-58 12 - 42 3-42 4 - 180
Ortalama 26,3 73,5 28,6 23.1 14,1 72,0
Dogru Delikten Ortanca 3 55 15 25 1 4
Ounce Yanhs
Delik Sayist Min-Max 0-§ 0-20 0-14 1-6 0-8 0—18
Ortalama 16 B 4.7 2.8 2 6
Ortanca 19.5 13.5 14.5 9.5 14,5 7
Dogru Delikien
Sonra Yanhs Min - Max 3-41 0-24 9-19 6-24 4-36 -3l

Delik Sayis Ortalama 185 175 14.5 10.7 15 9.8
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4.2.4 Rotarod Testi Bulgular

Rotarod testinde, gruplar arasinda si¢anlarin rotarod ¢ubugu iizerinde kalma
stireleri karsilastirildi. Yapilan istatistik analizine gore Cd50 ile CAR40 arasinda
anlamli bir fark bulundu (p<0,05) (Tablo 4.5) (Sekil 4.12).

Tablo 4.5. Rotarod testi sonuglari

ki

K Cd50 CAR20 CAR40 Cd5S0+CAR20 CdS0+CAR40

(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
. .. Ortanca 41,5 8,5 27,0 90,5" 27,0 12,5
Diizenek Uzerinde
Kalma Siiresi (sn) Min-Max 25-170 5-37 5-180 26-166 3-152 3-156
Ortalama 64,3 11,7 54,6 81,5 53,7 35,1

* (p<0,05) Cd50 grubuna gore.

155,00

105,00+

55,00

Rotorda Kalma Suresi (sn)

T T T T T T
Kontrol Cds50 CAR20 CAR40 Cd50+Car20 Cd50+CAR40

5,00+

Sekil 4.12. Rotarod deney diizeneginde kalma stireleri karsilagtirilmasi.
*(p<0,05) Cd50 grubuna gore.
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4.3. Metabolomiks Sonug¢lar:

Plazma numunelerindeki metabolitlerin kapsamli analizleri i¢in iki ortogonal
analitik teknik GC-MS ve LC-qTOF-MS kullanildi. GC-MS ve LC-qTOF-MS
analizleri sonucu elde edilen kompleks kromatogramlar MS-DIAL yazilimi
kullanilarak ayristirildi ve alikonma zamanlar diizeltildi. GC-MS analizlerinde 294
pik tespit edildi ve bunlardan 83'i Fiehn ve Golm kiitiiphaneleri kullanilarak
tanimlandi. LC-qTOF-MS analizleri sonucunda pozitif iyonizasyon modunda 866 pik
ve negatif iyonizasyon modunda 571 pik tespit edilirken, pozitif iyonizasyon modunda
159, negatif iyonizasyon modunda 41 tanimlandi. Elde edilen veri matrisleri excel

dosyasina aktarildi ve tiim verilen birlestirilerek nihai bir veri matrisi elde edildi.
4.3.1. Tek degiskenli analizler

Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gosteren metabolitleri
belirlemek i¢in Mann-Whitney U testi uygulandi. Gruplar aras1 karsilastirma sonucu
Kontrol-Cd50 arasinda 54 tane, Kontrol-CAR40 arasinda 77 tane, Kontrol-
Cd50+CAR20 arasinda 69 tane, Cd50-Cd50+CAR40 arasinda 52 metabolitte
tanesinin birbirinden anlamli olarak degistikleri tespit edildi (p<0,05). Bu
metabolitler metaboanalyst 7.0 vers. programi kullanilarak MSEA grafikleri elde
edildi (Sekil 4.15.a-d).

4.3.2. Cok degiskenli veri analizi

Elde edilen veriler tlizerinde ilk 6nce PCA analizi ile veri setinde herhangi bir
aykir1 deger olup olmadig arastirildi (Sekil 4.13a). Kontrol grubuna ait aykir1 degerler
veri setinden uzaklastirildiktan sonra gruplarin metabolit profillerinin incelenmesi
PLS-DA analizleri ile yapild1 (Sekil 4.13b). Gruplar arasindaki profil farkliliklarinin
ve bu farkin olusmasinda en yiiksek katkiy1 veren ilk 20 metabolit VIP grafikleri ile
gosterildi (Sekil 4.14b).

Elde edilen metabolitler kullanilarak zenginlestirme analizi yapildi ve fenotipte
en ¢ok degisen metabolitler belirlendi. Once 4 grup olacak sekilde kontrol, Cd50,
CARA40 ve kontrol-Cd50+CAR40 kendi aralarinda karsilastirma yapildi. Daha sonra
gruplar arasinda ikili karsilagtirma yapilarak farklilasmada etkili olan ilk 50 metaboliti
iceren sicak harita analizi yapildi ve sonuglar eklendi. Metabolomik analizler

sonrasinda gruplar arasinda anlamli fark ¢ikan metabolitler tespit edildi. GC-MS ve
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LC-gTOF-MS analizlerinden elde edilen birlestirilmis veriler PCA ve PLS-DA
kullanilarak degerlendirildi (Sekil 4.13a,b). PCA analizi, veri kiimesinde herhangi bir
sistemik hata veya aykir1 deger olmadigini gosterdi. Daha sonra PLS-DA analizi ile
yapilan ikili karsilagtirmalar, gruplarin farkli metabolomik profillere sahip oldugunu
gosterdi (Sekil 4.15a, d,g,j). PLS-DA'da farklilasmaya neden olan metabolitler, VIP
grafikleri kullanilarak analiz edildi (Sekil 4.15 b,e,h,k). En yiiksek VIP degerine sahip
metabolitler, gruplar arasinda ayrismada en etkili metabolitler olarak kabul
edilmektedir. VIP grafiklerinden énemli metabolitler tanimlanmis olmasina ragmen

gruplar iginde anlaml1 degisenler sicak harita analizleri ile gosterildi (Sekil 4.15 j, k,1).

Ayrica metabolitler kullanilarak fenotipte en fazla degisiklik yapan yolaklar,
MSEA analizi ile belirlenmeye ¢alisildi. Metabolit analizinin bulgulari, hem Cd'nin
hem de CAR’n her iki dozunun da siganlarda birincil ve ikincil metabolit profillerini
degistirdigini gosterdi.

Metabolomiks caligmasindaki baslica amaglarimiz arasinda Cd ve CAR
uygulanan gruplar ile kontrol grubu karsilastirilmasi ayrica Cd50 uygulanan gruba
CARA40 verilmesi sonucu degisen metabolitlerin kontrol ve Cd50 ile karsilastirilmasi
yer almaktadir. Bu yiizden grup karsilastirmalarinda Cd50 ile CAR40’1n kontrol ile
karsilagtiritlmast Cd50 ile Cd50+CAR 40’in karsilastirilmasi segildi. Bu gruplarin
karsilastirilmas1 bize asil de§isen metabolitler hakkinda bilgi sahibi olmamizi

saglamaktadir.

Elde edilen metabolitlere gore yapilan sicak haritaya gore quinoline,
phytospingosine, glycocholate, arachidoyl ethanolamid, benzyl glucopyranosid
seviyeleri Cd50 grubunda kontrol grubuna gore daha yiiksekti. Benzethonium,
pyroglutamic asit, lactamide, linoleik asit, phosphorik asit, gamabufotalin,
homoserine, arasidonik asit, histidin ise kontrol grubunda daha yiiksek olan bazi
metabolitlerdi. Benzer bir karsilastirma CAR40 ve kontrol gruplart arasinda
yapildiginda CAR40 grubunda urocanate, palmitik asit, estragole, rangiformik asit,
arasidol etanol, phytosphingosine, 8-deoxy-lactucin diizeylerinin daha yiiksek oldugu,
kontrol grubunda ise 2-ketocaproic asit, lactamide, phosalone, histidine, harpagide,

cholic asit diizeylerinin daha yiiksek oldugu bulundu.
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Ikili karsilastirmalara gore Cd50 grubunda 6,3'-dimethoxyflavone, 8-hydroxy-
8-(3-octyloxiran-2-yl)octanoic asit, 9-trans-palmitelaidic asit, arachidonic asit,
chlorcyclizine, choline, corynoxeine, desferrioxamine B, gamabufotalin, glucosaminic
asit, glyceric asit, glycocholate, histidine diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli
derecede yiiksek ¢ikan metabolitlerden bazilaridir. 13-oxyingenol dodecanoat, 8-
deoxy-lactucin, arachidoyl ethanolamide, benzethonium, cholic asit, indole-3-carbinol
diizeyi ise kontrole gore Cd50'de anlamli derecede diisiik ¢ikan metabolitlerden

bazilaridir.

CARA40 ile kontrol grubu karsilastirilmasinda ise CAR40’da kontrole gore
anlamli olarak fazla ¢ikan metabolitlerin bazilar1 2-ketocaproic asit, 2-Methylindole,
3-phosphoglyceric asit, arachidonic asit, cholestane, choline, methionine, oleamide,
glyceric asit iken anlamli olarak diisiik ¢ikanlarin bazilar1 arachidoyl ethanolamide,

cholic asit, dioctylphthalate, estrone, fucose, glycohyodeoxycholic asittir.

Gruplar arasinda degisen metabolomik yolaklar1 bulabilmek i¢in gruplar

arasinda anlamli degisen metabolitler (p<0,05) kullanilarak MSEA analizi yapildi.

Cd50 ve kontrol gruplan karsilastirildiginda metiyonin metabolizmasi,
fosfotidil fosfat metabolizmasi, inositol fosfat metabolizmasi, metilhistidin
metabolizmasinda istatistiksel olarak anlamli degisiklikler gozlendi. CAR40 kontrol
grubunda karsilagtirildiginda ise glisin ve serin metabolizmasi, metionin
metabolizmasi, glyserolipid metabolizmasi, betain metabolizmast,
fosfatidiletanolamin biyosentezinde anlamli degisiklikler tespit edildi. Kontrol ve
CD50+CAR40 grubu karsilastirildiginda tirik asit metabolizmasi, alfalinolenik asit ve
linoleic asit biyosentezi, mitokondriyel elektron transport zinciri, glutatyon

metabolizmasi gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli degisen yolaklardir.
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Sekil 4.13: Kontrol, Cd50, CAR20, CAR40, Cd50+CAR20 ve Cd50+CAR40 gruplari
plazma 6rneklerindeki metabolit diizeylerine ait (a)PCA ve (b)PLS-DA skor

grafigi
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Sekil 4.14: Kontrol, Cd50, CAR40, Cd50+CAR40 gruplar1 plazma 6rneklerindeki
(a)PLSDA, (b)VIP skor grafigi ve (c)ilk 50 metabolit diizeylerine ait sicak

harita analizi.
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Sekil 4.15. Kontrol, Cd50, CAR40, Cd50+CAR40 plazmalarinin ikili karsilastirma
sonucu anlamli degisen metabolitlere ait PLSDA, VIP ve sicak harita
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grafikleri. (@) Kontrol ve CAR40 gruplarinin PLS-DA skor grafigi (b)
Kontrol ve CAR40 gruplarimi ayirmada etkili olan metabolitlerin VIP
grafikleri, (c) Kontrol ve CAR40 gruplarindaki metabolitler igin sicak harita
grafigi, (d) Kontrol ve Cd50 gruplarinin PLS-DA skor grafigi (¢) Kontrol
ve CD50 gruplarmi ayirmada etkili olan metabolitlerin VIP grafikleri, (f)
Kontrol ve CD50 gruplarindaki metabolitler i¢in sicak harita grafigi, ()
PLS-DA kontrol ve Cd50+CAR40 gruplarinin skor grafigi (h) Kontrol ve
Cd50+CAR40 gruplarim1 ayirmada etkili olan metabolitlerin  VIP
cizelgeleri, (i) Kontrol ve Cd50+CAR40 gruplarindaki metabolitlerin Sicak
harita grafigi, (j) PLS-DA Cd50 ve Cd50+CAR40 gruplarinin skor grafigi
(k) Cd50 ve Cd50+CAR40 gruplarini ayirmada etkili olan metabolitlerin
VIP gizelgeleri, (1) Cd50 ve Cd50+CAR40 gruplarindaki metabolitlerin
sicak harita grafigi. PCA, Temel bilesen analizi; PLS-DA, Kismi en kii¢iik
kareler diskriminant analizi; VIP, Projede 6nemli olan degiskenler.

4.3.4. Metabolit seti Zenginlestirme Analizi (MSEA)

Yukarida bahsedilen analizlere ek olarak gruplar arasinda ikili karsilastirma
yapilarak gruplar aras1 anlamli olarak degisen metabolitlerle MSEA analizi yapildi ve

sonuglar eklendi (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Kontrol, Cd50, CAR40 ve Cd50+CAR40 plazmalarinin ikili karsilastirma
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sonucu anlamli degisen metabolitlerle yapilan MSEA analiz sonuglar1. (a)
Kontrol ve CAR40, (b) Kontrol ve Cd50, (c) Kontrol ve Cd50+CAR40, (d)
Cd50 ve Cd50+CAR40

4.4, Karaciger ve Bobrek Dokularmin Histopatolojik incelenmesi

Kontrol, CAR ve Cd’li gruplardan elde edilen karaciger ve bobrek dokularina
ait morfolojik degisiklikler degerlendirildi. Dokular Balikesir Universitesi Tip

Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda HE ile boyandi ve goriintiilendi.

Karaciger

Kontrol, CAR20 ve CAR40 gruplarinda normal morfoloji gozlendi. Cd50
grubunda, Lokosit infiltrasyonu (beyaz ok), piknotik hepatosit ¢ekirdekleri (siyah ok)
ve hepatosit sitoplazmasinda artmis asidofili (beyaz ok bas1) tespit edildi. Cd+CAR20
ve Cd+CAR40 gruplarinda ise karaciger normal morfolojide gézlendi (Sekil 4.16).

Bobrek

Kontrol, CAR20 ve CAR40 gruplarinda bobrek, normal morfolojide gozlendi.
Cd50 grubunda glomeriillerde dilatasyon, Bowman boslugunun daralmasi, tiibiil epitel
hiicrelerinde artmis asidofilik boyanma goriildii. Cd+CAR20 grubunda, glomeriillerde
dilatasyon, Bowman boslugunun daralmasi bir miktar diizelmis, ancak hala belirgin
olarak tespit edildi. Cd+CAR40 grubunda ise, glomeriillerde dilatasyon, Bowman
boslugunun daralmasi ¢ok daha az gozlendi (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. Karaciger dokularina ait histopatolojik analiz. Kontrol grubu (a), CAR20
grubu (b), CAR40 grubu (c), Cd50 grubu (d), Cd50 + CAR20 grubu (e),
Cd50 + CAR40 grubunda (f). Hematoksilen ve eozin boyamasi, bar 20
mikrometre uzunlugu temsil etmektedir.

\
AN R

Sekil 4.18. Bobrek dokularina ait histopatolojik analiz. Kontrol grubu (a), CAR20
grubu (b), CAR40 grubu (c¢), Cd50 grubu (d), Cd50+CAR20 grubu (e),
Cd50+CAR40 grubu (f), Hematoksilen ve eozin boyamasi, bar 20
mikrometre uzunlugu temsil etmektedir.
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4.5. Plazmada Bulunan Elementlerin Degerlendirilmesi

ICP-OES analizinde, sicanlardan alinan plazmada As, Cd, Ca, Fe ve Zn
degerleri gruplar arasinda karsilastirildi. Cd’un plazmadaki elementleri etkiledigi daha
onceki calismalarda gosterilmistir. Yapilan istatistik analizine gore plazma Cd miktar1
Cd50+CAR40 ile CAR40 ve CAR20 mg/kg karsilastirildiginda ayrica Cd50+CAR20
ile CAR40 mg/kg karsilastirildiginda anlaml fark elde edildi (p<0,05) (Sekil 4.18).
Yapilan istatistik analizine gore Cd50 grubu plazma Zn miktar1 Cd50+CAR40 ve
CAR20 ile karsilastirildiginda anlamli bir fark elde edildi (p<0,05) (Tablo 4.6) (Sekil
4.18 ve 4.19).

Tablo 4.6. Plazmada bulunan bazi elementlerin miktarlart (ppm)

5
K Cds0  CAR20 CAR40 CHVTCARZ (450 caRr40 “’i‘l‘li':k
(n=8) (n=6) (n=8) (n=7) (n=6) (n=8) (n=1)
Ortanca 0018 0.02 0.028 0.020 0.026 0.030 0.011
Arsenik - = P >
miktar: (ppm) Min-max 0.012-0.87 0,012,0,026023-034  0,01-0.33 0.022-0031 0,025-0.038
Ortalama  0.026 0.021 0028  0.020 0.026 0.031
Ortanca 14,05 16,51 18,01 14,56 14,20 17.09 47,59
Kalsivom

miktar: (ppm) Min-max 10,69-21.45 10.85-19.04 13,65-21.45 0-19.21 1247-1551 13.68-21.44

Ortalama 14,7 15,7 17 12,1 14.1 16,8

Ortanca  0,0008 0,094 0,0002* 0,0000057% 0,065 0.15 0

Kadmiyum
miktar (ppm) Min-max  0-0.051  0.004-0.12  0-0,0005 0-0,0006 0,0034-0.25 0.0092-0.02

Ortalama 0,008 0.009 0,0002 0,0001 0.009 0.015

Ortanca 0.23 0,23 0,35 0,23 0,20 0,30 0,017
Demir Min-max 0.12-0,36 0,15-0,29 0,20-0,49  0-0,32 0,14-0,24  0,22-0.44
miktar1 (ppm)

Ortalama 0.24 0,24 0,33 0,19 0,19 0.31

Ortanca 0,20 0,16 0244 0,20 0,15 0,244 3.49
Cinko Min-max 0.15-0.28 0,07-0,19 0.021-0,28  0-0.3 0,097-0,24  0,17-0.31
miktar1 (ppm)

Ortalama 0.20 0,14 0,25 0,18 0,16 0.25

*(p<0,05) Cd50+CAR40 grubuna gore. # (p<0,05) Cd50+CAR20 grubuna gore. A (p<0,05) Cd50 grubuna

gore,
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Sekil 4.19. Plazmadaki kadmiyum miktarinin karsilastirilmasi.
*(p<0,05) Cd50+CAR40 grubuna gore. # (p<0,05) Cd50+CAR20 grubuna

gore.
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Sekil 4.20. Plazmadaki ¢inko miktarinin karsilastirilmasi. 2 (p<0,05) Cd50 grubuna
gore.
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4.6. Serum Biyokimya Parametrelerine ait Bulgular

Serum Dbiyokimya parametreleri analizinde, siganlardan alinan serumda
kreatinin, tire, ALT, AST, kortizol degerleri gruplar arasinda karsilastirildi. Yapilan
istatistik analizine gore serum kreatinin miktar1 kontrol ile Cd50+CAR40 gruplari
arasinda; Cd ile de Cd50+CAR20 ve Cd50+CAR40 arasinda anlamli bir fark tespit
edildi (p<0,05) (Sekil 4.21). Serum iire miktart Cd50+CAR20 ile kontrol, CAR20 ve
CAR40 gruplari arasinda anlamli bir fark tespit edildi (p<<0,05) (Sekil 4.22). Serum
ALT miktar1 Cd50+CAR20 ile kontrol, CAR20 ve CAR40 arasinda anlamli bir fark
tespit edildi (p<0,05). (Sekil 4.23). Serum kortizol miktar1 Cd50+CAR40 ile kontrol,
CAR20 ve CAR40 gruplar1 arasinda anlamli bir fark tespit edildi (p<0,05). (Sekil
4.24).

Tablo 4.7. Serum biyokimya paremetreleri

K Cdso CAR20 CAR40 Cd50+CAR20 Cd50+CAR40
(n=8) (n=8) (m=7) m=T7) (n=8) n=7)
Ortanca 0.26 0,24 0.29 0.28 *0,31 *#0,36

Kreatinin Min-max 0,22-0,29 0,24-0,008 0,24-0,34 0,23-0,34 0,29-0.45 0,30-0,42
(mg/dl)

Ortalama 0,26 0,26 0,29 0,17 0,34 0,36
Ortanca 216.7 226,9 2159 17 325 303
Ure (mg/dl) Min-max 13-20 17-36 13,9-19  14,2-23 31,5-35,7 0-35.6
Ortalama 16,5 26,7 15,9 17.4 33.0 33,0
Ortanca 132 132,5 137 124 156 158
AST (U/L) Min-max 92-142 97-198 93-161 107-186 131-200 149-187
Ortalama  126.8 140.,3 134 133 155 164.5
Ortanca ab 53 ag1 s ab 95 71 158 154
ALT (U/L) Min-max  59-94 67-106 56-102 58-105 123-170 126-224
Ortalama 73,8 89 75.5 75 155,5 164,8
Ortanca  ®020 bo.54 0.48 bo,16 0,40 0,67
Kortizol
(ng/dL) Min-max 0,12-0,54 0.18-1,04 0,14-0.8 0-0,33 0,10-0.81 0.37-1,04
Ortalama 514.2 177.7 355 239.8 155.6 152.2

#Kontrol grubuna gore *(p<0,05) Cd50 grubuna gore. # (p<0,05) Cd50+CAR40 grubuna gore. (p<0,05)
Cd50 grubuna gore.
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Sekil 4.21. Serum biyokimya kreatinin parametrelerine ait bulgular.

#(p<0,05) Kontrole gore, * (p<0,05) Cd50 grubuna gore.
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Sekil 4.22. Serum biyokimya iire parametrelerine ait bulgular. # Cd+CAR20 grubuna

gore
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Sekil 4.23. Serum biyokimya ALT parametrelerine ait bulgular. * Cd+CAR20
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5. TARTISMA

5.1. Hayvanlarda kilo degisimi

Hayvanlarin uygulamalarin baglayacagi ilk giin gruplarin kilo ortalamalari
arasinda anlamli bir fark yoktu. Bu durum gruplarin kilo dagilimlarina gére homojen
dagitilarak protokollere baglandigini gdstermektedir. Ilk giin ve son giin hayvan kilo
ortalamalarina bakildiginda Cd uygulanan gruplar disinda diger gruplarin kilo aldig1
tespit edilmistir. Hayvanlarin son gilin agirlik ortalamalar karsilastirildiginda Cd
uygulanan tim gruplarda kontrole gore anlamli olarak kilolarinin az oldugu tespit
edilmistir. Cd’nin tek basina veya CAR ile beraber uygulandigi gruplarda ortalamalara
bakildiginda hayvanlarin kilo verdigi tespit edildi. Cd50+CAR20 son giin agirliginda
CAR20’ye gore anlamli olarak kilo kaybi goriildii. Bu durum Cd uygulanan gruplarda
CAR’m kilo alimi {izerine koruyucu bir etkisinin olmadigin1 géstermektedir. Kontrol
grubuna benzer sekilde hayvan agirligi artist CAR20 grubunda goriilmiistiir. Bu Kkilo
kaybinin Cd’nin toksik etkisine bagl olarak organ islevlerinin bozulmasindan dolay1

olabilecegi savunulmaktadir (145).
5.2. Davrams Testleri
5.2.1. Acik Alan Testi ve Yiikseltilmis Art1 Labirent

Acik alan testinde anksiyolitik (anksiyete azaltic1) ve anksiyojenik
(anksiyeteyi arttirici) etkileri degerlendirebilmek i¢in merkez ve kenar alanda gegirilen
siire, merkez ve kenar alana giris ¢ikis sayisi ve yiizdesi, timarlanma siiresi, sahlanma
ve diskilama sayis1 incelenmistir. Agik alan testinde merkeze giris sayisi ve siiresi hem
anksiyolitik benzeri davraniglar hakkinda bilgi verirken hem de hayvanlarin lokomotor
aktiviteleri hakkinda da bilgi verebilmektedir. A¢ik alan testinde anksiyete benzeri
davraniglarin degerlendirilmesinde merkez veya kenar alanlara girig-¢ikis sayisi ve bu
alanlarda gecirilen siire bulgular1 ana parametreler olarak kabul edilmektedir.
Timarlanma ve sahlanma aktiviteleri bulgulari ise gruplar kiyaslamada destekleyici
parametreler olarak kulanilabilmektedir (146). Merkeze giris sayist ve merkez alanda
gecirilen siire artarsa kullanilan molekiiliin hayvanlar {izerinde anksiyete azaltic1 tam
tersi durumda ise anksiyeteyi arttirict bir molekiil olabilecegi kabul edilmektedir. Cd

uygulanan tiim gruplarda merkez alanda gegirilen siire, kenarda gegirilen siire ve
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merkez alanda gegirilen siire ylizde, kenara gecis sayisi ve siiresi birlikte
degerlendirildiginde kontrole gore Cd’nin anksiyete benzeri davraniglari artirdigi
yorumu yapilabilir. CAR’in Cd ile birlikte oldugu gruplarda bu agidan iyilesme
olmadig1 hatta genel olarak anksiyete benzeri etkileri artirdigi sdylenebilir. Agik alan
testi sonuglarimiza gore Cd’nin toksik etkilerinden dolayr hayvanlarda lokomotor
hareket kisitligima ve anksiyojenik benzeri hareketlerin artisina neden olabildigi,

CAR’1n ise bu durumu geri ¢evirmede etkili olmadig1 sdylenebilir.

Hayvanlarda anksiyetenin azaldigina dair bir parametre olarak
degerlendirilen sahlanma sayisinin Cd50 grubunda diger Cd uygulanmayan gruplara
gore daha az goriilmesi Cd’ye bagli anksiyete artigi olarak degerlendirilebilir. Cd50 ile
karsilastirildiginda Cd50+CAR20 grubunda anlamli fark artis gozlenmesi bu

parametre agisindan CAR’1n kismen koruyucu etkisine isaret etmektedir.

Gruplar karsilastirildiginda timarlanma siiresi  bakimindan Cd50’nin
CAR40 mg/kg’a gore anlamli derecede diisik gozlenmesi iki yonde
degerlendirilebilir. Timarlanma siliresinin uzamasinin kullanilan molekiiliin
anksiyojenik etkisinin bir gostergesi olduguna dair bir goriis varken diger goriise gore
bu durum hayvanin motor aktivitesi hakkinda bilgi verebildigidir. Cd50 grubunda
CAR40 mg/kg grubuna gore anlamli oranda timarlanma siiresi azdir. Timarlanma ve
sahlanma sayisindaki azalma birbirinden zit anksiyete gostergeleri olmakla birlikte her
ikisinin de Cd 50’de azalmas1 bu gézlemlerin daha ¢ok lokomotor aktivite azalmasina
bagli olarak gerceklestigini diislindiirmektedir. Cd’nin siganlara uygulandig
caligmalarda da Cd’nin rotarod testle gosterildigi iizere hayvanlarin lokomotor

aktivitesini azalttig1 bilinmektedir (147).

Insanlarda Cd’ye bagli depresif semptomlarin artan oksidatif stres,
inflamasyon ve bozulmus amino asit metabolizmasina bagli oldugunu ortaya koyan
caligmalar gdzoniine alindiginda anksiyete benzeri davraniglarin artiginda da yine bu

anilan faktorlerin etkili oldugu diisiiniilebilir (148).

Anksiyolitik benzeri davranislar1 degerlendirmede bir diger 6nemli test olan
yiikseltilmis art1 labirent testinde acik kollara giris sayisi, kapali kollara giris sayisi,
acik kollara giris ylizdesi, acik kollarda gecirilen siire, kapali kollarda gecirilen siire

ve acik kollarda gegirilen siire yiizdesi siklikla olarak degerlendirilmektedir (149).
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Calismamizda gruplardan Cd50 ile Cd50+CAR40mg/kg karsilastirildiginda kapali
kolda kalma siiresi bakimimndan Cd’nin anlamli derecede uzun olmasi Cd50’nin
anksiyojenik etkisinin oldugu, CAR’1n yiiksek doz (40mg/kg) oral uygulanmasinin
subakut donemde Cd+CAR40 grubunda bu etkiyi diizeltici yonde oldugu seklinde
degerlendirilebilir. Yapilan davranis ¢alismalarinda da akut dénem intraperitonel
uygulanan Cd gruplarinda doza bagli, anksiyete ve depresyon benzeri davraniglarda
ayrica oksidatif stres parametrelerinde artis gosterilmistir (133). Calismamizda
oksidatif stres parametrelerine bakilmamakla birlikte Cd’nin davranig parametrelerini
degistirmesinde KBB’ni kolay geg¢mesi (38) ve burada oksidatif strese neden
olmasiyla (149) beraber davranig parametrelerinin olumsuz yonde etkilendigine dair

literatiir verilerini destekleyen bulgular gézlendi.
5.2.2.Barnes Labirenti

Kontrol, CAR ve Cd uygulanan gruplarda dogru kadranda gecgen siire, dogru
kadranda gecen siire yiizdesi, hedefi bulana kadar gegen siire, dogru delikten dnce
bakilan yanls delik sayis1 ve dogru delikten sonra bakilan yanlis delik sayisi en ¢ok

irdelenen parametrelerdir (139).

Test sonuglarinda Cd50 grubunda diger CAR uygulanan veya Cd ile beraber
CAR uygulanan gruplara gore dogru kadranda gegen siire ve siire yilizdesi daha az
olmasina ragmen anlamli farklilik tespit edilemedi. Barnes labirenti testinde Cd’nin
norotoksik etkisine bagli olarak 6grenme bellek test sonuglarini etkileme potansiyeli
tagidig1 diistiniilebilir ancak bu 6nermenin dogrulanmasi i¢in daha ¢ok hayvan ve/veya

daha uzun maruziyet siireleri test edilebilir.

Cd maruziyetinin sinir sistemi fonksiyonunu etkileyerek (150) anksiyete
benzeri davranislarda artisa, konsantrasyonda azalmaya, 6grenme giicliigiiniin ortaya
¢ikmasina sebep olabilecegi yapilan ¢aligsmalarla gosterilmistir (18). Calismamizin
davranig bulgular birlikte degerlendirildiginde Cd’nin sinir sistemi iizerinde olumsuz
etkiye neden olduguna dair literatiir verilerini destekler niteliktedir. Bu kapsamda
glinlimiizde cesitli aromatik tibbi bitkilerde bulunan etken maddeler ¢ok sayida
norotoksik ajanin etkilerinin 6nlenmesi amaciyla aragtiritlmaktadir (25). Calismamizin
bu anlamda Cd norotoksisitesine karsin CAR’in incelenen parametreler dahilinde

kismen koruyucu etkisini gosterdigini ve bu alana veri saglandigini diistinmekteyiz.
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Cd’nin hem anksiyete benzeri davraniglar hem 6grenme-bellek iizerindeki
etkilerini gosteren calismalar bizim bulgularimizi desteklemektedir. Lamtai ve ark.
kronik donemde intraperitonel Cd uygulanmasinda depresyon benzeri davranislarin,
erkeklerde tiim Cd dozlarinda, disilerde sadece 1 mg/kg Cd dozunda gozlenmis
oldugunu ve daha diisiik dozlarda anlamli degisiklik gézlenmedigini belirtmislerdir
(18). Anksiyojenik etkisi her iki cinsiyette de doza baglh olarak 0,25 mg/kg'da
baslamis ve 1 mg/kg dozunda maksimuma ulagmistir. Ayrica ¢alisan hafiza, uzaysal
ogrenme ve bellegin 1 mg/kg'da 6nemli Ol¢iide bozuldugu gosterilmistir. Cd’nin
hipokampustaki nitrik oksit ve lipid peroksidasyon seviyelerini her iki cinsiyete de
arttirdigl, incelenen tiim parametrelerde degisikliklerin cinsiyete ve doza baglh
olabilecegi ortaya konmustur (18). Bizim ¢alismamizda intraperitonel yerine oral
gavaj uygulamasinin sec¢ilmis olmasmin nedeni intraperitonel uygulamada
hayvanlarda Cd’ye bagl organ yapisikliklarinin gézlenmis olmasi, oral gavajda ise
bdyle bir durumun tespit edilmemis olmasidir. Kamel ve ark.’nin yaptig1 bir caligmada
gebe ratlara gebeligin 7. giiniinden yavruyu siitten kesene kadarki siirecte igme
sularia Cd katilmistir. Annenin yiiksek dozlarda Cd'ye maruziyetinin, yeni doganlarin
dogum agirliklarin daha az olmasina, yavrularda bazi gelisimsel olaylarda gecikmenin
yani1 sira anksiyete benzeri davraniglarin artisina neden oldugu goézlenmistir. Ayrica
yavrularin motor gelisiminde ve motor koordinasyonlarinda Cd maruziyetine bagl

gerilik oldugu da gosterilmistir (151).
5.3. Lokomotor Aktivite Testi
5.3.1. Rotarod Testi

Rotarod testinde, gruplar arasinda sicanlarin rotarod ¢ubugu iizerinde kalma
stirelerinin karsilastirilmasi, Cd50 grubunda gdzlenen motor aktivitedeki azalisin
Cd’nin gerek beyindeki gerekse noromiiskiiler etkilesimde rol oynayan yapilar
tizerinde olumsuz etkide bulundu ve CAR’mn bu durumu tersine ¢evirici etkide yeterli

olmadig: seklinde degerlendirilebilir.

Davranis parametreleri bir biitiin olarak degerlendirildiginde CAR’in Cd
toksisitesine bagli anksiyete, 6grenme ve lokomotor aktivite testlerinde Cd’ye karsi
koruyucu etkide bulunmadigi soylenebilir. Cd’ye karst denenen bazi fitokimyasallarin

koruyuculugu kurkumin (130), melatonin (152) ve Kkersetin (153) gibi etken
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maddelerin davranig parametreleri lizerinden gosterilmistir. Cd gibi diger gevre
kirleticilerin toksisitesine kars1 fitokimyasallarin koruyucu etkilerini gosteren
caligmalar giin gectikge artmakta ve bu alandaki veri birikimi derinlesmektedir (154,
155). CAR’mn farkli siire ve dozlarda denenmesi Cd’ye karsi beklenen etkilerin

¢ikmasina imkan verebilir.

5.4. Metabolomiks

Literatiirde Cd eklenmesi sonucu metabolomiks daha ¢ok idrar, beyin,
karaciger dokularinda bakilmis olup plazma Ornekleri az sayida calismada
arastirilmistir. Bizim ¢alismamizda ise plazmadan alinan 6rneklerle 6zellikle primer
ve sekonder metabolitleri tespit etmek tizere GC-MS ve LC-qTOF-MS yontemleri
kullanildi.

Fitokimyasallarin Cd gibi agir metallerin toksisitesi {izerine etkilerini gosteren
az sayida ¢alisma bulunmakla beraber Cd iizerine CAR’1n kullaniminda metabolitlerin
nasil degistigiyle ilgili bilgi bulunmamaktadir. Calismamizda Cd ve CAR’in tek
basina degistirdigi metabolitler arastirildi. Buna ek olarak CAR’in Cd maruziyetinde

etkisi olup olmadig: incelendi.

PCA ve PLS-DA analizlerinde gruplarin tam ayrismasi sonrasinda yapilan ikili
karsilagtirmalar ve MSEA analizleri Cd’nin ve CAR’1n farkli metabolomik yolaklar

tizerindeki etkilerini gosterdi.

Cd maruziyetinden Onemli Olglide etkilenen Yyolaklardan bir tanesi
mitokondride bulunan elektron tasima zinciridir (156, 157). Cd, tasima zincirinde yer
alan membran enzimlerini-proteinlerini etkilemektedir (158). Ayrica Cd bu
mekanizmaya destek olarak sistemde bulunan antioksidan enzimleri ve maddeleri

(glutatyon gibi) olumsuz etkilemektedir (158).

Proglutamik asitin oksidatif stres gibi nedenlerle GSH’1n azaldigir durumlarda
artan bir molekiil oldugu bilinmektedir. GSH hiicrelerdeki antioksidan savunma
sisteminin en 6nemli molekiillerden biridir. Bu molekiiliin Cd50 ile kontrole gore
anlamli diizeyde azalmis olmasi hiicrelerde Cd’ye bagli oksidatif stresin bir gostergesi

olarak degerlendirilebilir (159).
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Elektron tagima sisteminin bilesenlerinin ve mitokondrideki oksidatif stresin
bir biitiin olarak degerlendirilmesi sonrasinda organizmada bir enerji yetersizliginden
bahsedebiliriz. Cd 50 grubundaki hayvanlarda gézlemledigimiz lokomotor aktivite
kaybi1 bu agidan degerlendirilebilir. Siganlarda Cd’ye uzun siire maruziyet sonrasinda
oksidatif stresin yani sira aminoasit, enerji, lipid ve piirin metabolizmasinin bozulan

metabolik yolaklar oldugu savunulmaktadir (157).

Yapilan caligmalarda Cd maruziyetinde bizim bulgularimizla uyumlu olarak
enerji ve amino asit metabolizmasi, fosfolipid membranlar ve serbest yag asitleri ile
ilgili 6nemli metabolik degisiklikler tespit edilmistir (160, 161). Metabolomiks
caligmalarinda azaldigi gosterilen valin ve treonin bizim bulgularimizda da Cd50 ve
Cd50+CAR40 grubunda kontrole gore azaldi. Diger ¢alismalarla uyumlu olarak Cd
gruplarinda linoleik, oleik, arasidonik, palmitik veya laurik gibi ¢esitli serbest yag
asitlerinin seviyelerinde artis gozlendi. Bu yag asitlerinin seviyelerindeki artig, plazma
zarlari biitiinlestiren fosfolipidlerin bozunma {irtinleri gibi, Cd'nin metal toksisitesi
tarafindan indiiklenen bir hiicresel apoptoz siireci hipotezini desteklemektedir (161,
162). Bobrek hasarina neden olabilecek 6nemli bir molekiil olarak kabul edilen
doymamis yag asitlerinden palmitik asidin Cd ile arttig1 gosterilmistir (163). Yiiksek
kan Cd seviyelerinin doymamis yag asidi biyosentezini etkiledigi bilinmektedir (148).
Bizim ¢alismamizda da Cd50 uygulanan gruplarimizda palmitik asit artis gosterdi.
Yine doymamis yag asidi metabolizmasindaki lineolik asidin bir tiirevi olan linoleoyl
etanolamid ve linoleik asidin (18:2) azaldigi, arasidonik asidin (20:4) arttig
caligmamizda gosterilmis olup literatiirle uyumludur (164, 165). Cd’nin membranlar
tizerindeki etkisiyle eritrosit membranlarinda yag asidi peroksidasyonunun arttigi
bilinmektedir. Linoleik asit Cd etkisiyle arasidonik aside yikilmaktadir (164). Liu ve
dig. kan Cd diizeylerinin artisiyla kan proglutamik asit, palmitik asit ve stearik asidin
arttigini, buna karsin nikotinamid, tirozin ve levodopanin azaldigini gostermislerdir.
Anilan arastiricilar Cd’ye bagli metabolizmas1 bozulan yolaklar1 su sekilde
siralamiglardir; tirozin, arjinin, prolin, Vit Be, niasin, nikotinamid, doymamis yag asidi
sentezi, glutatyon ve primidin metabolizmasi (148). Calismamizdan elde edilen
bulgularda Cd maruziyetinde digliserit ve trigliserit seviyelerinin arttig1 gosterildi.
Lipid seviyelerindeki artisin, Cd toksitesinin etkisindeki si¢anlarda hiicre apoptozuna

bagli olabildigi savunulmaktadir (166).
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CAR’m lipofilik 6zelligi nedeniyle membran lipitleri ile etkilesime gectigi ve
ozellikle deneysel modellerde membran stabilizasyonunu etkiledigi bilinmektedir
(167). MSEA analizi, kontrol ve CAR40 karsilastirmasinda fosfatidiletanolamin
biyosentezinde anlamli bir degisime isaret etmektedir. Fosfatidiletanolaminler
hiicrelerde yaygin olarak bulunan ve tiim fosfolipitlerin %25'ini olusturan bir hiicre
zar lipitidir. Bu lipitlerin yag agisindan daha zengin olan sinir dokusu gibi yapilarda
bulunma siklig1 daha yiiksektir. Hiicre boliinmesinden membran iglevine pek c¢ok
gorevleri vardir (168). CAR40 grubunda fosfatidiletanolamin artisi CAR
uygulamasinin  membran lipitlerine de giliglii bir etkide bulundugunu

diistindiirmektedir.

Diger taraftan membran lipitleri {izerine Cd’nin de etkisi bulunmaktadir.
Cd’nin hiicre membran lipitlerine baglandig1 ve onlar1 daha rijit hale getirdigi
bilinmektedir. Cd’nin viicutta emilimi sonrasinda potansiyel hedeflerinden birisi
eritrositlerin membranidir. Cd’ye bagli olarak MSEA analizinde artis1 gozlenen
fosfatidil inositol fosfat metabolizmas1 da bu baglamda diisiiniilebilir. Cd’ye bagh

membran fosfolipidlerinin yikimu literatiirde gosterilmistir (169).

Cd amino asit metabolizmasini da etkilemektedir. Calisma sonuglarimiz amino
asit metabolizmasina ait farkli metabolitlerin de Cd maruziyeti sonrasinda degistigini
gostermektedir (metionin, betain, amonyak dongiisii, tiamin gibi). Literatiir caligmalari
daha cok idrar orneklerinde calisilmis olsa da Cd’ye bagli metabolik degisiklikler
hakkinda fikir vermektedir. Cd’ye maruz kalan Sprague Dawley siganlarda valin,
16sin, izoldsinin arttig1, fenilalanin, tirozin ve taurinin azaldig1 yani Cd’nin amino asit
metabolizmasi tizerinde giiglii bir etkide bulundugu gosterilmistir (162). Japonya’da
insan plazma ve idrar 6rnekleri tizerinde yapilan bir calismada idrar Cd miktarinin
artisiyla alanin, kreatinin, izolsinin azaldigi ve plazma metabolitlerinden de alt1
katyon ve bir anyonun arttif1 tespit edilmistir. Arastiricilar bu metabolitleri
mitokondriyel disfonksiyonla iligkilendirmislerdir. Anilan ¢aligmada plazmada azalan
bu lic aminoasidin glomeriiler hasar ve hiperfiltrasyon i¢in belirte¢ oldugu ifade
edilmektedir. Cd maruziyeti her ne kadar tiibiiler hasarla iligskilendirilmis olsa da erken
donem diisiik doz maruziyetin glomeriilerde etkide bulunarak hasar olusturdugunu
gostermeleri plazma ve idrar metabolitlerinin glomeriil hasarinin gdsterilmesinde

onemli bir belirteg olarak kullanilabilir (170). Literatiirdeki Cd {izerine yapilan diger
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caligmalar Ozellikle idrar Ornekleri {izerine odaklanmakla birlikte hepsindeki genel
Orlintii amino asit metabolizmasinin belirgin sekilde etkilendigi yoniindedir (171).
Benzer durumlar sadece kemirgenlerde degil, Rhesus maymunu gibi gelismis

memelilerde de gosterilmistir (172).

Calisma sonuclarimiz Cd maruziyetine bagli olarak metilhistidin yolaginda
artis oldugunu gostermektedir. Cd, nikel ve kobalt gibi agir metallerin bazi amino
asitlerin (metil veya benzil) histidin gruplarina baglandiklar1 bilinmektedir (173).
Metilhistidin fazla protein tiiketimi ya da protein katabolizmasinin artig1 ile
iligkilendirilmektedir. Metilhistidin’in endojen kaynagi sadece kas hiicreleridir. Bu
molekiil miyozin ve aktin metillendiginde iretilir, iskelet kas proteinlerinin
parcalanmast sonucu kanda ve idrarda oldukca yiiksek c¢ikmaktadir (174).
Metilhistidin protein sentezi i¢in geri doniistiiriilmez, bu da onu ideal bir idrar
biyobelirte¢i haline getirir (174). Kas hiicreleri iginde aktin filamentinin
histidinlerinden birinin metilasyonu sonucunda olusur. Kanda ve idrarda kas yikiminin
bir sonucu olarak goriilebilmekte ve literatiirdeki makalelerde belirtildigi iizere
sarkopeni ve kas kaybmin bir belirteci olarak kullanabilmektedir (175). Bizim
caligmamizda da Cd grubunun kontrol grubuyla karsilastirildigt MSEA analizinde,
siralanan tim metabolitler i¢inde en fazla degisim gosterenin metilhistidin
metabolizma yolagi oldugu tespit edildi. Cd verilen hayvanlarin agirlik kaybi, rotarod
testindeki yiirime basarisizliklari, genel olarak tiim davramis testlerindeki
hareketsizlikleri, MSEA analizi ile birlikte degerlendirildiginde Cd’ye bagh kas
yikimiyla iligkili oldugu sonucu ¢ikartilabilir. Bunlara ek olarak Cd’nin trikarboksilik
asit dongiisii ile iliskili metabolitleri etkilemesi ve mitokondriyel islev bozukluklarina
sebep olmasi rotaroddaki basarisizligin bir baska sebebi olabilir (170). Cd
metilhistidin metabolizmasi belirgin bir sekilde etkilerken Cd+CAR40 grubunun
kontrol grubu ile karsilastirildigt MSEA analizinde metilhistidin gézlenmedi. Diger
taraftan Cd50+CAR20 ve Cd50+CAR40’ta da gerek agirlik aliminin anlamli dlgiide
azalmasi gerekse rotarod yiirlime basarisinin bu iki grupta da anlamli olmamakla
birlikte kontrole gore diisiik gozlenmesi Cd’nin bu gruplarda da kaslar iizerinde
olumsuz etkide bulundugunu ancak bu diizeyin metabolomiks MSEA analizinde

gozlenecek diizeyde olmadigina isaret edebilir.
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Cd’nin safra olusumunu olumsuz yonde etkileyerek sican karacigerinde hasara
neden oldugu bilinmektedir. Kandaki safra asitleri Cd’ye bagl karaciger hasarinin
belirtegleri  olarak  degerlendirilmektedir  (176). S6z konusu c¢alismada
glikorsodeoksikolik asit, glikolitokolik asit, taurolitokolik asit, ve taurodeoksikolat
asitlerinin biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi sdylenmistir ve bu asitlerin artigiyla
kolestasiz ile karaciger hasarinin olustugu sdylenmektedir (176). Bizim ¢alismamizda
da kontrol-Cd50 karsilastirilmasinda taurikolik asit ve taurodeoksikolik asidin Cd50

grubunda artmasi bu durumu destekler bir bulgudur.

Calismamizdaki metabolit seti zenginlestirme analizinde Cd50 ile
Cd50+CAR40 grubu karsilastirildiginda androsten metabolizmas1 ve estron
metabolizmasinin iki grup arasinda anlaml olarak farkli oldugu goriildii. Cd steroid
hormon sentez yolagimi etkiledigi i¢in Cd’ye bagli endokrin bozucu etkilerinde bu

metabolitler belirte¢ olarak degerlendirilmektedir (157).

Viicutta uzun siire kalan ve pek cok dokuda 6nemli hasarlara neden olan Cd’nin
etkilerinin azaltilmasi i¢in ¢esitli fitokimyasallar denenmektedir. Siganlara Cd ye kars1
kersetinin koruyucu etkisinin arastirildigi bir ¢alismada metabolomiks ile incelenen
parametrelerde kersetinin antioksidan savunma sistemini arttirarak ve lipid, amino
asit, plirin metabolizmasini diizenleyerek koruyucu etkide bulundugu gosterilmistir.
Bu makaledeki bobrek, plazma ve idrar metabolomiks sonuglari, lipit ve aminoasit

metabolizmalarinin Cd’ye bagli olarak olumsuz etkilendigini gostermektedir (177).

Diinya niifusunun yaklasik %10 unun diisiik doz Cd maruziyeti riski altinda
oldugu diistiniildiiginde Cd maruziyetini azaltma ve patofizyolojik etkilerini
azaltmakta etken maddelerin bulunmasi giiniimiizde oldugu kadar gelecekte de 6nemli

bir arastirma konusu olacaktir (157).

Cd uygulanmasindan dolayr degisen metabolitler hem davranig
parametrelerinin kotiiye gitmesinde hem de biyokimyasal sonuglarin degigsmesinde

etkili olmus olabilirler.



61

5.5. Histopatoloji sonuglari

Cd toksitesinin karaciger ve bobrek dokularinda neden oldugu morfolojik
degisiklikler histopatolojik yontemlerle gozlendi ve kalitatif olarak gosterildi.
Hemotoksilen eozin ile karaciger hiicrelerin boyanmasi sonucunda Cd50 grubunda
dokuda patolojik degisikliklerin oldugu, diger gruplardan farkli bir morfolojiye sahip
oldugu kalitatif olarak gosterildi. Calismamiz sonucunda Cd50 mg/kg dozunda
karacigerde patolojik siireglerin basladigini, dokunun igerisinde 16kositlerin
infiltrasyonunu ve gekirdegin bozulmaya basladigini tespit ettik. Cd50’nin dokuda
neden oldugu inflamasyon ve oksidatif stres s6z konusu morfolojik degisikliklerin

nedeni olabilir.

Cd50 + CAR20 grubu ve Cd50 + CAR40 grubunda ise karaciger dokusunun
normal morfolojik yapida olmasi, CAR’1n her iki dozunun da Cd’ye kars1 karaciger

tizerinde koruyucu etkileri olabilecegini gostermektedir.

Calismamizdaki bobrek morfolojisi incelemelerinde Cd50+CAR40 grubunda,
glomertillerde dilatasyon ve Bowman boslugunun daralmasiin ¢ok daha az oldugu,
bu nedenle normal bobrek yapisina daha benzer bir durum goézlenmesinin CAR’1in
koruyucu etkisine dair bir isaret olarak degerlendirilebilir. Cd’ye bagl daralma
durumu bdbreklerin Bowman bosluguna dogru plazmanin infiltrasyonunu olumsuz
etkileyebilir. CAR’1n her iki dozunun da Cd’nin bdbrekteki patolojisine karsi kismen

koruyucu etki gosterdigi iddia edilebilir.

Cd’nin emilimi sonrasindaki hedefleri arasinda bobrek ve karaciger hiicreleri
de bulunmaktadir. Bu hiicrelerde Cd’nin birikim yaptigi da bilinmektedir (178). Cd'nin
viicuttan atilmasi i¢in uzun bir siireye gereksinim olmasi nedeniyle insan sagligin

uzun siire tehdit etmektedir (179).

Cd’nin ozellikle kemiklerde ve bobreklerde ciddi miktarlarda birikmesinin
histolojik sonuclar1 bilinmektedir (180, 181). Cd'nin bir¢ok mekanizmayla bdbrek
epiteline girdigi, 6zellikle siilthidril iceren proteinlere baglandigi ve bobreklerde de bu
baglanmayla beraber nefropatiye neden oldugu gosterilmistir (182). Bizim

bulgularimiz da bobreklerdeki epitel yapinin bozuldugunu gosterdi.

Bizim ¢alismamiz dnceki ¢aligmalardaki Cd maruziyetiyle olusan histopatoloji

sonuglartyla uyumludur. Yapilan bir aragtirmada Cd kaynakli glomertillerde yapisal
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degisiklikler oldugu, mezangial matriksin ve glomeriillerde bosluklarin genisleyerek
sistigi tespit edilmistir (183). Cd maruziyetinin siganlarda tiibiiler disfonksiyona ve
cekirdek membran hasarina neden oldugu gosterilmistir (180). Cd'ye bagli kronik
toksisite sonucunda proksimal tiibiiler disfonksiyonun ortaya ¢iktigi bilinmektedir
(184). Bunlara ek olarak ¢alismamizda ¢ekirdeklerin asidofilik boyanmasi Cd’ye bagh
hasarin sadece membran diizeyinde kalmadigi ve sitoplazmanin da etkilendigini

distindiirmektedir.

Yapilan bir ¢calismada devedikeni bitkisinin bir tiiriinden elde edilen silimarin
Cd uygulanan siganlara verilmistir. Bir fitokimyasal olan silimarin ekstresinin bobrek
dokusunda gelisen patolojiyi diizelttigi, bobreklerde Cd seviyesini azalttig1 ve bobrek
DNA fragmantasyonunu diizelttigi gosterilmistir (185). Tam olarak mekanizma
bilinmemekle birlikte fenolik bilesiklerin Cd toksitesine karst koruyucu oldugu

savunulmaktadir.

Cd’nin hasar verdigi organlardan birtanesi de karacigerdir ve karaciger
hiicrelerinde apoptoz yaptigi gosterilmistir (186). Yapilan bir ¢alismada da CAR’in
Cd iizerine antiapoptotik ve antiinflamatuar etkileri gosterilmistir (6). Bizim
calisgmamiz da CAR’in Cd’ye karsi karaciger ve bobrekte koruyucu etkisini

desteklemektedir.

Karacigerde Cd’ye bagl inflamatuar degisimler, portal alanda fibroz
hiperplazi ve farkli diizeylerde 6dem gozlenmistir (176). Arsenik ve Cd gibi agir
metallerin karaciger yaglanmasi steatoz ve kan hiicrelerinin Disse araligina
infiltrasyonu ayrica Cd’ye bagli olarak sinozoidlerde kalinlasma meydana geldigi
bilinmektedir (169). Bizim bulgularimiz da Cd’ye baglh karaciger hiicrelerinde farkl
hassarlarin olustugu ve CAR’1n her iki dozunun da histopatolojik olarak koruyucu

etkide bulundugunu ortaya koymaktadir.

Cd’nin dokulara olan zararh etkisi sadece bu dokularla sinirli degildir. Igme

suyu ile verilen Cd’nin farelerde akciger hasarina neden oldugu gosterilmistir (187).
5.6. Plazmada Bulunan Elementlerin Degerlendirilmesi

Calismada ICP-OES yontemi kullanilarak siganlardan alinan plazmadaki
elementler karsilastirildiginda Cd50 grubunda kontrole gore Cd birikimi agisindan

fark gozlenmemesi plazma Ornek sayisinin az olmasindan kaynaklaniyor olabilir.
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Standart yem ve musluk suyu ile ad libitum beslenen hayvanlarda diisiik de olsa bir
Cd maruziyeti bulunudugu ileri g¢alismalarla degerlendirilebilir. Cd50+CAR40
grubuyla CAR20 grubu, ayrica Cd50+CAR20 grubuyla CAR40 grubu arasinda
anlaml bir fark gézlenmis olmasi bizim deney modelimizde uygulanan gibi yiiksek
doz bir Cd maruziyeti olmadigi durumda CAR’n her iki dozunun da viicuttan Cd

atilimu ile ilgili bir etkide bulundugu iddia edilebilir.

Huyut ve Arihan, herhangi bir agir metal maruziyeti olmadan aralikli aglik
uygulamasinin sicanlarda kan kursun degerini diisiirdiiglinii buna karsin Zn degerini
artirdigin1  gostermislerdir (188). Bu tiir calismalarin isaret ettigi durum, bazi
uygulamalarin hayvanlarin besin ve suyla maruz kaldigi gevresel Kkirleticilerin
viicuttan atilimini artirabilecegidir. CAR da hayvanlarin pellet yem ile aldiklar1 Cd’nin
atthmin1 hizlandirmis olabilir. Diger taraftan en yiiksek Cd ortanca degerinin
Cd50+CAR40 grubunda gozlenmesi bu iddiay1 zayiflatmaktadir. Bu konuyla ilgili

farkli doz ve siirelerin denendigi ¢alismalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

Plazma Zn miktarmin Cd grubunda kontrol ve CAR gruplarina gére daha az
gbzlenmesi ve azalmanin sadece CAR20’ye gore anlamli olmasi, Cd’ye bagli olarak
diger elementlerin emilimindeki bozulmalarla iliskili olabilir (189). Pek ¢ok enzimin
bileseni olan Zn elementinin Cd maruziyetiyle diisiiyor olmas1 Cd’nin dikkate alinmas1

gereken bir bagka toksisitesine igaret etmektedir.

5.7. Serum Biyokimyasal Parametrelerin Degerlendirilmesi

Urenin Cd50 grubunda kontrole gére hafif bir artis gosterirken Cd’nin CAR ile
beraber uygulandigi durumda bu artisin anlamli hale gelmesi ikisinin beraber

kullaniminda bobrek fonksiyonlarinin daha da kétiiye gittigini gostermektedir.

ALT miktarmin, Cd’nin CAR ile beraber uygulandig1 gruplarda anlamli olarak
artmasi1 karacigerin hasara ugradigimin bir gostergesidir. CD50+CAR20 ve
Cd50+CAR40 gruplarindaki metabolomiks MSEA sonuglarindaki amonyak

dongiisiindeki artis karacigerdeki bu hasar bulgusunu desteklemektedir.

Serum kortizol diizeylerinde Cd50+CAR40 grubundaki, kontrol ve CAR

uygulanan gruplara gore anlamli artis davranis testlerindeki anksiyete benzeri
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davraniglardaki artist  da  aciklamakta biyokimyasal bir destek olarak

degerlendirilebilir.



1)

2)
3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Cd kilo kazanimin1 ve lokomotor aktiviteyi azaltirken CAR bu azalisi
onlemede etkili olmadi.

Cd anksiyete benzeri davranisa neden olurken CAR bu etkiyi zayiflatamadi.
Cd bobrek ve karacigerde histopatolojik bir hasara neden olurken CAR bunu
ozellikle karacigerde kismen Onleyici etkide bulundu. CAR, bdbrek {izerinde
Cd’ye kars1 koruyucu etki gosterdigi histopatolojik olarak kalitatif yontemle
gosterilmistir.

Cd, metabolomik analizde metilhistidin ile goriilebildigi lizere kas kaybina
neden oldu. CAR kullanimi ile metilhistidin yolaginin degismemesi CAR’1n
bu agidan yeterli koruyuculuk gostermedigine isaret etmektedir.

Metabolomik analizde kontrol ile Cd50+CAR40 grubu arasindaki koruyucu
yolaklarda degisim goriilmedi.

Cd+CAR gruplarinda plazma zarlarini biitiinlestiren fosfolipidlerin bozunma
tirtinleri olan metabolit yolagi artti. Bu durum, Cd tarafindan indiiklenen bir
hiicresel apoptoz siireci hipotezini desteklemektedir

Cd’nin plazmadaki birikiminin kontrole gére CAR40 mg/kg’da anlamli olarak
daha az olmasi Cd’nin cevresel faktorlerle diisiik diizeyde maruziyeti s6z
konusu oldugunda CAR’in plazmada disiiriici etkisi olabilecegini
diisiindiirdii. Diger taraftan CAR’mm Cd ile birlikte uygulandigi deney
protokoliimiizde, plazmadaki Cd miktarinin daha da arttig1 goriildii.

Serum ALT, AST, Ure, Kreatinin degerlerine gore CAR’ 1 Cd’ye bagl hasari
biyokimyasal parametreler agisindan diizeltemedigi, hatta daha da yiikselttigi
sOylenebilir.

Cd uygulanmasindan dolayr degisen metabolitler hem davranis
parametrelerinin  kotiiye gitmesinde hem de biyokimyasal sonuglarin

degismesinde etkili olmus olabilir.

10) Kontrol Cd50 karsilagtirmasinda degisen metabolomik yolaklardan biri olan

metilhistidin yolagi Cd50°nin Car ile beraber uygulandigi yolakta ¢ikmamastir
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11) Calismamizda Cd’nin, toksik etkisine bagli olarak davranis dahil birgok

1)

2)

3)

4)

histolojik, kimyasal ve metabolit degisimlerine neden olabildigi ve Cd’nin
CAR ile bearber uygulanmasinda CAR’m koruyucu etkisinin olmadigi tespit
edildi.

ONERILER :

Cd ve CAR maruziyetinin farkli doz ve siirelerde denenmesi histopatoloji ve
serum biyokimyasinda gézlenen zit durumlari aydinlatabilir.

Metabolomik parametrelerin biyoinformatik tarzi detayli yaklagimlar1 Cd,
CAR ve birlikte uygulanmalarmin etkilerini daha detayl sekilde ortaya
koyabilir.

Cd+CAR’1n neden oldugu etkilere biitiinciil bakildiginda yiiksek diizeyde Cd
maruziyeti olan insanlarin CAR kullaniminda dikkatli olmasi tavsiye
edilebilir.

Cd’nin beyindeki birikimine bakilmasi énemlidir. Sigan standart yemi olan
pellettlerdeki Cd birikime bakilmasi da kontrol grubu plazmasinda gézlenen Cd

miktarini agiklayabilir.
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