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YAYIMLAMA VE FİKRİ MÜLKİYET HAKLARI BEYANI 
 

Enstitü tarafından onaylanan lisansüstü tezimin/raporumun tamamını veya herhangi bir kısmını, 

basılı (kağıt) ve elektronik formatta arşivleme ve aşağıda verilen koşullarla kullanıma açma iznini 

Hacettepe Üniversitesine verdiğimi bildiririm. Bu izinle Üniversiteye verilen kullanım hakları 

dışındaki tüm fikri mülkiyet haklarım bende kalacak, tezimin tamamının ya da bir bölümünün 

gelecekteki çalışmalarda (makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanım hakları bana ait olacaktır. 

Tezin kendi orijinal çalışmam olduğunu, başkalarının haklarını ihlal etmediğimi ve tezimin tekyetkili 

sahibi olduğumu beyan ve taahhüt ederim. Tezimde yer alan telif hakkı bulunan ve sahiplerinden 

yazılı izin alınarak kullanılması zorunlu metinlerin yazılı izin alınarak kullandığımı ve istenildiğinde 

suretlerini Üniversiteye teslim etmeyi taahhüt ederim. 

Yükseköğretim Kurulu tarafından yayınlanan “Lisansüstü Tezlerin Elektronik Ortamda 

Toplanması, Düzenlenmesi ve Erişime Açılmasına İlişkin Yönerge” kapsamında tezimaşağıda 

belirtilen koşullar haricince YÖK Ulusal Tez Merkezi / H.Ü. Kütüphaneleri Açık Erişim Sisteminde 

erişime açılır. 

o Enstitü/Fakülte yönetim kurulu kararı ile tezimin erişime açılması mezuniyet tarihimden itibaren 

… yıl ertelenmiştir.(1) 

o Enstitü/Fakülte yönetim kurulunun gerekçeli kararı ile tezimin erişime açılması mezuniyet 

tarihimden itibaren 6 ay ertelenmiştir.(2) 

o Tezimle ilgili gizlilik kararı verilmiştir.(3) 
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                                                                                                               Nigar ABBAK 

 

“Lisansüstü Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanması, Düzenlenmesi ve Erişime Açılmasına İlişkin Yönerge” 

(1) Madde 6. 1. Lisansüstü tezle ilgili patent başvurusu yapılması veya patent alma sürecinin devam etmesidurumunda, tez 

danışmanının önerisi ve enstitü anabilim dalının uygun görüşü üzerine enstitü veya fakülte yönetim kurulu iki yıl süre ile 

tezin erişime açılmasının ertelenmesine karar verebilir. 

 

(2) Madde 6.2. Yeni teknik, materyal ve metotların kullanıldığı, henüz makaleye dönüşmemiş veya patent gibi yöntemlerle 

korunmamış ve internetten paylaşılması durumunda 3. şahıslara veya kurumlara haksız kazanç imkanı oluşturabilece kbilgi 

ve bulguları içeren tezler hakkında tez danışmanının önerişi ve enstitü anabilim dalının uygun görüşü üzerine enstitü veya 

fakülte yönetim kurulunun gerekçeli kararı ile altı ayı aşmamak üzeretezin erişime açılmasıengellenebilir. 

 

(3) Madde7.1. Ulusal çıkarları veya güvenliği ilgilendiren, emniyet istihbarat, savunma ve güvenlik, sağlık vb.konulara ilişkin 

lisansüstü tezlerle ilgili gizlilik kararı, tezin yapıldığı kurum tarafından verilir *. Kurum vekuruluşlarla yapılan işbirliği 

protokolü çerçevesinde hazırlanan lisansüstü tezlere ilişkin gizlilik kararı ise, ilgili kurum ve kuruluşun önerisi ile enstitü 

veya fakültenin uygun görüşü üzerine üniversite yönetim kurulu tarafından verilir. Gizlilik kararı verilentezler 

Yükseköğretim Kuruluna bildirilir. 

Madde 7.2. Gizlilik kararı verilen tezler gizlilik süresince enstitü veya fakülte tarafından gizlilik kuralları çerçevesinde 

muhafaza edilir, gizlilik kararının kaldırılması halinde Tez Otomasyon Sistemineyüklenir. 

 

* Tez danışmanının önerisi ve enstitü anabilim dalının uygun görüşü üzerine enstitü veya fakülte yönetim kurulu 

tarafından karar verilir. 
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ÖZET 

Nigar ABBAK, Kadmiyuma Maruz Kalan Sıçanlarda Davranışsal, Biyokimyasal ve 

Metabolomik Parametrelerde Gözlenen Değşikliklere Karvakrolün Etkisi, Hacettepe 

Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Fizyoloji Programı Doktora Tezi, Ankara 2024. 

Kadmiyum (Cd) endüstri ve tarım gibi aktivitelerle çevrede bulunabilen toksik ve kanserojen 

ağır metallerden biridir. Karvakrol (CAR), çeşitli aromatik bitkilerde bulunan bir fenoldür. 

CAR’ın çeşitli biyolojik aktivitelere sahip olduğu bilinmektedir. Çalışmamızın amacı, Cd’nin 

sebep olduğu toksik etkilere karşı, CAR’ın koruyuculuğunu, davranış parametreleri, 

biyokimyasal analiz, histopatoloji ve metabolitlerle değerlendirmektir. Çalışmamızda Wistar-

albino erkek sıçanlar kullanıldı. 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 gruplarına 12 gün oral uygulama 

yapıldı (her grupta n=8). CAR çözücüsü olarak %0,2’lik Tween 80 kullanıldı. Cd’nin sıçanlar 

üzerindeki etkilerini gözlemleyebilmek için deney sürecinin sonunda davranış testlerinden 

açık alan (OFT), yükseltilmiş artı labirent (EPM) ve Barnes Maze (labirenti) testi uygulandı. 

Lokomotor aktivite Rotarod testi ile değerlendirildi. Alınan böbrek ve karaciğer dokularında 

histopatolojik çalışmalar yapıldı. Buna ek olarak sıçanlardan alınan plazmada hedeflenmemiş 

metabolomik analizler GC-MS ve LC-QTOF teknikleri ile çalışıldı. Ayrıca plazmalarda ICP-

OES’le arsenik, çinko, demir, kadmiyum ve kalsiyum ölçüldü. Bulgular Cd’nin rotarod 

testinde kontrole göre yürüme süresini azalttığını, EPM testinde kapalı kolda kalma süresini 

uzattığını, OFT testinde merkezde geçen süre ve sayısını azalttığını göstermektedir. Cd’nin 

kilo alımını azalttığı ve kan plazmasında elementlerin miktarlarını değiştirdiği tespit edildi. 

Metabolomik analiz sonuçlarında Cd’nin lipit, enerji ve amino asit metabolizmasına olumsuz 

etkide bulunduğuna dair belirteçler gözlendi. Davranış sonuçları birlikte değerlendirildiğinde 

Cd’nin anksiyete benzeri davranışları artırdığı, lokomotor aktiviteyi azalttığı ve CAR ile 

beraber uygulandığında bu parametrelerin daha kötüye gittiği söylenebilir. Cd’nin böbrek ve 

karaciğerde olumsuz değişimlere neden olduğu biyokimya sonuçlarımızla da 

desteklenmektedir. Sonuçlarımız Cd’nin incelenen tüm parametrelerde tek veya CAR ile 

beraber uygulanmasında olumsuz etki gösterdiğini, CAR’ın tek başına uygulandığında 

olumsuz bir etkiye neden olmadığını ortaya koymaktadır. Çalışmamız Cd ve CAR’ın etkisini 

davranış, biyokimya, histopatoloji, element analizi ve metabolomiks yönünden ele almaktadır. 

Anahtar Kelimeler: Anksiyete, öğrenme ve bellek, yükseltilmiş artı labirent testi, açık alan 

testi, rotarod testi, metabolomiks, karvakrol, kadmiyum. 

Bu çalışma Hacettepe Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Koordinasyon Birimince 

desteklenmiştir (Proje no:THD-2023-20628). 



viii 
 

 
 

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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ICP-OES   İndüktif Eşleşmiş Plazma Atomik Emisyon   
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MS   Kütle Spektrometrisi 

MT    Metallothionin  

MSEA   Metabolit Seti Zenginleştirme Analizi 

ml   Mililitre 

m/z   Kütle/yük 

nmol/mmol  Nanomolar/milimolar 

µg   Mikrogram  

µl   Mikrolitre 

LC   Sıvı Kromatografisi 

MSTFA   N-metil-N-trimetilsilil trifloroasetamit  

Na+/K+-ATPaz Sodyum/potasyumATPaz 

OES   Optik emisyon Spektroskopisp 

OFT   Açık Alan Testi 
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1. GİRİŞ 

Kadmiyum (Cd) besin zincirine girebilen ağır metallerden biridir (1, 2). Cd, 

Cd-nikel pillerde, plastik ve cam boyamada, güneş panellerinde, polivinil klorür 

üretiminde, fosfatlı gübre ve diğer kimyasal madde üretimlerinde sıklıkla 

kullanılmaktadır. Cd, Uluslararası Kanser Araştırma Ajansı tarafından en toksik ve 

kanserojen maddelerden biri olarak sınıflandırılmaktadır (3). Cd, ekosistemlerde 

birikerek; bitkiler, balıklar ve hayvanlar tarafından besin zincirine dahil olmakta ve 

insan sağlığını tehdit etmektedir (4). Yapılan çalışmalarla Cd'nin beyin, karaciğer, 

böbrek, testis, dalak, akciğer, pankreas ve kalp gibi organlar üzerinde güçlü toksik 

etkileri olduğu gösterilmiştir (5-7). Cd'nin kan-beyin bariyerini (KBB) geçerek 

beyinde birikmesi sonucunda (8), serebral ödeme, hücre işlev bozukluklarına, 

nörotransmitter iletiminin ve antioksidan seviyelerinin kötüleşmesine (9, 10) neden 

olur. Cd’nin oksidatif stres artışına bağlı olarak dikkat, öğrenme ve hafıza 

bozukluklarına, agresif ve anksiyojenik benzeri davranışlarda artışa neden olabileceği 

gösterilmiştir (11, 12). Bu nedenle, Cd toksisitesinin neden olduğu etkileri azaltabilen 

moleküller araştırılmaktadır (13). Cd sadece sanayi ya da kirleticilerin besin 

kaynaklarına bulaşması sonucunda olmamaktadır. Sigara içenlerde kan Cd düzeyleri, 

içmeyen bireylere göre daha yüksek bulunmuştur (14). Bu nedenle Cd’ye bağlı 

olumsuz etkiler tahmin edilenden daha yaygındır.  

Anksiyete insanın tabiatında var olan ve ölümüne kadar bireyi takip eden bir 

duygudur. Anksiyete, anormal sınırlara ulaştığında ise anksiyete bozukluğu olarak 

tanımlanır ve sıklığı yüksek olan psikolojik bozukluklar arasında yer alır (15). 

Öğrenme, insanın hafızasında daha önce yer almayan bilgilerin edinilmesini ifade 

ederken; hafıza ise öğrenilen bilgilerin beyinde yer etmesi, saklanması ve geri 

çağırılması basamaklarını kapsamaktadır (16). Cd maruziyetinin sinir sistemi 

fonksiyonunu etkileyerek anksiyete benzeri davranışlarda artışa, konsantrasyonun 

azalmasına, öğrenme güçlüğünün ortaya çıkmasına sebep olabileceği yapılan 

çalışmalarla gösterilmiştir (11, 17, 18). Günümüzde, bu kapsamda yeni moleküller 

araştırılmaktadır (19). Bunlardan biri olan karvakrol (5-izopropil-2-metil fenol-CAR), 

çeşitli aromatik tıbbi bitkilerde bulunan ayrıca sentetik olarak da elde edilebilen 

monoterpenoid bir fenoldür (20, 21). Origanum ve Thymus gibi kekik türleri başta 

olmak üzere bazı bitkilerin uçucu yağlarında bulunmaktadır  (22). CAR, güvenli kabul 
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edilen bileşikler arasında yer almaktadır ve ticari olarak gıda aroması olarak 

kullanılmaktadır (23). CAR antioksidan, antiinflamatuar, antitümör, analjezik, 

antihepatotoksik ve anksiyolitik aktivitelere sahiptir (24). CAR’ın güçlü antioksidan 

aktivitesi nöroprotektif etkisiyle ilişikilendirilmektedir (25). CAR’ın, KBB’yi kolay 

ve hızlı bir şekilde geçmesinin beyin üzerinde anksiyolitik ve antidepresan etkilerinde 

rolü olduğu varsayılmaktadır (26). CAR’ın GABAerjik ve dopaminerjik sistemin 

modüle edebilmesi ile anksiyolitik benzeri etkide önemli olduğu da bildirilmiştir (22). 

Literatürde CAR ve Cd’nin beraber kullanımıyla ilgili yeterli bilgi bulunmamaktadır. 

Cd’nin davranış parametreleri ve metabolitler üzerindeki olumsuz etkilerine karşı 

CAR’ın koruyuculuğu daha önce yeterli düzeyde çalışılmamıştır.  

H1 (0): Cd uygulanan sıçanlarda subakut dönemde anksiyete benzeri davranışlara 

sebep olmaz, motor davranışları ve uzamsal öğrenme belleği bozmaz. 

H1: Cd uygulanan sıçanlarda subakut dönemde anksiyete benzeri davranışlara sebep 

olur, motor davranışları ve uzamsal öğrenme belleği bozar. 

H2 (0): CAR, Cd maruziyetinde subakut dönemde sıçanlarda anksiyete benzeri 

davranışları azaltmaz, motor koordinasyonu ve uzamsal öğrenmeyi düzeltmez. 

H2: CAR, Cd maruziyetinde subakut dönemde sıçanlarda anksiyete benzeri 

davranışları azaltır, motor koordinasyonu ve uzamsal öğrenmeyi düzeltir. 

H3 (0): Cd ve/veya CAR, plazma metabolomiks parametrelerini değiştirmez.  

H3: Cd ve/veya CAR, plazma metabolomiks parametrelerini değiştirir.  

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

değiştirmez.  

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

değiştirir. 

H5 (0): Cd ve/veya CAR, karaciğer ve böbrekte histopatolojik değişimlere yol açmaz. 

 H5: Cd ve/veya CAR, karaciğer ve böbrekte histopatolojik değişimlere yol açar. 

Bu çalışmanın amacı sıçanlarda Cd maruziyetinde oluşan davranışsal, 

biyokimyasal ve metabolomik parametreler üzerinde karvakrol’ün koruyucu etkisinin 

olup olmadığının incelenmesidir. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Kadmiyum ve Fizyolojik Özellikleri 

Kadmiyum (Cd) besin zincirine girebilen ağır metallerden biridir (6). Ağır 

metaller, inorganik çevre kirleticilerinin ana gruplarından biridir. Ağır metaller toprak, 

su ve havaya karışarak besin zincirine girebilmektedir (27, 28). Cd, kompleks organik 

kirleticilerin aksine mikroorganizmalar tarafından parçalanamayan ve doğada 

varlığını sürdüren ağır metallerden biridir. Cd ekosistemlerde biriktiği için; bitkiler, 

balıklar ve hayvanlar tarafından alınarak besin zincirine dahil olmakta ve bunları 

tüketen insanların sağlığını tehdit etmektedir (29). İnsan nüfusunun hızla 

büyümesinden dolayı endüstri kirliliği ve çevre kirleticilerinin kullanımı artmaktadır. 

Bu artış Cd maruziyetini de arttırmakta ve problemleri daha da kötüleştirmektedir. Cd, 

sanayi kirliliği ve çevre kirleticilerin yanı sıra sigara gibi kaynaklardan da insan 

vücuduna girebilmektedir (30). Sigara içenlerde kan Cd düzeyleri içmeyen bireylere 

göre daha yüksek bulunmuştur (31, 32). Bu nedenle Cd’ye bağlı olumsuz etkiler 

tahmin edilenden daha yaygındır (32). 

Şekil 2.1. Cd’nin endüstride kullanım yaygınlığı (32)’den değiştirildi. 

Cd’nin, ucuz elde edilebilir ve dayanıklı bir kimyasal olması her alanda 

kullanılabilirliğini arttırmaktadır. Cd; Cd-Ni pillerde, plastik ve cam boyamada, güneş 

panellerinde, polivinil klorür üretiminde, fosfatlı gübre, tütün ve çeşitli kimyasal 

madde üretim süreçlerinde sıklıkla kullanılmaktadır (Şekil 2.1). Bu kadar yaygın 
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kullanılan Cd aynı zamanda Uluslararası Kanser Araştırma Ajansı tarafından en toksik 

ve kanserojen maddelerden biri olarak sınıflandırılmaktadır (29, 33). Yapılan 

çalışmalarla Cd'nin beyin, karaciğer, böbrek, testis, dalak, akciğer, pankreas ve kalp 

gibi farklı organlar üzerinde güçlü toksik etkileri olduğu gösterilmiştir (30). Cd, 

oksidatif stres moleküllerinin ve lipit peroksidasyonun artışına, antioksidan 

moleküllerin azalmasına neden olmaktadır (34). Hücre zarının geçirgenliği değişerek 

kalsiyum (Ca) dengesi bozulmakta ve DNA hasarı gibi olumsuz sonuçlar oluşmaktadır 

(35). Cd’nin, hücrelerde ciddi bir inflamasyon artışına neden olduğu belirtilmektedir 

(36). Cd maruziyetine bağlı olarak pro-inflamatuar sitokinlerden interlökin-1 ve tümör 

nekroz faktörü-α gibi inflamatuar mediatörlerin salınımının da aşırı arttığı 

gösterilmiştir (36). Bunun bir sonucu olarak beyin de dahil birçok organda doku 

hasarları görülmektedir. Cd’nin, hücre işlev bozukluklarına ve geniş bir yelpazede 

klinik rahatsızlıklara neden olduğu savunulmaktadır. Yüksek Cd maruziyetinin 

insanda sıklıkla böbrek yetmezliği, kemik bozuklukları, nörolojik bozukluklar, 

anoszm, erkek üreme sistemi sorunları ve hatta kanser gibi çeşitli sağlık sorunlarıyla 

ilgili çok sayıda çalışma bulunmaktadır (37). 

Cd, KBB geçerek beyinde birikebilmekte ve ciddi nöropatolojilere neden 

olabilmektedir (38). Cd, serebral ödeme, hücre işlev bozukluklarına, nörotransmitter 

iletimi ve antioksidan seviyelerinin kötüleşmesine (39) yol açabilmektedir. Beyindeki 

hasara bağlı dikkat, öğrenme ve hafıza bozukluklarına, agresif ve anksiyete benzeri 

davranışlarda artışa neden olabileceği gösterilmiştir (40). Cd nörotoksitesiyle ilgili çok 

sayıda çalışma bulunmaktadır. Cd’nin, neonatal sıçanlarda beyin kanaması ve beyin 

ödemini tetiklediği gözlenmiştir (41). Cd’nin yenidoğan ratlarda KBB’yi geçme 

hassasiyetinin yüksek olmasından dolayı (42) yaşlı ratlara göre farklı beyin 

bölgelerinde daha toksik olduğu gösterilmiştir (43). Cd’nin, beyinde serbest 

radikallerin üretimini artırdığı ve Na+/K+-ATPaz gibi membrana bağlı proteinleri 

etkileyip hücre bütünlüğünü bozduğu tespit edilmiştir (44, 45). Cd, hücre zarı Ca 

geçirgenliğini ve nörotransmitter salınımını değiştirir (43). Hücreler arası boşluğa Ca 

salınımını azaltır ve aksiyon potansiyellerinin oluşumunu azaltır. Bunun sonucu olarak 

nörotransmitter salınımı da değişmektedir (44). Cd'ye maruz kalan hayvanların 

amigdalasında uyarıcı nörotransmiter seviyelerini değiştirdiği gösterilmiştir (46). 

Cd’nin, damar endotel bütünlüğünü ve geçirgenliğini etkilediği ve bu etkiye ikincil 
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olarak sinir hücrelerinde nekrotik değişikliklerin meydana geldiği de görülmektedir 

(46). Cd'nin sebep olduğu yoğun sitokin salınımına bağlı stres, hücre zarına olduğu 

gibi mitokondri zarlarına da hasar vermekte ve mitokondrideki yıkımı da 

arttırmaktadır (47). Sinir hücrelerinin yaşamaları için gerekli olan iletişimleri sağlayan 

mikrotübül yapıları da Cd maruziyetinde zarar görmektedir. Bunlara ek olarak 

hücresel iletişimi bozduğu ve apoptozu tetikleyebildiği gösterilmiştir. Cd maruziyeti 

insanda da geniş ölçekte davranışsal bozukluklara neden olabilir. Cd'ye maruz kalan 

işçilerde dikkat, psikomotor hız, hafıza (48), görsel-motor işlevlerde azalma (49) ve 

polinöropati riskinde artış (50) ortaya çıkmıştır.  

Şekil 2.2: Cd’nin karaciğer ve böbrekteki toksisitesinin şematik gösterimi (51)’den 

uyarlanmıştır. 

Cd, sindirim sistemi yoluyla vücudumuza girdiğinde önce sindirim kanalı 

organlarından emilir daha sonra karaciğere girerek metallere bağlı toksisiteyi 

azaltmada görevli metallothionein (MT) üretimine neden olur ve Cd- MT kompleksini 

oluşturur. Cd buradan glutatyon (GSH) ve sisteine bağlı olarak safra yoluna geçer 

buradan bağırsağa atılabilir ve bağırsak epitel hücreleri tarafından yeniden emilir. 

Cd'nin vücutta "enterohepatik dolaşımı" olarak kabul edilen bu döngüsünün karaciğer 

ve böbreklerde ciddi hasarlara neden olabileceği gösterilmiştir (Şekil 2.2) (52, 53).   
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Yapılan çalışmalar, karaciğerde Cd birikiminin alanin aminotransferaz, 

aspartat aminotransferaz, laktat dehidrojenaz ve alkalin fosfataz aktivitelerini önemli 

ölçüde arttırdığını göstermiştir (54). Cd çok sayıda hepatik histopatolojik 

değişikliklere neden olmaktadır. Bu hasarların karaciğerde görülen inflamatuar hücre 

infiltrasyonu, Kupffer hücrelerinin aktivasyonu ve Parankimal hasarı içerdiği 

belirtilmektedir (54). Eldeki bilgiler ışığında karaciğere Cd toksisitesinin moleküler 

mekanizmaları temel olarak sülfhidril inaktivasyonu, oksidatif stres, mitokondriyal 

fonksiyon bozukluğu ve hücre apoptozu olarak kabul edilmektedir (55). Cd toksisitesi 

hepatosit ölümüne yol açarak Cd-MT olarak kan dolaşımına geçer ve böbreklere 

aktarılır, burada glomerüllerden süzülür ve böbrek tübülleri tarafından yeniden emilir 

(56). Böbreklerde tekrar emilen Cd, bağlanan Cd'den daha toksik olan serbest Cd'ye 

ayrılır. Serbest kalan Cd böbrek epitel hücrelerinden sentezlenen MT ile yeniden 

birleşip burdan da serbestlenir ve böbrek tübüler hücrelerinin emilim fonksiyonunun 

ciddi tahribatına yol açar. Cd, epitel hücre fonksiyonunu tahrip eder ve proteinüri 

oluşumuna neden olur(57). Çalışmalar, idrardaki Cd konsantrasyonunun 1.0 

nmol/mmol kreatinin düzeyine denk geldiğinde renal tübüler proteinüri prevalansında 

%10 gibi ciddi bir artış olduğunu göstermiştir (58). Ayrıca uzun süreli Cd maruziyeti 

böbreklerdeki Cd yükünü artırarak Ca atılımının artmasına ve böbrek taşı riskine yol 

açmaktadır (59). Bağırsak mukozasında sentezlenen endojen MT de Cd ile Cd-MT 

oluşturabilir ve böbrekte birikerek kronik toksisiteyi arttırabilir (60). Ayrıca maruz 

kalmanın yüksek ve uzun süreli olması veya tetikleyici ile birlikte ortaya çıkması 

durumunda böbrek hasarının kişinin ölümüne sebep olabilecek kadar ilerleyebileceği 

bildirilmektedir (61). Proksimal tübüler epitel hücrelerinin lizozomlarındaki özellikle 

N-asetil-β-D-glukozaminidaz’ın ve buna ek olarak retinol bağlayıcı protein ve α-1-

mikroglobulin gibi proteinlerin, başlangıçtaki renal tübüler hasarın saptanması için 

biyobelirteçler olabileceği düşünülmektedir (62). Günümüzde böbreklerdeki Cd 

toksisitesinin moleküler mekanizmaları oksidatif stres, mitokondriyal stres, 

endoplazmik retikulum stresi, apoptoz-otofaji dengesinde kayma, DNA metilasyonu 

ve kalsiyum iyonu bozukluğu olarak özetlenebilir (63). 

Cd gibi toksik metaller vücutta Ca ve Zn gibi elementlerin vücuda girdiği 

zamanki gibi metabolize edilirler. Cd emiliminin artmasının, Ca, Zn, demir (Fe), 

selenyum, C vitamini, D vitamini, E vitamini veya diğer eser elementlerin düşük 
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tüketiminden kaynaklanabileceği belirtilmektedir. Özellikle, Cd'nin Ca ve Zn ile 

moleküler benzerliği Cd’nin yüksek emiliminde rol oynayabileceklerini 

düşündürmektedir (64). In vivo olarak Zn'nin böbrek fonksiyonu üzerinde koruyucu 

bir etkiye sahip olduğu (65) ve Cd'ye maruz kalan sıçanlarda artan femur boynu kırığı 

riskini önlediği (66) belirtilmiştir. Ayrıca birçok hayvan ve insan çalışması Ca, Zn 

veya Fe gibi temel metallerin eksikliğinin Cd'nin daha fazla emilmesine ve 

toksisitesine yol açabileceğini göstermiştir (67). Bu nedenle, gerekli temel metal 

elementlerin takviyesinin Cd zehirlenmesini önlemede rol oynayabileceğine 

inanılmaktadır. Sebze ve meyvelerin Cd'ye karşı koruyucu etkileri Cd'yi antagonize 

edebilecek temel metalleri ve vitaminleri içermelerinden kaynaklanabilir (68). Ayrıca 

bu bitkilerdeki fitokimyasalların çoğunun fenol veya izoflavon olması da Cd’ye bağlı 

hasara karşı koruyucu rol oynayabilmektedir. Bu biyoaktif bileşikler, radikal 

temizleyiciler veya metal şelatörler olarak işlev görerek Cd toksisitesine karşı doğal 

antagonistler olarak hareket etmelerini sağlamaktadır (69). Ancak birçok yeşil yapraklı 

sebzenin Cd’nin ana kaynaklarından biri olma riskinin olabileceğini de belirtmek 

gerekir. Öte yandan içerdikleri besin maddelerinin ve aktif maddelerin çoğu aynı 

zamanda Cd'nin toksisitesini de azaltır. Bu nedenle Cd içermeyen sebzelerin tüketimi, 

Cd toksisitesinin önlenmesinde ve azaltılmasında önemli rol oynayabilir. 

Cd'nin vücudumuzda neden olduğu toksiteyi açıklamak için çeşitli 

mekanizmalar önerilmiş olsa da bu toksisite hakkında yeterli bilgi bulunmamaktadır. 

Oksidatif stres, inflamasyon ve apoptozun Cd'un tetiklediği patogenezde kritik roller 

oynadığına dair genel bir fikir birliği bulunmaktadır (70). Cd başta olmak üzere diğer 

ağır metal toksisitesine karşı vücudu korumada bu mekanizmalar üzerinden etki 

gösteren maddelere ihtiyaç vardır. Bu maddelerin gerek doğrudan gerekse 

nanoemülsiyon formu gibi yenilikçi ilaç sistemleriyle kullanılması araştırılmaktadır 

(71). Bu sayede terapotik etkiden daha fazla yararlanılacağı düşünülmektedir.  

2.2. Karvakrol ve Fizyolojik Özellikleri 

Karvakrol (5-izopropil-2-metil fenol-CAR), çeşitli aromatik tıbbi bitkilerde 

bulunan ayrıca sentetik olarak da elde edilebilen monoterpenoid bir fenoldür (20). 

CAR’ın fiziksel özellikleri aşağıda özetlenmiştir (Şekil 2.1). CAR, çok sayıda 

aromatik uçucu yağ üreten bitkide yüksek miktarda bulunmaktadır (20). CAR, 
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Origanum vulgare, Thymus vulgaris, Lepidium flavum, Citrus aurantium, başta olmak 

üzere bazı bitkilerin uçucu yağlarında bulunmaktadır (21, 72). CAR, genel olarak 

güvenli kabul edilen bileşikler arasında yer almaktadır ve ticari olarak gıda aroması 

olarak kullanılmaktadır (73, 74). Avrupa Komisyonu tarafından kimyasal 

tatlandırıcılar listesine dahil edilmiştir ve gıdalarda tatlandırıcı olarak kullanılmak 

üzere Amerikan Gıda ve İlaç İdaresi tarafından onaylanmıştır. CAR diğer uçucu yağlar 

gibi suda çözünmezken organik çözücülerde kolaylıkla çözünebilir. CAR'ın 

antioksidan, antiinflamatuar, anksiyolitik, antitümör, analjezik, antihepatotoksik, 

antimikrobiyal, insektisidal ve anksiyolitik etkiler gibi birçok fizyolojik özellikleri 

olduğu bilinmektedir (75, 76). CAR’ın güçlü antioksidan özelliğe sahip olmasından 

dolayı çok sayıda nörotoksik ajanın etkilerinin önlenmesinde etkili olabileceği 

düşünülmektedir (77). CAR’ın, KBB’yi kolay ve hızlı bir şekilde geçmesinin beyin 

üzerinde koruyucu anksiyolitik ve antidepresan etkilerinde rolü olduğu 

varsayılmaktadır (78, 79). CAR’ın GABAerjik iletimi ve dopaminerjik sistemi modüle 

edebilmesinin anksiyolitik benzeri etkisinde önemli olduğu da tespit edilmiştir(78). 

Tablo 2.1. CAR’ın fiziksel özellikleri (80, 81)’den uyarlanmıştır. 

Kimyasal Formülü C10H14O   

Lineer Formülü C6H3CH3 (OH) (C3H7), 

Molekül ağırlığı 150.22 g/mol 

Yoğunluğu 0.967 g/ml  

Erime Noktası ∼0 °C 

Kaynama Noktası 237−238 °C 

Refraksiyon Katsayısı 1.5230 

Tad ve Koku               Hoş keskin bir tada sahip olup kokusu  

mercan köşke benzemektedir 

Suda çözünürlüğü Suda çözünmez 

Organik çözücülerdeki çözünürlüğü Etanolde yüksek çözünür 

LD50 
              Oral alındığında sıçanlarda LD50 810 mg/kg; 

tavşanlarda LD50, 100 mg/kg) 

Uluslararası Temel ve Uygulamalı Kimya 

Birliği tanımı 

5-isopropyl-2-methylphenol 

veya 2-Methyl-5-(1-methylethyl)-phenol 
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2.2.1. Karvakrol Biyosentezi  

Karvakrol biyosentezi (Şekil 2.3)’de gösterilmiştir. 

 

 

Şekil 2.3. Aromatik bitkilerde karvakrol biyosentezi (82). 

 

2.2.2. CAR’ın Nöroprotektif Etkisi 

Nöroinflamasyon ve oksidatif stresin MSS bozukluklarında önemli rollere 

sahip olduğu, öğrenme ve hafıza bozukluklarının önemli nedenlerinden biri olduğu 

yapılan araştırmalarla ortaya konulmaktadır.  

İnflamatuar sitokinlerin uzun süreli üretiminin hafızayı, glutamat salınımını ve 

hücre sinyal yollarını etkilediği daha önceki çalışmalarda tespit edilmiştir (83). Düşük 

moleküler ağırlığı ve lipofilik yapısı nedeniyle kan beyin bariyerini geçtiği ve 

nöroprotektif etkilerini gösterdiği bildirilmiştir (84). CAR’ın, 6-hidroksidopamin 

tarafından tetiklenen Parkinson hastalığı hayvan modelinde (85), diabetik ratlarda (86) 

ve epileptik ratlarda (87) antioksidan etkilerine bağlı olarak nöroprotektif etkisi olduğu 

gösterilmiştir. Son zamanlarda yapılan çalışmalar, karvakrolü, nörodejeneratif 
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hastalıklara karşı güçlü bir antioksidan olarak tanımlamaktadır (88, 89). Ayrıca fenolik 

hidroksil grubunun (OH) asetilkolinesteraza bağlanabildiği ve asetilkolinesteraz 

inhibitörü olarak hareket ettiği (90) gösterilmiştir. CAR’ın, kaspaz-3'ü inhibe ederek 

nöronal apoptozu hafifletme yeteneği olduğu da gösterilmiştir (91). Ayrıca son 

zamanlarda yapılan çalışmalarda CAR’ın antidepresan benzeri ve anksiyolitik benzeri 

etkilerinin, GABAerjik iletimi ve dopaminerjik sistemin modülasyonu yoluyla 

gerçekleştiği bildirilmiştir (92).  

 

2.2.3. Karvakrolün Antioksidan Etkisi 

Oksidatif stres, reaktif oksijen türlerinin (ROS) oluşumu ile bunu önleyen 

antioksidan molekül ve enzimlerin arasındaki dengesizlikten kaynaklanmaktadır (93, 

94). Oksidatif stres, kronik stresin neden olduğu sitotoksisitede yer alan önemli bir 

mekanizmadır (95). Artan metabolik hız ekstra serbest radikaller üretmekte ve bu da 

ROS üretimi ile antioksidan sistem arasında bir dengesizliğe yol açmaktadır (95, 96). 

Bu serbest radikal türleri, proteinler, lipidler ve nükleik asitler gibi hücrelerdeki farklı 

moleküllerde oksidatif hasara neden olmaktadır (96). Oksidatif stres devam ederken 

doğal antioksidan takviyesi alındığında vücuttaki organların işlevlerinin düzelmeye 

başladığı gösterilmiştir (97, 98). CAR güçlü bir antioksidan aktiviteye sahiptir (99). 

CAR’ın antioksidan ve antimikrobiyal etkisinde özellikle aromatik halkaya bağlı OH- 

önemli olduğu bildirilmiştir (100). Bir amin (NH2) grubunun CAR’ın benzen 

halkasına sokulması ve ardından yapısal olarak farklı aldehitlerle reaksiyona 

girmesiyle oluşan Schiff bazlarının da yüksek antioksidan kapasiteye sahip olduğu 

vurgulanmaktadır (101). 

 CAR’ın radikal süpürücü etkileri sayesinde ROS ortadan kaldırılarak GSH 

seviyesinin devamlılığı sağlanır (102). Böylece CAR tedavisi GSH seviyesinin artışına 

sebep olmaktadır (102). CAR'ın hücre kültürü ve hayvan deneylerinde total 

antioksidan kapasite seviyelerini de yükselttiği gösterilmiştir (103). 

 

2.2.4. Karvakrolün Antiinflamatuar Etkisi 

Bağışıklık sistemini düzenlemek amacıyla kullanılan baskılayıcı veya uyarıcı 

ilaçların bazıları ciddi yan etkileri olan sitotoksik ilaçlardır. Özellikle bağışıklık 
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sistemini güçlendirmek için modern tedavilere yardımcı doğal, bitki bazlı bileşiklerin 

arayışı artmaktadır. Doğal bileşiklerden elde edilen fenollerin, dendritik hücreler, 

lenfositler (B veya T hücreleri), düzenleyici T hücreleri, makrofajlar ve nötrofiller ile 

birlikte işlev gördüğü gösterilmiştir. Çalışmalar, farklı bitkilerden elde edilen terpen 

ve türevlerinin immün uyarıcı aktivitesinin olduğunu bildirmiştir (104).  

CAR’ın inflamasyonda prostaglandin biyosentezinin hız kısıtlayıcı enzimi olan 

siklooksijenaz-2 ekspresyonunu, peroksizom proliferatör-aktive reseptörleri 

üzerinden baskılayarak antiinflamatuvar etki gösterdiği tespit edilmiştir (105). CAR’ın 

antiinflamatuar ve antinosiseptif etkisinde sahip olduğu OH grubunun esterleşebilmesi 

(106) veya nitrik oksid sentezini azaltabilmesine bağlı olarak makrofaj etkinliğinin 

azalmasının önemli olabileceği vurgulanmaktadır (107). 

2.2.5. Karvakrolün Hepatoprotektif Etkisi  

CAR’ın, sıçanlarda bir hepatotoksin olan D-galaktosamin ile indüklenen 

karaciğer yetmezliğinde, in vivo veya ex vivo olarak hepatoprotektif rolü gözlenmiştir 

(108). Yapılan çalışmalarda sıçanlarda 80 mg/kg vücut ağırlığı düzeyinde CAR 

uygulandığında, lipid peroksidasyon ürünlerinin, böbrek, karaciğer ve plazmadaki 

lipid konsantrasyonlarının normal değerlerine geri getirilmesine yardımcı olduğunu 

bildirmişlerdir (108). D-galaktozamin tarafından tetiklenen enzimatik ve enzimatik 

olmayan antioksidan konsantrasyonları da karvakrol tarafından normale döndürülür. 

Yukarıda bahsedilen araştırmacılar, CAR ile tedavinin, DNA hasarını ve D-

galaktozamin tarafından tetiklenen mitokondriyal enzimlerdeki azalmaları düzelttiğini 

belirtmişlerdir. 

2.3. Metabolomiks 

Kompleks bir halde çalışan biyolojik sistemleri ve bu sistemler arasındaki 

ilişkiyi inceleyen yeni yaklaşımlar bulunmaktadır. Bu yaklaşımla çalışan ve 

popülaritesi artan yöntemlere örnek olarak; genomik, transkriptomik, proteomik ve 

metabolomik sayılmaktadır (109).  

Metabolomik, hücrelerdeki ve biyolojik sıvılardaki tüm küçük moleküllü 

metabolitlerin kapsamlı ve kantitatif analizi olarak kabul edilmektedir (110, 111). 

Metabolomik yaklaşım, günümüzde biyobelirteçlerin tanımlanması, ilaç 
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metabolizmasının profilinin çıkarılması ve metabolik ilişkili yolakların aydınlatılması 

için güçlü bir araç olarak kullanılmaktadır (110, 112). Metabolomik yaklaşımda 

numunedeki maddelerin bir kromatografik yöntemle ayrılması sonrasında kütle 

dedektörü ile tanımlanmasına dayanmaktadır (109). 

Kütle spektrometresi (MS), iyonları kütle/yük (m/z) oranına göre 

sıralamaktadır. Dedektörleri sayesinde yüksek seçicilik ve hassasiyetle metabolitleri 

iyonlarına göre kaydeder ve analiz eder. Metabolomik çalışmalarda sıvı kromatografi-

MS (LC-MS) ve gaz kromatografi-MS (GC-MS) sıklıkla kullanılmaktadır (113). Her 

iki analiz yöntemi için de günümüzde farklı yazılım programları içeren cihaz ve 

markalar bulunmaktadır. Deneyimizde Hacettepe Üniversitesi Eczacılık Fakültesi 

Analitik Kimya Anabilim Dalı araştırma laboratuvarında bulunan GC-Ms ve LC-MS 

cihazları kullanıldı (Şekil 2.4 ve 2.5). 

 GC’de gaz haline geçerek kolonda taşınan ve MS’ye ulaşan ulaşan analitler 

iyonlaştırılır ve oluşan iyonlar dedektör yardımıyla kütle/yük (m/z) oranlarına göre 

ayrılarak kaydedilirler. Her bir metabolit için elde edilen spektrumların, uygun 

kütüphane verileri ile birlikte değerlendirilmesiyle numunedeki bileşikler 

tanımlanabilmektedir. 

  

Şekil 2.4. Deneyde kullanılan GC-MS cihazı (Shimadzu QP-2010) 

LC/MS'de sıvı kromotografide ayrılan metabolitlerin iyonlaşması genel olarak 

atmosferik basınçta gerçekleştirilir ve sonrasında vakum altında detektöre doğru 

sürüklenir (114). Atmosfer basıncında LC/MS'deki iyonizasyon, elektrosprey 
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iyonizasyon (115), atmosferik basınçta kimyasal iyonizasyon (116), foto iyonizasyon 

(117) veya yüzey iyonizasyonu (118) yoluyla gerçekleştirilir. LC/MS ile arayüzlenen 

sıvı kromatografisi ile GC/MS karşılaştırıldığında, GC/MS daha yüksek 

kromatografik çözünürlük ve daha yüksek pik kapasitesi, alev iyonizasyon tespiti ile 

daha kolay nicelik belirleme imkanı vermekte, tek bir mobil faz (helyum), çözünürlük 

ve ayrışma sıcaklık programlama gibi elektronik bir kontrolle yapılabildiği için de 

daha az sorunla karşılaşılmaktadır (119, 120). Ancak metabolom bütün bir metabolit 

koleksiyonu olduğu için tüm metabolitleri tek bir analitik yöntemle ayırmak zordur. 

Bu yüzden her ikisinin de aynı araştırmada kullanımı tercih edilebilir (120). 

 

 

Şekil 2.5. Deneylerde kullanılan LC-qTOF/Ms cihazı (Agilent 6530) 

GC'de iyonlaşma vakum koşullarında elektron iyonizasyonu veya kimyasal 

iyonizasyon yoluyla gerçekleşir (121). GC-MS’de yapılan analiz, analitlerin uçucu ve 

termal olarak stabil olmasını gerektirir. Analizden önce uçuculuklarını arttırmak için 

çok polar olan analitlerin türetilmesi gerekir ki bu da bu tekniğin ana sınırlamasıdır. 

Bu nedenle, LC/MS kullanılarak daha fazla suda çözünür moleküller tek seferde aynı 

anda analiz edilebilir. Bu bağlamda, iki teknik de kullanılarak analitik 

performanslarının karşılaştırılmasında değer vardır (120). 

Metabolomik çalışmalarda, çalışılan örnekteki metabolitlerin tesbitinde 

hedeflenmiş veya hedeflenmemiş hedefe yönelik teknikler kullanılmaktadır. Çoğu 

durumda, hedefe yönelik metabolit çalışması, çalışılan örnekteki sınırlı sayıda 

metabolitin tanımlanmasına ve ölçülmesine odaklanır (122). Hedefe yönelik olmayan 

hedeflenmemiş metabolomik ise çalışılan örnekteki en fazla sayıda metabolitin tespit 
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edilmesini sağlar. Hedeflenmemiş metabolomik analizlerinde etkili olabilecek 

metabolit veya yolaklarla ilgili herhangi bir bilgi sahibi olmadan mümkün olan en çok 

sayıda metabolit hedeflenir ve yeni biyobelirteçlerin de kapısını açar (123). 

Hedeflenmemiş metabolomik yaklaşım, çeşitli kimyasal ve fiziksel özelliklere sahip 

metabolitlerin eşzamanlı tespitine odaklanır ve geniş bir tespit aralığını sağlayabilir 

(124). Hedeflenmemiş metabolit çalışmalarında verilere temel bileşen analizi (PCA) 

ve kısmi en küçük kareler-diskriminant analizi (PLS-DA) yapılmaktadır. Elde edilen 

veriler, çok değişkenli yazılım programları ile hızla görselleştirilebilir, etkilenen 

yolaklar ve metabolitler arasındaki ilişkiyi bütüncül bir yaklaşımla bir araya getirir 

(125). 

Hedeflenmemiş metabolit tekniğinin avantajlarına rağmen birçok dezavantajı da 

vardır. Bunlar arasında bileşikleri tanımlama, bileşiklerin özelliğini tespit etmek bu 

özelliklere göre ayrım yapmak ve miktarlarının belirlenmesi çok sayıda yazılım 

programı olmasına rağmen hala zorluğunu korumaktadır (126, 127). Hedeflenmiş 

metabolitlerin miktar tayini analizi kısmının ise daha kolay olduğu bilinmektedir. 

Çünkü sınırlı sayıda metabolitle çalışılmaktadır ve önceden metabolitler 

bilinmektedir. Hedeflenmiş metabolitlerin çalışılması da bazı dezavantajları 

beraberinde getirmektedir. Daha maliyetlidir ve örnek hazırlama adımı karmaşıktır. 

Ayrıca cihazın ve örneklerin önceden optimizasyonu gerekmektedir. Günümüzde yeni 

bir yaklaşım olan hibrit tekniği her iki metodun da korele çalışılabilmesini içerir. Bu 

teknik çok yaygın olmasa da hedeflenen ve hedeflenmeyen metabolomik analizlerin 

bazı güçlü yönlerini korurken bazı zayıf yönlerini de etkisiz hale getirmektedir (128). 

Ancak hem tekniğin yeni olması hem de verilerin analizinin daha uzun sürmesi bir 

dezavantaj olarak kabul edilmektedir.  

Metabolomik tekniklerin (GC-MS veya LC-MS) herhangi biri kullanılarak elde 

edilen veriler (hedeflenmiş veya hedeflenmemiş metabolitler) analiz edilirken ticari 

bir yazılım programı ile çalışılır. Bu amaçla ticari veya ticari olmayan OpenMS, birçok 

yazılım programı (SetupX, SpectConnect, MetaboAnalyst, SIMCA gibi) 

kullanılmaktadır (128). Ayrıca her geçen gün yeni programlar eklenmekte, var 

olanların data bilgileri de güncellenmektedir. Böylece analiz programı, veriler elde 

edilirken örnekleri çalışan kişi veya cihaz kaynaklı hataları da minumuma getirmeye 

çalışmaktadır. 



15 
 

 
 

3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Deney Hayvanlarının Sağlanması ve Barınma Koşulları 

Hacettepe Üniversitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafından 28.03.2023 

tarihli, 2023/06-15 karar nolu toplantı ile etik kurul izni alınarak çalışma başlandı. Etik 

kurul onayı teze eklendi (Ek 1). 6-8 haftalık 200 - 250 g Wistar Albino türü erkek 

sıçanlar kullanıldı (n=48). Hayvanlar Kobay Deney Hayvanları Laboratuvarından 

(Ankara) temin edildi. Hayvanlar deney süresince Hacettepe Üniversitesi Fizyoloji 

Anabilim Dalı’nda, 12 saat aydınlık ve 12 saat karanlık ortamda, uygun sıcaklıkta (22 

± 2°C) ve havalandırma kontrolü bulunan odada barındırıldı. Bir haftalık ortama 

adaptasyon sürecinden sonra deneylere başlandı. Hayvanlar deney boyunca ad libitum 

beslendi. Deneysel çalışma boyunca hayvanlara Helsinki Deklarasyonu’na ve 

Amerikan Ulusal Sağlık Örgütü Enstitüsü tarafından yayınlanan “Laboratuvar 

Hayvanlarının Bakımı ve Kullanımı Rehberi” (Guide for the CARe and Use of 

Laboratory Animals, 8th Ed.) (129)’ndeki kurallara uygun şekilde davranıldı. 

3.1.1. Deney Grupları 

Hayvanların laboratuvara uyum sürecinden sonra her grupta 8’er sıçan olmak 

üzere toplam 6 grupta 48 adet sıçan kullanıldı. Sıçanlar ağırlık olarak homojen şekilde 

gruplara dağıtıldı. 

Hayvanlara kadmiyum klorür (CdCl2) ve CAR % 0,2’lik Tween 80 içeren 

serum fizyolojik içinde oral olarak 12 gün boyunca verildi. Oral gavajın hayvanlar 

üzerinde oluşturabileceği stres yanıtının benzer olması için uygulanacak maddeler tüm 

gruplara oral gavaj ile verildi.  

Çalışma Grupları: 

Grup 1 Kontrol grubu: % 0,2’lik Tween 80 içeren serum fizyolojik,  

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

CAR (20 mg/kg),  

Grup 3 Karvakrol 40mg/kg grubu (CAR40): % 0,2’lik Tween 80 içinde 

CAR (40 mg/kg),  
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Grup 4 Kadmiyum grubu (Cd50): % 0,2’lik Tween 80 içinde CdCl2 (50 

mg/kg),   

Grup 5 Kadmiyum + Karvakrol 20 mg/kg grubu (Cd50+CAR20): % 

0,2’lik Tween 80 içinde CAR (20 mg/kg) + CdCl2 (50 mg/kg), 

Grup 6 Kadmiyum + Karvakrol 40 mg/kg grubu (Cd50+CAR40): % 

0,2’lik Tween 80 içinde CAR (40 mg/kg) + CdCl2 (50 mg/kg). 

Hayvanlara CAR ve Cd % 0,2’lik Tween 80 içeren serum fizyolojik içinde (22) 

oral (130) yolla, 12 gün boyunca verildi. % 0,2’lik Tween 80, CAR ve Cd’nin 

çözülmesi için kullanıldığından kontrol grubuna da uygulanmıştır. Tween 80’in 

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

Son gün CAR ve Cd verildikten 1 saat sonra (133) (12. gün) davranış testleri 

yapıldı ve testler tamamlandıktan sonra sıçanlara 90 mg/kg ketamin ve 10 mg/kg 

ksilazin ile anestezi (i.p.) uygulandı. Sıçanlar derin anestezi altındayken vena cava 

inferiordan kan alınarak hayvanlar ekssanguinasyon ile sakrifiye edildi. Plazma 

metabolomiks ve Cd birikimi, serumlar biyokimyasal analiz için saklandı. Karaciğer 

ve böbrek dokuları da çıkarılarak histopatolojik incelemeler için %10’luk formaldehit 

içerisinde saklandı. Çalışma düzeni şekil olarak özetlendi (Şekil 3.1). 

 

Şekil 3.1: Deney boyunca gruplara uygulanan prosedür  
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3.2. Davranış Testleri  

Deney prosedürü uygulandıktan sonra 12. günde hayvanlara sırasıyla 

Hacettepe Üniversitesi Tıp Fakültesi Fizyoloji Anabilim dalında davranış 

laboratuarında yer alan EPM, OFT, Barnes ve rotarod testleri uygulandı. 

3.2.1. Yükseltilmiş artı labirent - Elevated Plus Maze (EPM): 

Yükseltilmiş artı labirent testi fareler ve sıçanlarda anksiyete benzeri davranışı 

değerlendirmek için en sık kullanılan modellerdendir. Bu testte yerden 70 cm yüksekte 

birbirleriyle artı şeklinde kesişen iki açık (50x10 cm2), iki de kapalı kol (50x10x40 

cm3; derinliği 40 cm olan duvar) bulunmaktadır (Şekil 3.2). Hayvanlar artı bölgesinin 

ortasına konularak ve yüzleri açık alana bakar durumda bırakılır. Hayvanlar labirentte 

5 dakika serbest zaman geçirir. Kemirgenlerdeki açık bir platformda durma nedeniyle 

oluşan korkularından dolayı tercihleri daha çok kapalı kol tarafında olmaktadır. Ancak 

anksiyolitik moleküller kullanıldığında hayvanlar açık kolda geçirilen süreyi artırırlar 

(134). Gruplar arasında karşılaştırılan parametreler: açık ve kapalı kollara giriş sayısı, 

açık ve kapalı kollarda geçirilen süre, açık kollara giriş yüzdesi ve açık kollarda 

geçirilen sürenin yüzdesi (135). 

 

 

Şekil 3.2: Deneyde kullanılan yükseltilmiş artı labirent düzeneği 
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3.2.2. Açık alan testi -Open Field Test (OFT): 

Açık alan testi anksiyete benzeri davranışın değerlendirilmesinde kullanılan bir 

başka testtir. OFT için farklı düzenekler bulunmaktadır. Deneyimizde, altta 20 x 20 

cm2'lik kare alanlar içeren 100 x 100 x 50 cm3 boyutlarında bir OFT düzeneği 

kullanıldı (Şekil 3.3). Düzeneğin dış kısmında 16 kare, merkez alanda ise 9 kare olmak 

üzere zeminde toplam 25 eş kare bulunmaktadır. Testte 5 dakikalık bir süre boyunca 

sıçanların serbestçe düzenek içerisinde hareket etmelerine izin verildi. Kemirgenler 

açık alanın ortasında vakit geçirmekten kaçınma eğilimindedir. Merkezde geçirilen 

sürenin ve şaha kalkma davranışının (arka ayaklar üzerinde dik durma) artması kaygı 

benzeri davranışlarda azalmaya işaret ederken dışkılama sayısı, tımarlanma süresi ve 

kenar alanda geçirdiği sürenin artışı kaygı benzeri davranışlarda artmaya işaret 

etmektedir (136). 

OFT'de gruplar arasında karşılaştırılan parametreler, merkez ve kenar alanda 

geçirilen süre, merkez ve kenar alana giriş çıkış sayısı ve yüzdesi, tımarlanma süresi, 

şahlanma ve dışkılama sayısıdır. Bu parametreler anksiyete benzeri davranışların 

değerlendirilmesinde kullanılmaktadır (137). 

  

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.3. Deneyde kullanılan açık alan test düzeneği             

3.2.3. Barnes Labirenti Testi  

Kemirgenlerin uzaysal öğrenme ve hafıza işlevlerini değerlendirmek için 

yaygın olarak kullanılan bir testtir. Morris Su Tankı testine alternatifi olarak 

kullanılmaktadır (138). Farklı tasarımlar mevcut olmasına rağmen, genellikle 
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kemirgenlerde yükseklik korkusu uyandıracak kadar yüksekte daire biçiminde bir 

platform (122cm çapında) içermektedir. Platform, yerden 1 metre yüksekliktedir ve 

üzerinde her biri 10 cm genişliğinde 18 delik bulundurmaktadır (Şekil 3.4). Opak bir 

kaçış kutusu, eşit aralıklı deliklerden birinin altına yerleştirilir. Öğrenmeyi 

kolaylaştırmak için kaçış kutusunun bulunduğu çeyreğin duvar dışındaki çeyreklerin 

duvarları farklı renk ve desenlerle işaretlenir. Sıçanlara literatürde 3 ya da 4 günlük bir 

eğitim sürecinin ardından 4. ya da 5. günde asıl hafıza testi olan prob testi yapılır (139). 

Aşağıda bu deneyde sıçanlara uygulanan Barnes testinin aşamaları özetlenmiştir. 

Alışma fazı 

Sıçanların yer ve yön oryantasyonunu sağlamak için kaçış kutusunun 

bulunduğu kadrandaki duvar boş olmak üzere diğer 3 duvara renk ve şekil bakımından 

birbirinden farklı şekiller asıldı. 3 gün boyunca günde 2 kez alıştırma deneyi yapıldı. 

Sıçanlar platforma başlangıç kutusu ile getirildi ve kutu platformun ortasında ters 

çevrilerek içinde hayvan varken 10 sn bu şekilde tutuldu. Süre sonunda kutu çekilerek 

hayvan serbest bırakıldı. Platformun yüzeyinde 3dk geçirmesi sağlandı. Sıçan kaçış 

kutusunu kendisi bulup içine girince süre durduruldu. Eğer süre bitiminde kaçış 

kutusunu bulamadıysa, kaçış kutusu içine konarak 30 saniye orada kalmasına izin 

verildi. Sürenin bitiminde kafesine geri konuldu. 

Son Gün Ölçüm Denemesi (Probe Trial): 

Son gün ölçüm denemesinde kaçış kutusu yerinden çıkarıldı. Hayvan yine aynı 

usulde platforma taşındı ve tek deneme yapıldı. 3 dk boyunca kayıt alındı. Tüm 

gruplarda değerlendirilen parametreler ise, kemirgenin doğru çeyrekte geçirdiği süre, 

doğru çeyrekte harcanan zamanın yüzdesi, hedefe ulaşmak için harcanan süre ve doğru 

deliği bulmadan önce ve bulduktan sonra yanlış deliklere yapılan ziyaretlerin sayısı 

oldu (140, 141). 
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Şekil 3.4. Deneyde kullanılan Barnes Labirenti düzeneği  

OFT, EPM ve Barnes deneyleri Fizyoloji Anabilim Dalı’nda tesis edilen ve 

hayvan davranış deneylerinin yapılabilmesi için uygun özelliklere sahip odada 

gerçekleştirildi. Görüntü kaydı tavana monte edilmiş bir kamera ve kameranın bağlı 

olduğu bilgisayar aracılığıyla yapıldı. Araştırıcı deneyler boyunca perdenin 

arkasındaki bilgisayar başında durarak deney hayvanı ile arasındaki etkileşim 

minimuma indirildi. Deney sonunda bilgisayara kaydedilen videolar Media Oynatıcı 

programı kullanılarak 1x’lik hızla çalıştırıldı. Tüm deneyler araştırmacılar tarafından 

izlendi ve manuel olarak kayıtlar incelendi. Alınan data, araştırılan parametreleri 

içeren tabloya yazıldı.  

 

3.2.4. Rotarod 

Sıçanların motor koordinasyonunu değerlendirmek için rotarod testi kullanıldı 

(142). Rotarod testinde başlangıçta farelerin çubuğa alışması için düşük hızlarda bir 

alıştırma aşaması oldu. Bu aşamada hız 4 rpm (dakikadaki tur sayısı) olarak başlandı 

ve sonrasında arttırılarak 16 rpm hıza çıkıldı. Düşen sıçanlar her seferinde çubuğa 

tekrar yerleştirildi. Böylece iki dakika boyunca sıçanların çubuğa alışmaları sağlandı 

(Şekil 3.5). Alıştırma testi sonunda rotaroddan alınan hayvanlar kafeslerinde 10 dk 

boyunca dinlendirildi. Her hayvandan sonra parkurlar % 70’lik etanol ile silindi ve 

kuruması beklendi. 
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Alıştırma fazı bitince rotarod aletinin tüm parkurlarını karşıdan görebilen bir 

kamera yerleştirildi. Her bir sıçan 16 rpm hızında dönen rotaroda yerleştirildi. Sıçanlar 

dakikada 16 kez dönen bu rotarod çubuğu üzerinde üç kez 60’ar saniye yürütüldüler. 

Rotarod çubuğu üzerinde kalma sürelerinin toplam uzunluğu hesaplanarak motor 

koordinasyon skoru belirlendi (23). 

 

 

Şekil 3.5. Deneyde kullanılan rotarod test cihazı   

Testler tamamlandıktan sonra sıçanlara 90 mg/kg ketamin ve 10 mg/kg ksilazin 

ile anestezi uygulandı.  

3.3. Metabolomik Analizler 

Metabolomik analiz, GC-MS ve LC-qTOF-MS olmak üzere iki ortogonal 

analitik platform kullanılarak gerçekleştirildi. GC-MS ve LC-qTOF-MS analizlerinde 

kullanılacak olan plazma örneklerinin hazırlık aşamaları aşağıda özetlenmiştir (143, 

144). Metabolomik deneyler Hacettepe Üniversitesi Eczacılık Fakültesi Analitik 

Kimya Anabilim Dalı araştırma laboratuvarında yapıldı (Şekil 2.4 ve 2.5) 

3.3.1. Plazma Örneklerinin LC-qTOF-MS ve GC-MS Hazırlığı 

LC-qTOF-MS ve GC-MS cihazında çalışılabilmesi için ön bir hazırlık yapıldı. 

-80ºC’de saklanan plazma örneklerinden 200’er μL alındı, üzerine 800 μL metanol:su 

(9:1, h/h) kondu. 30 sn vorteks yapıldı ve 15000 rpm’de 10 dk santrifüj yapıldı. 

Santrifüj sonunda üstte kalan kısım, iki ayrı ependorf tüpüne 250 μL kondu. Ayrıca 
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tüm örneklerden 50 µL alınarak 15 mL’lik falkonlara kondu ve kalite kontrol 

numuneleri (havuz edilerek oluşturulan numuneler) oluşturmak üzere 9 adet ependorfa 

bölündü.  

Tüm örneklerin işlemleri tamamlanınca ependorf tüpleri GC-MS ve LC-MS’de 

kullanılmak üzere -800C’ye kaldırıldı.  

3.3.2. LC-qTOF-MS Metabolomik Analizi 

-800C’de saklanan numuneler derin dondurucudan çıkarıldı. Oda sıcaklığına 

getirildikten sonra ependorflar tamamen kuruyuncaya kadar vakumlu santrifüj 

cihazında uçuruldu. Uçurulan numneler üzerine 200 μL hareketli faz karışımı (% 0.1 

formik asit içeren su ve % 0.1 formik asit içeren asetonitril) eklendi ve 40 sn boyunca 

vortekslendikten sonra LC-MS viallerine alındı. 

Plazma (veya doku) örneklerinin LC-qTOF-MS ile metabolomik analizi (A) 

%0,1 FA içeren su ile (B) %0,1 FA içeren asetonitril hareketli fazları kullanıldı. 

Oluşturulan gradient elüsyonla (Tablo 3.2.) 0,25 mL/dak akış hızında ve C18 (2,1 x 

100 mm, 2,7 μm) kolon kullanılarak 25 dk gerçekleştirilmiştir. Kolon sıcaklığı 30 °C, 

enjeksiyon hacmi ise 10 µL olarak belirlenmiştir. Analizler hem negatif hem de pozitif 

iyonizasyon modunda gerçekleştirilmiştir (Tablo 3.1.). Metabolitlerin otomatik 

tandem MS/MS spektrumları, 200 sayım eşiğinin 100 ila 1700 m/z üzerinde 

kaydedildi. Ortaya çıkan veri matrisindeki pikleri tanımlamak için, kalite kontrol 

örneklerine (örneklerin bir araya getirilmesiyle oluşturulan) farklı çarpışma enerjileri 

(10, 20 ve 40 eV) uygulanarak elde edilen MS/MS spektrumları kütüphaneler ile 

karşılaştırıldı. 

Tablo 3.1. LC-qTOF-MS cihaz parametreleri için gradient elüsyon programı 

Zaman (dk) %A %B 

0 90 10 

1 90 10 

14 10 90 

15 10 90 

20 90 10 

25 90 10 
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 Tablo 3.2. LC-qTOF-MS analiz koşulları ve cihaz parametreleri 

 

 

3.3.3. GC-MS Metabolomik Analizi 

-800C’de saklanan numuneler derin dondurucudan çıkarıldı. Oda sıcaklığına 

getirildikten sonra ependorflar tamamen kuruyuncaya vakumlu santrifüj cihazında 

uçuruldu. Kurumuş numunelere 20 μL metoksiamin hidroklorür (20 mg/mL şekilde 

piridin) eklendi ve örnekler 30 sn vortkslendi. Ependorfların hepsi etüvde 30°C’de 90 

dk tutularak metoksillendirildi. İşlem sonrası numuneler üzerine 50 μL N-metil-N-

trimetilsilil trifloroasetamit+trimetil-klorosilan (MSTFA + %1 TMCS) eklendi ve 

etüvde 37°C’de 30 dak bekletilerek türevlendirildi. Türevlendirilen numuneler GC-

MS viallerine aktarıldı.   

Türevlendirilmiş plazma örnekleri GC-MS ile DB5MS (30 m + 10 m ön kolon 

x 0,25 mm iç çap ve 0,25 µm film kalınlığı) kolon kullanılarak analiz edilmiştir. 

Enjeksiyonlar bölmesiz olarak gerçekleştirilmiş ve enjeksiyon hacmi 1 µL olarak 

belirlenmiştir. Analizler Tablo 3.3’de verilen optimize edilmiş GC-MS koşullarında 

gerçekleştirilmiştir. 

 

 

 

 

 

 Pozitif ve Negatif İyonizasyon 

Kütle Aralığı 100-1700amu 

Tarama Hızı   

(spektrum/s) 

2 

Sprey Voltajı (V) 3500 

Skimmer Voltajı 65 

Gaz sıcaklığı (0C) 300 

Gaz akışı (L/dak) 8 

Nebulize (psig)                          35 

Parçalıyıcı (V) 175 
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Tablo 3.3. GC-MS analiz koşulları ve parametreleri 

  

 

3.3.4. Profillerin yorumlanması 

GC-MS ve LC-qTOF-MS analizlerine ait verilerin data deconvolution, peak 

alignment, normalizasyon ve veri matrisi üretimi MS-DIAL (ver. 4.0) yazılımı 

kullanılarak gerçekleştirildi. GC-MS için metabolit tanımlaması, %70'in üzerinde bir 

tanımlama puanı ile ticari olarak temin edilebilen bir alıkonma indeksi kütüphanesi 

(Fiehn Retention Index Library) kullanılarak gerçekleştirildi. LC-qTOF-MS temelli 

metabolomik analizlere ait veri matrislerindeki pikler MS1 ve QC örneklerine farklı 

enerji (10, 20 ve 40 eV) düzeyleri uygulanarak elde edilen MS/MS spektrumlarının 

MS/MS spektral kütüphaneleriyle karşılaştırılması ile tanımlanmıştır. MS-DIAL'den 

elde edilen veri matrisleri bir Excel dosyasççççına aktarıldı. Kalite kontrol 

örneklerinde değerlerin %50'sinden fazlasının eksik olduğu tüm metabolit özellikleri 

veri matrisinden çıkarıldı. Veri matrisindeki eksik değerler, metabolit grubundaki en 

küçük değerinin yarısı ile dolduruldu. Ham veriler GC-MS için LOWESS ve LC-MS 

için MSTUS algoritmasına göre normalize edildi.  

GC-MS ve LC-qTOF-MS analizlerinden elde edilen birleştirilmiş veriler 

kullanıldı. Bu verilerle herhangi bir sistemik hata ve grupların ayrılmasında önemli 

olan metabolitleri tanımlamak için PCA kullanıldı. PLS-DA analizinde farklılaşmaya 

neden olan metabolitlerin araştırılması için, projede önemli değişken (VIP) grafikleri 

kullanıldı. En yüksek VIP değerine sahip olan metabolit, gruplar arasında en fazla 

istatistiksel farklılığı gösteren metabolit olarak ve bir biyobelirteç olarak kabul edildi. 

Metabolit değişimlerini gösteren sıcak harita grafikleri, grupların ayrılmasında en 

Kolon özelliği DB5MS (30 m + 10 m ön kolon x 0,25 mm iç çap 

ve 0,25 µm film kalınlığı) 

Fırın sıcaklık 

programı 

Fırın sıcaklık programı 600C’den (1 dk tutulur) 

3250C’ye 100C/dk artışla (10dk tutulur) 

Analiz Süresi  37,5 dk 

Enjeksiyon Hacmi 1 µl (bölmesiz) 

Taşıyıcı Gaz Akışı  Helyum 1 ml/dk 

MSD Geçiş sıcaklığı  2900C 

Çözücü gecikme süresi 5,90 dak 

Kütle Aralığı  50-650 dalton 
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fazla etkili olan metabolit çok değişkenli analiz sonucunda elde edildi. Son olarak 

istatiksel olarak anlamlı değişen metabolitler kullanılarak Metabolit Seti 

Zenginleştirme Analizi (MSEA-Enrichment) analizi yapıldı ve fenotipte en çok 

değişen yolak belirlendi. 

 

3.4. Histopatoloji için Örnek Hazırlığı  

Sıçanlardan karaciğer ve böbrek dokuları çıkarıldıktan sonra %40’lık 

formaldehit 1:3 olacak şekilde 4 kat distile su ile seyreltildi. 1ml hacim kaplayan 

dokular (karaciğer, böbrek) 90 ml formaldehit (%10’luk) içine kondu ve burada üç 

gün fikse edildi. Fiksasyonu tamamlanan dokular akan çeşme suyunda yıkandıktan 

sonra rutin doku takibi aşamalarından geçti. Kısaca; derecesi artan alkollerle dehidrate 

edilen karaciğer ve böbrek parçaları ksilen ile saydamlaştırıldı. Gömme ortamı olarak 

parafin kullanıldı ve dokulardan parafin bloklar elde edilmesinin ardından 5 

mikrometre kalınlığında kesitler alındı. Tüm kesitler hematoksilen ve eozin (HE) 

boyaması ile boyandıktan sonra HE boyalı preparatlar Olympus BX53 marka 

mikroskopta incelendi ve Olympus DP73 CCD renkli kamera ile fotoğraflandı. 

Histopatoloji incelemeleri Balıkesir Üniversitesi Tıp Fakültesi Histoloji ve 

Embriyoloji Anabilim Dalı’nda gerçekleştirildi. 

3.5. Plazma Atomik Emisyon Spektroskopisi ile (ICP-OES) İncelenmesi 

EDTA’lı tüplere alınan kan 5000 rpm’de 10 dk santrifüj yapıldıktan sonra üstte 

kalan plazma 1000 µl olacak şekilde 1,5ml’lik ependorf tüplere kondu. Tüpler deney 

yapılana kadar -800C’de dondurucuda saklandı.  Deney günü plazmalar 1:9 oranında 

10 kat seyreltildi. Alınan ependorf tüplerinde en az toplam 7ml hacim olacak şekilde 

(700 µl plazma : 6300 µl deiyonize su) seyreltildiler.  

Deney esnasında 1000 mL'lik balon jojeye 800 mL deiyonize su + 200 mL 

%69'luk Nitrik asit eklendi. Bu çözeltinin bu hali ilk blank numunesi olarak ölçüldü. 

Bu ana çözeltiden farklı seyreltmelerle standardlar hazırlandı. Blank ve diğer standart 

çözeltilerin ölçülmesi ile kalibrasyon eğrisi çizdirildi. Hazırlanmış kan plazması 

örnekleri cihazda (iCAP6000 – Thermo Scientific (USA)) okutuldu. Plazmada bazı 
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kimyasal elementlerin tespiti için indüksiyonla birleşmiş ICP-OES tekniği ile çalışıldı 

(Şekil 3.6). Cd’yi içeren 5 farklı element analizi elde edildi. 

 

Şekil 3.6. Plazmadaki bazı kimyasal elementlerin ölçümünde kullanılan ICP-OES 

cihazı (Thermo-USA) 

3.6. Serum Biyokimya Parametrelerinin Analizi 

Anestezi altındaki hayvanın vena cava inferioründen kan alındı, pıhtı 

aktivatörlü tüplere konulup 5000 rpm ile 10 dk. santrifüj edildi. Serum kısmı ayrıldı. 

Elde edilen serum örnekleri gerekli laboratuvar analizleri yapılana dek -80°C’de 

muhafaza edildi. Serum örneklerinde Alanin Aminotransferaz (ALT), Aspartat 

Aminotransferaz (AST), üre, kreatinin, kortizol miktarları ölçüldü. Ölçümler 

Hacettepe Üniversitesi Tıp Fakültesi Merkez Laboratuvarında biyokimya otoanalizör 

cihazı kullanılarak yapıldı.  

3.7. İstatistik Analiz 

Davranış, element analizi sonuçları, IBM SPSS 20 programında Kruskall-

Wallis ve Mann-Whitney U test sonrasında Bonferonni düzeltmesi ile değerlendirildi. 

Anlamlılık derecesi p<0,05 olarak kabul edildi. Metabolomiks için farklı testler 

kullanıldı. Histopatolojik örnekler kalitatif olarak değerlendirildi. 

3.8. Etik Kurul İzni 

Bu tez çalışması Hacettepe Üniversitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu 

tarafından 28.03.2023 tarihli, 2023/06-15 karar nolu toplantı ile etik kurul izni ile 

gerçekleşmiştir (EK 1). 
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4. BULGULAR 

4.1. Hayvanlarda Kilo değişimi 

Deney prosedürünün başında ilaç uygulanacağı ilk gün grupların arasında kilo 

ağırlıkları bakımından anlamlı fark yoktu (p>0,05). Deney prosedürünün sonunda, 

Kontrol, CAR ve Cd uygulanan grupların vücut ağırlıkları ölçüldü ve sonuçlar Tablo 

4.2.de verildi. Deney prosedürü sonunda hayvan ağırlıkları bakımından gruplar 

karşılaştırldığında istatistiksel olarak anlamlı fark tespit edildi. Kontrol grubu ile 

Cd50, Cd50+CAR40 ve Cd50+CAR20 karşılaştırıldığında ve CAR20 mg/kg grubu ile 

Cd50+CAR20 ile karşılaştırıldığında hayvan kilo değişiminin anlamlı derecede farklı 

olduğu tespit edildi (p<0,05) (Tablo 4.1) (Şekil 4.1 ve 4.2). Hayvan ağırlıkları bakıında 

Cd uygulanan gruplarda baştaki kilolarının altına düşmüşlerdir. Kontrol ve Car 

uygulana gruplar ise başlangıçtaki kilolarının üzerine çıkmışlardır. 

 Tablo 4.1. Deney prosedürü başlangıcında ve sonunda grupların vücut ağırlıkları (g) 

* (p<0,05) Kontrol grubuna göre, #(p<0,05) CAR20 grubuna göre.  

 

 

 

 

 

 

 K 

(n=8) 

Cd50 

(n=8) 

CAR20 

(n=8) 

CAR40 

(n=8) 

Cd50+CAR20 

(n=8) 

Cd50+CAR40 

(n=8) 

 

 

Hayvan 

Ağırlıkları 

İlk gün(g) 

Ortanca 254    272    269 274 266 262 

Min-Max 239-285 246-290 255-305 244-296 254-280 226-300 

Ortalama 258,5   270,8 273,2 273 266,2 262,1 

 

Hayvan 

Ağırlıkları 

Son gün(g) 

Ortanca 324,5 
    267

*
 305 205,5 203

*#
 204

*
 

Min-Max 290-351 229-297 258-338 265-315 245-270 211 - 297 

Ortalama 325 267 303,7 288,8 257,7 258,1 
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Şekil 4.1. Deney ilk gün hayvanların vücut ağırlıkları karşılaştırılması. 

 

Şekil 4.2. Deney prosedürü sonunda hayvanların vücut ağırlıkları karşılaştırması.  

* (p<0,05) Kontrol grubuna göre, #(p<0,05) CAR20 grubuna göre. 
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4.2. Davranış Test Sonuçları  

Hayvan davranış testlerinden anksiyeteyi değerlendirmek için yükseltilmiş artı 

labirent ve açık alan testi yapılırken, uzaysal hafızayı değerlendirmek için Barnes 

labirenti testi, lokomotor aktiviteyi değerlendirmede ise rotarod testi kullanıldı. 

4.2.1.Yükseltilmiş Artı Labirent  

Yükseltilmiş artı labirent sonuçlarında açık kollara giriş sayısı, kapalı kollara 

giriş sayısı, açık kollara giriş yüzdesi, açık kollarda geçirilen süre, kapalı kollarda 

geçirilen süre ve açık kollarda geçirilen süre yüzdesi kontrol, CAR ve Cd gruplarında 

değerlendirildi. Cd50 ile Cd50+CAR40mg/kg karşılaştırıldığında kapalı kolda kalma 

süresi bakımından anlamlı bir fark gözlendi (p<0.05) (Tablo 4.2) (Şekil 4.3). 

Tablo 4.2. Yükseltilmiş artı labirent test sonuçları  

* (p<0,05) Cd50 grubuna göre. 
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Şekil 4.3. Kapalı kolda geçen sürenin karşılaştırılması. *(p<0,05) Cd50 grubuna 

göre. 

 

4.2.2. Açık Alan Testi  

Açık alan test ile kontrol, CAR ve Cd gruplarında merkez alana giriş sayısı, 

merkez alanda geçirdikleri süre, merkez alana giriş-çıkış sayısı, şahlanma sayısı, 

tımarlanma süresi değerlendirildi (Tablo 4.3). Gruplar karşılaştırıldığında kontrol ile 

Cd50, Cd50+CAR20 mg/kg ve Cd50+CAR40mg/kg arasında merkez alanda geçirilen 

süre, kenarda geçirilen süre ve merkez alanda geçirilen süre yüzdesi bakımından 

anlamlı bir fark gözlendi (p<0,05) (Şekil 4.4-4.6). Ayrıca kontrol ile Cd50 arasında 

merkeze geçiş sayısı, kenara geçiş sayısı ve merkeze geçiş sayısının yüzdesi 

bakımından anlamlı bir fark gözlendi (p<0,05) (Şekil 4.7-4.9). Şahlanma sayısı 

karşılaştırıldığında Cd50 ile kontrol, CAR20 ve Cd50+CAR20 mg/kg arasında anlamlı 

bir fark bulundu (p<0.05) (Şekil 4.10). Tımarlanma süresi bakımından Cd50 ile 

CAR40 mg/kg grupları arasında anlamlı bir fark olduğu görüldü (p<0,05) (Şekil 4.11). 
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Tablo 4.3. Açık alan test sonuçları 

     * (p<0,05) Kontrol grubuna göre. #(p<0,05) Cd50 grubuna göre. 
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Şekil 4.4. Merkezde geçen sürenin karşılaştırılması. *(p<0,05) Kontrol grubuna göre. 

 

Şekil 4.5. Kenarda geçen sürenin karşılaştırılması. *(p<0,05) Kontrol grubuna göre. 
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Şekil 4.6. Merkezde geçen sürenin yüzde karşılaştırılması. *(p<0,05) kontrol grubuna 

göre  

 

Şekil 4.7. Merkeze geçiş sayısının karşılaştırılması. *(p<0,05) kontrol grubuna göre. 
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Şekil 4.8. Kenara geçiş sayısının karşılaştırılması. *(p<0,05) kontrol grubuna göre. 

 

Şekil 4.9. Merkeze geçiş sayısının yüzdesinin karşılaştırılması. *(p<0,05) kontrol 

grubuna göre.  
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Şekil 4.10. Şahlanma sayısının karşılaştırılması. #(p<0,05) Cd50 grubuna göre. 

 

Şekil 4.11. Tımarlanma süresinin karşılaştırılması. #(p<0,05) Cd50 grubuna göre. 
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4.2.3. Barnes Labirenti  

Kontrol, CAR ve Cd uygulanan gruplarda doğru kadranda geçen süre, doğru 

kadranda geçen süre yüzdesi, hedefi bulana kadar geçen süre, doğru delikten önce 

bakılan yanlış delik sayısı ve doğru delikten sonra bakılan yanlış delik sayısı 

karşılaştırıldı. Gruplar karşılaştırıldığında doğru kadranda geçen süre ve doğru 

kadranda geçen süre yüzdesi bakımından gruplar arasında Kruskal-Wallis testine göre 

anlamlı fark olduğu görülürken Bonferonni düzeltmesi yapıldığında anlamlı farkın 

ortadan kalktığı görüldü (p>0,05) (Tablo 4.4). 

Tablo 4.4. Barnes Labirenti sonuçları 
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4.2.4 Rotarod Testi Bulguları  

Rotarod testinde, gruplar arasında sıçanların rotarod çubuğu üzerinde kalma 

süreleri karşılaştırıldı. Yapılan istatistik analizine göre Cd50 ile CAR40 arasında 

anlamlı bir fark bulundu (p<0,05) (Tablo 4.5) (Şekil 4.12). 

Tablo 4.5. Rotarod testi sonuçları 

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

 

 

Şekil 4.12. Rotarod deney düzeneğinde kalma süreleri karşılaştırılması.  

  *(p<0,05) Cd50 grubuna göre.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 



38 
 

 
 

4.3. Metabolomiks Sonuçları  

Plazma numunelerindeki metabolitlerin kapsamlı analizleri için iki ortogonal 

analitik teknik GC-MS ve LC-qTOF-MS kullanıldı. GC-MS ve LC-qTOF-MS 

analizleri sonucu elde edilen kompleks kromatogramlar MS-DIAL yazılımı 

kullanılarak ayrıştırıldı ve alıkonma zamanları düzeltildi. GC-MS analizlerinde 294 

pik tespit edildi ve bunlardan 83'ü Fiehn ve Golm kütüphaneleri kullanılarak 

tanımlandı. 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 tanımlandı. Elde edilen veri matrisleri excel 

dosyasına aktarıldı ve tüm verilen birleştirilerek nihai bir veri matrisi elde edildi.  

4.3.1. Tek değişkenli analizler 

Gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı farklılık gösteren metabolitleri 

belirlemek için Mann-Whitney U testi uygulandı. Gruplar arası karşılaştırma sonucu 

Kontrol-Cd50 arasında 54 tane, Kontrol-CAR40 arasında 77 tane, Kontrol-

Cd50+CAR20 arasında 69 tane, Cd50-Cd50+CAR40 arasında 52 metabolitte 

tanesinin birbirinden anlamlı olarak değiştikleri tespit edildi (p < 0,05). Bu 

metabolitler metaboanalyst 7.0 vers. programı kullanılarak MSEA grafikleri elde 

edildi (Şekil 4.15.a-d).   

4.3.2. Çok değişkenli veri analizi 

Elde edilen veriler üzerinde ilk önce PCA analizi ile veri setinde herhangi bir 

aykırı değer olup olmadığı araştırıldı (Şekil 4.13a). Kontrol grubuna ait aykırı değerler 

veri setinden uzaklaştırıldıktan sonra grupların metabolit profillerinin incelenmesi 

PLS-DA analizleri ile yapıldı (Şekil 4.13b). Gruplar arasındaki profil farklılıklarının 

ve bu farkın oluşmasında en yüksek katkıyı veren ilk 20 metabolit VIP grafikleri ile 

gösterildi (Şekil 4.14b).  

Elde edilen metabolitler kullanılarak zenginleştirme analizi yapıldı ve fenotipte 

en çok değişen metabolitler belirlendi. Önce 4 grup olacak şekilde kontrol, Cd50, 

CAR40 ve kontrol-Cd50+CAR40 kendi aralarında karşılaştırma yapıldı. Daha sonra 

gruplar arasında ikili karşılaştırma yapılarak farklılaşmada etkili olan ilk 50 metaboliti 

içeren sıcak harita analizi yapıldı ve sonuçlar eklendi. Metabolomik analizler 

sonrasında gruplar arasında anlamlı fark çıkan metabolitler tespit edildi. GC-MS ve 
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LC-qTOF-MS analizlerinden elde edilen birleştirilmiş veriler PCA ve PLS-DA 

kullanılarak değerlendirildi (Şekil 4.13a,b). PCA analizi, veri kümesinde herhangi bir 

sistemik hata veya aykırı değer olmadığını gösterdi. Daha sonra PLS-DA analizi ile 

yapılan ikili karşılaştırmalar, grupların farklı metabolomik profillere sahip olduğunu 

gösterdi (Şekil 4.15a, d,g,j). PLS-DA'da farklılaşmaya neden olan metabolitler, VIP 

grafikleri kullanılarak analiz edildi (Şekil 4.15 b,e,h,k). En yüksek VIP değerine sahip 

metabolitler, gruplar arasında ayrışmada en etkili metabolitler olarak kabul 

edilmektedir. VIP grafiklerinden önemli metabolitler tanımlanmış olmasına rağmen 

gruplar içinde anlamlı değişenler sıcak harita analizleri ile gösterildi (Şekil 4.15 j, k,l). 

Ayrıca metabolitler kullanılarak fenotipte en fazla değişiklik yapan yolaklar, 

MSEA analizi ile belirlenmeye çalışıldı. Metabolit analizinin bulguları, hem Cd'nin 

hem de CAR’ın her iki dozunun da sıçanlarda birincil ve ikincil metabolit profillerini 

değiştirdiğini gösterdi. 

Metabolomiks çalışmasındaki başlıca amaçlarımız arasında Cd ve CAR 

uygulanan gruplar ile kontrol grubu karşılaştırılması ayrıca Cd50 uygulanan gruba 

CAR40 verilmesi sonucu değişen metabolitlerin kontrol ve Cd50 ile karşılaştırılması 

yer almaktadır. Bu yüzden grup karşılaştırmalarında Cd50 ile CAR40’ın kontrol ile 

karşılaştırılması Cd50 ile Cd50+CAR 40’ın karşılaştırılması seçildi. Bu grupların 

karşılaştırılması bize asıl değişen metabolitler hakkında bilgi sahibi olmamızı 

sağlamaktadır.  

Elde edilen metabolitlere göre yapılan sıcak haritaya göre quinoline, 

phytospingosine, glycocholate, arachidoyl ethanolamid, benzyl glucopyranosid 

seviyeleri Cd50 grubunda kontrol grubuna göre daha yüksekti. Benzethonium, 

pyroglutamic asit, lactamide, linoleik asit, phosphorik asit, gamabufotalin, 

homoserine, araşidonik asit, histidin ise kontrol grubunda daha yüksek olan bazı 

metabolitlerdi. Benzer bir karşılaştırma CAR40 ve kontrol grupları arasında 

yapıldığında CAR40 grubunda urocanate, palmitik asit, estragole, rangiformik asit, 

araşidol etanol, phytosphingosine, 8-deoxy-lactucin düzeylerinin daha yüksek olduğu, 

kontrol grubunda ise 2-ketocaproic asit, lactamide, phosalone, histidine, harpagide, 

cholic asit düzeylerinin daha yüksek olduğu bulundu. 
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İkili karşılaştırmalara göre 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 düzeyleri kontrol grubuna göre anlamlı 

derecede yüksek çıkan metabolitlerden bazılarıdır. 13-oxyingenol dodecanoat, 8-

deoxy-lactucin, arachidoyl ethanolamide, benzethonium, cholic asit, indole-3-carbinol 

düzeyi ise kontrole göre Cd50'de anlamlı derecede düşük çıkan metabolitlerden 

bazılarıdır. 

CAR40 ile kontrol grubu karşılaştırılmasında ise CAR40’da kontrole göre 

anlamlı olarak fazla çıkan metabolitlerin bazıları 2-ketocaproic asit, 2-Methylindole, 

3-phosphoglyceric asit, arachidonic asit, cholestane, choline, methionine, oleamide, 

glyceric asit iken anlamlı olarak düşük çıkanların bazıları arachidoyl ethanolamide, 

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

Gruplar arasında değişen metabolomik yolakları bulabilmek için gruplar 

arasında anlamlı değişen metabolitler (p<0,05) kullanılarak MSEA analizi yapıldı. 

Cd50 ve kontrol grupları karşılaştırıldığında metiyonin metabolizması, 

fosfotidil fosfat metabolizması, inositol fosfat metabolizması, metilhistidin 

metabolizmasında istatistiksel olarak anlamlı değişiklikler gözlendi. CAR40 kontrol 

grubunda karşılaştırıldığında ise glisin ve serin metabolizması, metionin 

metabolizması, glyserolipid metabolizması, betain metabolizması, 

fosfatidiletanolamin biyosentezinde anlamlı değişiklikler tespit edildi. Kontrol ve 

CD50+CAR40 grubu karşılaştırıldığında ürik asit metabolizması, alfalinolenik asit ve 

linoleic asit biyosentezi, mitokondriyel elektron transport zinciri, glutatyon 

metabolizması gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı değişen yolaklardır.  
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Şekil 4.13: Kontrol, Cd50, CAR20, CAR40, Cd50+CAR20 ve Cd50+CAR40 grupları 

plazma örneklerindeki metabolit düzeylerine ait (a)PCA ve (b)PLS-DA skor 

grafiği 

 

 

Şekil 4.14: Kontrol, Cd50, CAR40, Cd50+CAR40 grupları plazma örneklerindeki 

(a)PLSDA, (b)VIP skor grafiği ve (c)ilk 50 metabolit düzeylerine ait sıcak 

harita analizi. 
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Şekil 4.15. Kontrol, Cd50, CAR40, Cd50+CAR40 plazmalarının ikili karşılaştırma 

sonucu anlamlı değişen metabolitlere ait PLSDA, VIP ve sıcak harita  
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grafikleri. (a) Kontrol ve CAR40 gruplarının PLS-DA skor grafiği (b) 

Kontrol ve CAR40 gruplarını ayırmada etkili olan metabolitlerin VIP 

grafikleri, (c) Kontrol ve CAR40 gruplarındaki metabolitler için sıcak harita 

grafiği, (d) Kontrol ve Cd50 gruplarının PLS-DA skor grafiği (e) Kontrol 

ve CD50 gruplarını ayırmada etkili olan metabolitlerin VIP grafikleri, (f) 

Kontrol ve CD50 gruplarındaki metabolitler için sıcak harita grafiği, (g) 

PLS-DA kontrol ve Cd50+CAR40 gruplarının skor grafiği (h) Kontrol ve 

Cd50+CAR40 gruplarını ayırmada etkili olan metabolitlerin VIP 

çizelgeleri, (i) Kontrol ve Cd50+CAR40 gruplarındaki metabolitlerin Sıcak 

harita grafiği, (j) PLS-DA Cd50 ve Cd50+CAR40 gruplarının skor grafiği 

(k) Cd50 ve Cd50+CAR40 gruplarını ayırmada etkili olan metabolitlerin 

VIP çizelgeleri, (l) Cd50 ve Cd50+CAR40 gruplarındaki metabolitlerin 

sıcak harita grafiği. PCA, Temel bileşen analizi; PLS-DA, Kısmi en küçük 

kareler diskriminant analizi; VIP, Projede önemli olan değişkenler. 

4.3.4. Metabolit seti Zenginleştirme Analizi (MSEA) 

Yukarıda bahsedilen analizlere ek olarak gruplar arasında ikili karşılaştırma 

yapılarak gruplar arası anlamlı olarak değişen metabolitlerle MSEA analizi yapıldı ve 

sonuçlar eklendi (Şekil 4.16). 
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Şekil 4.16. Kontrol, Cd50, CAR40 ve Cd50+CAR40 plazmalarının ikili karşılaştırma 
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sonucu anlamlı değişen metabolitlerle yapılan MSEA analiz sonuçları. (a) 

Kontrol ve CAR40, (b) Kontrol ve Cd50, (c) Kontrol ve Cd50+CAR40, (d) 

Cd50 ve Cd50+CAR40 

 

4.4. Karaciğer ve Böbrek Dokularının Histopatolojik İncelenmesi 

Kontrol, CAR ve Cd’li gruplardan elde edilen karaciğer ve böbrek dokularına 

ait morfolojik değişiklikler değerlendirildi. Dokular Balıkesir Üniversitesi Tıp 

Fakültesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalı’nda HE ile boyandı ve görüntülendi. 

Karaciğer  

Kontrol, CAR20 ve CAR40 gruplarında normal morfoloji gözlendi. Cd50 

grubunda, Lökosit infiltrasyonu (beyaz ok), piknotik hepatosit çekirdekleri (siyah ok) 

ve hepatosit sitoplazmasında artmış asidofili (beyaz ok başı) tespit edildi. Cd+CAR20 

ve Cd+CAR40 gruplarında ise karaciğer normal morfolojide gözlendi (Şekil 4.16).  

Böbrek 

Kontrol, CAR20 ve CAR40 gruplarında böbrek, normal morfolojide gözlendi. 

Cd50 grubunda glomerüllerde dilatasyon, Bowman boşluğunun daralması, tübül epitel 

hücrelerinde artmış asidofilik boyanma görüldü. Cd+CAR20 grubunda,  glomerüllerde 

dilatasyon, Bowman boşluğunun daralması bir miktar düzelmiş, ancak hala belirgin 

olarak tespit edildi. Cd+CAR40 grubunda ise, glomerüllerde dilatasyon, Bowman 

boşluğunun daralması çok daha az gözlendi (Şekil 4.17). 
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Şekil 4.17. Karaciğer dokularına 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 boyaması, bar 20 

mikrometre uzunluğu temsil etmektedir. 

Şekil 4.18. Böbrek dokularına 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 boyaması, bar 20 

mikrometre uzunluğu temsil etmektedir. 
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4.5. Plazmada Bulunan Elementlerin Değerlendirilmesi 

ICP-OES analizinde, sıçanlardan alınan plazmada As, Cd, Ca, Fe ve Zn 

değerleri gruplar arasında karşılaştırıldı. Cd’un plazmadaki elementleri etkilediği daha 

önceki çalışmalarda gösterilmiştir. Yapılan istatistik analizine göre plazma Cd miktarı 

Cd50+CAR40 ile CAR40 ve CAR20 mg/kg karşılaştırıldığında ayrıca Cd50+CAR20 

ile CAR40 mg/kg karşılaştırıldığında anlamlı fark elde edildi (p<0,05) (Şekil 4.18). 

Yapılan istatistik analizine göre Cd50 grubu plazma Zn miktarı Cd50+CAR40 ve 

CAR20 ile karşılaştırıldığında anlamlı bir fark elde edildi (p<0,05) (Tablo 4.6) (Şekil 

4.18 ve 4.19). 

Tablo 4.6. Plazmada bulunan bazı elementlerin miktarları (ppm) 

*(p<0,05) Cd50+CAR40 grubuna göre. 
#

  (p<0,05) Cd50+CAR20 grubuna göre.  (p<0,05) Cd50 grubuna 

göre. 



48 
 

 
 

 

Şekil 4.19. Plazmadaki kadmiyum miktarının karşılaştırılması. 

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

göre.  

Şekil 4.20. Plazmadaki çinko miktarının karşılaştırılması.  (p<0,05) Cd50 grubuna 

göre.  
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4.6. Serum Biyokimya Parametrelerine ait Bulgular 

Serum biyokimya parametreleri analizinde, sıçanlardan alınan serumda 

kreatinin, üre, ALT, AST, kortizol değerleri gruplar arasında karşılaştırıldı. Yapılan 

istatistik analizine göre serum kreatinin miktarı kontrol ile Cd50+CAR40 grupları 

arasında; Cd ile de Cd50+CAR20 ve Cd50+CAR40 arasında anlamlı bir fark tespit 

edildi (p<0,05) (Şekil 4.21). Serum üre miktarı Cd50+CAR20 ile kontrol, CAR20 ve 

CAR40 grupları arasında anlamlı bir fark tespit edildi (p<0,05) (Şekil 4.22). Serum 

ALT miktarı Cd50+CAR20 ile kontrol, CAR20 ve CAR40 arasında anlamlı bir fark 

tespit edildi (p<0,05). (Şekil 4.23). Serum kortizol miktarı Cd50+CAR40 ile kontrol, 

CAR20 ve CAR40 grupları arasında anlamlı bir fark tespit edildi (p<0,05). (Şekil 

4.24). 

Tablo 4.7. Serum biyokimya paremetreleri 

#Kontrol grubuna göre *(p<0,05) Cd50 grubuna göre. # (p<0,05) Cd50+CAR40 grubuna göre. (p<0,05) 

Cd50 grubuna göre. 
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Şekil 4.21. Serum biyokimya kreatinin parametrelerine ait bulgular. 

# (p<0,05) Kontrole göre, * (p<0,05) Cd50 grubuna göre. 

Şekil 4.22. Serum biyokimya üre parametrelerine ait bulgular. a Cd+CAR20 grubuna 

göre 
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Şekil 4.23. Serum biyokimya ALT parametrelerine ait bulgular. 
a Cd+CAR20 

grubuna göre, 
b 

Cd+CAR40 grubuna göre. 

 

Şekil 4.24. Serum biyokimya Kortizol parametrelerine ait bulgular. 
b 

Cd+CAR40 

grubuna göre. 
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5. TARTIŞMA 

 

5.1. Hayvanlarda kilo değişimi 

Hayvanların uygulamaların başlayacağı ilk gün grupların kilo ortalamaları 

arasında anlamlı bir fark yoktu. Bu durum grupların kilo dağılımlarına göre homojen 

dağıtılarak protokollere başlandığını göstermektedir. İlk gün ve son gün hayvan kilo 

ortalamalarına bakıldığında Cd uygulanan gruplar dışında diğer grupların kilo aldığı 

tespit edilmiştir. Hayvanların son gün ağırlık ortalamaları karşılaştırıldığında Cd 

uygulanan tüm gruplarda kontrole göre anlamlı olarak kilolarının az olduğu tespit 

edilmiştir. Cd’nin tek başına veya CAR ile beraber uygulandığı gruplarda ortalamalara 

bakıldığında hayvanların kilo verdiği tespit edildi. Cd50+CAR20 son gün ağırlığında 

CAR20’ye göre anlamlı olarak kilo kaybı görüldü. Bu durum Cd uygulanan gruplarda 

CAR’ın kilo alımı üzerine koruyucu bir etkisinin olmadığını göstermektedir. Kontrol 

grubuna benzer şekilde hayvan ağırlığı artışı CAR20 grubunda görülmüştür. Bu kilo 

kaybının Cd’nin toksik etkisine bağlı olarak organ işlevlerinin bozulmasından dolayı 

olabileceği savunulmaktadır (145). 

5.2. Davranış Testleri  

5.2.1. Açık Alan Testi ve Yükseltilmiş Artı Labirent 

Açık alan testinde anksiyolitik (anksiyete azaltıcı) ve anksiyojenik 

(anksiyeteyi arttırıcı) etkileri değerlendirebilmek için merkez ve kenar alanda geçirilen 

süre, merkez ve kenar alana giriş çıkış sayısı ve yüzdesi, tımarlanma süresi, şahlanma 

ve dışkılama sayısı incelenmiştir. Açık alan testinde merkeze giriş sayısı ve süresi hem 

anksiyolitik benzeri davranışlar hakkında bilgi verirken hem de hayvanların lokomotor 

aktiviteleri hakkında da bilgi verebilmektedir. Açık alan testinde anksiyete benzeri 

davranışların değerlendirilmesinde merkez veya kenar alanlara giriş-çıkış sayısı ve bu 

alanlarda geçirilen süre bulguları ana parametreler olarak kabul edilmektedir. 

Tımarlanma ve şahlanma aktiviteleri bulguları ise grupları kıyaslamada destekleyici 

parametreler olarak kulanılabilmektedir (146). Merkeze giriş sayısı ve merkez alanda 

geçirilen süre artarsa kullanılan molekülün hayvanlar üzerinde anksiyete azaltıcı tam 

tersi durumda ise anksiyeteyi arttırıcı bir molekül olabileceği kabul edilmektedir. Cd 

uygulanan tüm gruplarda merkez alanda geçirilen süre, kenarda geçirilen süre ve 
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merkez alanda geçirilen süre yüzde, kenara geçiş sayısı ve süresi birlikte 

değerlendirildiğinde kontrole göre Cd’nin anksiyete benzeri davranışları artırdığı 

yorumu yapılabilir. CAR’ın Cd ile birlikte olduğu gruplarda bu açıdan iyileşme 

olmadığı hatta genel olarak anksiyete benzeri etkileri artırdığı söylenebilir. Açık alan 

testi sonuçlarımıza göre Cd’nin toksik etkilerinden dolayı hayvanlarda lokomotor 

hareket kısıtlığına ve anksiyojenik benzeri hareketlerin artışına neden olabildiği, 

CAR’ın ise bu durumu geri çevirmede etkili olmadığı söylenebilir.  

Hayvanlarda anksiyetenin azaldığına dair bir parametre olarak 

değerlendirilen şahlanma sayısının Cd50 grubunda diğer Cd uygulanmayan gruplara 

göre daha az görülmesi Cd’ye bağlı anksiyete artışı olarak değerlendirilebilir. Cd50 ile 

karşılaştırıldığında Cd50+CAR20 grubunda anlamlı fark artış gözlenmesi bu 

parametre açısından CAR’ın kısmen koruyucu etkisine işaret etmektedir. 

Gruplar karşılaştırıldığında tımarlanma süresi bakımından Cd50’nin 

CAR40 mg/kg’a göre anlamlı derecede düşük gözlenmesi iki yönde 

değerlendirilebilir. Tımarlanma süresinin uzamasının kullanılan molekülün 

anksiyojenik etkisinin bir göstergesi olduğuna dair bir görüş varken diğer görüşe göre 

bu durum hayvanın motor aktivitesi hakkında bilgi verebildiğidir. Cd50 grubunda 

CAR40 mg/kg grubuna göre anlamlı oranda tımarlanma süresi azdır. Tımarlanma ve 

şahlanma sayısındaki azalma birbirinden zıt anksiyete göstergeleri olmakla birlikte her 

ikisinin de Cd 50’de azalması bu gözlemlerin daha çok lokomotor aktivite azalmasına 

bağlı olarak gerçekleştiğini düşündürmektedir. Cd’nin sıçanlara uygulandığı 

çalışmalarda da Cd’nin rotarod testle gösterildiği üzere hayvanların lokomotor 

aktivitesini azalttığı bilinmektedir (147).  

İnsanlarda Cd’ye bağlı depresif semptomların artan oksidatif stres, 

inflamasyon ve bozulmuş amino asit metabolizmasına bağlı olduğunu ortaya koyan 

çalışmalar gözönüne alındığında anksiyete benzeri davranışların artışında da yine bu 

anılan faktörlerin etkili olduğu düşünülebilir (148). 

Anksiyolitik benzeri davranışları değerlendirmede bir diğer önemli test olan 

yükseltilmiş artı labirent testinde açık kollara giriş sayısı, kapalı kollara giriş sayısı, 

açık kollara giriş yüzdesi, açık kollarda geçirilen süre, kapalı kollarda geçirilen süre 

ve açık kollarda geçirilen süre yüzdesi sıklıkla olarak değerlendirilmektedir (149). 
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Çalışmamızda gruplardan Cd50 ile Cd50+CAR40mg/kg karşılaştırıldığında kapalı 

kolda kalma süresi bakımından Cd’nin anlamlı derecede uzun olması Cd50’nin 

anksiyojenik etkisinin olduğu, CAR’ın yüksek doz (40mg/kg) oral uygulanmasının 

subakut dönemde Cd+CAR40 grubunda bu etkiyi düzeltici yönde olduğu şeklinde 

değerlendirilebilir. Yapılan davranış çalışmalarında da akut dönem intraperitonel 

uygulanan Cd gruplarında doza bağlı, anksiyete ve depresyon benzeri davranışlarda 

ayrıca oksidatif stres parametrelerinde artış gösterilmiştir (133). Çalışmamızda 

oksidatif stres parametrelerine bakılmamakla birlikte Cd’nin davranış parametrelerini 

değiştirmesinde KBB’ni kolay geçmesi (38) ve burada oksidatif strese neden 

olmasıyla (149) beraber davranış parametrelerinin olumsuz yönde etkilendiğine dair 

literatür verilerini destekleyen bulgular gözlendi. 

5.2.2.Barnes Labirenti 

Kontrol, CAR ve Cd uygulanan gruplarda doğru kadranda geçen süre, doğru 

kadranda geçen süre yüzdesi, hedefi bulana kadar geçen süre, doğru delikten önce 

bakılan yanlış delik sayısı ve doğru delikten sonra bakılan yanlış delik sayısı en çok 

irdelenen parametrelerdir (139).  

Test sonuçlarında Cd50 grubunda diğer CAR uygulanan veya Cd ile beraber 

CAR uygulanan gruplara göre doğru kadranda geçen süre ve süre yüzdesi daha az 

olmasına rağmen anlamlı farklılık tespit edilemedi. Barnes labirenti testinde Cd’nin 

nörotoksik etkisine bağlı olarak öğrenme bellek test sonuçlarını etkileme potansiyeli 

taşıdığı düşünülebilir ancak bu önermenin doğrulanması için daha çok hayvan ve/veya 

daha uzun maruziyet süreleri test edilebilir.  

Cd maruziyetinin sinir sistemi fonksiyonunu etkileyerek (150) anksiyete 

benzeri davranışlarda artışa, konsantrasyonda azalmaya, öğrenme güçlüğünün ortaya 

çıkmasına sebep olabileceği yapılan çalışmalarla gösterilmiştir (18). Çalışmamızın 

davranış bulguları birlikte değerlendirildiğinde Cd’nin sinir sistemi üzerinde olumsuz 

etkiye neden olduğuna dair literatür verilerini destekler niteliktedir. Bu kapsamda 

günümüzde çeşitli aromatik tıbbi bitkilerde bulunan etken maddeler çok sayıda 

nörotoksik ajanın etkilerinin önlenmesi amacıyla araştırılmaktadır (25). Çalışmamızın 

bu anlamda Cd nörotoksisitesine karşın CAR’ın incelenen parametreler dahilinde 

kısmen koruyucu etkisini gösterdiğini ve bu alana veri sağlandığını düşünmekteyiz. 
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Cd’nin hem anksiyete benzeri davranışlar hem öğrenme-bellek üzerindeki 

etkilerini gösteren çalışmalar bizim bulgularımızı desteklemektedir. Lamtai ve ark.  

kronik dönemde intraperitonel Cd uygulanmasında depresyon benzeri davranışların, 

erkeklerde tüm Cd dozlarında, dişilerde sadece 1 mg/kg Cd dozunda gözlenmiş 

olduğunu ve  daha düşük dozlarda anlamlı değişiklik gözlenmediğini belirtmişlerdir 

(18).  Anksiyojenik etkisi her iki cinsiyette de doza bağlı olarak 0,25 mg/kg'da 

başlamış ve 1 mg/kg dozunda maksimuma ulaşmıştır. Ayrıca çalışan hafıza, uzaysal 

öğrenme ve belleğin 1 mg/kg'da önemli ölçüde bozulduğu gösterilmiştir. Cd’nin 

hipokampustaki nitrik oksit ve lipid peroksidasyon seviyelerini her iki cinsiyete de 

arttırdığı, incelenen tüm parametrelerde değişikliklerin cinsiyete ve doza bağlı 

olabileceği ortaya konmuştur (18). Bizim çalışmamızda intraperitonel yerine oral 

gavaj uygulamasının seçilmiş olmasının nedeni intraperitonel uygulamada 

hayvanlarda Cd’ye bağlı organ yapışıklıklarının gözlenmiş olması, oral gavajda ise 

böyle bir durumun tespit edilmemiş olmasıdır.  Kamel ve ark.’nın yaptığı bir çalışmada 

gebe ratlara gebeliğin 7. gününden yavruyu sütten kesene kadarki süreçte içme 

sularına Cd katılmıştır. Annenin yüksek dozlarda Cd'ye maruziyetinin, yeni doğanların 

doğum ağırlıkların daha az olmasına, yavrularda bazı gelişimsel olaylarda gecikmenin 

yanı sıra anksiyete benzeri davranışların artışına neden olduğu gözlenmiştir. Ayrıca 

yavruların motor gelişiminde ve motor koordinasyonlarında Cd maruziyetine bağlı 

gerilik olduğu da gösterilmiştir (151).  

5.3. Lokomotor Aktivite Testi 

5.3.1. Rotarod Testi 

Rotarod testinde, gruplar arasında sıçanların rotarod çubuğu üzerinde kalma 

sürelerinin karşılaştırılması, Cd50 grubunda gözlenen motor aktivitedeki azalışın 

Cd’nin gerek beyindeki gerekse nöromüsküler etkileşimde rol oynayan yapılar 

üzerinde olumsuz etkide bulundu ve CAR’ın bu durumu tersine çevirici etkide yeterli 

olmadığı şeklinde değerlendirilebilir.  

Davranış parametreleri bir bütün olarak değerlendirildiğinde CAR’ın Cd 

toksisitesine bağlı anksiyete, öğrenme ve lokomotor aktivite testlerinde Cd’ye karşı 

koruyucu etkide bulunmadığı söylenebilir. Cd’ye karşı denenen bazı fitokimyasalların 

koruyuculuğu kurkumin (130), melatonin (152) ve kersetin (153) gibi etken 
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maddelerin davranış parametreleri üzerinden gösterilmiştir. Cd gibi diğer çevre 

kirleticilerin toksisitesine karşı fitokimyasalların koruyucu etkilerini gösteren 

çalışmalar gün geçtikçe artmakta ve bu alandaki veri birikimi derinleşmektedir (154, 

155). CAR’ın farklı süre ve dozlarda denenmesi Cd’ye karşı beklenen etkilerin 

çıkmasına imkan verebilir. 

 

5.4. Metabolomiks 

Literatürde Cd eklenmesi sonucu metabolomiks daha çok idrar, beyin, 

karaciğer dokularında bakılmış olup plazma örnekleri az sayıda çalışmada 

araştırılmıştır. Bizim çalışmamızda ise plazmadan alınan örneklerle özellikle primer 

ve sekonder metabolitleri tespit etmek üzere GC-MS ve LC-qTOF-MS yöntemleri 

kullanıldı.  

Fitokimyasalların Cd gibi ağır metallerin toksisitesi üzerine etkilerini gösteren 

az sayıda çalışma bulunmakla beraber Cd üzerine CAR’ın kullanımında metabolitlerin 

nasıl değiştiğiyle ilgili bilgi bulunmamaktadır. Çalışmamızda Cd ve CAR’ın tek 

başına değiştirdiği metabolitler araştırıldı. Buna ek olarak CAR’ın Cd maruziyetinde 

etkisi olup olmadığı incelendi. 

PCA ve PLS-DA analizlerinde grupların tam ayrışması sonrasında yapılan ikili 

karşılaştırmalar ve MSEA analizleri Cd’nin ve CAR’ın farklı metabolomik yolaklar 

üzerindeki etkilerini gösterdi.  

Cd maruziyetinden önemli ölçüde etkilenen yolaklardan bir tanesi 

mitokondride bulunan elektron taşıma zinciridir (156, 157). Cd, taşıma zincirinde yer 

alan membran enzimlerini-proteinlerini etkilemektedir (158). Ayrıca Cd bu 

mekanizmaya destek olarak sistemde bulunan antioksidan enzimleri ve maddeleri 

(glutatyon gibi) olumsuz etkilemektedir (158). 

Proglutamik asitin oksidatif stres gibi nedenlerle GSH’ın azaldığı durumlarda 

artan bir molekül olduğu bilinmektedir. GSH hücrelerdeki antioksidan savunma 

sisteminin en önemli moleküllerden biridir. Bu molekülün Cd50 ile kontrole göre 

anlamlı düzeyde azalmış olması hücrelerde Cd’ye bağlı oksidatif stresin bir göstergesi 

olarak değerlendirilebilir (159).  
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Elektron taşıma sisteminin bileşenlerinin ve mitokondrideki oksidatif stresin 

bir bütün olarak değerlendirilmesi sonrasında organizmada bir enerji yetersizliğinden 

bahsedebiliriz. Cd 50 grubundaki hayvanlarda gözlemlediğimiz lokomotor aktivite 

kaybı bu açıdan değerlendirilebilir. Sıçanlarda Cd’ye uzun süre maruziyet sonrasında 

oksidatif stresin yanı sıra aminoasit, enerji, lipid ve pürin metabolizmasının bozulan 

metabolik yolaklar olduğu savunulmaktadır (157).  

Yapılan çalışmalarda Cd maruziyetinde bizim bulgularımızla uyumlu olarak 

enerji ve amino asit metabolizması, fosfolipid membranlar ve serbest yağ asitleri ile 

ilgili önemli metabolik değişiklikler tespit edilmiştir (160, 161). Metabolomiks 

çalışmalarında azaldığı gösterilen valin ve treonin bizim bulgularımızda da Cd50 ve 

Cd50+CAR40 grubunda kontrole göre azaldı. Diğer çalışmalarla uyumlu olarak Cd 

gruplarında linoleik, oleik, araşidonik, palmitik veya laurik gibi çeşitli serbest yağ 

asitlerinin seviyelerinde artış gözlendi. Bu yağ asitlerinin seviyelerindeki artış, plazma 

zarlarını bütünleştiren fosfolipidlerin bozunma ürünleri gibi, Cd'nin metal toksisitesi 

tarafından indüklenen bir hücresel apoptoz süreci hipotezini desteklemektedir (161, 

162). Böbrek hasarına neden olabilecek önemli bir molekül olarak kabul edilen 

doymamış yağ asitlerinden palmitik asidin Cd ile arttığı gösterilmiştir (163). Yüksek 

kan Cd seviyelerinin doymamış yağ asidi biyosentezini etkilediği bilinmektedir (148). 

Bizim çalışmamızda da Cd50 uygulanan gruplarımızda palmitik asit artış gösterdi. 

Yine doymamış yağ asidi metabolizmasındaki lineolik asidin bir türevi olan linoleoyl 

etanolamid ve linoleik asidin (18:2) azaldığı, araşidonik asidin (20:4) arttığı 

çalışmamızda gösterilmiş olup literatürle uyumludur (164, 165). Cd’nin membranlar 

üzerindeki etkisiyle eritrosit membranlarında yağ asidi peroksidasyonunun arttığı 

bilinmektedir. Linoleik asit Cd etkisiyle araşidonik aside yıkılmaktadır (164). Liu ve 

diğ. kan Cd düzeylerinin artışıyla kan proglutamik asit, palmitik asit ve stearik asidin 

arttığını, buna karşın nikotinamid, tirozin ve levodopanın azaldığını göstermişlerdir. 

Anılan araştırıcılar Cd’ye bağlı metabolizması bozulan yolakları şu şekilde 

sıralamışlardır; tirozin, arjinin, prolin, Vit B6, niasin, nikotinamid, doymamış yağ asidi 

sentezi, glutatyon ve primidin metabolizması (148). Çalışmamızdan elde edilen 

bulgularda Cd maruziyetinde digliserit ve trigliserit seviyelerinin arttığı gösterildi. 

Lipid seviyelerindeki artışın, Cd toksitesinin etkisindeki sıçanlarda hücre apoptozuna 

bağlı olabildiği savunulmaktadır  (166).  
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CAR’ın lipofilik özelliği nedeniyle membran lipitleri ile etkileşime geçtiği ve 

özellikle deneysel modellerde membran stabilizasyonunu etkilediği bilinmektedir 

(167). MSEA analizi, kontrol ve CAR40 karşılaştırmasında fosfatidiletanolamin 

biyosentezinde anlamlı bir değişime işaret etmektedir. Fosfatidiletanolaminler 

hücrelerde yaygın olarak bulunan ve tüm fosfolipitlerin %25'ini oluşturan bir hücre 

zar lipitidir. Bu lipitlerin yağ açısından daha zengin olan sinir dokusu gibi yapılarda 

bulunma sıklığı daha yüksektir. Hücre bölünmesinden membran işlevine pek çok 

görevleri vardır (168). CAR40 grubunda fosfatidiletanolamin artışı CAR 

uygulamasının membran lipitlerine de güçlü bir etkide bulunduğunu 

düşündürmektedir.  

Diğer taraftan membran lipitleri üzerine Cd’nin de etkisi bulunmaktadır. 

Cd’nin hücre membran lipitlerine bağlandığı ve onları daha rijit hale getirdiği 

bilinmektedir. Cd’nin vücutta emilimi sonrasında potansiyel hedeflerinden birisi 

eritrositlerin membranıdır. Cd’ye bağlı olarak MSEA analizinde artışı gözlenen 

fosfatidil inositol fosfat metabolizması da bu bağlamda düşünülebilir. Cd’ye bağlı 

membran fosfolipidlerinin yıkımı literatürde gösterilmiştir (169).  

Cd amino asit metabolizmasını da etkilemektedir. Çalışma sonuçlarımız amino 

asit metabolizmasına ait farklı metabolitlerin de Cd maruziyeti sonrasında değiştiğini 

göstermektedir (metionin, betain, amonyak döngüsü, tiamin gibi). Literatür çalışmaları 

daha çok idrar örneklerinde çalışılmış olsa da Cd’ye bağlı metabolik değişiklikler 

hakkında fikir vermektedir. Cd’ye maruz kalan Sprague Dawley sıçanlarda valin, 

lösin, izolösinin arttığı, fenilalanin, tirozin ve taurinin azaldığı yani Cd’nin amino asit 

metabolizması üzerinde güçlü bir etkide bulunduğu gösterilmiştir (162). Japonya’da 

insan plazma ve idrar örnekleri üzerinde yapılan bir çalışmada idrar Cd miktarının 

artışıyla alanin, kreatinin, izolösinin azaldığı ve plazma metabolitlerinden de altı 

katyon ve bir anyonun arttığı tespit edilmiştir. Araştırıcılar bu metabolitleri 

mitokondriyel disfonksiyonla ilişkilendirmişlerdir. Anılan çalışmada plazmada azalan 

bu üç aminoasidin glomerüler hasar ve hiperfiltrasyon için belirteç olduğu ifade 

edilmektedir. Cd maruziyeti her ne kadar tübüler hasarla ilişkilendirilmiş olsa da erken 

dönem düşük doz maruziyetin glomerülerde etkide bulunarak hasar oluşturduğunu 

göstermeleri plazma ve idrar metabolitlerinin glomerül hasarının gösterilmesinde 

önemli bir belirteç olarak kullanılabilir  (170). Literatürdeki Cd üzerine yapılan diğer 
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çalışmalar özellikle idrar örnekleri üzerine odaklanmakla birlikte hepsindeki genel 

örüntü amino asit metabolizmasının belirgin şekilde etkilendiği yönündedir (171). 

Benzer durumlar sadece kemirgenlerde değil, Rhesus maymunu gibi gelişmiş 

memelilerde de gösterilmiştir (172).  

Çalışma sonuçlarımız Cd maruziyetine bağlı olarak metilhistidin yolağında 

artış olduğunu göstermektedir. Cd, nikel ve kobalt gibi ağır metallerin bazı amino 

asitlerin (metil veya benzil) histidin gruplarına bağlandıkları bilinmektedir (173). 

Metilhistidin fazla protein tüketimi ya da protein katabolizmasının artışı ile 

ilişkilendirilmektedir.  Metilhistidin’in endojen kaynağı sadece kas hücreleridir. Bu 

molekül miyozin ve aktin metillendiğinde üretilir, iskelet kas proteinlerinin 

parçalanması sonucu kanda ve idrarda oldukça yüksek çıkmaktadır (174). 

Metilhistidin protein sentezi için geri dönüştürülmez, bu da onu ideal bir idrar 

biyobelirteçi haline getirir (174). Kas hücreleri içinde aktin filamentinin 

histidinlerinden birinin metilasyonu sonucunda oluşur. Kanda ve idrarda kas yıkımının 

bir sonucu olarak görülebilmekte ve literatürdeki makalelerde belirtildiği üzere 

sarkopeni ve kas kaybının bir belirteci olarak kullanabilmektedir (175). Bizim 

çalışmamızda da Cd grubunun kontrol grubuyla karşılaştırıldığı MSEA analizinde, 

sıralanan tüm metabolitler içinde en fazla değişim gösterenin metilhistidin 

metabolizma yolağı olduğu tespit edildi. Cd verilen hayvanların ağırlık kaybı, rotarod 

testindeki yürüme başarısızlıkları, genel olarak tüm davranış testlerindeki 

hareketsizlikleri, MSEA analizi ile birlikte değerlendirildiğinde Cd’ye bağlı kas 

yıkımıyla ilişkili olduğu sonucu çıkartılabilir. Bunlara ek olarak Cd’nin trikarboksilik 

asit döngüsü ile ilişkili metabolitleri etkilemesi ve mitokondriyel işlev bozukluklarına 

sebep olması rotaroddaki başarısızlığın bir başka sebebi olabilir (170). Cd 

metilhistidin metabolizmasını belirgin bir şekilde etkilerken Cd+CAR40 grubunun 

kontrol grubu ile karşılaştırıldığı MSEA analizinde metilhistidin gözlenmedi. Diğer 

taraftan Cd50+CAR20 ve Cd50+CAR40’ta da gerek ağırlık alımının anlamlı ölçüde 

azalması gerekse rotarod yürüme başarısının bu iki grupta da anlamlı olmamakla 

birlikte kontrole göre düşük gözlenmesi Cd’nin bu gruplarda da kaslar üzerinde 

olumsuz etkide bulunduğunu ancak bu düzeyin metabolomiks MSEA analizinde 

gözlenecek düzeyde olmadığına işaret edebilir. 
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Cd’nin safra oluşumunu olumsuz yönde etkileyerek sıçan karaciğerinde hasara 

neden olduğu bilinmektedir. Kandaki safra asitleri Cd’ye bağlı karaciğer hasarının 

belirteçleri olarak değerlendirilmektedir (176). Söz konusu çalışmada 

glikorsodeoksikolik asit, glikolitokolik asit, taurolitokolik asit, ve taurodeoksikolat 

asitlerinin biyobelirteç olarak kullanılabileceği söylenmiştir ve bu asitlerin artışıyla 

kolestasiz ile karaciğer hasarının oluştuğu söylenmektedir (176). Bizim çalışmamızda 

da kontrol-Cd50 karşılaştırılmasında taurikolik asit ve taurodeoksikolik asidin Cd50 

grubunda artması bu durumu destekler bir bulgudur.  

Çalışmamızdaki metabolit seti zenginleştirme analizinde Cd50 ile 

Cd50+CAR40 grubu karşılaştırıldığında androsten metabolizması ve estron 

metabolizmasının iki grup arasında anlamlı olarak farklı olduğu görüldü. Cd steroid 

hormon sentez yolağını etkilediği için Cd’ye bağlı endokrin bozucu etkilerinde bu 

metabolitler belirteç olarak değerlendirilmektedir (157).  

Vücutta uzun süre kalan ve pek çok dokuda önemli hasarlara neden olan Cd’nin 

etkilerinin azaltılması için çeşitli fitokimyasallar denenmektedir. Sıçanlara Cd ye karşı 

kersetinin koruyucu etkisinin araştırıldığı bir çalışmada metabolomiks ile incelenen 

parametrelerde kersetinin antioksidan savunma sistemini arttırarak ve lipid, amino 

asit, pürin metabolizmasını düzenleyerek koruyucu etkide bulunduğu gösterilmiştir. 

Bu makaledeki böbrek, plazma ve idrar metabolomiks sonuçları, lipit ve aminoasit 

metabolizmalarının Cd’ye bağlı olarak olumsuz etkilendiğini göstermektedir (177).  

Dünya nüfusunun yaklaşık %10’unun düşük doz Cd maruziyeti riski altında 

olduğu düşünüldüğünde Cd maruziyetini azaltma ve patofizyolojik etkilerini 

azaltmakta etken maddelerin bulunması günümüzde olduğu kadar gelecekte de önemli 

bir araştırma konusu olacaktır (157). 

Cd uygulanmasından dolayı değişen metabolitler hem davranış 

parametrelerinin kötüye gitmesinde hem de biyokimyasal sonuçların değişmesinde 

etkili olmuş olabilirler.  
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5.5. Histopatoloji sonuçları  

Cd toksitesinin karaciğer ve böbrek dokularında neden olduğu morfolojik 

değişiklikler histopatolojik yöntemlerle gözlendi ve kalitatif olarak gösterildi. 

Hemotoksilen eozin ile karaciğer hücrelerin boyanması sonucunda Cd50 grubunda 

dokuda patolojik değişikliklerin olduğu, diğer gruplardan farklı bir morfolojiye sahip 

olduğu kalitatif olarak gösterildi. Çalışmamız sonucunda Cd50 mg/kg dozunda 

karaciğerde patolojik süreçlerin başladığını, dokunun içerisinde lökositlerin 

infiltrasyonunu ve çekirdeğin bozulmaya başladığını tespit ettik. Cd50’nin dokuda 

neden olduğu inflamasyon ve oksidatif stres söz konusu morfolojik değişikliklerin 

nedeni olabilir. 

Cd50 + CAR20 grubu ve Cd50 + CAR40 grubunda ise karaciğer dokusunun 

normal morfolojik yapıda olması, CAR’ın her iki dozunun da Cd’ye karşı karaciğer 

üzerinde koruyucu etkileri olabileceğini göstermektedir. 

Çalışmamızdaki böbrek morfolojisi incelemelerinde Cd50+CAR40 grubunda, 

glomerüllerde dilatasyon ve Bowman boşluğunun daralmasının çok daha az olduğu, 

bu nedenle normal böbrek yapısına daha benzer bir durum gözlenmesinin CAR’ın 

koruyucu etkisine dair bir işaret olarak değerlendirilebilir. Cd’ye bağlı daralma 

durumu böbreklerin Bowman boşluğuna doğru plazmanın infiltrasyonunu olumsuz 

etkileyebilir. CAR’ın her iki dozunun da Cd’nin böbrekteki patolojisine karşı kısmen 

koruyucu etki gösterdiği iddia edilebilir. 

Cd’nin emilimi sonrasındaki hedefleri arasında böbrek ve karaciğer hücreleri 

de bulunmaktadır. Bu hücrelerde Cd’nin birikim yaptığı da bilinmektedir (178). Cd'nin 

vücuttan atılması için uzun bir süreye gereksinim olması nedeniyle insan sağlığını 

uzun süre tehdit etmektedir (179).  

Cd’nin özellikle kemiklerde ve böbreklerde ciddi miktarlarda birikmesinin 

histolojik sonuçları bilinmektedir (180, 181). Cd'nin birçok mekanizmayla böbrek 

epiteline girdiği, özellikle sülfhidril içeren proteinlere bağlandığı ve böbreklerde de bu 

bağlanmayla beraber nefropatiye neden olduğu gösterilmiştir (182). Bizim 

bulgularımız da böbreklerdeki epitel yapının bozulduğunu gösterdi. 

Bizim çalışmamız önceki çalışmalardaki Cd maruziyetiyle oluşan histopatoloji 

sonuçlarıyla uyumludur. Yapılan bir araştırmada Cd kaynaklı glomerüllerde yapısal 
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değişiklikler olduğu, mezangial matriksin ve glomerüllerde boşlukların genişleyerek 

şiştiği tespit edilmiştir (183). Cd maruziyetinin sıçanlarda tübüler disfonksiyona ve 

çekirdek membran hasarına neden olduğu gösterilmiştir (180). Cd'ye bağlı kronik 

toksisite sonucunda proksimal tübüler disfonksiyonun ortaya çıktığı bilinmektedir 

(184). Bunlara ek olarak çalışmamızda çekirdeklerin asidofilik boyanması Cd’ye bağlı 

hasarın sadece membran düzeyinde kalmadığı ve sitoplazmanın da etkilendiğini 

düşündürmektedir. 

Yapılan bir çalışmada devedikeni bitkisinin bir türünden elde edilen silimarin 

Cd uygulanan sıçanlara verilmiştir. Bir fitokimyasal olan silimarin ekstresinin böbrek 

dokusunda gelişen patolojiyi düzelttiği, böbreklerde Cd seviyesini azalttığı ve böbrek 

DNA fragmantasyonunu düzelttiği gösterilmiştir (185). Tam olarak mekanizma 

bilinmemekle birlikte fenolik bileşiklerin Cd toksitesine karşı koruyucu olduğu 

savunulmaktadır.  

Cd’nin hasar verdiği organlardan birtanesi de karaciğerdir ve karaciğer 

hücrelerinde apoptoz yaptığı gösterilmiştir (186). Yapılan bir çalışmada da CAR’ın 

Cd üzerine antiapoptotik ve antiinflamatuar etkileri gösterilmiştir (6). Bizim 

çalışmamız da CAR’ın Cd’ye karşı karaciğer ve böbrekte koruyucu etkisini 

desteklemektedir.  

 Karaciğerde Cd’ye bağlı inflamatuar değişimler, portal alanda fibroz 

hiperplazi ve farklı düzeylerde ödem gözlenmiştir (176). Arsenik ve Cd gibi ağır 

metallerin karaciğer yağlanması steatoz ve kan hücrelerinin Disse aralığına 

infiltrasyonu ayrıca Cd’ye bağlı olarak sinozoidlerde kalınlaşma meydana geldiği 

bilinmektedir (169). Bizim bulgularımız da Cd’ye bağlı karaciğer hücrelerinde farklı 

hassarların oluştuğu ve CAR’ın her iki dozunun da histopatolojik olarak koruyucu 

etkide bulunduğunu ortaya koymaktadır.  

 Cd’nin dokulara olan zararlı etkisi sadece bu dokularla sınırlı değildir. İçme 

suyu ile verilen Cd’nin farelerde akciğer hasarına neden olduğu gösterilmiştir (187). 

5.6. Plazmada Bulunan Elementlerin Değerlendirilmesi 

Çalışmada ICP-OES yöntemi kullanılarak sıçanlardan alınan plazmadaki 

elementler karşılaştırıldığında Cd50 grubunda kontrole göre Cd birikimi açısından 

fark gözlenmemesi plazma örnek sayısının az olmasından kaynaklanıyor olabilir. 
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Standart yem ve musluk suyu ile ad libitum beslenen hayvanlarda düşük de olsa bir 

Cd maruziyeti bulunuduğu ileri çalışmalarla değerlendirilebilir. Cd50+CAR40 

grubuyla CAR20 grubu, ayrıca Cd50+CAR20 grubuyla CAR40 grubu arasında 

anlamlı bir fark gözlenmiş olması bizim deney modelimizde uygulanan gibi yüksek 

doz bir Cd maruziyeti olmadığı durumda CAR’ın her iki dozunun da vücuttan Cd 

atılımı ile ilgili bir etkide bulunduğu iddia edilebilir.  

Huyut ve Arihan, herhangi bir ağır metal maruziyeti olmadan aralıklı açlık 

uygulamasının sıçanlarda kan kurşun değerini düşürdüğünü buna karşın Zn değerini 

artırdığını göstermişlerdir (188). Bu tür çalışmaların işaret ettiği durum, bazı 

uygulamaların hayvanların besin ve suyla maruz kaldığı çevresel kirleticilerin 

vücuttan atılımını artırabileceğidir. CAR da hayvanların pellet yem ile aldıkları Cd’nin 

atılımını hızlandırmış olabilir. Diğer taraftan en yüksek Cd ortanca değerinin 

Cd50+CAR40 grubunda gözlenmesi bu iddiayı zayıflatmaktadır. Bu konuyla ilgili 

farklı doz ve sürelerin denendiği çalışmalara ihtiyaç bulunmaktadır.  

Plazma Zn miktarının Cd grubunda kontrol ve CAR gruplarına göre daha az 

gözlenmesi ve azalmanın sadece CAR20’ye göre anlamlı olması, Cd’ye bağlı olarak 

diğer elementlerin emilimindeki bozulmalarla ilişkili olabilir (189). Pek çok enzimin 

bileşeni olan Zn elementinin Cd maruziyetiyle düşüyor olması Cd’nin dikkate alınması 

gereken bir başka toksisitesine işaret etmektedir. 

 

5.7. Serum Biyokimyasal Parametrelerin Değerlendirilmesi 

Ürenin Cd50 grubunda kontrole göre hafif bir artış gösterirken Cd’nin CAR ile 

beraber uygulandığı durumda bu artışın anlamlı hale gelmesi ikisinin beraber 

kullanımında böbrek fonksiyonlarının daha da kötüye gittiğini göstermektedir.  

ALT miktarının, Cd’nin CAR ile beraber uygulandığı gruplarda anlamlı olarak 

artması karaciğerin hasara uğradığının bir göstergesidir. CD50+CAR20 ve 

Cd50+CAR40 gruplarındaki metabolomiks MSEA sonuçlarındaki amonyak 

döngüsündeki artış karaciğerdeki bu hasar bulgusunu desteklemektedir.  

Serum kortizol düzeylerinde Cd50+CAR40 grubundaki, kontrol ve CAR 

uygulanan gruplara göre anlamlı artış davranış testlerindeki anksiyete benzeri 
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davranışlardaki artışı da açıklamakta biyokimyasal bir destek olarak 

değerlendirilebilir.  
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6. SONUÇLAR VE ÖNERİLER 

1) Cd kilo kazanımını ve lokomotor aktiviteyi azaltırken CAR bu azalışı 

önlemede etkili olmadı. 

2) Cd anksiyete benzeri davranışa neden olurken CAR bu etkiyi zayıflatamadı.  

3) Cd böbrek ve karaciğerde histopatolojik bir hasara neden olurken CAR bunu 

özellikle karaciğerde kısmen önleyici etkide bulundu. CAR, böbrek üzerinde 

Cd’ye karşı koruyucu etki gösterdiği histopatolojik olarak kalitatif yöntemle 

gösterilmiştir. 

4) Cd, metabolomik analizde metilhistidin ile görülebildiği üzere kas kaybına 

neden oldu. CAR kullanımı ile metilhistidin yolağının değişmemesi CAR’ın 

bu açıdan yeterli koruyuculuk göstermediğine işaret etmektedir. 

5) Metabolomik analizde kontrol ile Cd50+CAR40 grubu arasındaki koruyucu 

yolaklarda değişim görülmedi.  

6) Cd+CAR gruplarında plazma zarlarını bütünleştiren fosfolipidlerin bozunma 

ürünleri olan metabolit yolağı arttı. Bu durum, Cd tarafından indüklenen bir 

hücresel apoptoz süreci hipotezini desteklemektedir 

7) Cd’nin plazmadaki birikiminin kontrole göre CAR40 mg/kg’da anlamlı olarak 

daha az olması Cd’nin çevresel faktörlerle düşük düzeyde maruziyeti söz 

konusu olduğunda CAR’ın plazmada düşürücü etkisi olabileceğini 

düşündürdü. Diğer taraftan CAR’ın Cd ile birlikte uygulandığı deney 

protokolümüzde, plazmadaki Cd miktarının daha da arttığı görüldü.  

8) Serum ALT, AST, Üre, Kreatinin değerlerine göre CAR’ın Cd’ye bağlı hasarı 

biyokimyasal parametreler açısından düzeltemediği, hatta daha da yükselttiği 

söylenebilir. 

9) Cd uygulanmasından dolayı değişen metabolitler hem davranış 

parametrelerinin kötüye gitmesinde hem de biyokimyasal sonuçların 

değişmesinde etkili olmuş olabilir. 

10) Kontrol Cd50 karşılaştırmasında değişen metabolomik yolaklardan biri olan 

metilhistidin yolağı Cd50’nin Car ile beraber uygulandığı yolakta çıkmamaştır 
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11)  Çalışmamızda Cd’nin, toksik etkisine bağlı olarak davranış dahil birçok 

histolojik, kimyasal ve metabolit değişimlerine neden olabildiği ve Cd’nin 

CAR ile bearber uygulanmasında CAR’ın koruyucu etkisinin olmadığı tespit 

edildi.  

ÖNERİLER :  

1) Cd ve CAR maruziyetinin farklı doz ve sürelerde denenmesi histopatoloji ve 

serum biyokimyasında gözlenen zıt durumları aydınlatabilir. 

2) Metabolomik parametrelerin biyoinformatik tarzı detaylı yaklaşımları Cd, 

CAR ve birlikte uygulanmalarının etkilerini daha detaylı şekilde ortaya 

koyabilir. 

3) Cd+CAR’ın neden olduğu etkilere bütüncül bakıldığında yüksek düzeyde Cd 

maruziyeti olan insanların CAR kullanımında dikkatli olması tavsiye 

edilebilir. 

4) Cd’nin beyindeki birikimine bakılması önemlidir. Sıçan standart yemi olan 

pellettlerdeki Cd birikime bakılması da kontrol grubu plazmasında gözlenen Cd 

miktarını açıklayabilir.  
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