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Sıçan (Wistar albino) merkezi sinir sisteminde kadmiyum sülfatla (CdSO4) birlikte 
verilen nitrik oksit sentaz (NOS) inhibitörlerinin toplam lipid ve protein miktarlarına 
etkisi                                                                     

Effect of NOS inhibitors applied with cadmium sulphate on total lipid and protein quantities in central nervous system of rat 
(Wistar albino)
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Sıçanlarda (Wistar albino) somatomotor kortekse kadmiyum sülfat (CdSO4) verildikten 
sonra spesifik Nitrik Oksit Sentaz (iNOS) enzim inhibitörü olan Aminoguanidin (AG) 
ve NO öncüsü olan L-Arjinin (L-Arg)’in beyin ve beyincikteki toplam lipid ve protein 
miktarlarına etkisini tespit etmek üzere, sunulan çalışma planlandı. Bu amaçla, saf, kont-
rol, kadmiyum, kadmiyum+L-Arg ve kadmiyum+AG olmak üzere 7’şer sıçandan olu-
şan 5 grup oluşturuldu. Kadmiyum grubu sıçanlara 0,0021 mg/kg CdSO4 sol hemisfere 
(bregmanın lateraline) intrakortikal yoldan enjekte edildi. Kontrol grubuna aynı hacimde 
serum fizyolojik verildi. Kadmiyum+AG grubuna günde iki kez olmak üzere 100 mg/
kg AG 15 gün süreyle intraperitoneal yoldan verildi. Kadmiyum+L-Arjinin grubuna da 
günde iki kez olmak üzere 1000 mg/kg L-Arjinin 15 gün süreyle intraperitoneal yoldan 
verildi. Saf grup ise hiçbir işleme tabi tutulmadı ve hiçbir madde verilmedi. 
Elde edilen sonuçlar, çalışılan diğer gruplara göre kadmiyumun toplam lipid ve protein 
miktarlarını düşürdüğünü ve toksik etkiye sahip olduğunu göstermektedir. Ayrıca, su-
nulan çalışma ile sıçanda kadmiyumun bu nörotoksik etkisinin, spesifik NOS inhibitörü 
olan AG tarafından azaltıldığına dair sonuçlar yeni bulgulardır. L-Arjininin kadmiyum-
dan kaynaklanan toplam lipid ve protein miktarlarındaki azalmayı arttırdığını ve bu nöro-
toksik etkide NO’nun da rol aldığını, elde ettiğimiz bulgular göstermektedir. 
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ABSTRACT

The present study was designed to assess the effects of  a specific NOS inhibitor amin-
oguanidine (AG) and a NO precursor L-Arginine (L-Arg) on the total lipid and protein 
quantities in brain and cerebellum of Wistar albino rats after CdSO4 injection into the 
somatomotor cortices. For this purpose 5 groups of rats, each containing 7 animals were 
formed as non-operated, control, cadmium, Cd+L-Arg and Cd+AG respectively. Rats in 
cadmium groups received 0.0021 mg/kg intracortical Cd injection in the left hemisphere, 
lateral to Bregma. Control group received the same volume of saline. Cd+AG group 
received i.p AG injections for 15 days after the intracortical Cd injections twice a day in 
100 mg/kg doses, respectively. Cd+L-Arg group received i.p L-Arg injections for 15 days 
after the intracortical Cd injections twice a day in 1000 mg/kg doses, respectively, too.
Non-operated group received neither any treatment nor any operation.
In conclusion, it was determined that CdSO4 lowers the total lipid and protein quantities, 
and affects the rats toxically when compared to other groups. In addition, our results are 
new findings suggesting that the toxic effect of CdSO4 was decreased by spesific NOS 
inhibitor AG in rat. L-Arg also appeared to augment this toxic effect of CdSO4.
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 1. Giriş
 Çevre kirliliğine neden olan kimyasal kirleticiler, hüc-
resel gelişim üzerine uzun süreli bir etkiye sahiptir (Köse, 
2005). Nörotoksik maddeler arasında metallerin yeri ayrı bir 
önem taşımaktadır. Çünkü, beyin korteksine verildiklerinde 
uzun süre parçalanmadıklarından, lokal olarak enjeksiyon 
alanında kalmakta ve etki süreleri daha da uzun olmaktadır 
(Tan, 2003). 
 Kadmiyum, hiçbir biyolojik yararı olmayan fakat insanlar 
ve hayvanlar için yüksek derecede toksik etkiye sahip ve git-
tikçe artış gösteren endüstriyel çevre kirleticilerinin başında 
gelmektedir. Çeşitli endüstriyel faaliyetler sonucu yiyecekle-
rine kurşun ve kadmiyum bulaşan büyükbaş hayvanların kan-
larındaki kurşun ve kadmiyum seviyelerinde artışlar olduğu 
ifade edilmiştir (Swarup ve ark., 2007).
 Kadmiyum insanlarda güçlü bir kanserojen etkiye sahip 
olup, kanser patogenezine neden olan birçok faktöre bağ-
lı olarak böbrek, pankreas, prostat ve akciğer kanserlerine 
neden olabilir (Waisberg, 2003). Kadmiyum karakteristik 
akciğer kanserojeni olmasından dolayı Amerika’da ulusal 
toksikoloji programı çerçevesinde uluslararası kanser araştır-
maları kurumu tarafından birinci derecede insan kanserojeni 
olarak sınıflandırılmıştır (Waisberg, 2003).
 Kadmiyum oksidatif strese neden olmaktadır, fakat bu-
nun neden olduğu oksidatif stres mekanizması tam olarak ay-
dınlatılamamıştır. Kadmiyum her ne kadar serbest radikalle-
rin ortaya çıkışına doğrudan sebep olmasa da bazı enzimlerin 
antioksidan aktivitelerindeki değişiklikler ile dokularda lipit 
peroksidasyonuna neden olur (Patrick, 2003; El-Demerdash 
ve ark., 2004; Antonio ve ark., 2003; Carageorgiou ve ark., 
2004). Ayrıca insanlar ve hayvanlarda çeşitli patolojik durum-
ların başlaması ve DNA, protein ve lipitlerin oksidatif bozul-
masıyla sonuçlanan serbest radikal üretimini uyardığını gös-
teren çalışmalar mevcuttur (Manca ve ark., 1991; Sarkar ve 
ark., 1997; Zhang ve ark., 2009). Serbest radikal üretiminde 
rol oynayan kadmiyum, çeşitli stoplazmik ve membran pro-
teinlerin yapısında (ferritrin, apoferritrin gibi) bulunan demir 
ve bakır ile yer değiştirebilir, bu nedenle Fenton reaksiyonları 
ile oksidatif reaksiyon zincirine katılabilir (Casalino, 1997).
 Mendez-Armenta ve ark., (2003) beş gün boyunca intra-
peritonal olarak kadmiyum verilen (1 mg/kg/gün) sıçanlarda, 
beynin pariyetal korteks, striatum ve serebellum bölgelerin-
deki lipit peroksidasyonunda önemli derecede artış olduğunu 
belirtmişlerdir. Ayrıca erkek sıçanların hipotalamus, striatum 
ve prefrontal korteks gibi farklı beyin bölgelerinde kadmi-
yumun amino asit metabolizması üzerine farklı etkiler oluş-
turduğunu gösteren bulgular mevcuttur (Lafuente ve ark., 
2001).
 Son yıllarda artan atmosferik kirlilikle birlikte dikkati 
çeken bir diğer bileşik de Nitrik Oksit (NO)' tir. Bir serbest 
radikal olan NO (azot monoksit), azotun birçok oksitinden 
biridir. Özellikle 1987 yılından sonra NO ile ilgili 40,000 den 
fazla yayın yapılmış, 1992 yılında Science dergisi NO’yu yı-
lın molekülü seçmiştir. İlerleyen yıllarda NO’nun hem hüc-
resel hem de bütün vücuda ait fizyolojik olaylarda, ayrıca 
inflamasyon ve uzun süreli dejeneratif hastalıklar gibi çoğu 
hastalığın patolojisinde önemli roller üstlendiği anlaşılmıştır 
(Bruckdorfer, 2005). Kadmiyum toksik etkisini mitokondrial 
membran potansiyelini azaltarak ve reaktif oksijen türlerinin 
üretimini artırarak gösterir. NO sentezinin engellenmesi du-
rumunda kadmiyumun mitokondrial membran potansiyelini 

azaltıcı etkisinde artış gözlenmiştir. NO’nun düzenleyici rol 
oynadığı sistemlerde, Kadmiyum Sülfat’ın meydana getirdiği 
toksik etki, mitokondriyi oksidatif stresten koruyarak NO ta-
rafından azaltılır (Poliandri ve ark., 2004) .
 NO ile yapılan bir diğer çalışmada, serebellumda Kadmi-
yum Sülfat nörotoksisitesinin oldukça etkili olduğu, spesifik 
Nitrik Oksit Sentaz (NOS) enzim inhibitörü olan Aminogua-
nidin (AG)’in sıçan serebellumunda Kadmiyum Sülfat nöro-
toksisitesinden kaynaklanan hücre ölümlerinde tedavi edici 
bir rol oynadığı, non-spesifik ya da Kompetetif NOS enzim 
inhibitörü olan L-Arginin’in ise Kadmiyum Sülfat nörotok-
sisitesinden kaynaklanan hücre ölümlerini daha da artırdığı 
stereolojik yöntemle tesbit edilmiştir (Tan, 2003).
 Yapılan literatür taramaları sonucunda, Kadmiyum Sülfat 
toksisitesi ile NO arasındaki ilişkinin biyokimyasal sonuçları 
ve bu değişikliklerin mekanizmalarının nasıl olduğu hakkın-
da yeterli çalışmaya rastlanılmamıştır. Bu çalışmanın amacı, 
beyin ve beyincikte hücre kayıplarına neden olan Kadmiyum 
Sülfat toksisitesi ile NO arasındaki ilişkinin biyokimyasal 
olarak, hücrelerdeki toplam lipit ve protein miktarları üzeri-
ne olan etkilerini araştırmak, NO ve NO inhibitörlerinin etki 
mekanizmalarıyla toplam lipit-protein miktarları arasında bir 
ilişki olup olmadığı konusuna açıklık getirmektir.
 
 2. Gereç ve yöntem
 Deney hayvanları
 Deneyler, ağırlıkları 150-250 gram arasında değişen 
2-3 aylık Wistar tipi erkek albino sıçanlarda yapıldı. Sıçan-
lar Ondokuz Mayıs Üniversitesi Tıbbi ve Cerrahi Araştırma 
Merkezi’nden temin edildi. Grupların hepsi aynı laboratuar 
şartlarında beslendi. Operasyon öncesi hayvanların ağırlıkları 
tesbit edilerek kaydedildi. Her hayvana ayrı numara verilerek 
etiketlendi. Deneyler Ondokuz Mayıs Üniversitesi Tıbbi ve 
Cerrahi Araştırma Merkezi Labaratuvarı’nda gerçekleştirildi. 
Deneylere başlamadan önce laboratuarda kullanılacak olan 
tüm malzemeler steril edildi. Deneyler ise semisteril şartlar 
altında gerçekleştirildi. Deney hayvanları, her biri 7’şer hay-
vandan oluşan 5 gruba ayrıldı. Bu gruplarda deneye alınan 
toplam 35 hayvanın 7’si saf grup dediğimiz hiçbir işleme tabi 
tutulmayan grup, 7’si kontrol grubu ( Serum Fizyolojik veri-
len grup), 7’si kadmiyum grubu (0.0021 mg/kg CdSO4), 7’si 
kadmiyum + Aminoguanidin-100 mg/kg grubu ve son olarak 
7’si de kadmiyum + L-Arjinin-1000 mg/kg grubuna aittir. 
Hayvanlar, operasyondan 12 saat önce aç bırakıldı. Ketamin 
hidroklorür (100 mg/kg, i.p.) ile anesteziye alındı. Bu çalışma-
da kullanılan CdSO4 ve Aminoguanidin, Sigma Chem Co (St 
Louis)’dan, L-Arjinin ise Merck Darmstadt (Almanya)’den 
sağlanmıştır. 
 
 Operasyon
 Operasyon masasına yüzüstü yatırılan hayvan, üst çene-
sinden operasyon masasına (David Kopf) tesbit edildi. Baş 
bölgesi tıraş edildikten sonra, batikon ile silindi ve kafa deri-
si orta hat boyunca önden arkaya doğru bisturi ile 3-3.5 cm. 
kesildi. Kafa kemiği üzerindeki yumuşak doku hassas bir şe-
kilde sıyrılarak kaldırıldı. Böylece kraniotomi yapılacak böl-
genin ve Bregma hattının rahatça görülmesi sağlandı. Daha 
sonra hayvan anestezi altındayken sol serebral korteks üze-
rindeki kemik, bregmanın 1.5 mm sol lateralinde diş hekimli-
ğinde kullanılan tur motoruyla (BM 9 Tipi) inceltilerek 1.5-2 
mm çapında delik açıldı. Hayvanlarda herhangi bir kanama 
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olmamasına dikkat edildi. Kafatası kemiğini delme işlemine 
dura belirgin hale gelinceye kadar devam edildi. Duranın za-
rar görmemesine azami derecede dikkat edidi. 
 Kemiği kaldırma işlemi sırasında bölgedeki sıcaklık ar-
tışını önlemek için sahaya sık sık 36-37ºC sıcaklıkta serum 
fizyolojik damlatıldı. Daha sonra ince bir pensle dura kal-
dırıldı. Korteks görünür hale getirildi. Deney gruplarından 
kadmiyum grubuna açılan bu delikten, 1.2 mm derinliğe Ha-
milton mikroenjektör ile 0.0021 mg/kg (1µlt hacim içinde) 
(Tan, 2003) kadmiyum sülfat (CdSO4) uygulandı. Kontrol 
grubuna ise aynı hacimde serum fizyolojik verildi. Kadmi-
yum + Aminoguanidin-100 mg/kg grubuna, aynı yöntemle 
aynı miktarda kadmiyum enjekte edildikten sonra operas-
yonu takiben 5. dakikada 100 mg/kg aminoguanidin (Tan, 
2003) intraperitoneal (i.p) ilk doz olarak verildi. Kadmiyum 
+ L-Arjinin- 1000 mg/kg grubuna ait hayvanlara 0.0021 mg/
kg kadmiyum enjekte edildikten sonra operasyonu takiben 
5. dakikada 1000 mg/kg L-Arjinin (Tan, 2003) (i.p) ilk doz 
olarak verildi. Saf grup adını verdiğimiz gruba ise işlem ya-
pılmadı ve hiçbir madde verilmedi. Bu işlemler esnasında 
Harward Homeothermic Blanket Sistemi yardımıyla hayva-
nın vücut sıcaklığı 36.5-37.5ºC arasında sabit tutuldu. Daha 
sonra kesilmiş olan kafa derisi usulüne uygun olarak silikoni-
ze cerrahi ipek 4/0 iplik ile dikilerek kapatıldı. İntrakraniyal 
herhangi bir enfeksiyona sebebiyet verilmemesi için oldukça 
steril şartlarda çalışıldı ve operasyon sonrası dikiş mahali ve 
yara bölgesi anti-septik solusyon ile temizlendi. Her enjeksi-
yon işlemi için ayrı ve steril bir enjektör kullanıldı.
 Kadmiyum + Aminoguanidin grubundaki tüm hayvanla-
ra 15 gün boyunca günde iki kez (sabah 09:00-akşam17:00) 
100 mg/kg spesifik İNOS enzim inhibitörü olan AG, (i.p) ve-
rildi. Kadmiyum + L-Arjinin grubu hayvanlara da yine aynı 
şekilde 15 gün boyunca günde iki kez (sabah 09:00- akşam 
17:00) 1000 mg/kg L-Arjinin (i.p) verildi. Her enjeksiyon 
işlemi için ayrı ve steril bir enjektör kullanıldı. Enjeksiyon 
yapılacak peritoneal alan her seferinde batikon ile silindi. De-
ney gruplarının hepsinde hayvanlar aynı tür besinle beslendi-
ler. Ratlar 15 gün sonra az miktarda eter ile sedasyona alındı 
ve servikal dislokasyon ile dekapite edilerek öldürüldü. Daha 
sonra beyin çıkarma işlemine geçildi. Kafatasının beyin ve 
kas kısmı uzaklaştırıldı. Beyin ve beyinciğin çıkartılması için 
kafatası kemikleri kemik makasıyla (Guj) kırıldı. Beyin ve 
beyinciğin hasar görmemesine azami derecede dikkat edildi. 
Çıkartılan beyin ve beyincik sağ ve sol olmak üzere ayrıla-
rak, toplam yaş ağırlıkları hassas elektronik terazi ile tartılıp 
kaydedildi. Daha sonra 100 mg/ml konsantrasyonda olacak 
şekilde 5 mM, pH 7,5 potasyum fosfat tamponu (Potasyum 
fosfat tamponu: 174,2 mg K2HPO4 ve 136,1 mg KH2PO4 200 
ml saf suda çözülür) içeren etiketli tüpler içerisine ayrı ayrı 
konulan parçalar analiz edilinceye kadar -80 0C derin dondu-
rucuda saklandı.
 
 Biyokimyasal analizler
 Homojenizasyon
 Biyokimyasal analizleri yapmak için dondurucudan çı-
kartılan beyin ve beyincik kısımlarının bulunduğu tüpler, 
Ultra-Turrax T-25 marka bir homojenizatör kullanılarak, 
C0’de ve 4000 devir/dakikada 3 dakika homojenize edildi.
 
 Total lipit analizi
 Lipit miktarının belirlenmesi için önce lipit standart gra-

fiği çizildi. Standart grafik çizimi için %0,1’lik mısır yağı 
kullanıldı. Stok standart çözelti konsantrasyonunun 1 mg/ml 
olması sağlandı. Elde edilen bu stok çözeltiden lipit konsant-
rasyonu 5, 10, 20, 30, 40 ve 50 µg/ml olan çözeltiler hazırlan-
dı. Hazırlanan bu çözeltilerin 200 µl’si boş bir tüpe aktarıldı. 
Bu tüpler, içlerindeki çözeltilerin tamamen buharlaşması için, 
90 0C’deki su banyosunda ısıtıldı. Tüplerde kalan lipit çökele-
ğinin içine 40µl konsantre sülfirik asit çözeltisi ilave edilerek 
tüpler karıştırıldı. Bu işlemin ardından tüpler tekrar 90 0C’deki 
su banyosunda iki dakika ısıtıldı. Daha sonra oda sıcaklığında 
soğumaya bırakıldı. Soğuyan her bir tüp içerisine Van Handel 
(1985)’in yöntemiyle hazırlanmış 960 µl vanilin-fosforik asit 
reaktifi ilave edildi. Tüpler renk oluşumunun sağlanması için 
30 dakika oda sıcaklığında bekletildi. Son olarak tüpler karış-
tırılıp 525 nm dalga boyunda köre karşı spektrofotometrede 

okunarak absorbans değerleri tespit edildi. Bu işlemler her 
bir standart çözelti konsantrasyonu için üçer kez tekrarlandı. 
Tespit edilen absorbans değerleri kullanılarak standart lipit 
grafiği çizildi (Şek. 1).
 Toplam lipit miktarının belirlenmesinde Olson ve ark., 
(2000) Van Handel (1985; 1988) den modifiye ettikleri yön-
tem kullanıldı. Analiz aşamasına kadar -80 0C’de saklanan 
homojenat, buz içerisine alınarak sıcaklığın yükselmesi için 
bir süre beklendi. Daha sonra homojenattan 20 µl alınıp üzeri-
ne 100 µl fosfat tamponu eklendi. Elde edilen 120 µl seyreltik 
homojenattan bir ependorf içerisine 50 µl alınıp üzerine 50 µl 
%2’lik sodyum sülfat çözeltisi ilave edildi. Ardından epen-
dorfa 450 µl kloroform-metanol (1:2) karışımı ilave edildi. 
Ependorflar karıştırıldıktan sonra, 14000 devir/dakikada iki 
dakika santrifüj edildi. Santrifüj sonunda oluşan süpernatant-
tan 200 µl alınarak bir tüpe aktarıldı. Bu tüpler, içlerindeki 
çözeltilerin tamamı buharlaşıncaya kadar 90 0C’deki su ban-
yosunda ısıtıldı. Tüplerde kalan lipit kalıntısının üzerine 40 µl 
konsantre sülfirik asit çözeltisi ilave edilerek tüpler karıştırıl-
dı ve iki dakika 90 0C’deki su banyosunda ısıtıldı. Daha sonra 
buzda soğutulan her bir tüp içerisine 960 µl vanilin-fosforik 
asit reaktifi ilave edilerek, tüpler 30 dakika oda sıcaklığında 
bırakıldı ve renk oluşumu sağlandı. Son olarak tüpler karış-
tırılıp absorbans değerleri spektrofotometrede 525 nm dalga 
boyunda köre karşı okundu. Total lipit standart grafiği kulla-
nılarak hesaplamalar yapıldı. 
 
 Total protein analizi
 Öncelikle, protein miktarının belirlenmesinde kullanıla-

karıtırılıp 525 nm dalga boyunda köre karı spektrofotometrede okunarak absorbans 
deerleri tespit edildi. Bu ilemler her bir standart çözelti konsantrasyonu için üçer kez 
tekrarlandı. Tespit edilen absorbans deerleri kullanılarak standart lipit grafii çizildi 
(ekil 1).  
 

 
 

Toplam lipit miktarının belirlenmesinde Olson ve ark., (2000) Van Handel 
(1985; 1988) den modifiye ettikleri yöntem kullanıldı. Analiz aamasına kadar -800C’de 
saklanan homojenat, buz içerisine alınarak sıcaklıın yükselmesi için bir süre beklendi. 
Daha sonra homojenattan 20 µl alınıp üzerine 100µl fosfat tamponu eklendi. Elde edilen 
120µl seyreltik homojenattan bir ependorf içerisine 50µl alınıp üzerine 50µl %2’lik 
sodyum sülfat çözeltisi ilave edildi. Ardından ependorfa 450µl kloroform-metanol (1:2) 
karıımı ilave edildi. Ependorflar karıtırıldıktan sonra, 14000 devir/dakikada iki dakika 
santrifüj edildi. Santrifüj sonunda oluan süpernatanttan 200µl alınarak bir tüpe 
aktarıldı. Bu tüpler, içlerindeki çözeltilerin tamamı buharlaıncaya kadar 900C’deki su 
banyosunda ısıtıldı. Tüplerde kalan lipit kalıntısının üzerine 40µl konsantre sülfirik asit 
çözeltisi ilave edilerek tüpler karıtırıldı ve iki dakika 900C’deki su banyosunda ısıtıldı. 
Daha sonra buzda soutulan her bir tüp içerisine 960µl vanilin-fosforik asit reaktifi 
ilave edilerek, tüpler 30 dakika oda sıcaklıında bırakıldı ve renk oluumu salandı. Son 
olarak tüpler karıtırılıp absorbans deerleri spektrofotometrede 525nm dalga boyunda 
köre karı okundu. Total lipit standart grafii kullanılarak hesaplamalar yapıldı.  
 
 

3.1.2.b. Total Protein Analizi 
 Öncelikle, protein miktarının belirlenmesinde kullanılacak protein standart 
grafii çizildi. Protein standart grafiinin hazırlanmasında %0,1’lik Sıır Serum 
Albumin çözeltisi kullanıldı. Stok standart çözelti konsantrasyonunun 1 mg/ml olması 
salandı. Bu çözeltiden seri sulanma ile protein konsantrasyonu 1, 5, 10, 20, 30, 50, 75, 
100 ve 125µg/ml olan standart çözeltiler elde edildi. Elde edilen çözeltiler Lowry 
metoduna tabi tutuldu. Daha sonra spektrofotometrede 695 nm dalga boyunda köre 
karı okutularak absorbans deerleri elde edildi. Bu ilemler her bir standart çözelti 
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cak protein standart grafiği çizildi. Protein standart grafiği-
nin hazırlanmasında %0,1’lik Sığır Serum Albumin çözeltisi 
kullanıldı. Stok standart çözelti konsantrasyonunun 1 mg/ml 
olması sağlandı. Bu çözeltiden seri sulanma ile protein kon-
santrasyonu 1, 5, 10, 20, 30, 50, 75, 100 ve 125 µg/ml olan 
standart çözeltiler elde edildi. Elde edilen çözeltiler Lowry 

metoduna tabi tutuldu. Daha sonra spektrofotometrede 695 
nm dalga boyunda köre karşı okutularak absorbans değerleri 
elde edildi. Bu işlemler her bir standart çözelti konsantras-
yonu için üçer kez tekrarlandı. Elde edilen verilerle standart 
protein grafiği çizildi (Şek. 2).
 Protein analizinde Lowr ve ark., (1951)’nın geliştirdiği 
yöntem esas alındı. Analiz için -80 0C’de bekletilen homoje-
nat, buz içerisine alınarak sıcaklığın yükselmesi için bir süre 
beklendi. Daha sonra bir ependorf içerisine 5 µl homojenat 
alınarak üzerine 125 µl fosfat tamponu ilave edildi. Ardından 
ependorflar +4 0C’de 3500 devir/dakikada 15 dakika santrifüj 
edildi. Santrifüj sonunda tüpte oluşan süpernatanttan 100 µl 
alınarak Lowry metodu uygulandı. Spektrofotometrede 695 
nm dalga boyunda köre karşı okundu. Okunan absorbans de-
ğerleri total protein standart grafiğinden yararlanılarak değer-
lendirildi.   
 
 Elde edilen verilerin istatistiksel olarak değerlendiril-
mesi
 Verilerin istatistiksel analizleri SPSS for Windows (ver. 
11.5) software paket programı kullanılarak yapıldı. Grupla-
rın karşılaştırılmasında varyans analizi (One-Way ANOVA) 
kullanıldı. Bu testten elde edilen sonuçların önemli olması 
durumunda ortalamalar “Tamhane Testi” kullanılarak değer-
lendirildi. Sonuçların değerlendirilmesinde α=0,05 güven sı-
nırı esas alındı.
 
 3. Bulgular
 Genel gözlemler
 Kontrol grubuna ait deney hayvanlarında operasyon son-
rası herhangi bir davranış değişikliği gözlenmedi. Operasyo-
na alınan hayvanlardan ölen olmadı.  
 Kadmiyum verilen hayvanların hepsinin beyinlerinde 
enjeksiyon bölgelerinde lezyon gözlendi. Deney grubundaki 
hayvanlarda ilk 7. ve 10. günler arasında besini tanımada ve 
bulmada zorluk, hareketlerinde yavaşlama, zaman zaman şid-
detli saldırganlık gözlendi. 10. günden sonra davranışlarında 
gözle görülür düzelmeler olsa da belirli zaman aralıklarında 
şiddetli bir şekilde aşırı bilinçsiz hareketler ve epileptik nöbe-

te benzer davranışlar gözlendi.
 Kadmiyum verilen bütün gruplarda enjeksiyon bölgele-
rinden başlayıp boyunlarına kadar uzanan bir alanda oldukça 
fazla tüy dökülmesi gözlendi. Bu dökülmeye saf ve kontrol 
gruplarında rastlanmadı.
 Kadmiyum + L-Arjinin grubuna ait 7 hayvanın, (i.p) en-
jeksiyona başlanan ilk günden itibaren 3. gün 4 adet, 4. gün 

2 adet ve 5. gün 1 adet olmak üzere öldüğü gözlendi. Ölen 
hayvanların çoğunda (i.p) enjeksiyon bölgesinde nekroza 
rastlandı. Bu grup için yeniden 7 adet hayvanla işlemler aynı 
şekilde tekrarlandı. İkinci tekrarda her bir hayvan 15 gün bo-
yunca ayrı kafeslerde muhafaza edildi. 15 gün sonunda her-
hangi bir ölüm olayı gözlenmedi. Deneyler sonucu yapılan 
lipit ve protein analiz sonuçları Tablo 1’de verilmiştir.
 
 4. Tartışma 
 Merkezi sinir sistemi elemanlarından beyin ve beyincikte 
kadmiyumun hücre ölümlerine neden olduğu bilinmektedir 
(Tan ve ark., 1999; Bağırıcı ve ark., 2001; Genç ve ark., 2001; 
Tan, 2003). Demir ve arkadaşları (1996)’nın çinko için ileri 
sürdükleri gibi kadmiyum da tıpkı çinko gibi aşırı nöron ak-
tivitesine sebep olarak, muhtemelen güçlü bir eksitatör trans-
mitter olan glutamat reseptörlerinden NMDA’yı aktifleme 
yoluyla etkisini gösterebilir. Chvapil ve arkadaşları (1972) 
proteinlerin tiyol ve imidazol kısımlarıyla reaksiyona giren 
bazı metallerin proteinin yapı ve fonksiyonunu değiştirdi-
ğini, neticede hücre ölümünü başlattığını ileri sürmüşlerdir. 
Çalışmalarımızdaki lipid ve protein miktarı ile ilgili sonuçlar 
da, muhtemelen kadmiyumun neden olduğu hücre ölümleri 
sonucu beyin ve beyincikteki söz konusu maddelerin azalma-
sından kaynaklanmış olabilir.
 Kadmiyumla yapılan bir başka çalışmada, beyinlerine 
kadmiyum verilen (0,0021 mg/kg) sıçanlarda beyin ve beyin-
cikte kadmiyum nörotoksisitesinin oldukça etkili olduğu ve 
hem beyin hem de beyincikte toplam lipid ve protein miktar-
larını azalttığı belirtilmiştir (Köse, 2005). Gebelik sırasında 
kadmiyum ve kurşuna maruz bırakılan ratların yavrularının 
beyinlerindeki toplam lipid miktarlarında yeni doğan yav-
rularda % 11, beş günlük yavrularda ise % 23 oranında bir 
azalma olduğu, toplam protein miktarlarında yeni doğan yav-

Şek. 2. Total protein standart grafiği

konsantrasyonu için üçer kez tekrarlandı. Elde edilen verilerle standart protein grafii 
çizildi (ekil 2). 
 

 
 
 Protein analizinde Lowr ve ark., (1951)’nın gelitirdii yöntem esas alındı. 
Analiz için -800C’de bekletilen homojenat, buz içerisine alınarak sıcaklıın yükselmesi 
için bir süre beklendi. Daha sonra bir ependorf içerisine 5µl homojenat alınarak üzerine 
125µl fosfat tamponu ilave edildi. Ardından ependorflar +40C’de 3500 devir/dakikada 
15 dakika santrifüj edildi. Santrifüj sonunda tüpte oluan süpernatanttan 100µl alınarak 
Lowry metodu uygulandı. Spektrofotometrede 695nm dalga boyunda köre karı 
okundu. Okunan absorbans deerleri total protein standart grafiinden yararlanılarak 
deerlendirildi.    
 

3.1.3. Elde Edilen Verilerin statistiksel Olarak Deerlendirilmesi 
 Verilerin istatistiksel analizleri SPSS for Windows (ver. 11.5) software paket 
programı kullanılarak yapıldı. Grupların karılatırılmasında varyans analizi (One-Way 
ANOVA) kullanıldı. Bu testten elde edilen sonuçların önemli olması durumunda 
ortalamalar “Tamhane Testi” kullanılarak deerlendirildi. Sonuçların 
deerlendirilmesinde =0,05 güven sınırı esas alındı. 
 
 
4. BULGULAR 

4.1. Genel Gözlemler 
Kontrol grubuna ait deney hayvanlarında operasyon sonrası herhangi bir 

davranı deiiklii gözlenmedi. Operasyona alınan hayvanlardan ölen olmadı.   
Kadmiyum verilen hayvanların hepsinin beyinlerinde enjeksiyon bölgelerinde lezyon 
gözlendi. Deney grubundaki hayvanlarda ilk 7. ve 10. günler arasında besini tanımada 
ve bulmada zorluk, hareketlerinde yavalama, zaman zaman iddetli saldırganlık 
gözlendi. 10. günden sonra davranılarında gözle görülür düzelmeler olsa da belirli 
zaman aralıklarında iddetli bir ekilde aırı bilinçsiz hareketler ve epileptik nöbete 
benzer davranılar gözlendi. 

Tablo 1. Tüm gruplara ait beyin ve beyincikteki toplam lipid ve pro-
tein miktarları

Kadmiyum verilen bütün gruplarda enjeksiyon bölgelerinden balayıp 
boyunlarına kadar uzanan bir alanda oldukça fazla tüy dökülmesi gözlendi. Bu 
dökülmeye saf ve kontrol gruplarında rastlanmadı. 

Kadmiyum + L-Arjinin grubuna ait 7 hayvanın, (i.p) enjeksiyona balanan ilk 
günden itibaren 3. gün 4 adet, 4. gün 2 adet ve 5. gün 1 adet olmak üzere öldüü 
gözlendi. Ölen hayvanların çounda (i.p) enjeksiyon bölgesinde nekroza rastlandı. Bu 
grup için yeniden 7 adet hayvanla ilemler aynı ekilde tekrarlandı. kinci tekrarda her 
bir hayvan 15 gün boyunca ayrı kafeslerde muhafaza edildi. 15 gün sonunda herhangi 
bir ölüm olayı gözlenmedi. Deneyler sonucu yapılan lipit ve protein analiz sonuçları 
Tablo 1’de verilmitir. 

 

 
 
5. TARTIMA  
 Merkezi sinir sistemi elemanlarından beyin ve beyincikte kadmiyumun hücre 
ölümlerine neden olduu bilinmektedir (Tan ve ark., 1999; Baırıcı ve ark., 2001; Genç 
ve ark., 2001; Tan, 2003). Demir ve arkadaları (1996)’nın çinko için ileri sürdükleri 
gibi kadmiyum da tıpkı çinko gibi aırı nöron aktivitesine sebep olarak, muhtemelen 
güçlü bir eksitatör transmitter olan glutamat reseptörlerinden NMDA’yı aktifleme 
yoluyla etkisini gösterebilir. Chvapil ve arkadaları (1972) proteinlerin tiyol ve imidazol 
kısımlarıyla reaksiyona giren bazı metallerin proteinin yapı ve fonksiyonunu 
deitirdiini, neticede hücre ölümünü balattıını ileri sürmülerdir. 
Çalımalarımızdaki lipid ve protein miktarı ile ilgili sonuçlar da, muhtemelen 
kadmiyumun neden olduu hücre ölümleri sonucu beyin ve beyincikteki söz konusu 
maddelerin azalmasından kaynaklanmı olabilir. 

Kadmiyumla yapılan bir baka çalımada, beyinlerine kadmiyum verilen (0,0021 
mg/kg) sıçanlarda beyin ve beyincikte kadmiyum nörotoksisitesinin oldukça etkili 
olduu ve hem beyin hem de beyincikte toplam lipid ve protein miktarlarını azalttıı 
belirtilmitir (Köse, 2005). Gebelik sırasında kadmiyum ve kuruna maruz bırakılan 
ratların yavrularının beyinlerindeki toplam lipid miktarlarında yeni doan yavrularda % 
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rularda % 17, beş günlük yavrularda ise % 31 oranında azal-
ma olduğu bildirilmiştir (Antonio ve ark., 1999). Bu sonuçlar 
bizim kadmiyum ile ilgili sonuçlarımızla paralellik göster-
mektedir. Yine kadmiyum ve kurşun gibi maddelere uzun 
süre maruz kalanlarda, serbest radikallerle ilişkili oksidatif 
stresin ortaya çıkacağı ileri sürülmüştür (Abdollahi ve ark., 
2003; Abdollahi ve ark., 2004). Serbest radikaller hücreler-
de normal metabolizma ürünü olarak üretilirler. Ancak fazla 
üretildiğinde, kolesterolün ve yağ asitlerinin doymamış bağ-
larına bağlanır ve membran lipid peroksidasyonuna (MLP) 
neden olarak plazma membranının bütünlüğünü bozar (Boje, 
1996). Plazma membran bütünlüğünün bozulması, ekstrasel-
lüler ortamda bulunan ve membrandan geçebilen iyonların 
hücre içine girmesine sonuçta iyon gradientlerinin bozul-
masına neden olur (Robb ve ark., 1999). Serbest radikaller 
hidroksil, süperoksit, nitrik oksit ve lipid peroksit radikalle-
ri gibi değişik kimyasal yapılara sahiptir (Cochranc, 1991). 
Süperoksit gruplarının hızlı bir şekilde oluşturduğu singlet 
oksijen molekülü, yapısındaki iki adet çiftlenmemiş elektron 
sayesinde hücre zarlarının fosfolipid, glikolipid, gliserid ve 
sterol yapısındaki doymamış yağ asitleriyle doğrudan reak-
siyona girerek peroksitler, alkoller, aldehitler, hidroksi yağ 
asitleri, etan ve pentan gibi çeşitli lipid peroksidasyon ürün-
lerini oluşumuna yol açar. Lipid peroksitlerden de kimyasal 
reaksiyonlar sonucunda serbest lipid grupları oluşur. Serbest 
lipid grupları da, ayrıca doymamış yağ asitlerinin peroksidas-
yonuna neden olur. Lipid peroksitler hücrenin diğer bölüm-
lerine hasarı yayarak sekonder bozuklukların da göstergesi 
olabilirler. Beyin, oksidatif hasara en duyarlı bölgedir. Ser-
best radikaller, santral sinir sisteminin patolojik durumlarının 
pek çoğunda, direkt olarak doku hasarı meydana getirirler. 
Serbest oksijen türleri, ekzitotoksisite, metabolik fonksiyon 
bozukluğu ve kalsiyumun hücre içi dengesinde bozulma gibi 
mekanizmalarla doku hasarı meydana getirirler. (Facchinetti 
ve ark., 1998;  Güven ve ark., 2003; Kaya ve ark., 1998; Ma-
tes, 2000; Halliwel, 1991). 
 NO ve nörotoksisite ile ilgili pek çok çalışma olmasına 
rağmen (Chao ve ark., 1992; Dawson ve ark., 1993; Dawson, 
1994; Marangoz ve ark., 1994; Dawson ve ark., 1991; Satarug 
ve ark., 2000) NO’nun nöroprotektif mi yoksa nörotoksik mi 
olduğu kesin bir şekilde ifade edilmemiştir. Çelişkili sonuçlar 
muhtemelen nörotoksik ve epileptik modelin, çalışılan beyin 
bölgesinin, NO sistemi ile ilgili maddelerin veriliş yollarının, 
uygulanan dozların ve deney metodunun farklı olmasına, ay-
rıca diğer maddelerin NO sistemini etkilemesine ve sonuçta 
mikro çevreye ait olan farklı redoks durumuna bağlı olarak 
ortaya çıkabilmektedir (Marangoz, 1996).
 Sentezlenen ya da ortamda bulunan NO miktarı bunun et-
kisinin fizyolojik ya da patolojik olmasını belirleyebilir. Nor-
mal fizyolojik ortamda sürekli olarak, küçük miktarlarda üre-
tilen NO, guanilat siklazın uyarılması, hücre içindeki cGMP 
düzeyinin artımı, kan damarlarının gevşemesi, trombositlerin 
yapışmasının engellenmesi, iyon kanallarının açılması ve ka-
panması gibi etkilere sahiptir. Buna karşılık sürekli olarak, 
çok miktarda NO üretimi, hücre solunumu, enerji üretimi ve 
hücre çoğalmasıyla ilişkili demire bağımlı enzimlerin akti-
vasyonuna yol açmaktadır (Çakmakçı, 1999). 
 İndüklenebilen NOS, NO’yu toksik etki ortaya çıkarabi-
lecek düzeylere kadar üretebilen bir enzimdir (Gross ve Vo-
lin, 1995). Beyindeki mikroglial hücreler, indüklenebilen tip 
NOS sentez edebilmektedirler. 

 Glutamat ve aspartat gibi uyarıcı aminoasitlerin normal-
den fazla salınımı nörotoksisiteye neden olmaktadır (Lynch 
ve Dawson, 1994). Bu aminoasitlerin reseptörleri uyarması 
NOS’un aktif hale geçmesine neden olur. NOS’un aktif hale 
geçmesinin aşırı miktarda NO sentezlenmesine neden olacağı 
ileri sürülmektedir (Dawson, 1995).
 Nöronal ölüm aktif bir süreçtir ve nörotrofik faktörler bu 
süreci baskılamak için uğraşırlar (Jhonson ve ark., 1989). İn 
vivo ve in vitro olarak yapılan deneysel çalışmalar öldürücü 
proteinler olarak adlandırılan bazı maddelerin bu süreci baş-
lattıkları ve nöronal hasarı takiben hücre ölümünden sorumlu 
olduklarını ortaya koymuştur (Wu ve Li, 1993). Lezyona bağlı 
motor nöron dejenerasyonu ve ölümü üzerinde yapılan başka 
bir çalışmada 6. hafta sonunda bazı hasarlı motor nöronların 
NOS enzimi içermelerine rağmen büyük çoğunluğunun mor-
folojik olarak canlılıklarını yitirmedikleri saptanmıştır. Bu 
çalışmanın en önemli sonucu travmatik lezyon sonucu ortaya 
çıkan NOS’un nörotoksik düzeyde NO üreten bir öldürücü 
protein gibi etki edebileceğidir. NOS enzimi normal şartlar 
altında spinal motor nöronlarda mevcut değildir. Hasara uğra-
mış nöronlarda NOS enziminin bulunması hasarlı nöronların 
ölümü ile uyumlu olup, NOS inhibisyonu ile ölüm oranı azal-
makta ya da kısıtlanmaktadır (Jhonson ve ark., 1989). 
 Bu çalışmada kadmiyuma bağlı hücre ölümlerinin NO 
ile ilişkisi konusuna biyokimyasal açıdan açıklık getirmek 
için spesifik NOS inhibitörlerinden aminoguanidin ile non-
spesifik NOS inhibitörlerinden L-Arjinin kullanıldı. 
 Cd+AG grubundaki hayvanlarda, kadmiyumun meydana 
getirdiği toplam lipid ve protein miktarındaki azalmanın, kad-
miyum grubuna göre %20 oranında daha az olduğu bulundu. 
Burada guanidin türevi bir NOS inhibitörü olan aminoguani-
dinin nöroprotektif etki gösterdiği ancak bu koruyucu etkinin 
lipid ve protein miktarındaki azalmayı tamamen durdurmadı-
ğı görülmektedir.
 Cd+L-Arjinin grubunda ise toplam lipid ve protein mik-
tarlarındaki azalmada kadmiyum grubuna göre az da olsa bir 
artış gözlenmiştir. Bu sonuca göre; NO sentezinden sorumlu 
olan L-Arjinin, aminoguanidinin tam tersine NO sentezini 
arttırmış ve sonuçta fazla sentezlenen NO, beyin ve beyincik-
te toplam lipid ve protein miktarını azaltıcı etki göstermiştir. 
Yani bu grupta fazla sayıda gerçekleşen toplam lipid ve pro-
tein miktarı kaybından NO sorumludur diyebiliriz.
 AG ile yapılan bir çalışmada, ratlarda iNOS tarafından 
üretilen aşırı NO’in neden olduğu nöronal ölümler ve beyin 
hasarı, günlük olarak (i.p) AG (100 mg/kg) uygulamasından 
sonra ortadan kalkmış ve AG, histopatolojik ve davranışsal 
bozuklukları belirgin derecede iyileştirmiştir (Lu ve ark., 
2002). AG’nin düşük dozlarda verildiğinde sinir akson ça-
pındaki daralmanın kısmi olarak iyileştiği, genelde tercih 
edilen iyileştirme dozunda (100 mg/kg) ise sinir liflerindeki 
atrofinin tam olarak düzeldiği gözlenmiştir (Ino-ue ve ark., 
1998). Bizim çalışmamızda elde etmiş olduğumuz verilere 
baktığımızda, tedavi gruplarından olan Cd+AG-100 mg/kg 
grubunda toplam lipid ve protein miktarındaki azalmanın en 
az olduğu dikkat çekicidir. Dolayısıyla, literatürdeki tercih 
edilen 100 mg/kg lık miktar, bizim çalışmamız tarafından da 
desteklenmektedir. 
 Bu değerlendirmelerden sonra, kadmiyuma bağlı hücre 
ölümünde ve toplam lipid ve protein miktarında meydana ge-
len azalmada aminoguanidinin muhtemel koruyucu mekaniz-
ması şu şekilde açıklanabilir: Akut enflamatuar değişikliklere 
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bağlı olarak ortaya çıkan sitokinler ve uyarıcı maddeler de 
tıpkı immünolojik ya da inflamatuar uyarılarda olduğu gibi 
iNOS enzim aktivasyonuna katkıda bulunarak patolojik uya-
rıyı takip eden birkaç gün boyunca nanomol ile ifade edile-
bilen toksik düzeylerde NO üretebilmekte ve sonuçta hücre 
ölümüne kadar gidebilecek hasarı arttırmaktadır (Brüne ve 
ark., 1995). Bu şekilde aşırı olarak üretilen NO' nun redük-
te formu artmaktadır. Artmış redükte NO, süperoksid (O2

-) 
ile reaksiyona girip peroksinitrit (ONOO-) ve serbest radikal 
oluşumunu arttırmaktadır. Artan serbest radikaller hücre za-
rındaki lipidlerden elektron çalarak lipid peroksidasyonuna 
neden olmakta ve bu da nöron ölümünü hızlandırmaktadır 
(Marangoz, 1996). AG spesifik olarak iNOS enzimini inhibe 
etmek suretiyle histopatolojik ve davranışsal bozukluklarda 
iyileştirici yönde etkili olmaktadır (Lu ve ark., 2002). Lite-
ratürdeki bu veriler ile bizim çalışmamızın verileri arasında 
benzerlik olduğu görülmektedir. 
 Elde ettiğimiz bu verilere göre, L-Arjinin’in toplam lipid 
ve protein miktarını azaltıcı etkisi şu şekilde ortaya çıkmış 
olabilir: iNOS ve cNOS enzimatik sistem N-monometil-L-
arjinin (L-NMMA), N-nitro-L-arjinin metil ester (L-NAME) 
ya da N-nitro-L-arjinin (L-NNA) gibi L-arjinin analogları ta-
rafından inhibe edilebilir. Bu enzim izoformları aynı hücrede 
birlikte de bulunabilir. Örneğin; endotel hücreleri nitrik oksit 
üretimi açısından TNF-α ile uzun süreli uyarılırken bir kalsi-
yum agonisti olan bradikinin ile de kısa sürede uyarabilir. Ya 
da, sinir hücreleri ve makrofajlar TNF-α ya da LPS ile uyarı-
lırsa, indüklenebilen NOS aktif hale gelirken yapısal NOS’un 
mesajcı RNA’sı baskılanır (Çakmakçı, 1999). Bu baskılama 
protein miktarını düşürür. Cd+L-Arjinin grubunda da toplam 
lipid ve protein miktarlarındaki azalmanın yukarıda anlatılan 
şekilde olduğu sanılmaktadır. 
 Çalışmamızdaki L-Arjinin grubunda meydana gelen top-

lam lipid ve protein miktarlarındaki azalma literatürdeki veri-
lerle uygunluk göstermektedir (Brune ve ark., 1995; Maran-
goz, 1996; Tan, 2003). Dolayısıyla bu çalışma ile elde edilen 
sonuçlar ışığında, L-Arjininden fazla miktarda sentezlenen 
NO’in toksik etki yaptığı ve literatürdeki sonuçlarla örtüştü-
ğü tespit edilmiştir.
 Elde ettiğimiz tüm bu sonuçlar kadmiyumdan kaynakla-
nan; serebellumdaki purkinje hücrelerinin ölümünde ve ayrı-
ca beyin ve beyincikteki toplam lipid ve protein miktarındaki 
azalmada NO’nun rolü olduğunu göstermektedir. Diğer spe-
sifik ve non-spesifik NOS inhibitörleri ile ileri düzeyde daha 
gelişmiş teknik ve metodlarla yapılacak çalışmalar fizyopa-
tolojik ve biyokimyasal olayların aydınlığa kavuşmasını ve 
yeni tedavi yöntemlerinin geliştirilmesini sağlayabilir.
 Sonuç olarak, bu çalışmada sıçan merkezi sinir sistemi 
elemanlarından beyin ve beyincikte kadmiyum nörotoksisi-
tesinin oldukça etkili olduğu, hem beyin hem de beyincikte 
toplam lipid ve protein miktarlarını önemli ölçüde azalttığı, 
ayrıca AG’in bu toksisitede tedavi edici bir rol oynayarak, 
kadmiyumdan kaynaklanan toplam lipid ve protein miktarla-
rındaki kaybı azalttığı, L-Arjininin ise kadmiyum nörotoksi-
sitesini ve dolayısıyla toplam lipid ve protein miktarlarındaki 
kaybı daha da arttırdığı biyokimyasal yöntemlerle tesbit edil-
miştir. 
 Elde ettiğimiz verilen daha iyi anlaşılabilmesi için; nö-
ronlarda moleküler düzeyde meydana gelen değişimlerin 
elektron mikroskobuyla, kadmiyum odağında ve ayrıca daha 
uzak bölgelerde meydana gelebilecek biyokimyasal ve mo-
leküler düzeydeki değişimlerin ise immünohistokimyasal ve 
biyokimyasal metotlarla araştırılması gerekmektedir. Böyle-
ce çalışmamızdan elde ettiğimiz sonuçların hücresel ve biyo-
kimyasal mekanizmaları daha iyi anlaşılabilir. 
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