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KADMIYUM VE ETANOLUN LIPID PEROKSIDASYON,
[Z ELEMENT DUZEYLERI VE BiYOKIMYASAL
GOSTERGELER UZERINE ETKISI

EFFECTS OF CADMIUM AND ETHANOL ON LIPID PEROXIDATION,
TRACE ELEMENT LEVELS AND BIOCHEMICALINDICATORS

Goknur AKTAY* Tiilin SOYLEMEZOGLU*

*Ankara Universitesi, Adli T1p Enstitiisii, Cebeci Tip Kampiisii 06100- ANKARA

OZET

Kadmiyum ve etanoliin ayri ayri ve birlikte alindiklarinda toksik etki mekanizmalarini
arastirmak amaciyla karacigerde malondialdehit; karaciger, bébrek, kalp, ve serumda cinko,
bakir ve demir icerigi ile serum alkalen fosfataz (ALP) ,glutamik okzalasetik transaminaz
(GOT) ve glutamik piriivik transaminaz (GPT) enzim diizeyleri ¢calisild.

Karacigerde malondialdehit diizeyleri tiim deney gruplarinda kontrol grubuna géore anlamii
derecede yiiksek bulundu. Kadmiyum (3 mg/kg, IP), maruziyeti tiim organlarda ve serumda
cinko, karaciger ve bobreklerde ise demir diizeyinde artisa neden oldu. Etanol (% 5-10 h/h)
alimi karaciger ve bobreklerde cinko diizeyini etkilemezken karaciger, bobrek ve kalpte demir
diizeyini anlaml derecede artirdi. Diger taraftan, deney gruplarinin serum ALP, GOT ve GPT
enzim diizeylerinde anlamli artiglar gézlenirken doku ve serum bakir diizeylerinde anlamli bir

Jfarklilik bulunmadi.
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Bulgularimiza gore, kadmiyum ve etanol, sadece iz element dengesini degil, enzim
diizeylerini de degistirerek hiicresel hasara yol acmaktadwr. Ayrica, malondialdehitin
kadmiyum ve etanol ftoksisitesinde onemli biyokimyasal gostergelerden biri oldugunu
soyleyebiliriz.

Anahtar kelimeler : Kadmiyum, etanol, lipid peroksidasyon , iz elementler, serum ALP, GOT

ve GPT enzimleri.

ABSTRACT

In order to investigate the toxic effect mechanisms of cadmium and ethanol alone as well as
in combination, malondialdehyde in liver; zinc, copper and iron contents of liver, kindey, heart
and serum alkaline phosphotase (ALP),glutamate oxaloacetate transaminase (GOT) and
glutamate pyruvate transaminase (GPT) levels in serum were tested.

Malondialdehyde level in liver in all treated groups significantly increased to the control
group. Exposure of rats to cadmium (3 mg/kg, IP) caused an increase in the levels of zinc in all
organs and serum, and iron levels in liver and kidneys. Ingestion of ethanol (% 5-10 h/h) did
not effect the zinc levels in liver or kidney, however it caused a significant increase in the iron
levels in liver, kidney and heart. Furthermore, significant increases were observed in serum
ALP, GOT and GPT levels. There were no differences in copper levels in all organs and serum
in the groups of all treated rats.

According to our results, cadmium and ethanol exhibit cell damage by altering not only
trace element homeostasis but also enzyme levels. In addition, we can conclude that
malondialdehyde is an important biochemical indicator in the cadmium and ethanol toxicity.
Key words : Cadmium, Ethanol, Lipid peroxidation, Trace elements, serum ALP, GOT and

GPT enzymes.

GIRIS

Hiicre icinde aktif oksijen radikallerinin artarak hiicresel hedeflerle reaksiyona girmesi veya

antioksidan sistemlerin etkinliginin azalmasi, serbest radikal toksisitesiyle sonuclanan hiicresel
hasardan sorumlu temel mekanizmalardir.

Serbest oksijen tiuirevlerinin hiicrelerde lipid, protein ve DNA gibi makromolekiillerle

etkilesmesi hiicre oliimii, doku hasari ve organ fonksiyonlarmin bozulmasina neden olabilir;
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bircok dejeneratif hastaligin fizyopatolojisi ile yaglanma ve ksenobiyotik toksisitesinde serbest
radikallerin roll vardir (1,2).

Biyolojik hasarla karakterize radikal reaksiyonlarindan en iyi bilineni lipid peroksidasyonu
(LPO) dur. Fosfolipidlerinde yliksek oranda doymamis yag asidi bulunan membranlar LPO'na
daha duyarhdirlar (3). Karaciger, hem ksenobiyotik metabolizmasinda birincil rolii olmasi hem
de mikrozomal membran yapisi nedeniyle serbest radikallerin kaynagi ve hedefi durumundadir
4.

Aerobik organizmalarda reaktif oksijen radikallerinin Kkontrolii ve zararli etkilerinin
azaltilmasi sitozol ve membranlarda lokalize olan veya ekstraselliiler sivilarda bulunan enzim
sistemleri ve serbest radikal tutuculari gibi savunma mekanizmalariyla olmaktadir (5,6)
Antioksidan sistem i¢inde yer alan metalloenzimlerin hiicresel aktivitelerinde iz elementler
onemli prostetik gruplardir. Intraselliiller radikal temizleyici bir enzim olan siiperoksid
dismutazin ¢inko, bakir ve manganeze, glutatyon peroksidazin ise selenyuma gereksinimi
vardir. iz element metabolizmasindaki bozukluklar, metalloenzimlerin etkinliginin azalmasina,
radikal reaksiyonlarinin artmasina neden olur (7). Diger taraftan, LPO'nun yayilma fazinda
olusan lipid hidroperoksitlerin yikimi, demir ve bakir gibi gecis metallerinin yardimiyla
olmaktadir. Iyonik demir, Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlarinda, giiclii bir oksidan olan
hidroksil radikali olusumunu katalize eder. Hiicre i¢cinde, normalde ferritin ve transferrine bagh
olan demir aktif degilken, siiper oksid radikalleri proteine bagli demiri mobilize ederek radikal
reaksiyonlarin1 baglatirlar (8). Ferritin ve transferrinin iyonik demiri depolayarak dokulari
peroksidatif hasardan korudugu diisiiniilmektedir (9).

Endustriyel ve cevresel kirleticiler olan agir metallerin, toksik etkilerini cogu kez iz
elementlerle etkileserek gosterdikleri bilinmektedir. Kadmiyumun c¢inko, bakir, demir ve
kalsiyum gibi iz elementlerle hiicrelerdeki membran ligandlari, tastyicilart ve iyon kanallart icin
kompleks antagonistik bir yarismaya girdigi gosterilmistir (10,11).Kadmiyum toksisitesinde
onemli olan maruziyet sekli ve maruz kalinan kadmiyum miktaridir.Parenteral yolla uygulanan
kadmiyum bilesikleri ¢ok kisa stirede maksimum kan diizeylerine ulagsmaktadir ; injeksiyondan
sonraki ilk 12 saatte kadmiyum kan diizeyleri diigmeye baslarken daha sonra bir diizensizlik
goriilmekte, kan diizeyleri tekrar artmaktadir (12,13).Bu durum, tek doz parenteral
uygulamalardan glinler sonra dahi kadmiyumun hiicresel diizeydeki toksik etkilerinin devam

edebilecegini distindiirmektedir.
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Kronik alkolizmde ise etanollin metabolizmas: sirasinda mikrozomal siiperoksid
radikallerinin artis1 ve yagh Kkaraciger olusumu sonucunda artan LPO'na baglh olarak
hepatoselliiler hasar gelistigi bildirilmistir (14). Etanoliin iz element ve agir metallerin
biyoyararlanimi tlzerindeki etkilerinin, membran gecirgenliginin bozulmasi ve metal baglayan
protein sentezinin azalmastyla ilgili oldugu diisiiniilmektedir (15,16).

Bu bilgi ve gorlslere dayanarak calismamizda, kadmiyum ve etanoliin karacigerde LPO,
karaciger, bobrek, kalp ve serumda ¢inko, bakir ve demir diizeyleri ile hepatoselliiler hasarin
biyokimyasal gostergeleri olan serum ALP, GOT ve GPT enzimleri uzerindeki etkileri

arastirilarak  hiicresel — dlzeydeki toksik etkileri ile olast sinerjistik etkilesmeleri

degerlendirilmistir.

GEREC VE YONTEM
Caligmada, viicut agirliklart 180-200 g. arasinda olan Wistar Albino cinsi sekiz haftalik

erkek siganlar (n = 32) dort gruba ayrilarak sekiz hafta siireyle sivi diyete (17) alindilar :

KONTROL (K): Deneklere kat1 yem ve su yerine yalniz sivi diyet verildi.

KADMIYUM (Cd) : Deneklere diyetin dordiincii haftasi sonunda tek doz kadmiyum
(3mg/kg,IP, CdC12 -Merck) enjekte edildi (18).

ETANOL (EtOH) : Deneklere, sivi diyet iginde, deneyin ilk dort haftasinda % 5 h/h, ikinci
dort haftasinda ise % 10 h/h konsantrasyonda etanol verildi.

ETANOL + KADMIYUM (EtOH + Cd) : Deneklere EtOH grubu ile aym
konsantrasyonlarda etanol, Cd grubuna uygulanan doz ve siirede Cd uygulandi.

Sekizinci haftanin sonunda kadmiyum gruplarindan sag kalan altisar hayvanla birlikte diger
gruplardan da altisar hayvan degerlendirmeye alinarak (n=24) intrakardiyak kanlari
toplandi;karaciger,bobrek ve kalpleri cikarilarak analizleri yapilincaya kadar - 20 C° de
saklandi.

Karacigerde LPO, doku homojenatinda peroksidize lipidlerin son yikim TUriinii olan
malondialdehit (MDA)'in tiyobarbitiirik asid ile verdigi renkli iiriinde miktar tayini prensibine
dayanan Jamall ve Smith'in gelistirdigi yontemle calisildi (19). LPO, nmol MDA/g. Yas agirlik
cinsinden ifade edildi.

Karaciger, bobrek, ve kalp ,cinko, bakir ve demir analizleri VARIAN 30/40 model Atomik
Absorbsiyon Spektrofotometresinde  ve kuru kiillestirme yontemiyle yapildi.Bu amacla,
dokular etiivde 105 C° de kurutularak sabit agirliga getirildi. Numunelerden 0.2 g civarinda tam

tartimlar alinarak polipropilen tiiplere aktarildi; I'er ml konsantre nitrik asit eklendi ve 65 C °
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de 2 saat etiivde bekletilerek dijestiyona tabi tutuldular.Cinko analizinde 0.5,1 ve 15 pg/ml'

lik ¢inko standart ¢ozeltileri; bakir ve demir analizlerinde ise 2 ,4 ve 6 yg/ml'lik bakir ve demir

standart ¢ozeltileri ile ¢izdirilen kalibrasyon grafigine gore degerlendirmeler yapildi (20,21).
Sonuglar, Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi, Istatistik analizleri SPSS 6.0 for

Windows programi yardimiyla yapildi.

BULGULAR
Karaciger LPO ve demir diizeyleri tim deney gruplarinda, kontrol grubuna gore anlaml
derecede yiiksek bulundu. Cinko diizeyleri Cd ve EtOH + Cd gruplarinda artarken, bakir

diizeylerinde, hic bir deney grubunda anlamli bir farklilik saptanmadi (tablo 1.

Tablo 1.Karaciger LPO (nmol MDA/g yas agr.), cinko,bakir ve demir (lg/g kuru agr.)dlizeyleri
(Aritmetik Ortalama *+ Standart Sapma)

GRUPLAR Cinko Bakir Demir MDA
K 105,26+1,82 12,19+0,33 405,51122,02 326,83+31,23
Cd 150,32+3,17* 12,21 £0,36a | 498,79+19,12%* | 415,45+28,73***
EtOH 102,95x1.62a 11,91£0,22a | 478,66117,22%* | 404,55+18,21***
EtOH + Cd 138,53+1,90* 12,10£0.32a | 482,17+20,02%* | 449,80+£48,53***
ap>0.05 (anlamsiz) *p<0.05 **p<0.01 ***%p<0.001

Bobrekte cinko diizeyleri Cd ve EtOH + Cd gruplarinda, demir diizeyleri tim deney
gruplarinda anlamli bir artig gosterirken, bakir diizeylerinde anlamli bir farklilik gézlenmedi
(Tablo 2). Kalpte cinko diizeyi Cd grubunda artarken EtOH grubunda kontrol grubuna gore
anlaml bir sekilde azaldigi; demir diizeyinin ise yalniz EtOH grubunda arttig1 saptandi (Tablo
3).

Tablo 2. Bobrek ginko,bakir ve demir diizeyleri (Mg/g kuru agr.) (Art.Ort. £St. Sapma)

GRUPLAR Cinko Bakar Demir
K 97,3323,71 10,4620,57 209,11£6,12
Cd 119,28+2,72* 10,0€+0,54 a 304,85+8.38*
EtOH 96,42+3,54 a 10,1(x0,46 a 359,19+4,99*
EtOH + Cd 105,24+ 1,56* 10,10£0.29 a 345,05£17,90*
ap > 0.05 (anlamsiz) *p <0.01
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Tablo 3. Kalp, ¢inko , bakir ve demir diizeyleri (pg/g kuru agr.) (Art.Ort. £St.Sapma)

GRUPLAR Cinko Bakir Demir
K 86,20%3,60 11,02+0,26 310,21+4,06
Cd 98,60 £1,81* 11,11£ 0,27 a 308,89 14,08 a
EtOH 80,78£2,28** 10,91 £0,20 a 341,51+14,63 **
EtOH+Cd 85,57£2,98 a 11,14£0.22a 321,3714,67 a
a p > 0.05 (anlamsiz) *p<0.01 **p<0.05

Serum ¢inko, bakir, demir ile ALP, GOT ve GPT enzim degerleri tablo 4 ve 5S'te
gosterilmistir.

Serum c¢inko diizeylerinin Cd ve EtOH + Cd gruplarinda artarken, EtOH grubunda azaldigi,
demir duizeylerinin ise Cd ve EtOH gruplarinda dustiigi gozlendi. Serum bakir diizeylerinde,
hicbir deney grubunda anlamli bir degisiklik saptanmadi.

Serum ALP diizeyinin Cd ve EtOH + Cd gruplarinda, GOT dilizeyinin tiim deney gruplarinda
ve GPT aktivitesinin yalniz EtOH+Cd grubunda arttig1 gézlendi.

Tablo 4. Serum ¢inko, bakir ve demir diizeyleri (pg/ml) (Art.Ort. £St.Sapma)

GRUPLAR Cinko Bakir Demir
K 1,30+0,07 1,42+0,04 5,85%0,29
Cd 1,44£0,05* 1,42+0,05 a 4,98+0,28 *
EtOH 1,1610,07** 1,38%0,04a 5,3910,39 a
EtOH+Cd 1,43£0,05* 1,41 £0,04 a 5,13%0,23*
a p > 0.05 (anlamsiz) *p<0.01 **p<0.05

Tablo 5. Serum ALP (U/L), GOT ve GPT diizeyleri (U/ml) (Art.Ort. £St.Sapma)

GRUPLAR ALP GOT GPT
K 144,16+13.87 79,16113,49 36,6615,35
Cd 300,42131,86* 94,42£10,81%** 40,4214,79 a
EtOH 134,50+21,00a 121,0+8,17* 32,6616,12 a
EtOH+Cd 184,14+16,30** 128,28+23.05** 45,7118,48***

a p > 0.05 (anlamsiz)

*p<0.001

** p <0.01

***p <0.05
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SONUC VE TARTISMA

LPO, ksenobiyotiklerin toksik etki mekanizmalarinda temel kriter olarak kabul edilmekle
birlikte hiicresel hasarin total gostergesi oldugu tam olarak kanitlanmamistir. Ancak Cd ve
EtOH dahil bazi kimyasallarin toksikasyonlarinda kritik rolii olabilecegi dustinilmektedir.
Kadmiyumun, hticre kiltiirlerinde serbest radikallerin salinmasia yol acmadigi halde (22),
maruziyetten sonra dokularda LPO'nu artirdigin1 gosteren bulgular vardir (23,24). Degisik
uygulama sekilleri ve dozlarda karaciger, bobrek, beyin ve kalpte LPO'na bagh hiicresel hasar
bildirilmistir (25,26). Alkoliin neden oldugu hepatotoksisitenin serbest radikallerle iligkili
oldugunu gosteren Oncu calismalardan (27,28) sonra, kronik alkoliklerde ve deney
hayvanlarinda hepatik ve serum lipid peroksid diizeylerinin yuikseldigi gosterilmistir (29-32).
Calismamizda da, karaciger MDA diizeylerinin tim deney gruplarinda yiiksek olmasi literatiir
calismalan ile uyumludur ve Cd ile EtOH'lin hepatotoksik etki mekanizmalarinda LPO'nun
hiicresel hasardan sorumlu bir gosterge olabilecegi gorustinii desteklemektedir.

Karaciger iz element homeostazisinde kritik organdir. Akut ve kronik maruziyette Cd'un
basta karaciger olmak tizere bir¢cok organda ¢inko ve bakir metabolizmasindan ve agir metal
detoksifikasyonundan sorumlu sitozolik bir protein olan metallotionein (MT)'e bagl cinko ve
bakirla etkileserek dokulardaki dagilimlarint bozdugu bildirilmistir (33). Tek doz Cd
enjeksiyonundan 0.5 ile 12 saat ve 20 giin sonra karaciger ve bobreklerde c¢inko diizeyinin
anlamli derecede arttigini, bakir diizeylerinin ise karacigerde duserken bobreklerde
degismedigini gosteren bulgular da vardir (34). Cd'a maruz kalmus veya Itai-itai sendromu olan
kisilerin postmortem karaciger ve bobrek analizlerinde c¢inko diizeyi yiiksek bulunurken bakir
diizeylerinde anlamli bir degisiklik saptanmamistir (35). Aym sekilde, tekrarlanan Cd
enjeksiyonlarindan sonra kan, karacider ve bobreklerde cinko diizeyi artarken bakir
diizeylerinde anlamli bir degisiklik olmadig1 gosterilmistir (36). Calismamizda ise tek doz Cd
enjeksiyonundan 4 hafta sonra bile anlamda farkliliklar saptanmustir. Bulgularimiz doku ve
serumda cinko c¢alismalar ile uyumludur. Bakir diizeylerinde anlamli bir degisiklik olmamasi,
bakirm MT'deki tiyol gruplarina affinitesinin ¢inko ve kadmiyumdan fazla olmasi (37) ile
aciklanabilir.

Yapilan caligmalar, Cd'un demirin ferritine baglanmasini inhibe ettigini gostermektedir.
Cd'un karaciger ve bobreklerde demir artisina neden olurken serum demir diizeyini alinan doz

ve sure ile uygulama sekline bagli olarak degistirdigi bildirilmistir (38). Calismamizda da
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karaciger ve bobreklerde saptanan demir artist Cd'un, ¢inkonun yanisira demir ile de giiclii bir
sekilde etkilestigini disiindiirmektedir. Kalp demir diizeyinin anlamli bir farklilik
gostermemesi, Cd'un biiyilk oranda karaciger ve bobreklerde birikmesine (25); karaciger ve
bobrekte demir artisi ile serum demir diizeyindeki diisiis ise hepatoselliiler hasara bagli olarak
serumdan dokuya veya dokudan seruma demir tasinma mekanizmasmin bozulmasiyla ilgilidir
(38,39).

Kronik EtOH tiiketiminin iz element metabolizmasi lizerindeki etki mekanizmasi ¢ok acik
degildir; karaciger, bobrek ve serumda ¢inko ve bakir diizeylerinde onemli bir degisiklige neden
olmadigini gosteren bulgularin yanisira (39) alinan doza bagl olarak dokuda ¢inko diizeylerinin
arttigint (40) ve azaldigint (37) gosteren caligmalar da vardir. Calismamizda da, verdigimiz
konsantrasyon ve slirede EtOH'iin, karaciger ve bobrekte ¢inko ve bakir diizeylerini
degistirmezken, serum c¢inko diizeyini dusiurdugu saptandi. Kanda cinko diizeyinin azalmasi,
EtOH'ln neden oldugu hiperzinkiiri ile aciklanmaktadir (41,42).

EtOH'"in hepatik demir diizeyi lizerindeki etkisinin alinan konsantrasyon ve siireye bagh
oldugu gosterilmistir; 10 hafta siireyle EtOH verilen sicanlarin hepatik demir igerigi, 4 hafta
sureyle EtOH verilen sicanlara gore daha yiiksek bulunmustur (43). Ayrica, alkolik karaciger
hastaliklar1 ile hepatoselliiler hasarda hepatik demir diizeyinin arttigin1 gosteren calismalar
vardir (39,44). Calismamizda gozlenen hepatik demir diizeyindeki artig literatiir bilgileri ile
uyumludur. Kronik alkolizmde, demir metabolizmasindaki bozukluklar, hepatoselliiler hasarla
birlikte ferritin sentezinin bozulmasi ve EtOH'lin metabolizmasi sirasinda artan mitokondriyal
siiperoksid radikallerinin ferritindeki demiri indirgeyerek mobilize etmesiyle ilgilidir (43-45).

Bircok calismada hepatoselliiler hasarin biyokimyasal gostergeleri olarak degerlendirilen
serum ALP, GOT ve GPT enzim diizeylerinin tek doz Cd enjeksiyonundan sonra arttig1 (46,47),
EtOH'"in ise alinan doz ve siireye bagl olarak enzim diizeylerini artirdigi (47,48) ya da
degistirmedigi (49) gosterilmistir. Serum ALP, cinko bagimli bir metalloenzimdir; cinko
eksikliginde ALP aktivitesinin azaldigi (50), dokulardaki cinko ve demir duizeyleri ile ALP
arasinda bir Kkorelasyon oldugu gosterilmistir (51,52). Calismamizda, Cd'un serum ALP ve
hepatik cinko diizeylerini artirmast ve EtOH grubunda hepatik c¢inko ile serum ALP
diizeylerinde anlamli bir degisiklik olmamast bu c¢alismalarda elde edilen verileri
desteklemektedir. Diger taraftan, Cd ve EtOH'lin neden oldugu serum GOT ve EtOH + Cd
grubunda serum GPT diizeylerindeki artislar da literatiir bilgileriyle uyumludur (40, 47, 49).
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Bulgularimiza dayanarak, Cd'un cinko ve demir ile yarisarak hiicrelerde, cinko ve demir
bagimli reaksiyonlar1 etkiledigi, EtOH'lin ise c¢inko lizerinde Cd kadar belirgin bir etkisinin
olmadig1 ve metabolizmasi1 sirasinda aciga cikan serbest radikallerin demiri mobilize ederek
hiicresel hasara yol ag¢tig1 sonucuna varilmistir. Cd ve EtOH'un hiicresel diizeydeki toksik
etkilerini iz element metabolizmasini bozarak gosterdiklerini ancak etki mekanizmalarinin
farkli oldugunu ve uyguladigimiz dozdan 4 hafta sonra bile kadmiyumun toksik etkilerinin

devam edebilecegini sOyleyebiliriz.
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