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OZET

MELATONIN ADSORBE EDILMI$ NANO ZEOLIT UYGULAMASININ
KADMIYUM’A MARUZ KALAN DiSi RATLARDA UTERUS
DOKUSUNDAKI BAZI ANTIOKSIDAN VE SITOKIN SEVIYELERI
UZERINE ETKILERININ ARASTIRILMASI

Cesitli doga olaylar1 (volkanik patlamalar) ve endiistriyel faaliyetler sonucunda
ortaya ¢ikan kadmiyum, su, besin maddeleri ve havaya karisarak ekosisteme biiyiik
zararlar vermektedir. Ayrica bu maddelere (su, besin ve hava) maruz kalan canlilarda
uzun siireli biyolojik birikimi bir¢ok doku ve organda toksisiteye sebep olmaktadir. Bu
dokulardan birini de uterus dokusu olusturmaktadir. Kadmiyum, oksidatif stres
olusturma ve inflamatuar yanitlar tetikleme mekanizmalaryla uterus dokusunda
fonksiyonel bozukluklara yol acabilmektedir. Daha Once yapilan c¢alismalarda,
kadmiyum toksisitesinin oniine gecmek i¢in bir¢cok farkli madde (organik-inorganik)
denenmistir. Bu ¢alismada ise, melatonin adsorbe edilmis nano zeolit uygulamasinin,
kadmiyuma maruz kalan disi ratlarda uterus dokusundaki malondialdehit, bazi
antioksidan (stiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz) ve sitokin (timor
nekroz faktor-alfa, interloykin 1-beta, interloykin 6, interloykin 10) seviyeleri

tizerindeki koruyucu etkileri aragtirilmistir.

Bu amagla, ratlar (n= 32) kontrol, kadmiyum, melatonin ve kadmiyum +
melatonin olmak tizere rastgele dort esit gruba ayrilmistir. Kadmiyum ve kadmiyum+
melatonin grubundaki ratlara 2.04 mg / ml dozunda kadmiyum oral olarak 4 hafta
boyunca haftada 3 kez uygulanmistir. Melatonin ise 8 g/kg viicut agirligi/giin dozunda
melatonin ve melatonin+ kadmiyum grubuna ayn siire ve yolla uygulanmistir. Kontrol
grubundaki ratlara ise gavaj yoluyla fizyolojik tuzlu su uygulamasi ayni siirede
yapilmistir. Dort haftalik deneme siireci sonunda, hayvanlardan kan ve doku 6rnekleri
alinmistir. Sonuglar degerlendirildiginde, kadmiyum uygulamasinin uterus dokusunda
timor nekroz faktor-alfa (4,42+0,42), interloykin 1-beta (114,62+£12,98) ve serum
kadmiyum diizeylerinde artisa yol agtig1, melatonin uygulamasinin ise tiimdr nekroz
faktor-alfa (3,26+0,23) ve oksidatif stres indeksi diizeylerinde (0,85+0,04) belirgin
azalmaya sebep oldugu tespit edilmistir (p<<0,05). Ayrica, serum ve uterus dokusundaki

antioksidan enzimler (siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz)



degerlendirildiginde ise gruplar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (p>0,05). Serum toplam oksidan seviye (6,83+0,50) ve oksidatif stres
indeksi degerleri (0,44+0,21) melatonin grubunda en diisiik, kadmiyum grubunda ise

en yliksek seviyede tespit edilmistir (p<0,05).

Sonug olarak, melatonin adsorbe edilmis nano zeolit uygulamasi, kadmiyum
kaynakli oksidatif ve inflamatuar hasart kismen azaltmakta ve cevresel toksisiteye

kars1 potansiyel koruyucu bir strateji olarak degerlendirilebilmektedir.

Anahtar kelimeler: Antioksidan, kadmiyum, melatonin, sitokin, uterus.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF MELATONIN-ADSORBED
NANOZEOLITE APPLICATION ON CERTAIN ANTIOXIDANT AND
CYTOKINE LEVELS IN THE UTERINE TISSUE OF CADMIUM-EXPOSED
FEMALE RATS

Cadmium, released as a result of various natural phenomena such as volcanic
eruptions and industrial activities, enters the ecosystem through water, food sources,
and air, causing significant environmental damage. Moreover, long-term exposure to
these contaminated sources leads to biological accumulation in living organisms,
resulting in toxicity in various tissues and organs. One of the tissues affected by this
accumulation is the uterus. Cadmium can induce functional impairments in uterine
tissue through mechanisms involving the induction of oxidative stress and the
activation of inflammatory responses. Previous studies have investigated numerous
organic and inorganic compounds to mitigate cadmium-induced toxicity. In the present
study, the protective effects of melatonin-adsorbed nano-zeolite on uterine tissue were
investigated in female rats exposed to cadmium by evaluating levels of
malondialdehyde, several antioxidant enzymes (superoxide dismutase, catalase, and
glutathione peroxidase), and cytokines (tumor necrosis factor-alpha, interleukin-1

beta, interleukin-6, and interleukin-10).

For this purpose, the rats (n=32) were randomly divided into four equal groups:
control, cadmium, melatonin, and cadmium + melatonin. Rats in the cadmium and
cadmium + melatonin groups received cadmium orally at a dose of 2.04 mg/ml, three
times per week for four weeks. Melatonin was administered to the melatonin and
cadmium + melatonin groups at a dose of 8 g/kg body weight/day via the same route
and duration. Rats in the control group received physiological saline via gavage during
the same experimental period. At the end of the four-week experimental period, blood
and tissue samples were collected from the animals. When the results were evaluated,
cadmium administration was found to cause an increase in tumor necrosis factor-alpha
(4.42+0.42), interleukin 1-beta (114.62+12.98) levels in uterine tissue, and serum
cadmium levels, whereas melatonin administration resulted in a significant decrease

in tumor necrosis factor-alpha (3.26+£0.23) and oxidative stress index levels



(0.85+0.04) (p<0.05). Furthermore, when antioxidant enzymes in serum and uterine
tissue (superoxide dismutase, glutathione peroxidase, and catalase) were evaluated, the
differences among the groups were not found to be statistically significant (p>0.05).
Serum total oxidant status (6.83+0.50) and oxidative stress index values (0.44+0.21)
were determined to be lowest in the melatonin group and highest in the cadmium group

(p<0.05).

In conclusion, the application of melatonin-adsorbed nano-zeolite partially
reduces cadmium-induced oxidative and inflammatory damage and may be considered

a potential protective strategy against environmental toxicity.

Keywords: Antioxidant, cadmium, cytokine, melatonin, uterus.
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1. GIRiS

Giliniimiizde endiistriyel faaliyetlerin artmasiyla gevresel kirleticilerin canl
saglig lizerindeki olumsuz etkileri 6nemli bir arastirma konusu haline gelmistir. Bu
kirleticiler arasinda yer alan agir metaller, biyolojik sistemlerde birikerek ¢esitli doku
ve organlarda toksik etkilere neden olabilmektedirler (Johri ve ark., 2010; Thompson
ve Bannigan, 2008). Bu agir metallerden biri olan kadmiyum (Cd), canli organizmaya
oncelikle kontamine yiyecek ve sular ile alinmaktadir. Ayrica, O6nemli oOl¢ilide
inhalasyon ve sigara igilmesi yoluyla da canli viicuduna alindig1 bildirilmektedir. Cd,
uzun bir yarilanma omriine (yaklasik 25-30 yillik) sahip olmasi nedeniyle bitkilerde
ve hayvanlarda birikmektedir. Epidemiyolojik veriler, meslek ve c¢evresel Cd
maruziyetinin meme, akciger, prostat, nazofarenks, pankreas, bobrek ve uterus
kanserleri dahil olmak tizere c¢esitli kanser tiirleri ile iligkili olabilecegi
diisiindiirmektedir (Genchi ve ark., 2020; Jarup, 2002). Bununla beraber, Cd iireme
sistemi tizerinde gosterdigi zararl etkilerle dikkat ¢cekmektedir. Cd’nin oksidatif stres
(OS) olusturma, hiicre yapisint bozma ve inflamatuar yanitlar1 tetikleme gibi
mekanizmalarla uterus dokusunda fonksiyonel bozulmalara neden oldugu

bilinmektedir (Johri ve ark., 2010; Thompson ve Bannigan, 2008).

Kadmiyum’un dokulardaki birikimini onlemek i¢in birgok organik ve
inorganik madde, vitamin katki maddeleri ile bitki ekstratlar1 denenmistir (Genchi ve
ark., 2020; Jarup, 2002). Yine ayn1 sekilde Cd ‘un zararh etkilerini azaltmaya yonelik
cesitli antioksidan ajanlar da arastirilmaya devam edilmektedir. Bu ajanlardan biri de
melatonin olarak bilinmektedir. Epifiz bezi tarafindan sentezlenen melatonin, yalnizca
sirkadiyen ritmi diizenlemekle kalmaz, ayn1 zamanda giiclii bir antioksidan ve anti-
inflamatuar etkiye sahiptir. Melatoninin reaktif oksijen tiirlerini (ROS) temizleme
kapasitesi ve sitokin diizeylerini modiile etme yetenegi, onu toksik ajanlara karsi

koruyucu bir molekiil haline getirmistir (Hardeland, 2005; Reiter ve ark., 2014).

Bununla birlikte, melatoninin biyoyararlanimi ve dokulara etkin ulagimini

artirmak i¢in ¢esitli calismalar devam etmektedir. Bu amagla, son yillarda ilag tastyici

1



sistemler lizerine yapilan ¢aligsmalar, melatoninin farmakokinetik 6zelliklerinin
tyilestirilmesi i¢in nano-tasiyicilar (6zellikle nano zeolitler) gibi materyallerin
kullanimini giindeme getirmistir. Nano zeolitler; gézenekli yapilari, yiiksek ylizey
alanlar1 ve biyo-uyumluluk o6zellikleri sayesinde ilag¢ tagima sistemlerinde umut
vadeden materyaller olarak 6ne ¢ikmaktadir (Cundy ve Cox, 2003; Schwieger ve ark.,
2014). Melatonin adsorbe edilmis nano zeolitlerin, melatoninin kontrollii salinimini
saglayarak hedef dokuda daha etkin bir koruyucu etki olusturabilecegi

distiniilmektedir.

Bu baglamda, bu calismada melatonin adsorbe edilmis nano zeolitlerin, Cd
maruziyeti altinda kalan disi ratlarda uterus dokusundaki bazi antioksidan enzimler
[6rnegin; Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD)]
ve inflamatuar sitokinler [0rnegin; Tiimor Nekroz Faktorii-alfa (TNF-a), interlokin-1
beta (IL-1pB), interlokin-6 (IL-6) ve interlokin-10 (IL-10)] tizerindeki etkinliklerin
arastirilmasi amaglanmistir. Ayrica, elde edilecek verilerin hem gevresel toksisiteye
kars1 korunmada alternatif stratejilerin gelistirilmesine katki saglamasi hem de bu
yonlii caligmalarin potansiyelinin ortaya konulmasi bakimindan o6nemli oldugu

diistiniilmektedir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Kadmiyum ve Biyolojik Etkileri

Kadmiyum (Cd), atom numarasi 48, yogunlugu 8,64 g/ml, erime noktasi 320,9
°C, kaynama noktas1 765°C olan giimiis-beyaz renkte bir metaldir (Kara ve ark., 2016).
Cd, dogada genellikle ¢inko (Zn) ve kursun (Pb) yataklarinda bulunmaktadir. Bu
metallerin eritme islemlerinin bir yan {iriinii olarak iiretilmektedir. Yer kabugundaki

dogal orani ise milyonda yaklasik 0.1°dir (Wang ve ark., 2023).

Kadmiyum, ¢evrede yaygin olarak bulunan toksik ve kalic1 bir agir metaldir.
Basta endiistriyel atiklar, giibreler, tiitiin dumani ve kirli su yoluyla canli organizmalara
ulagmaktadir. Viicutta biyolojik yarilanma 6mrii olduk¢a uzun olan bu metal 6zellikle
karaciger, bobrek, akciger ve lireme organlarinda birikim gostermektedir (Godt ve ark.,

2006).

Kadmiyum’un 6nemli ¢evresel kaynaklarindan biri de sigara dumanidir. Sigara
kullanimi, bireylerin Cd’ye maruziyetini anlamlhi diizeyde artirir (Kaplan ve ark.,
2009). Diinya Saglik Orgiitii (WHO), Cd'nin ana kaynaklarimni pil iiretimi, pigmentler,
korozyon koruma kaplamalari, kaplamalar, giines pilleri, plastik stabilizatorler, nétron
emiciler ve kozmetikler olarak listelemistir. Cd, su kaynaklarina karisabilir, bitkiler
tarafindan alinabilir ve gaz olarak atmosfere salinabilir veya toprak bilesenleri
tarafindan emilebilir (Kisadere ve ark., 2023). Cd, endiistriyel kirlilikle ¢evrede
birikerek toprak kirliligine yol agar ve bazi bitkiler Cd’yi biinyesinde tutarak meralar1
da kirletir. Bu nedenle bu bitkilerle otlayan hayvanlar tarafindan yutulur. Cd, yukarida
belirtilen kaynaklar yoluyla siirekli olarak ¢evreye (6rnegin, su, hava ve toprak) salinir
ve yutuldugunda ve/veya solundugunda hayvanlarda zehirlenmeye neden olur (Reis

ve ark., 2010).

Yiiksek derecede kanserojen bir metal olan Cd, diisiik konsantrasyonlarda dahi

toksik reaksiyonlara neden olabilir. Uzun siireli ve yiiksek dozda Cd alinimi ciddi
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saglik problemleri dogurmaktadir (Ankit ve ark., 2021). Cd, solunum, diiriner,
kardiyovaskiiler, gastrointestinal, sinir, immiin, iireme ve iskelet sistemi gibi ¢esitli
sistem ve dokularda toksik etki olusturarak, ¢esitli kanserlere neden olabilmektedir
(Pandey, 2013). Cd toksisitesi, biiylik 6l¢iide Cd’nin ROS iiretimini artirarak OS’a
neden olmasindan kaynaklanir (Cuypers ve ark., 2010). Ayrica deoksiriboniikleik asit
(DNA) hasari, mitokondriyal disfonksiyon, lipit peroksidasyonu (LPO) ve hiicre
Oliimii gibi mekanizmalarla dokularda hasara yol a¢tig1 ve buna bagh ¢esitli patolojik
durumlar1 baslatan serbest radikal tiretimini uyardig1 gosterilmistir (Kaplan ve ark.,

2009).

Ureme sistemi iizerinde Cd’nin hem erkek hem de disi hayvanlarda zararl
etkileri vardir. Disi hayvanlarda ovaryum, uterus ve plasenta gibi yapilarda
fonksiyonel bozukluklara yol acabilir. Ozellikle uterus dokusunda inflamasyon,
hiicresel stres ve hormonal dengenin bozulmasina neden olur (Thompson ve Bannigan,

2008).

2.2. Antioksidanlar

Organizma, serbest radikallere ve bunlarin neden oldugu zararlara karsi bir
savunma sistemine sahiptir. Serbest radikalleri ve bunlarin meydana getirdigi zararlar
Onleyen maddeler antioksidanlar olarak adlandirilirlar (Diindar & Aslan, 1999). Bu
maddeler hiicre i¢in toksik olabilecek serbest radikallerin bulundugu reaksiyonlar
durdurarak, hiicre i¢in toksik olmayacak formlara doniistiiriir. Antioksidan etkisi
kuvvetli olan bilesikler ile serbest radikallerin olusumu ve ROS’un neden oldugu

oksidatif hasar engellenebilmektedir (Katakwar ve ark., 2016).

Antioksidanlar, endojen ve eksojen kaynakli olabilmektedirler. Endojen
kaynakli antioksidanlar, enzimatik ve enzimatik olmayan (nonenzimatik)
antioksidanlar olmak tiizere ikiye ayrilirlar. Enzimatik antioksidanlar arasinda GSH-
Px, CAT, SOD; enzimatik olmayan antioksidanlar arasinda ise melatonin,
seruloplazmin, transferrin, GSH (glutatyon), alblimin, laktoferrin gibi molekiiller

bulunur. Eksojen antioksidanlar ise $-karoten (A vitamini), askorbik asit (C vitamini),



alfa tokoferol (E vitamini) ve folik asit gibi vitaminler ile ¢esitli bilesikleri icerir

(Aydemir ve Sar1, 2009a).

Antioksidanlar ayrica etki mekanizmalarina gore alt1 grupta incelenir:

e Bastirict Etki: Serbest oksijen radikallerine bir hidrojen ekleyerek reaksiyon
hizin1 azaltir ve aktivitelerini diisiiriir (Aydemir ve Sari, 2009b).

e Zincir Kirict Etki: Serbest oksijen radikallerinin zincir reaksiyonlarimi
durdurarak zincir yapilarinin kirilmasini saglar (Mates ve ark., 1999).

e Toplayic1 Etki: Serbest oksijen radikallerini tutarak veya daha zayif
molekiillere doniistiirerek etki gosterirler (Aydemir ve Sari, 2009b).

e Onaric1 Etki: Lipit, protein ve DNA’da olusan hasarlar1 tamir eder (Mates ve
ark., 1999).

e Hiicresel kinaz kayiplarim1 6nleme: Oksidasyon reaksiyonlarini durdururlar
(Aydemir ve Sari, 2009b).

e Enzimatik etki: SOD gibi antioksidan enzimler ile enzimatik olmayan

antioksidanlarin sentezini arttirarak etkilerini gosterirler (Aydemir ve Sari,

2009b).

2.2.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz enzimi, reaktif oksijenlere karsi ilk miidafaa hattidir. Bu
enzim, slperoksit radikallerini hidrojen peroksite ve oksijene doniistlirerek

detoksifikasyon siirecini hizlandirir (Akkus, 1996).

2.2.2. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz, ilk olarak Mills (Lei ve ark., 2007) tarafindan
kesfedilmistir. Daha sonralari memeli GPx’lerinin diger tipleri izole edilmis ve
organizmalarin biiylik bir bolimiinde ekspre edildigi bildirilmistir (Herbette ve ark.,

2007).



Glutatyon peroksidaz; indirgenmis glutatyon tarafindan hidrojen peroksit
(H202) ve lipit peroksitlerinin detoksifikasyonunu katalizler. BOylece membran
lipitlerini ve hemoglobini, peroksitlerin oksidasyonundan korur. GSH-Px,
ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda da rol almaktadir. Memeli hiicrelerinde
biyolojik membranlarin peroksidatif hasarina karsi en hayati savunma saglayan
antioksidan enzim sistemidir. Bu enzimlerden, GSH-Px, CAT ve SOD ile hiicreyi
peroksidan molekiillerden korumay1 amaglayan ortaklasa bir sistem olusturur (Oncii

ve ark., 2002).

Glutatyon peroksidaz, memeli dokularinda genis bir sekilde dagilim
gostermistir. Karaciger dokusu en zengin kaynaklarindan biridir. Normal rat ve insan
karacigerinde bu selenoenzim organin c¢oziinebilir proteininin yaklasik %25’ini
olusturmaktadir (Stadtman, 1977). GSH-Px biitiin hiicrelerde bulunur (Chambers ve
ark., 1986).

2.2.3. Katalaz (CAT)

Katalaz, 6zellikle peroksizomlarda bulunan demir (Fe) igeren bir antioksidan
enzimdir. H>O2, su ve oksijene doniistiirerek hiicreyi oksidatif zararlardan korur. H2O»
seviyesinin artmast durumunda CAT aktivitesinde de bir artig gozlenmektedir (Dinger

ve Kayserilioglu, 1995).

2.2.4. Malondialdehid (MDA)

Malondialdehid, li¢ veya daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin
peroksidasyona ugramasiyla meydana gelir. Serbest oksijen reaktifleri, ortaklanmamis
bir elektrona sahip kimyasal olarak aktif molekiillerdir. Bu molekiiller, organizmanin
normal homeostaz siireci sirasinda olusabilecegi gibi ¢esitli dis faktorlerin etkisiyle de
meydana gelebilmektedir. Kiigiik ve reaktif bir organik molekiil olan MDA, tiim
Okaryot hiicrelerde bulunmaktadir. MDA, C3H40O, (Akrilik asit) formiiliine sahip bir
aldehittir (Ayala ve ark., 2014; Frijhoff ve ark., 2015; Morales ve Munné-Bosch,

2019). MDA, hiicre zarinin yapisinin bozulmasina ve iyon gegisinin aksamasina yol
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acar. Zarlar1 kolayca gegebildigi i¢in hiicre icindeki enzim aktivitelerini, protein
iretimini ve DNA’y1 olumsuz etkiler. MDA, genotoksik, mutajenik ve karsinojenik
ozellikler gostermesi sebebiyle oksidatif hasarin tespitinde sik¢a kullanilan bir

bilesiktir (Pisoschi ve Pop, 2015).

2.3. Oksidatif Stres ve Antioksidan Savunma Sistemi

Oksidatif stres, ROS iiretimi ile viicudun bu toksik firlinleri noétralize etme
kapasitesi arasindaki dengesizlik sonucu olusur. Bu dengesizlik hiicresel hasara yol
acar (Sikka ve ark., 1995). Hiicreler yasamsal faaliyetlerini stirdiirebilmek i¢in oksijen
kullandiginda, kaginilmaz olarak bir miktar ROS iiretilir. Belirli diizeyde ROS, normal
hiicresel islevlerin ilerleyebilmesi agisindan faydalidir ve bu durum tireme hiicreleri
ve dokulart i¢in de gecerlidir (Aitken ve Fisher, 1994). Ancak asir1 miktarda ROS
patofizyolojik hale gelir, DNA hasarina ve hatta apoptoza (programlanmis hiicre
6limi) neden olabilir (Smits ve ark., 2018). Oksidatif stresin dnlenmesi amactyla
viicut, bir antioksidan savunma mekanizmasi gelistirmistir. Antioksidanlar, ROS’u
dogrudan etkisiz héle getirebilir, onlar1 inaktive edebilir ya da hiicresel hasari

onarabilir (Mironczuk-Chodakowska ve ark., 2018a).

Oksidatif stresin oosit, embriyo ve implantasyon iizerine dogrudan etkileri
vardir; bu etkiler hiicre zar lipid peroksidasyonu, hiicresel protein oksidasyonu ve
DNA hasar1 yoluyla gergeklesir (Smits ve ark., 2018). Oksidatif stres ayrica
endometriozis, hidrosalpenks, polikistik ovaryum sendromu ve agiklanamayan
infertilite gibi durumlarla da iliskili bulunmustur (Agarwal ve ark., 2012).
Endometriozisli hastalarda OS belirteglerinin tespitine yonelik calismalarda farkli
sonuclar elde edilmistir. Baz1 arastirmalar, endometriozisli hastalarin peritoneal
stvisinda veya dolagiminda artmis OS seviyeleri gézlemlememisken, bazi ¢calismalarda
ise OS belirteglerinin yan sira proinflamatuar sitokinlerin (IL-6, TNF-a ve IL-1B) de
arttig bildirilmistir (Agarwal ve ark., 2012).

Serbest radikallerin giiclii bir siipiiriiciisii olan melatoninin intraperitoneal
uygulamasinin, OS’u azaltarak endometriotik lezyonlarin gerilemesine neden oldugu

gdsterilmistir (Giiney ve ark., 2008; Ozcelik ve ark., 2003). Daha 6nce yapilan birgok
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calismada, ROS’un dokularda lipitler, proteinler ve niikleik asitler gibi hiicresel
makromolekiillerin oksidatif hasarinda dogrudan rol oynadigir ortaya konmustur.
MDA, ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna yol agan zincir reaksiyonlarinin
bir yikim iirlinlidiir. Bu nedenle, OS aracilt LPO’nun giivenilir bir belirteci olarak

kabul edilir (Kisadere ve ark., 2023).

Melatoninin, diger bir¢ok etkisinin yani sira, anti-inflamatuar 6zelliklere sahip
oldugu gosterilmistir. Melatonin, inflamatuar reaksiyonlar sirasinda doku yikimini
cesitli yollarla azaltmaktadir. Ayrica, melatoninin hem in vivo hem de in vitro OS
modellerinde ¢ok sayida radikal tiirline kars1 giiclii bir antioksidan ve serbest radikal

stipiiriiciisii olarak davrandigi da gosterilmistir (Reiter ve ark., 2000).

2.4. Sitokinler ve inflamasyon

Sitokinler, bagisiklik sisteminin temel diizenleyici molekiillerinden olup
hiicreler arasi iletisimi saglar ve 6zellikle inflamatuar siireglerde kritik roller {istlenir.
Kiiciik yapili glikoproteinler olan bu molekiiller, genellikle monositler, makrofajlar,
lenfositler ve diger immiin sistem hiicreleri tarafindan sentezlenir. Cd gibi toksik
ajanlara maruziyet, sitokin profili iizerinde 6nemli degisikliklere yol agarak dokularda

inflamatuar yanitin artmasina neden olabilir (Das ve Al-Naemi, 2019).

Kadmiyum maruziyeti sadece OS’u degil ayn1 zamanda inflamatuar yanitlari
da tetikler. Hiicresel hasar sonucu aktive olan bagisiklik hiicreleri proinflamatuar
sitokinlerin {iretimini artirir (Liu ve ark., 2009). Cd’nin hiicresel diizeyde Niikleer
Faktor-«B (NF-kB) gibi transkripsiyon faktorlerini aktive etmesi, proinflamatuar
sitokinlerin gen ekspresyonunu artirir. Bu sliregte en sik gozlenen sitokinler arasinda
TNF-a, IL-1B ve IL-6 yer almaktadir. TNF-q, hiicre 6liimiinii (apoptoz), doku hasarin
ve diger inflamatuar olaylar1 tetikleyen ¢ok yonlii bir sitokindir. IL-1p ve IL-6, akut
inflamasyon siirecinde énemli rol oynayarak vaskiiler gecirgenligi artirir, bag dokusu
yikiminit kolaylastirir ve lokal inflamasyonun ilerlemesine zemin hazirlar (Das ve Al-

Naemi, 2019).



Yukarida bahsedilen sitokinlerin seviyelerinin doku ve organlardaki artigi
uterus gibi hedef dokularda vaskiiler hasar, hiicre 6liimii, bag dokusu fibrozisi ve
hormonal reseptér duyarliliginda degisiklik gibi patolojik sonuglar dogurdugu
bilinmektedir. Cd’nin dokulara olan direkt etkisinden ziyade, olusturdugu inflamatuar
mikro ¢evre sayesinde dolayli etkilerinin daha belirgin oldugu goriilmektedir. Bu
durum, reprodiiktif sistemin hassas yapisim1 bozarak fertilite iizerinde olumsuz

sonuglara neden olabilmektedir (Maretta ve Marettova, 2022).

2.5. Melatonin’in Antioksidan ve Antiinflamatuar Etkileri

Melatonin, esas olarak pineal bez tarafindan salgilanan bir hormondur (Eybl ve
ark., 2006; Romero ve ark., 2011). Melatonin ayn1 zamanda retina, lens, kemik iligi
hiicreleri, bagirsak ve deri gibi diger hiicre, doku ve organlarda da sentezlenmekte
olup, burada parakrin ve otokrin etkiler gostermektedir (Acufia-Castroviejo ve ark.,
2014). Ayrica, lokal olarak iiretilen melatonin, hiicreleri serbest radikallere karsi

dogrudan korumaktadir (Manchester ve ark., 2015).

Melatoninin organizmada farkli islevleri de bulunmaktadir. Bunlar arasinda,
biyolojik saatin diizenlenmesi, memelilerde cinsel olgunlagma ve iireme siireglerine
katilim1 da yer almaktadir (Quera Salva ve ark., 2011). Hem endojen antioksidan
sistemleri destekleyerek hem de serbest radikalleri dogrudan temizleyerek hiicreleri
korur (Reiter ve ark., 2014). Ayrica melatonin, proinflamatuar sitokinlerin tiretimini

azaltarak dokulardaki inflamatuar yanit1 da sinirlar (Hardeland, 2005).

Lipofilik o6zellik gostermesinden dolayr hiicrenin hemen hemen biitiin
organellerine ulasarak genis bir dagilim goésteren melatonin, hidroksil (OH") ve
stiperoksit radikallerini tutarak enzimatik olmayan bir antioksidan etki gosterir (Aslan
ve ark., 1995; Eybl ve ark., 2006). Melatonin, ¢esitli toksinlerin neden oldugu oksidatif
hasara karsi korumada son derece etkili oldugu bilinen giiclii bir serbest radikal
temizleyici ve antioksidandir (Reiter ve ark., 2000; Srinivasan ve ark., 2005). Ayrica,
SOD, GSH-Px ve glutatyon rediiktaz (GR) gibi antioksidan enzimlerin sentezini
uyararak ve GSH diizeylerini artirarak hiicrenin antioksidan potansiyelini giiclendirir

(Goémez ve ark., 2005; Srinivasan ve ark., 2005).
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2.6. Nano Zeolitler ve Melatonin Tasinimi

Zeolitler, gozenekli, hidratlanmis kristal yapiya sahip aliiminosilikat (Al2SiOs)
bilesiklerdir. Bu malzemeler, silisyum (Si), aliiminyum (Al) ve tetraoksijen (Os)
tetrahedronlarindan olusan li¢ boyutlu bir iskelet yapisina sahiptir. Bu yapida her
tetrahedron, oksijen atomlarini komsu tetrahedronlarla paylasir. Zeolitin iskelet yapisi,
Si** iyonlarinin yerine Al** iyonlarinin bulunmasi nedeniyle sabit negatif yiike sahiptir.
Zeolitler, yiiksek 1s1l ve radyasyon kararliliklar, secicilikleri ve katyon degisim
kapasiteleri sayesinde cesitli agir metallerin katyonik formlarinin sulu ¢ozeltilerden
uzaklastirilmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Faghihian ve Riazi, 2013). Tip,
tarim, deterjan sanayi ile niikleer ve biyogaz endiistrilerinde de kullanim alani
bulmustur (Ansari ve ark., 2014). Biyouyumlu o&zellik gosterdiklerinden dolay1
giivenli oral manyetik rezonans goriintiileme kontrast ajanlari, ilag¢ tasiyicilari, cilt
beyazlatici ajanlar ve antikanser ajanlar olarak da kullanilmaktadirlar. Bununla beraber
fibroblast hiicre hatlarinda titanyum dioksit (Ti0O2) kaynakli reaktif oksijen tiirlerini
azaltmada ve hipoksi kosullarinda hiicrelere oksijen tasinimimi artirmada etkili

olduklar1 gosterilmistir (Ninan ve ark., 2013).

Nano zeolitlerin ilag tastyici sistemlerde kullanilmasinin baslica avantajlari
yiiksek tagima kapasitesi, yiizey modifikasyonuna uygunluk, biouyumlu ve gézenekli
yapilari sayesinde kontrollii salinim saglayabilmeleridir. Bu tasiyici sistemler terapdtik
molekiillerin biyoyararlanimi artirmakta ve hedef dokularda daha uzun siire kalmasimi
saglayarak etkinligini artirmaktadir. Ozellikle kararsiz veya hizli metabolize olan
molekiiller i¢in bu sistemler farmasdtik agidan 6nemli avantajlar sunmaktadir (Pandya

ve ark., 2024).

Melatonin fizyolojik ortamda hizli metabolize edildiginden dolay1
biyoyararlanim siiresi sinirhidir. Bu nedenle tasiyict sistemleri ile stabilizasyonu
gerekmektedir. Nano zeolite adsorbe edilen melatonin hem gastrointestinal yikima
karst korunurken hem de hedef dokuya (6rnegin uterus) daha etkin bigimde
ulastirilabilir. Ayrica nano zeolitler sayesinde melatoninin kontrollii salinimi

saglanarak plazma konsantrasyonunun daha uzun siire sabit kalmas1 miimkiin olur. Bu
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durum tedavi etkinligini artirirken ayn1 zamanda toksisite riskini de azaltabilir (Mirza-

Aghazadeh-Attari ve ark., 2022).

Ayrica zeolitlerin Cd gibi agir metallerle bag kurma kapasiteleri de mevcuttur.
Bu 06zellik hem melatonin taginimint hem de Cd’nin biyolojik sistemlerden
uzaklastirilmasini ayni anda gergeklestirme potansiyeli sunar. Bu nedenle melatonin
yiiklii nano zeolit sistemleri hem antioksidan koruma hem de metal detoksifikasyon
amaciyla c¢ift yonlii terapotik uygulamalar i¢in umut verici bir strateji olarak

degerlendirilmektedir (Margeta ve ark., 2013).

2.7. Kadmiyum’un Uterus Dokusuna Ozgii Etkileri

Ureme sistemi, endokrin ve immiin sistemle siki bir etkilesim i¢inde oldugu
icin cevresel toksik ajanlara karsi oldukc¢a duyarlidir. Cd’nin disi ilireme sistemi
tizerindeki etkileri bircok deneysel calismada gosterilmis ve uterusun bu toksik
etkilere kars1 6nemli bir hedef organ oldugu belirlenmistir. Cd’nin uterus dokusunda
neden oldugu baslica patolojik degisiklikler arasinda doku dejenerasyonu,
inflamasyon, vaskiiler hasar, hormonal reseptér ekspresyonunda bozulma ve hiicre

proliferasyonunun engellenmesi yer almaktadir (Chedrese ve ark., 2006).

Kadmiyum, uterus dokusunda biriktikce endometriyal hiicreler de oksidatif
hasar meydana gelmektedir. Bu durum mitokondriyal membran stabilitesinin
bozulmasina, hiicre iskelet yapisinin zarar gormesine ve hiicre Oliimiiniin
tetiklenmesine neden olur. Ayrica, Cd‘un antioksidan savunma sistemlerini inhibe
etmesiyle olusan OS, LPO’yu artirarak doku yapisin1 daha da bozmaktadir (Hu ve ark.,
2023).

Hormonal diizeyde ise Cd, Ostrojen ve progesteron reseptorlerinin
ekspresyonunu degistirerek hormonal sinyalizasyonu etkiler. Bu durum hem
endometriyal proliferasyonu hem de uterusun siklik degisimlerini olumsuz yonde
etkiler. Uterusta implantasyon siireci, 0strojen-progesteron dengesi ve endometriyal
biitiinliik agisindan kritik 6neme sahiptir. Cd’nin bu sistemi bozmasi gebelik

oranlarimin azalmasina ve embriyonik gelisim bozukluklarina yol acabilir (Chedrese
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ve ark., 2006). Ayrica Cd’nin yol actig1 lokal inflamatuar yanit, uterus dokusunda
l6kosit infiltrasyonu, damar gegirgenliginde artis ve bag doku fibrozisi gibi sekonder
hasarlar1 da beraberinde getirir. Bu siire¢ yalnizca akut toksisiteye degil ayn1 zamanda
uzun siireli infertiliteye neden olabilecek kalic1 yapisal bozukluklar olusturabilir (Hu

ve ark., 2023).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Nano Zeolitin Kristalizasyonu ve Sentezi

Zeolit Ornekleri, Tirkiye’nin en O6nemli zeolit kaynagi olan Kuzeybati
Anadolu’daki Bigadic bolgesinden temin edildi. Yem katkisi olarak kullanilmak tizere
0-1,5 mm boyutundaki zeolit 6rnekleri Bigadig¢’teki iireticiden saglandi. Kimyasal
bilesim analizi ise X-151mm1 floresans (XRF) teknigi kullanilarak (Thermo Fisher
Scientific, ABD) gerg¢eklestirilmis olup zeolite ait sonuglar Tablo 3.1.’de belirtildi.
Nano zeolit sentezi i¢in ¢aligmada kullanilacak tiim kimyasallar analitik saflikta olacak
sekilde ayarlandi. Nano zeolit sentezinde aliiminat kaynagi olarak sodyum aliiminat
(NaAlO), silika kaynagi olarak, sodyum metasilikat (Na>SO3-5H>0), sodyum
hidroksit (NaOH) ve sodyum dodesil stilfat (SDS) (CH3(CH2)110SO3Na) kullanildu.

Nano zeolitin sentezinde hidrotermal sentez yontemi kullanildu.

Deiyonize saf su igerisine 5.5Na20:1.0A120::4.0S102:190H20:0.2SDS mol
oraninda olacak sekilde aliiminat, silikat ve SDS oOrnekleri homojen bir sekilde
hazirlandi. Homojen aliiminasilikat ¢ozeltisi hazirlamak i¢in baglangigta 50 ml
deiyonize saf su falkon tiipiine alindi. Daha sonra silis kaynagi olarak 3.43 g
NaxS03-5H»0, aliimina kaynagi olarak 2.42 g NaAlO; tartildi, sonrasinda ise 0,05 M,
25 ml SDS ¢ozeltisi hazirlandi. Baglangicta 5.34 g NaOH katisi, bir buz banyosu
kullanilarak 50 ml deiyonize su igerisinde ¢Oziindiiriildii. Daha sonra 250 rpm
karistirma hizinda karistirilan NaOH c¢ozeltisine yavas yavas NaAlO; ilave edildi. Bu
karisgtma daha sonra sodyum tiyosiilfat (Na2SO3-5H20) eklendi. Daha sonra tiim
karisim, uygun biiyiitme i¢in 50 °C'de 48 saat tutuldu. Sentezlenen ¢ozelti 50 ml teflon
sizdirmaz paslanmaz c¢elik otoklava aktarilarak 4 giin stireyle 60°C'de etiivde tutuldu.
Olusan firiinler santrifiijleme (7500 rpm) ile geri kazandirildi. pH deger 8'in altina
diisene kadar deiyonize su ile yikandi. Karakterizasyon i¢in 40 °C'de 24 saat daha

kurutuldu (Ansari ve ark., 2014).
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Tablo 3. 1. Kullanilan zeolitin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri.

Fiziksel ozellikler Kimyasal Bilesim (% Agirhk)

Toz yogunlugu 1.42 gcm™ Si02 69.20

Kati yogunlugu 2.14gcm™ AlLOs 10.81

Sertlik 3.5—-4.0 Mohs Ti0: 0.08

Ozgiil yiizey alam  14.5m? g Fe20s 1.18

Renk Fildisi Na:O 0.37

Akiskanlagsma 1506 °C K20 2.78

sicakhigi

Katyon  degisim 1.57 meqg™ CaO 2.98

kapasitesi

Gozeneklilik %40 MgO 1.48

pH 7.0 P-0s 0.02
SOs 0.04
Kizdirma  kaybi1 11.06
(LOI) (1050 °C)

3.2. Nano Zeolit Yiizeyine Melatonin Adsorpsiyonu

Sentezlenen nano zeolit yiizeylerine, melatonin adsorpsiyonu, kati/sivi
araylizeylerde gergeklestirildi. Cesitli derisimlerde hazirlanan melatonin ¢ozeltilerine
belirli k/s oranlarinda nano zeolit eklenerek, maksimum adsorpsiyon kapasiteleri,
Langmuir ve Freundlich gibi izoterm denklemler ve grafikler kullanilarak belirlendi.

Melatonin, (C13H16N202) %98 saflikta kat1 olarak temin edildi (Kod: 1002042514).

3.3. Nano Zeolit Orneklerinin Karakterizasyonu

Sentezlenen iirlinler, X 1511 kirinimi (XRD), Taramali elektron mikroskobu
(SEM) ve Fourier doniistimii kizil6tesi spektroskopisi (FTIR) teknikleri ile karakterize
edildi. Sentezlenen zeolit fazlarinin kristalligi ve safligi, bir Cu-K radyasyonu (A =1.54

A) ile calisan bir X 1511 difraktometresi kullanilarak XRD ile degerlendirildi. FTIR
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Ol¢iimleri, FTIR spektrometre ile yapildi. Sentezlenen zeolitin morfolojik 6zellikleri

ve kristal boyutlari icin SEM ile goriintiileme yapildi (Sekil 3.1.) (Sekil 3.2.).

EHT =2000kV  Signal A= SE1 @
WD = 8.0 mm Mag= 250KX

Sekil 3. 1. Hidrotermal sentez yontemiyle elde edilen zeolitin SEM
gOriintiisii. Mag: biiylitme orani; WD: genislik dagilimu.

Partikiil Boyut Dagilimi Analiz Raporu

Size (r.nm): % Intensity Width (r.nm...
Peak 1: 136.0 100.0 11.00
Pdl: 0.100 Peak2:  0.000 00 0.000
Intercept: 1.15 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Size Distribution by Intensity

Size (rnm)

Sekil 3. 2. Nano-zeolitin hidrotermal sentezi drneklerinin tane boyutu
dagilimi. PDI: Polidispersite indeksi; nm: nanometre.

34. Hayvan Materyali

Bu arastirmada, 32 saglikli yetigkin (6-7 haftalik) disi Wistar Albino rat (100-
120 gram) kullamldi. Arastirmada kullanilan hayvanlar, Balikesir Universitesi Deney
Hayvanlar1 Uretim, Bakim, Uygulama ve Arastirma Merkezi'nden temin edildi.

Arastirma siiresince hayvanlarin yasam kosullari, uluslararast deney hayvanlari bakim
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ve kullanim standartlarina uygun sekilde diizenlendi. Tiim siganlar, sabit sicaklik
(2242 °C), nem orani1 (%50+10) ve 12 saat aydinlik/12 saat karanlik dongiisiine sahip
kontrollii bir ortamda tutuldu. Aragtirma siiresince (28 giin) hayvanlar standart rat yemi
ve su ile ad libitum olarak beslendi. Caligma boyunca, siganlarin stres faktorlerinden

uzak bir ortamda tutulmasina ve refahlarinin korunmasina 6zen gosterildi.

3.5. Calisma Dizaym

3.5.1. Etik

Balikesir Universitesi Deney Hayvanlari Uretim, Bakim, Uygulama ve
Arastirma Merkezi Etik Kurulu tarafindan 05/03/2026 tarihinde 2026/3-10 nolu karari
ile onaylanmistir. (Ek:1).

3.5.2. Hayvanlarin Se¢imi

Her bir rat icin ayr1 Pasteur pipetleri kullanilarak vajinaya az miktarda
fizyolojik serum (0,2 ml) verildi. Yayma lam1 {izerine alinan hiicre siispansiyonundan
iki damla incelenerek Ostrus siklusunun evreleri belirlendi. Kornifiye hiicreler ile
yuvarlak/cekirdekli epitel hiicrelerinin varligima gore prodstrus ve/veya Ostrus

evresinde oldugu saptanan toplam 32 rat calismaya dahil edildi.

Deneysel ¢aligma 28 giinliik bir uygulama periyodunu kapsamakta olup, ratlar

rastgele dort farkli deney grubuna ayrildi.

e Kontrol Grubu (K; n=8): Deneme siiresince standart rat yemi ve icme suyu
ad libitum olarak verildi. Ayrica, gastrik gavaj yoluyla fizyolojik tuzlu su
¢ozeltisi haftada 3 giin boyunca uyguland.

e Kadmiyum Grubu (Cd; n=8): Deneme siiresince standart rat yemi ve igcme

suyu ad libitum olarak verildi. Taze igme suyunda ¢ozdiiriilmiis 2.04 mg/ml
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dozundaki Cd gastrik gavaj yardimi ile haftada 3 giin olmak iizere 28 giin
boyunca uygulandi.

e Melatonin adsorbe edilmis nano zeolit Grubu (Manz; n=8): Deneme
stiresince standart rat yemi ve igme suyu ad libitum olarak uygulandi. 8 g/kg
viicut agirhigi/giin  dozundaki melatonin adsorbe edilmis nano zeolit
slispansiyonu gastrik gavaj yardimi ile haftada 3 gilin olmak iizere 28 giin
boyunca uyguladi. Adsorbe edilecek melatonin dozu 10 mg/kg olarak
belirlenmistir.

e Kadmiyum + Melatonin adsorbe edilmis nano zeolit Grubu (Cd + Manz;
n=8): Deneme siiresince standart rat yemi ve igme suyu ad libitum olarak
verildi. Taze igme suyunda ¢ozdiiriilmiis 2.04 mg/ml dozundaki Cd ile 8 g/kg
vicut agirhgi/giin  dozundaki melatonin adsorbe edilmis nano zeolit
stispansiyonu gastrik gavaj yardimi ile haftada 3 giin olmak iizere 28 giin
boyunca uygulandi. Adsorbe edilecek melatonin dozu 10 mg/kg olarak

belirlenmistir.

3.6. Serum ve Doku Orneklerinin Toplanmasi ve Saklanmasi

Deneysel calisma sonucunda (4 hafta), hayvanlar genel anestezi amaciyla
Ksilazin (10 mg/kg) ve Ketamin (5 mg/kg) kombinasyonu ile anestezi altina alindiktan
sonra kardiyak punksiyon yontemi kullanilarak kalpten yeterli miktarda kan 6rnegi
alindi. Alinan kan 6rnekleri serum elde etmek amaciyla antikoagiilansiz BD Vacutainer
SST™ II Advance-367953 tiiplere aktarildi. Toplanan kan 6rnekleri, +4°C’de 3000
devir/saniye 25 dakika boyunca (Heinrich, Almanya) santrifiij cihazinda islendi.
Santrifiij islemi sonrasinda elde edilen serum Ornekleri, analiz i¢in uygun kosullarda
saklanmak tizere steril ependorf tiiplerine aktarildi. Analiz zamanina dek -20 °C’de

saklanda.

Kan oOrneklerinin alinmasinin ardindan anestezi altinda etik kurallar
cercevesinde servikal dislokasyon yontemiyle hayvanlara 6tenazi uygulandi. Otenazi
sonrasl, hayvanlarin uterus dokular1 dikkatle ¢ikarilarak ependorf tiiplerine konuldu ve

analiz zamanina dek -20 °C’de saklandi.
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3.7. Serum Cd Seviyelerinin Tespiti

Serum Orneklerinin mineralizasyonu i¢in atmosferik basingta 1slak kiil
sindirimi prosedirii kullanild1 (Sekil 3.3.). Cd’nin serbest kalmasi i¢in tiim organik
maddenin tamamen ¢dziindiirlilmesi ve parcalanmasi gerekmektedir. Bu yiizden
organik maddeyi par¢alamak i¢in oksitleyici asitler kullanildi. Kan serum 6rnegi (1
ml) bir behere aktarildi ve iizerine 5 ml nitrik asit (HNO3) ile 2 ml H,O» eklendi.
Kullanilan beherler etrafa sigramayacak sekilde ayarlanip ¢eker ocak altinda 95 °C’ye
isitilmis  tablaya yerlestirildi. Berrak c¢ozeltiler elde edilene kadar (1-2 saat)
mineralizasyon siirdiiriildii (Sekil 1.). Berrak ¢ozeltiler flakonlara alind1 ve 10 ml’ye
kadar distile su ile seyreltildi. Elde edilen 6rnekler analiz zamanina kadar +4 °C’de
saklandi. Analiz ICP-OES Perkin Elmer Optima 7300, USA’da gerg¢eklestirildi
(Bagheri ve ark., 2012; Mendil ve ark., 2009; Tokay ve Bagdat, 2016; Twyman, 2005).

Sekil 3. 3. Serum 6rneklerinin mineralizasyonu i¢in atmosferik
basingta 1slak kiil sindirimi prosediirti.

3.8. Serum MDA, SOD, GSH-Px ve CAT Seviyelerinin Tespiti

Yukarida belirtilen serum 6rneklerinden MDA (Kod: SH0020), GSH-Px (Kod:
E3921Hu), CAT (Kod: EO869Ra) ve SOD (Kod: E1444Ra) enzim aktiviteleri, liretici
firma talimatlart ve kullanim kilavuzu dikkate alinarak, ticari ELISA kitleri (BT-LAB,
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Sanghay, Cin) yardimiyla Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) cihazi
(Biotek ELX800, ABD) kullanilarak 6l¢tilmiistiir.

3.9. Serum Total Antioksidan Seviyeleri (TAS), Total Oksidan
Seviyeleri (TOS) ve Oksidatif Stres indeksi (OSI) Seviyelerinin Tespiti

Serum oOrneklerinden TAS (BT Lab, E1710Ra, Cin) ve TOS (BT Lab,
E1512Ra, Cin) diizeyleri, tretici firmanin talimatlarina uygun olarak ticari ELISA
kitleri kullanilarak ve bir ELISA okuyucu (SPECTROstar Nano, Almanya) ile
kantitatif olarak &l¢iilmiistiir. Serum &rneklerindeki OSI diizeyleri, TAS ve TOS
degerleri kullamlarak asagidaki formiile gore hesaplanmistir: OSI (%) = (TOS (umol
H:0: esdegeri/L) / TAS (mmol Trolox esdegeri/L)) x 10 (Aycicek ve ark., 2005).

3.10. Uterus Orneklerinde Antioksidan Enzim ve Sitokin Seviyelerinin

Tespiti

3.10.1. Antioksidan Enzim Seviyelerinin Tespiti

Elde edilen doku o6rnekleri (900 pL fosfat tamponlu salin igerisinde 100 mg
uterus dokusu), ultrasonik homojenizatdr (Isolab, Merck, Almanya) kullanilarak 7000
rpm’de homojenize edildi. Daha sonra 6rnekler, siipernatant elde etmek amaciyla oda
sicakliginda 4025 x g’de 15 dakika siireyle santrifiij edildi (Sigma 18-K, Newtown,
Shropshire, Birlesik Krallik). Ayrica doku ve belirli standartlar ekstrakte edilerek
tirevlendirildi ve MDA, GSH-Px, CAT ve SOD i¢in 6n kaplanmis mikrotitre
seritlerinde ELISA analizine tabi tutuldu. Kuyucuklardaki ¢ozeltinin absorbanst,
mikroplaka okuyucu (Biotek ELX800, ABD) kullanilarak 450 nm dalga boyunda 15
dakika olarak ayarlandi. Optik yogunluk degerleri, standart egri yardimiyla enzim
diizeylerinin hesaplanmasinda kullanildi. MDA (Kod: SH0020), GSH-Px (Kod:
E3921Hu), CAT (Kod: E0869Ra) ve SOD (Kod: E1444Ra) enzim aktiviteleri, doku
(uterus) orneklerinde ticari ELISA kitleri (BT-LAB, Sanghay, Cin) kullanilarak ELISA
cihaz1 (Biotek ELX800, ABD) ile belirlendi.
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3.10.2. Sitokin Seviyelerinin Tespiti

Homojenize edilen uterus doku 6rneklerinden IL-18 (Kod: EO119Ra), TNF-a
(Kod: EO764Ra), IL-6 (Kod: EO135Ra) ve IL-10 (Kod: E0108Ra) sitokin diizeyleri,
dretici firma kullanim talimatlar1 dikkate alinarak ticari ELISA kitleri (BT-LAB,
Sanghay, Cin) yardimiyla ELISA cihazi (Biotek ELX800, ABD) ile 6l¢iildii.

3.11. Istatistiksel Analizler

Bu arastirmada istatistiksel analizler Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) 25.0 paket programi (SPSS Inc., Chicago, IL, ABD) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Elde edilen tiim veriler ortalama + standart hata (SEM) seklinde
ifade edilmistir. Verilerin normal dagilima uygunlugu ve varyans homojenligi Shapiro-
Wilk testi ile degerlendirilmistir. Parametreler arasindaki farkliliklarin
belirlenmesinde tek yonlii varyans analizi (ANOVA) uygulanmis, gruplar arasi
farkliliklarin karsilastirilmasinda ise Duncan c¢oklu karsilastirma testi kullanilmastar.

Istatistiksel anlamlilik diizeyi p < 0,05 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Serum Cd konsantrasyonlar1 K grubuna kiyasla Cd ve Cd+Manz gruplarinda
daha yiiksek tespit edilmistir (p<0.05). Calismada, serum Cd konsantrasyonlar1 Cd
grubu ile Cd+Manz grubunda benzer tespit edilmistir (p>0.05). Ote yandan, K grubu
ile Manz grubu arasinda istatistiksel bir fark tespit edilememistir (p>0.05) (Sekil 4.1).
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Deney Gruplan

Sekil 4. 1. Deney gruplarina gore serum Cd konsantrasyonlari.

Serum MDA ve antioksidan (SOD, GSH-Px ve CAT) seviyeleri
degerlendirildiginde, c¢alisma gruplart (Cd, Manz, Cd+Manz ve K) arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamaistir (p>0.05) (Tablo 4.1).
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Tablo 4. 1. Deney gruplara ait serum MDA, SOD, GSH-Px ve CAT seviyeleri.

Gruplar n MDA SOD (ng/ml) GSH-Px CAT
(nmol/ml) (mmol/L) (CU/L)

Cd 8 2,20+0,19 3,85+0,14 1063,92+40,44  43,49+3,00

Manz 8 2,14+0,06 5,4540,46 1392,28+120,22 46,17+2,52

Cd+Manz 8 2,19+0,09 4,18+0,06 1085,96+25,92  45,79+5,82

K 8 1,90+0,03 5,42+0,12 1500,13+£80,75  49,26+3,36

Veriler ortalama =+ standart hata (SEM) olarak verilmistir.

Gruplara ait serum TAS diizeyleri incelendiginde; Cd uygulamasi, Cd grubuna
(1,27+£0,02) ait hayvanlarda K grubu (1,52+0,05) ile kiyaslandiginda TAS
diizeylerinde diisiise sebep olmustur (p<0.05). Manz uygulamasi ise Cd+Manz
grubuna (1,35+0,01) ait hayvanlardaki TAS diizeylerini Cd grubu (1,2740,02) ile
kiyaslandiginda degistirememistir (p>0.05). Calismada, serum TOS degerleri
acisindan en diisiik TOS seviyesi Manz grubunda (6,8340,50) tespit edilmistir
(p<0.05). Buna karsin, en yiiksek TOS seviyesi ise K grubuna (11,03+0,32) kiyasla Cd
grubunda (14,21£1,16) belirlenmistir (p<0.05). Calismamizda, OSI degerleri ise en
yiiksek seviyede Cd grubunda (1,104+0,07) belirlenirken, en diisiik seviyede Manz
grubunda (0,44+0,21) tespit edilmistir (p<0.05). Cd+Manz uygulamasi da serum OSI

degerlerinde diizelmeye sebep olmustur (p<0.05) (Tablo 4.2).

Tablo 4. 2. Deney gruplara ait serum TAS, TOS ve OSI seviyeleri.

Gruplar n TAS TOS oSsi

Cd 8 1,27+0,02° 14,21+1,16 1,10+0,072
Manz 8 1,5140,04 6,83+0,50° 0,44+0,21°
Cd+Manz 8 1,35+0,01° 12,92+0,40°°®  0,85+0,04°
K 8 1,52+0,05° 11,03+0,32° 0,81+0,02°

Ayni siitunda farkli harf tagiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0,05).

Veriler ortalama =+ standart hata (SEM) olarak verilmistir.
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Caligmada, deney gruplarina ait uterus dokusunda MDA, SOD, GSH-Px ve
CAT diizeyleri incelenmistir. Elde edilen veriler degerlendirildiginde, gruplar (Cd,
Manz, Cd+Manz ve K) arasinda yukarida belirtilen parametreler agisindan istatistiksel

olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p>0.05) (Tablo 4.3).

Tablo 4. 3. Calisma gruplarina ait uterus dokusu MDA ve antioksidan seviyeleri.

Gruplar n MDA SOD GSH-Px CAT
(nmol/ml) (ng/ml) (mmol/L) (CU/L)
Cd 8 4,07+0,33 30,90+£2,84  1584,37+84,36  6,80+0,96
Manz 8 3,82+0,54 36,35+4,28  2036,87+250,49 7,56+1,14
Cd+Manz 8 4,04+0,35 34,72+6,00 1629,37+79,22  7,04+0,88
K 8 3,74+0,77 39,86+2,26  1980,00+183,75 8,72+0,85

Veriler ortalama =+ standart hata (SEM) olarak verilmistir.

Calismada, uterus dokusu TNF-a diizeyleri Cd uygulamasina bagl olarak Cd
grubundaki (4,42+ 0,42) hayvanlarda K grubuna (2,13+0,46) kiyasla daha yiiksek
tespit edilmistir (p<0.05). Cd+Manz uygulamasi ise Cd uygulamasina bagli olarak
yukselen doku TNF-a diizeylerinde gerilemeye sebep olmustur (p<0.05). IL-6
seviyeleri degerlendirildiginde ise gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanamamustir (p>0.05). IL-10 ve IL-1p diizeyleri agisindan ise Cd grubu ile K grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmistir (p<0.05), ancak diger

gruplar arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0.05) (Tablo 4.4).
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Tablo 4. 4. Deney gruplara ait uterus dokusu bazi sitokin seviyeleri.

Gruplar n TNF-a IL-6 (ng/L) IL-10 (pg/ml) IL-18 (pg/ml)
(ng/L)

Cd 8 4,42+0,42°  13,55+8,74 148,98+13,20° 114,62+12,98"

Manz 8 2,46£0,10% 4,70£2,88  191,31£12,36™ 148,74+23,87%

Cd+Manz 8 3,26+0,23°  7,57+£6,23  155,78+15,15®° 128,02+10,60%

K 8 2,13+0,46°  3,73+0,54  203,44+20,94* 181,60+22,02°

Aynu siitunda farkli harf tagryan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0,05).

Veriler ortalama + standart hata (SEM) olarak verilmistir.
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5. TARTISMA

Kadmiyum ihtiva eden yiyecek ve iceceklerin alinimi, mesleki maruziyet, ileri
yas, sigara kullanimi ve Fe eksikligi gibi faktorler, kandaki Cd diizeylerinin
yiikselmesinde onemli rol oynamaktadir (Charkiewicz ve ark., 2023). Daha once
yapilan bir¢ok bilimsel ¢alismada serum Cd konsantrasyonlarinin artmasi ile LPO ve
reaktif oksijen tiirlerinin artmasina bagli olarak OS’un artmasi, ayrica antioksidan
sistemin baskilanmas1 gibi bircok biyokimyasal olayla iligskilendirilmistir

(Samarghandian ve ark., 2015; Sarkar ve ark., 1998).

Calismada, disi siganlara 28 giin boyunca oral yolla 2.04 mg/ml Cd
uygulanmasi serum Cd diizeylerinde énemli artisa neden olmustur. Benzer sekilde,
Nasiadek ve ark. (2019)’1 da 30 giin boyunca 0.09—4.5 mg/kg canl1 agirlik dozlarinda
oral Cd uygulamasimin disi sicanlarin kan Cd konsantrasyonlarinda doza bagiml
olarak anlamli bir artisa yol agtigini bildirmislerdir (Nasiadek ve ark., 2019). Ayrica
elde ettigimiz sonuglar (Kisadere ve ark., 2023; Liu ve ark., 2020)’nin sonuglar ile
benzer bulunmustur. Bu sonuglar, ¢alismada uyguladigimiz Cd dozunun ve siiresinin
uygun oldugunu, buna bagl olarak Cd seviyelerinin disi ratlarda ylikseldigini ortaya
koymustur. Ote yandan, ¢aligmadaki Manz uygulamas: Cd+Manz grubuna ait serum
Cd konsantrasyonlarinda Cd grubuna kiyasla herhangi bir degisime sebep olmamuistir.
Yapilan literatiir g¢alismasinda, Manz uygulamasinin disi ratlarin serum Cd
konsantrasyonlarindaki etkisini konu alan herhangi bir ¢aligmaya rastlanilamamustir.
Ancak sazan balig1 ile yapilan bir calismada Cd+melatonin uygulanan grupta kan Cd
diizeyinde anlamli bir azalma saptanmustir, ancak bu diizey, K grubuna gdre anlaml
derecede yiiksek kalmistir (Drag-Kozak ve ark., 2021). Calismada, serum Cd
konsantrasyonlarinin Cd ve Cd+Manz uygulanan gruplarda yiiksek kalmasi ve bu iki
grup arasinda fark olmamasi, melatoninin toksin birikimini dogrudan azaltmak yerine
Cd’nin yarattig1 hiicresel stres sinyallerini ve inflamasyonu modiile ederek koruyucu
etki saglayabilecegini destekler niteliktedir. Literatiirde melatoninin Cd toksisitesini
azaltict mekanizmalarinin hem dogrudan ROS siiplirme hem de hiicresel savunma

yolaklariin diizenlenmesi yoluyla oldugu bildirilmistir (Lopez ve ark., 2006).
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Melatoninin bu etkilerinin ¢aligmada goriilmemesinin sebebi olarak, nanozeolitin iyon

degisim kapasitesinin kismen diisiik olmasi sdylenebilir.

Kadmiyum’un kanda ve farkli doku tiplerinde neden oldugu hasarin, ROS
olusumu ve antioksidanlarin titkkenmesiyle iliskili oldugu bildirilmektedir (Kisadere ve
ark., 2021; Kisadere ve ark., 2021). Calismada, serum MDA konsantrasyonlar1 Cd
grubundaki hayvanlarda diger gruplara kiyasla istatistiksel olarak olmasa da en yiiksek
diizeyde tespit edilmistir. Bu bulgular, daha 6nce konu ile ilgili yapilan ¢alismalarla
uyumlu bulunmustur (Chater ve ark., 2009; Kara ve ark., 2005; Zhang ve ark., 2019).
Diger taraftan, ¢alismada uygulanan Manz, Cd+Manz grubu da dahil olmak iizere
gruplar arasinda herhangi bir anlamli degisime sebep olmamistir. (Konar ve ark.,
2007)‘nin erkek ratlarda yaptig1 bir ¢calismada ise melatonin (1 mg/kg) uygulamasinin
Cd uygulamasma bagli olarak artan serum MDA seviyelerini diisiirdiigii ortaya
konmustur. Farkli sonucglarin sebebi; uygulanan melatonin dozu ve siiresi ya da

calismalarda kullanilan hayvanlarin cinsiyetinin farklilig1 olabilir.

Bu ¢aligmada, Cd’nin (2,04 mg/ml, 28 giin siireyle oral yolla) uygulanmasi,
disi ratlarda serum GSH-Px diizeyleri ile SOD ve CAT enzim aktivitelerini
etkilememistir. Ayrica, deney gruplar (Cd, Manz ve Cd + Manz) arasinda serum
orneklerindeki enzim aktiviteleri bakimindan anlamli  bir degisiklik de
belirlenememistir. (Abdel-Wahab ve ark., 2017)’1, Cd uygulamasinin (50 mg cc/kg, 1
ay siireyle, oral) disi ratlarda serum TAS diizeyini anlamli sekilde azalttigini tespit
etmislerdir. Ayrica, (Xue ve ark., 2019)’nin Sprague-Dawley disi ratlarda yaptiklar
baska bir calismada ise, Cd grubunda (CdClz, 6 mg/kg, canli agirlik) serum CAT
aktivitesi ve GSH-Px diizeylerinin anlamli bi¢imde azaldigi, ancak serum SOD
aktivitesinin K grubuna kiyasla degismedigi tespit edilmistir. Farkliliklarin sebebinin,
uygulanan Cd dozu ve siiresi oldugu diisiiniilmektedir. Ote yandan, bu calismada Manz
uygulamasi Cd+Manz grubunda serum GSH-Px, SOD ve CAT seviyelerini Cd grubu
ile kiyaslandiginda degistirmemistir. Ratlarda yapilan diger bir bilimsel ¢alismada ise,
Cd + melatonin uygulanan grupta serum SOD ve GSH-Px degerlerinin K grubuna
yakin oldugu bildirilmistir. Bununla beraber, Cd+ melatonin uygulanan grupta Cd
grubuna kiyasla serum SOD ve GSH-Px degerlerinde artis oldugu da bildirilmistir
(Konar ve ark., 2007). Yine, El-Sokkary ve ark., 2010 yaptig1 ¢alismada ise oral Cd

uygulamasi yapilan siganlara melatonin takviyesi yapildiginda, karaciger dokusu

26



MDA diizeylerindeki artisin anlamli oldugu bildirilmistir. Ayrica, Cd verilen siganlara
melatonin uygulanmasi, karaciger SOD aktivitesini ve GSH-Px konsantrasyonunda da
anlamli diizeyde artisa sebep olmustur. Cd’a maruz birakilan siganlarda melatonin
uygulamasina bagli olarak serum GSH-Px, SOD ve CAT konsantrasyonlarinda
meydana gelen degisimin ana sebebini, melatonin uygulama dozu ya da farkli doku
yapist olusturmus olabilir. Ayrica, melatoninin nano zeolit igerisinden difiizyonunda

da aksakliklar meydana gelmis olabilir.

Caligmada, disi ratlara 4 hafta boyunca yapilan Cd uygulamasi, Cd grubunda
serum TAS diizeylerini diisiiriirken, TOS enzim aktivitelerini artirmistir. (Tavsanh &
Kisadere, 2020)’nin yaptig1 bir calismada Cd uygulamasinin (4 hafta, 2 mg/kg doz,
oral yol) disi ratlarda TOS diizeylerinin, Cd grubunda diger deney gruplarma (K,
Melatonin, Cd + Melatonin) kiyasla daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Melatonin
uygulamasinin TAS diizeylerini K, Cd + Melatonin ve Cd gruplarina kiyasla olumlu
yonde etkiledigini de bildirmislerdir. Ote yandan, ¢calismamizda Manz uygulamasinin
Cd+Manz grubunda TAS ve TOS seviyelerini Cd grubu ile kiyaslandiginda anlamli bir
sekilde diizeltemedigi goriilmiistii. Bu sonuglar melatonin-zeolit’in sistemik
antioksidan kapasiteyi tamamen normalize etmekte simirli kalabilecegini
diisiindiirmektedir. Buna karsilik, serum TOS ve OSI degerlerindeki kismi diizelme,
melatonin sistemik oksidatif yiikii azaltic1 etkisinin uygulanan dozda kismi oldugunu

gostermektedir (Chuffa ve ark., 2021; Mirza-Aghazadeh-Attari ve ark., 2022).

Canli organizmadaki ¢esitli dokulara benzer sekilde uterus dokusunda da
biriken Cd, bu doku tizerinde de ¢esitli olumsuz etkiler olusturmaktadir. Cd’nin uterus
dokusunda oksidatif stres mekanizmalarini tetikleyerek lipid peroksidasyonunu
artirdig1, antioksidan savunma sistemini baskiladigi ve hiicresel hasara yol actig1 ifade
edilmektedir. Bu siire¢, endometrial yapida dejeneratif degisikliklere, inflamatuar
yanitin artmasina ve sitokin dengesinin bozulmasina neden olarak, uterusta fizyolojik
fonksiyonlarin zayiflamasina ve ilireme performansinin olumsuz etkilenmesine yol

acabilmektedir (Nasiadek ve ark., 2014).

Bu calismada, Cd uygulamasi (2,04 mg/ml, 28 giin siireyle, oral yolla) ratlarda
uterus MDA degerlerini, SOD, CAT ve GSH-Px enzim aktivitelerini anlamli bir

sekilde etkilememistir. Daha 6nce konu ile ilgili yapilan bir ¢alismada ise; Cd’nin rat
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uterus ve over dokusundaki birikiminin SOD, CAT, GSH-Px ve GSH diizeylerini
azalttigi, buna karsin MDA ve H20: degerlerini artirdigr bildirilmistir (Nna ve ark.,
2017). Yine daha once yapilan bilimsel bir ¢alismada, uterus dokusundaki MDA
degerlerinin ancak 6 aylik Cd uygulamasi sonrast anlamli bir sekilde arttig1 rapor
edilmistir. Bununla beraber, ayn1 uygulama dozunun (4,5 mg/kg, canli agirlik) disi
Wistar ratlarda uterus CAT aktivitesini azalttigi, ancak uterus dokusundaki GSH
diizeylerinde herhangi bir degisiklige yol a¢madigr arastirmacilar tarafindan
bildirilmistir (Nasiadek ve ark., 2019). Daha 6nce yapilan farkli ¢aligmalarin sonuglari
degerlendirildiginde, uterus dokusundaki antioksidan enzim aktivitelerinin daha ¢ok
yiiksek Cd dozu ve uygulama siiresi ile iliskili oldugu sonucuna varilmistir. Ote
yandan, bu ¢alismada Manz uygulamasi deney gruplar1 arasinda MDA degerlerinde,
GSH-Px, CAT ve SOD enzim aktivitelerinde anlamli olmasa da kismi bir degisiklige
neden olmustur. Candan ve ark. (2016)’nin yaptig1 bir ¢aligmada ise Cd uygulamasi (2
mg/kg/giin, 30 giin, gavas) ile yiikselen uterus MDA seviyeleri melatonin
uygulamasina bagli olarak Cd+Melatonin grubunda azalmistir. Yine uterus CAT enzim
aktivitesinin Melatonin ve Cd+Melatonin gruplarinda K grubuna kiyasla diisiik oldugu
bildirilmistir. Ayrica, Melatonin ve Cd+Melatonin gruplarinda Cd grubuna kiyasla
CAT enzim aktivitesinde artis gozlendigi bildirilmistir. Bununla birlikte, aym
calismada GSH-Px diizeylerinde Melatonin ve Cd+Melatonin gruplarinda K grubuna
kiyasla artis gozlendigi bildirilmistir (Candan ve ark., 2017). Yine yapilan bir
caligmada melatonin uygulamasina baglh olarak, Cd+Melatonin grubunda SOD ve
CAT seviyelerinde azalis gozlenmezken, melatonin uygulamasinin K ve Cd grubuna
kiyasla SOD ve CAT aktivitesinde anlamli bir artisa neden oldugu bildirilmistir
(Kechiche ve ark., 2021). Uygulanan melatonin dozu ve stiresinin farkli olmasi, farklh
cinsiyet ya da nanozeolitin difiizyon etkisinin yeterli olmamas1 bu sonuglari dogurmus

olabilir.

Calismamizda, 4 hafta boyunca haftada 3 kez uygulanan oral Cd uterus dokusu
TNF-a diizeylerinde anlamli bir artisa neden olmustur. Yapilan literatiir calismasinda
Cd uygulamasinin uterus dokusu TNF-o degerleri tizerindeki etkilerini konu alan
sadece bir caligmaya rastlanilmistir. Bu ¢alismada (Kisadere ve ark., 2023)’1, uterus
dokusu TNF-a diizeylerinin Cd uygulamasina bagl olarak K grubuna kiyasla en
yuksek diizeyde Cd grubunda oldugunu belirlemislerdir. Mevcut ¢calismada ise, Manz

uygulamasi Cd uygulamasina bagli olarak yiikselen doku TNF- a diizeylerinde anlaml1
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bir gerilemeye sebep olmustur. Calismamizda ayrica, Cd grubundaki hayvanlarda K
grubuna gore uterus IL-1 ve IL-10 diizeylerinde azalma tespit edilmistir. Bunun yan1
sira, gruplar arasinda uterus doku IL-6 diizeyleri acisindan herhangi bir degisiklik
saptanmamustir. Kisadere ve ark., 2023 daha once yaptig1 bir ¢aligmada ise Cd ve K
gruplari arasinda doku IL-6, IL-10 ve IL-1P diizeyleri agisindan anlamli herhangi bir
degisiklik saptanmamustir. Yapilan literatiir calismasinda melatonin uygulamasinin
Cd’a maruz kalmis disi sicanlarin uterus dokusu sitokin seviyelerini nasil etkiledigine
dair 6zgiin bir calismaya rastlanilamamistir. Bu sonuglarin farkli olmasi, melatonin
uygulama dozu ve siiresi, bireysel farkliliklar ya da nano zeolit iyon degisim

kapasitesinden kaynaklanmis oldugu diisiiniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda, kadmiyuma maruz kalan disi ratlarda melatonin adsorbe
edilmis nano zeolit uygulamasinin serum ve doku (uterus) antioksidan ve inflamatuar
parametreler iizerindeki koruyucu etkileri arastirilmistir. Elde edilen bulgular, nano
zeolite adsorbe edilmis melatonin uygulamasinin kadmiyum kaynakli bazi oksidatif
ve inflamatuar degisiklikleri kismen Onleyebildigini gostermistir. Bu sonuglar,
calismanin baslangigta belirlenen hipotezine biiyiik Olclide ulasildigini ortaya
koymaktadir. Arastirma bulgular1 dogrultusunda, c¢evresel toksisiteye maruz kalan
canlilarda melatonin destekli nano malzemelerin potansiyel koruyucu bir strateji
olarak degerlendirilebilecegi dnerilmektedir. Ayrica, kadmiyum gibi agir metallerin
yol actifi reprodiiktif sistem hasarlarmin onlenmesinde melatonin ve benzeri

antioksidan yaklagimlarin daha detayli incelenmesi gerektigi sonucuna varilmistir.
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