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Vi

ONSOz

Son yirmi yilda genelde ¢oklu doymamis yag asitleri ve kismen de omega
(w)-3 yag asitleri Uzerine bir ¢ok calisma ve klinik arastirmalar yapilmigtir.
Yapilan bu calismalarda; -3 yag asitlerinin normal buyime ve gelisme igin
esansiyel oldugu, Kkolitis, atopik dermatitis, astim, psoriazis, otoimmun
glomerulonefritis, multiple skleroz, koroner kalp hastalidi, hipertansiyon,
diyabet, artritis, diger yangisal ve otoimmun hastaliklar ile kanserin

onlenmesi ve tedavisinde 6nemli bir rol oynayabilecegi bildiriimektedir.

Et ve et Urunlerinin beslenmede ¢ok onemli bir yeri oldugu bilinmektedir.
Veteriner hekimlerin gorevlerinden birisi de tuketime sunulan etlerin dogru
yontemlerle uzun sure muhafaza edilmesidir. Bu durum hem halk sagligi hem
de ekonomik acidan gereklidir. GUnumuzde tuketilen et Grunlerinin buyuk bir
kismina hog bir koku, lezzet ve dogal et rengine benzeyen bir gorinum
saglamak icin kurleme islemi uygulanmaktadir. Kiarlenmis et drlnlerinde
nitrozaminler olugsmaktadir. Nitrozaminlerin kanserojenik etkiye sahip
olduklari 1954 yilindan beri bilinmektedir. Bazi isletmelerde hesapsizca et
drdnlerine katillan nitrat ve nitrit vicutta kanserojenik etkili nitrozaminlere

doénusebilmekte ve bu Urlnler her gegen gin saghgimizi tehdit etmektedir.

Nitrozaminler sadece et ve et dGrunlerinde degil, yasamimizin her
asamasinda kargimiza ¢ikmaktadir. Bir aligkanlik halinde tuketilen sigara ile
nitrat ve nitrit iceren gidalar, bazi ilaglar, alkolll ickiler, endUstriyel kirlenme
yaninda beslenme duzensizlikleri, bol kati yagli ve kalorili diyetler, 1zgara ve

mangall seven bir toplum olugumuz bu etkileri daha da arttirmaktadir.

Gelisen gida teknolaijisi ile beraber nitrat, nitrit gibi katki maddeleri ve degisen
beslenme aligskanliklari (o-3 yag asiti orani disuk, doymus yag orani yiksek
ve kolesterolll diyetler) organizmada geriye dénuslimsliz hasarlar meydana
getirmekte ve metabolik olaylarin ¢gogunun meydana geldigi karaciger bu

durumdan en ¢ok etkilenen organ olmaktadir.
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Bu nedenle galismada, son yillarda yogun bir sekilde arastirilan ®-3 yag
asitlerinin, dietilnitrozamin (DEN) ile meydana getirilen karaciger hasarina

karsi koruyucu etkisinin arastiriimasi amacglanmaktadir.

Doktora egitimimin her asamasinda yakin ilgi ve destegini gordigim
danisman hocam Do¢ Dr. Ayla OZCAN‘a, egitimim sirasinda daima
yardimlarini gérdigum hocalarimiz Prof. Dr. Necati KAYA ve Dog¢ Dr. Saban
MARASLI'ya, tez ¢alismalarim sirasinda bana yardimlari olan Ars. Gor. Onur
ATAKISI ve Yrd. Dog. Dr. Mahmut KARAPEHLIVAN'a, patolojik bulgularin
teshisinde yardimci olan Yrd. Dog. Dr. Mehmet TUZCU'’ya, galismama maddi
destek saglayan Kafkas Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu

Bagkanligrna tesekkuru bir borg bilirim.



1 GIRIi$ ve GENEL BILGILER

1.1 Yag Asitleri Hakkinda Genel Bilgi

Yag asitleri iyonlasabilir karboksil grubu ve polar olmayan hidrokarbon zinciri
iceren, monokarboksilik asitlerdir. Tuz ve ester olusumu gibi kimyasal
reaksiyonlari polar grubundan ileri gelmektedir. Alti karbondan yuksek yag
asitlerinin metallerle yaptigi tuzlara sabun, yag asitlerinin gliserolle yaptigi

esterlere de yag (gliserit) denmektedir (61).

Yag asitleri genel isimleriyle anilmakla beraber, dogru bir adlandirma yag
asiti zincirindeki karbon atomu ile ¢ift bag sayisi ve ¢ift bagin yerine gore
yapilmaktadir (Sekil 1.1) (26).

Memelilerdeki metabolizmalarina bagl olarak genellikle yag asitleri G¢ baslik
altinda siniflandiniimaktadir. Bunlar; doymus ve tekli doymamis, linoleik asit
(LA; 18:2 n-6) ile temsil edilen w-6 ve a-linolenik asit (LNA; 18:3 n-3) ile
temsil edilen »-3 yag asitleri olarak belirtiimektedir. Memelilerde, palmitik ve
stearik asit gibi doymus yag asitleri ile palmitoleik ve oleik asit gibi tekli
doymamis yag asitleri sentezlenmektedir. Memelilerde sentezlenmemekle
beraber bitkilerde sentezlenerek buyuk miktarlarda o6zellikle tohumlarinda
depolanan LA sindirildigi zaman organizmada cift bag eklenmesi ve zincir
uzama reaksiyonlarina ugrayarak vy-linolenik (GLA; 18:3 ®»-6), dihomo GLA
(20:3 ®-6) ve arasidonik asit (ARA; 20:4 n-6) meydana gelmektedir. LNA ise

bitkilerde 6zellikle yapraklarda sentezlenmektedir (85).
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Sekil 1.1 Yag Asitlerinin isimlendirilmesi (110).



Tablo 1.1 Yag Asitlerinin isimlendiriimesi (26).

Dokosahekzaenoik asit

asit

-3

Sistematik Adlandirma Klasik Adlandirma Kisa | Kaynaklari
No
Dekanoik asit Kaprik asit 10:0 | De novo sentez: Hindistan cevizi
Dodekanoik asit Laurik asit 12:0 De novo sentez: Hindistan cevizi
Tetradekanoik asit Miristik asit 14:0 De novo sentez: Sut
Hekzadekanoik asit Palmitik asit 16:0 De novo sentez: Sut, yumurta,
hayvan yagi, et, balik yagi
Oktadekanoik asit Stearik asit 18:0 De novo sentez: Sut, yumurta,
hayvan yagi, et
9-Hekzadekanoik asit Palmitoleik asit 16:1 Palmitik asitin desaturasyonu,
-7 balik yagi.
9-Oktadekanoik asit Oleik asit 18:1 Stearik asitin  desatlrasyonu,
©-9 hayvansal gidalar, bitkisel yagdlar
(6zellikle zeytin yagi)
9,12-Oktadekadienoik Linoleik asit 18:2 Memelilerce sentez edilemez.
asit -6 Hayvansal gidalar, bitkisel yaglar
(6zellikle misir, aygicegi, soya,
yesil yapraklar)
9,12,15- a-Linolenik asit 18:3 Memelilerce sentez edilemez.
Oktadekatrienoik asit -3 | Yesil vyapraklar, bazi sebze
yaglari (6zellikle kolza, soya ve
keten tohumu)
6,9,12-Oktadekatrienoik | y-Linolenik asit 18:3 | Linoleik asitten (LA) sentezlenir.
asit -6 (Cuhacicegdi ve bodan yagi)
8,11,14-Eikosatrienoik Dihomo-y-linolenik 20:3 | y-Linolenik asitten sentezlenir.
asit asit -6
5,8,11,14- Arasidonik asit 20:4 | y-Linolenik asit ve dihomo-y-
Eikosatetraenoik asit ®-6 linolenik asit araciligiyla linoleik
asitten sentezlenir. Ette bulunur.
5,8,11,14,17 Eikosapentaenoik 20:5 | o-Linolenik asitten sentezlenir.
Eikosapentaenoik asit asit ®-3 Balikta bulunur.
4,7,10,13,16- Dokosapentaenoik 22:5 | EPA araciligiyla LA'dan
Dokosapentaenoik asit asit -6 sentezlenir.
4,7,10,13,16,19- Dokosahekzaenoik | 22:6 | EPA aracihidiyla LA'dan

sentezlenir ve balikta bulunur.




1.2 Omega-3 Yag Asitleri

Gunumuzde -3 yag asitleri kanser arastirmalarinda (12), gebelik ve yavru
performansinin  iyilegtirimesinde (54), kalp damar hastaliklarinin
onlenmesinde (91), artritis, Ulseratif kolitis (19) gibi yangisal hastaliklarda
yaygin olarak kullaniimakta ve her gegen gun yararli etkilerine bir yenisi

eklenmektedir.

1.2.1 Adlandinimasi, Numaralandiriimasi ve Metabolik Donligiimleri

Geleneksel kimyasal isimlendirme karbon atomlarinin karboksil grubundan
itibaren sistematik numaralandiriimasi ile yapilmaktadir. Karboksil grubundan
sonraki 1. karbon atomu o, 2. ise ve [ olarak isimlendiriimektedir. Yag
asitindeki son karbon atomu o-veya n-harfleriyle, ¢ift bagin yeri A semboltnu
izleyen bir rakamla gosterilmektedir. Ornegin A9 sembolii yag asitindeki gift
bagin karboksil grubundan itibaren 9. ve 10. karbonlar arasinda oldugunu
gOstermektedir. Yag asiti molekdllerinin kimyasal yapisini tanimlamada
pratikte kabul edilen numaralamaya gore ise zincirde son metil grubundaki
karbondan (o- veya n-) baslanarak isimlendiriimektedir. Ornegin, oleik asit
son metil grubundan itibaren 9. ve 10. karbonlari arasinda yer alan bir gift
baga sahiptir. Bu nedenle ®-9 (n-9) tekli doymamis yag asiti olarak
belirtiimektedir (92, 94, 110).
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Sekil 1.2 Esansiyel Yag Asitlerinin Adlandiriimasi (93).

Memeliler -9 yag asitlerini sentez edebilmelerine ragmen, ®-3 ve -6
doymamis yag asitlerini sentez edememektedirler. Bu nedenle disardan
diyetle almak zorundadirlar. Esansiyel yag asitleri olarak da isimlendirilen ©-3
yag asitleri LNA, o-6 yag asitleri ise LA ile temsil edilmekte ve her ikisi de
karacigerde daha uzun zincirli yag asitlerine ¢evrilmektedir. LA ARA’ya, LNA
ise eikosapentaenoik asit (EPA; timnodonik asit) ve ardindan da
dokosahekzaenoik asite (DHA; nervonik asit) metabolize edilmektedir. Bu
reaksiyonlar zincir uzunlugunun ve cift bag sayisinin artmasiyla meydana
gelmektedir (92). A4 ve A6 desaturazlarin o-6‘ya gore, o-3 yag asitlerine
daha cok ilgi duyduklari (92, 96) ve diyetle w-3 yag asitlerinin fazla miktarda
alinmasinin LA'nin desatirasyonunu, dolayisiyla ARA olusumunu azalttig,

A6 desaturaz aktivitesinin yasla ilgili olarak azalabilecegi bildiriimektedir (92).



insanlarda LNA'dan EPA sentezlenebilmesine ragmen, bu dénisimi
yapabilme kapasitesinin hentz c¢ok iyi aydinlatimis olmadigi rapor
edilmektedir (59). Dusuk LA iceren diyetle beslenen gondllller Gzerinde
yapilan deneysel bir calismada, LNA'nin EPA’ya etkili bir sekilde donustugu
ortaya konulmaktadir (78).

Aslan ve kediler gibi karnivorlar hari¢, insan ve diger hayvanlarin LA'yi
ARA’ya, LNA’y1 EPA ve DHA'ya cevirebilme yetenegine sahip olduklari ve
premature bebeklerde, hipertansiyon ve diyabet hastalarinda LNA’dan EPA

ve DHA donugumundn sinirlandidr bildirilmektedir (96).

Bazi enzimatik reaksiyonlar sonucu LNA EPA’ya ve EPA ise DHA'ya
donugsmektedir. Fakat sadece LNA’nin %5’i bu metabolik yola girebilmektedir.
Diger yandan doku EPA seviyesi, diyetle LNA alindigi zaman artarken, DHA
seviyesi degismemektedir. DHA, beyin hicre zarlarinin fosfolipit yapi
taslarindan birisi oldugundan, néronal fonksiyonun devami igin esansiyel

oldug@ui ileri strtlmektedir (93).

1.2.2 Diyetteki Kaynaklar

Dogada cok bol miktarda bulunan LA, hindistan cevizi, kakao ve palmiye
harig, c¢ogu bitki tohumlarinda, LNA yesil yaprakli sebzelerin
kloroplastlarinda, EPA ve DHA ise balik yaginin (92) yanisira bitkiler,
siyanobakteriler, nematodlar (88) ve denizde yasayan mikroalglerde
bulunmaktadir. Deniz baliklari »-3 yag asitlerinin gogunlugunu mikroalgleri
tiketerek elde etmektedirler (89).

Balik yaginin yag asiti iceriginin baliklarin yasadigi cografik bélge, mevsimler
ve yillara gore buylk miktarlarda etkilendigi bildiriimektedir (92). Balik
yaginda bulunan EPA ve DHA tirler arasinda énemli derecede farkliliklar
gOstermektedir. Bununla birlikte tatli su baliklari, deniz baliklarina oranla

daha dusik seviyelerde EPA icermektedir. Balilk ve balik yaglarina ilave



olarak soya ve kanola yagdlarinin da 6nemli derecede ®-3 yag asiti kaynagi
oldugu kaydedilmektedir (59).

GUnumuz diyeti ®-6 yag asitlerinden zengin oldugu i¢in insanlarda ®-6/w-3
dengesizligi meydana gelmektedir. Bazi arastirmacilar, bu dengesizligin kalp
damar hastaliklarinin ve meme kanseri gibi bazi kanserlerin olusum riskini

arttirabilecegini ileri surmektedirler (92, 106).

YAGLAR ve YAG ASITLERI
A
o ™
DOYMUS YAGLAR DOYMAMIS YAGLAR
A
r~ ™~
Coklu doymamis yag asitleri Tekli doymarnis yad asitleri
A
s N
w-3YAG ASITLERI o -BYAG ASITLERI -9 YAG ASITLERI
EFA: Balk ve kabuklu Misir yadi, yalanc Zeytinyad, avakado,
hayvanlar. safran cigedi ve yerfistigl
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Sekil 1.3 Besinsel Yaglar ve Yag Asitlerinin Kaynaklari (35)

1.2.3 Barsaklardan Emilimi

Sindirim ve emilim sirasinda DHA igeren trigliseritler, ilk olarak duodenumda
pankreatik lipaz tarafindan monoagilgliserollere ve serbest yag asitlerine
hidroliz edilmektedir. Daha sonra safra tuzlariyla miselleri olusturarak, barsak
epitel hulcreleri icerisine girmektedirler. Burada trigliseritler yeniden

sentezlenmekte ve daha sonra lenf sivisina gegcmektedir (71).



Balilk ve balik yagi udrunlerindeki yag asitleri genelde trigliserit olarak
sindiriimektedir (92). Balik yagi verilmesinden yaklasik 5 saat sonra, plazma
DHA derisimi maksimum duzeye ulagmaktadir. Cok yagli bir diyetin »-3 yag
asiti etil esterlerinin emilimini, az yagli bir diyete gore 3 kati daha fazla
arttirdig1 bildirilmektedir (71).

Gidalarla birlikte alinan ®-3 yag asitlerinin seklinin, barsaklardan emilimlerini
etkiledigi ve insanlarda EPA etil esterlerinin serbest yagd asitleri kadar iyi
emilmedigi ortaya konulmaktadir (37). Dokosapentaenoik asitin (C22: 5)
emilim kapasitesinin EPA ve DHA’dan daha fazla oldugu rapor edilmektedir
(92).

Saglikli bireylerde hem EPA hem de DHA'nin, trigliserit ya da etil ester olarak
barsaktan iyi absorbe edildigi bildirilmektedir (37, 83).

1.2.4 Doku ve Hiicre igi Dagihmi

LNA ve bunlarin uzun zincirli tirevleri hayvan ve bitki hlicre zarlarinin énemli
bilesenleridirler. Memeli ve kuslarda o-3 yag asitleri lipit siniflar iginde segici
olarak dagilmaktadir. LNA, trigliseritlerde, kolesterol esterlerinde ve ¢ok
ki¢cuk miktarlarda da fosfolipitlerde, EPA, kolesterol esterleri, trigliseritler ve
fosfolipitlerde, DHA ise ¢odunlukla fosfolipitierde bulunmaktadir. Memelilerde
Ozellikle serebral korteks (% 15-20’si), retina (92, 93, 96), testis (92, 96) ve
sperm DHA bakimindan zengindir. DHA beynin yapisal lipitlerinin en onemli
bileseni olup, direkt sindirim veya diyetteki EPA ve LNA'dan sentez
edilebilmektedir (96).

DHA ilave edilmig diyetle beslenme sonucu, -3 yag asitlerinin karaciger ve
akcigerde oldugu kadar kalp kasinda da konsantre oldugu bildiriimektedir
(92).



®-3 ve -6 yag asitleri hicre zarlarinin 6nemli bilesenleridirler. Yagli
diyetlerle beslenme hayvanlarin saglikli veya neoplastik dokularinin hucre
zari yag asiti bilesenlerinin degismesine neden olmaktadir. -3 yag asitleri
fosfatidil kolin, fosfatidil etanolamin ve trigliseritlerde bulunmaktadir (32).
Meme kanseri hucrelerinde yapilan bir calismada LA'nin oncelikle
fosfatidilkolinle, EPA’nin ise ¢ogunlukla fosfatidiletanolaminle esterlestigi ve
ayni zamanda LA’'nin fosfolipitlerden dogal lipit havuzuna ge¢gmesinde etkili

oldugu ileri surtlmektedir (92).

1.2.5 Doymamis Yag Asitlerinin Biyosentezi

Yag asitinin karbon zincirindeki @-6 ve ®-3 pozisyonlarina cift bag eklemek
icin gerekli olan ve ¢ogunlukla bitkilerde bulunan A12 (26) ve ®-3 desatlraz
enzimleri memelilerde bulunmamaktadir (88). Bu nedenle memeli hicreleri
®-6 ve ®-3 yag asitlerini de novo yolla sentez edememektedirler (26).
Bitkilerde, siyanobakterilerde ve nematodlarda bulunan »-3 desaturazlar, o-

6’dan ®-3 yag asitlerinin olusumunu katalizlemektedirler (88).

LA ve LNA sindirim yoluyla alindiklarinda daha uzun zincirli, daha fazla
doymamis yag asitlerine ¢evrilebilmektedir. Boylece LA, GLA ve dihomo GLA
aracihigiyla ARA’ya, LNA ise EPA (2055 ®-3) ve DHA (22:5 ®-3)ya
cevrilmektedir. Coklu doymamis yag asitleri, birden ¢ok biyosentez yoluyla
ylkseltgenebilmektedirler. Okaryotik organizmalarin ¢ogu, doymus yag asiti
icerisine cis konumunda c¢ift bag ekleyen A9 desatiraza sabhiptirler.
Hayvanlardaki LA diyetle alinan bitkilerden elde edilmekte ve GLA'yi
meydana getirmek Uzere metil grubundan karboksil grubuna dogru cift bag
eklenmektedir (101).
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Sekil 1.4 Uzun Zincirli Coklu Doymamig Yag Asitlerinin Biyosentez Yolu (88)

1.2.6 Biyolojik Etkileri

Coklu doymamis yag asitleri, lipit metabolizmasinin dizenlenmesi, lipitlerin
tasinmasi ve hedef dokulara girmesinde rol oynamaktadirlar. Ornegin, uzun
zincirli doymamis yag asitleri karaciger triagilgliserol sentezinin inhibisyonuna
yol agmaktadir. Hiicre zarlarinin énemli bilesenleri olan ¢oklu doymamis yag
asitleri, fosfolipitlerde bulunmakta ve hlcre zari akiskanhgina katilarak,
proteinlerin aktivitesini duzenlemede rol oynamaktadir. Hucre zarinin
yaklasik % 50’sini olusturan fosfolipitler, triagilgliserol, fosfatidik asit, inositol-

1,4,5-trifosfat, seramid ve ARA gibi ikinci habercilerin kaynagidirlar (26, 94).

Prostaglandin (PG), tromboksan (TX) ve |6kotrien (LT)’ler gibi biyolojik olarak
aktif molekdllerin sentezinde kullanilan -3 yag asitleri diyetle alindigi zaman
ARA ile yarisarak htcre zari fosfolipitlerinin igerisine girmekte ve bdylece

yang! yapici eikozanoid sentezi icin kullanilabilecek olan ARA miktari
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azalmaktadir. EPA, siklooksijenaz (COX) tarafindan ARA’nin oksidasyonunu
da inhibe ederek, PGE,, TXA; ve LTB4 gibi yang! yapici eikozanoidlerin
uretimini azaltmaktadir (26, 65, 94).

-3 yag asitleri trombositlerin kimelenmesini, kanin pihtilagsmasini, diz kas
kontraksiyonunu ve I6kositlerin kemotaksisini azaltarak, yangi yapici sitokin
uretimini ve immun sistemi duzenleyebilmektedir. ARA metabolizmasini
inhibe etmesinin yanisira EPA, hem COX hem de 5-lipoksijenaz (LOX) igin
substrat olarak hareket edebilmektedir. Boylece ARA’dan sentezlenen yangi
yapici eikozanoidlerin Uretimi baskilanirken, EPA’dan sentezlenen yangi
Onleyicilerin Uretimi artmaktadir. Bu durum balik yaginin yangi giderici

etkilere sahip oldugunu gostermektedir (26).

-3 yag asitleriyle beslenme, karacigerde bulunan ve LNA'dan ARA sentezini
azaltan A6 ile A9 desatlrazlarin aktivitesini inhibe etmektedir. »-3 yag
asitlerinin diyetle fazla miktarda alinmasi eritrosit, noétrofil, beyin, karaciger
gibi dokularin hicrelerinin zarinda bulunan ®-3 yag asitlerinin w-6’ya oranini
degistirmektedir. Balik yagi oral yolla verildigi zaman ®-3 yag asitlerinin
hicre zarlarina girisi birkag hafta, parenteral verilirse 1-2 gun iginde
sonucglanmaktadir. EPA asetil koenzim A (AsCoA) karboksilaz aktivitesini

azaltarak, karacigerdeki de novo yag asiti sentezini inhibe etmektedir (28).

EPA ve DHA (gliserolle esterlesmede zayif bilesikler oldugundan bu yag
asitleri karacigerde c¢ok dusuk dansiteli lipoprotein (very low density
lipoprotein; VLDL) sentezini azaltarak plazma trigliserit dlzeyini
dusurmektedir (49, 74). Diyetteki yagin kaynaginin -3 yag asitlerinden
zengin balik yagi olmasi durumunda, plazma serbest yag asiti duzeyi ve
karaciger hucreleri icerisine serbest yag asitleri girigsi azalarak karaciger
trigliserit miktarinin distigu ve yagh karaciger sendromununun engellendigi

ileri surtlmektedir (74).
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Aveldano ve ark. (14), trombositlerin DHA'y1 6ncelikle 14 ve 11-hidroksi
DHA'ya metabolize ettigini bildirmektedirler. Her iki izomerin de sentezinin
indometazinden etkilenmedigini fakat bir LOX inhibitérd olan 5,8,11,14-
heneikosa tetraenoik asit tarafindan inhibe edildigini, EPA’dan zengin balik
yaginin diyete katiimasi sonucu kan pulcuklarinda bu asitin miktarinin

artabilecegini ve pihtilagsma zamanini uzatabilecegini ileri sirmektedirler.

®-3 yag asitleri ve bunlarin uzun zincirli tarevleri hayvan ve bitki hlcre
zarlarinin énemli bilesenleridirler. insanlar balik veya balik yagini sindirdikleri
zaman EPA ve DHA ozellikle trombositler, eritrositler, notrofiller, monositler
ve karaciger hucrelerinin zarlarinda -6 yag asitleriyle (6zellikle ARA) yer
degistirmektedirler. Bunun sonucu olarak balik veya balik yagindan EPA ve
DHA’nin sindirimi, PGE, metabolitlerinin, tromboksan Az'nin (trombositlerin
kimelenmesine ve damar daralmasina neden olur), LTB/Un (yangi, Iokosit
kemotaksisi ve birbirlerine yapigsmasini uyarici) olusumunun azalmasina
neden olmaktadirlar (94, 95).

-3 yag asitleri sperm, retina ve beyin lipitlerinin normal bilesiminde bulunur.
Dogum o6ncesi donemde gérme ve beyin korteksi fonksiyonlarinin gelismesi
icin gereklidir (101).
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Sekil 1.5 ©-3 Yag Asitlerinin Hiicre Biyolojisi Uzerine Etkileri (94).

1.2.7 Omega-3 Yag Asitlerinin Organizma Uzerine Etkileri

®-3 yag asitlerinin organizma Uzerine etkilerinden birkagi asagida
aciklanmaktadir. Bunlarin yaninda siroz (107), ruh ve sinir hastaliklari (116),
normal beyin fonksiyonlarinin korunmasi (56) ve kasekside (109) de -3 yag

asitlerinin yararli etkileri oldugu bildiriimektedir.

1.2.7.1 Gebelik ve Yavru Performansina Etkileri

DHA ve LNA memelilerdeki merkezi sinir sisteminin gelisimi i¢in dnemlidir.
LNA’nin fétusta DHA'ya elongasyon ve desatirasyonla gevrilme kapasitesi
yetersiz kalmaktadir. Gebelik sirasinda annenin ¢oklu doymamis yag asitleri

miktar1 yeni doganlardaki seviyesi igin ¢ok Onemlidir. Anne sutu bir ¢ok
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mamada bulunmayan DHA ve ARA igermekle birlikte bunlarin duzeyi

annenin diyetine bagh olarak gesitlilik gostermektedir (52, 81).

Bebek mamalarina o-3 ve ®-6 yag asitlerinin katiimasinin etkileri Gzerine
yapilan ¢alismalarda, gérme fonksiyonunun, zekanin, problem ¢ézme ve sinir

sisteminin gelisiminin daha iyi oldugu ileri surulmektedir (54, 55).

Erken dogan bebeklerin anneden vyeterli DHA alamadiklari igin, normal
bebeklere gore DHA eksikligine daha hassas olduklari, az miktardaki yag
depolarinin elongasyon ve desaturasyon araciligiyla yag asitlerinin metabolik
doénusumi igin normal doganlara gore daha yetersiz oldugu bildiriimektedir
(52). Erken dogan bebeklere DHA verilmesinin, gérme fonksiyonunun ve bilgi
surecinin sekillenmesinin geligsimini hizlandirabilecegi 6ne surilmektedir (52,
55).

Gelismekte olan fotustaki ¢oklu doymamis yag asiti seviyesinin annedeki
miktarina bagli oldugu ve annenin doymamis yag asiti tiketimiyle yavrudaki
miktari arasinda pozitif bir iliski oldugu bildiriimektedir (81). Merkezi sinir
sistemi, gebelik boyunca yeni dokularin sekillenmesi ve fetal gelisim igin
esansiyel olan LNA ve DHA bakimindan zengindir. Beyin gelisimi gebeligin
son U¢ ayl ve bebeklik doneminde en Ust diuzeydedir. Bu nedenle dogum
oncesi ve dogum sonrasi donemde bu uzun zincirli tlrevlerin ve oncul
maddelerinin alinmasinin fétusda ve dogumdan sonra normal noérolojik,
fonksiyonel gelisim, 6grenme ve davranis igin esansiyel olduklari rapor
edilmektedir (55).

Balik yagi verilmis 16 adet laktasyondaki koyunda yapilan bir ¢alismada bu
yag asitlerinin 6nemli derecede sute gectigi ve »-3 yag asitlerinden zengin

koyun suta dretiminin mamkin olabilecedi ileri surdlmektedir (67).
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1.2.7.2 Serbest Radikaller ve Antioksidanlar Uzerine Etkileri

Serbest radikaller; son yoéringesinde bir veya daha fazla ortaklanmamis
elektron igeren, yuksek reaksiyon yetenegine sahip atom veya molekuller
olup, ortaklanmamis elektron genel olarak Ust kisma yazilan bir nokta ile
gosterilmektedir. Organizmanin oksijen ihtiyacinin artmasiyla mitokondriyal
elektron transport zincirindeki ortaklanmamig elektron ciftlerinin artisina bagl
olarak reaktif oksijen turleri (ROT) meydana gelmektedir. Bunlar; superoksit
radikali ('O ), hidroksil radikali ("OH), alkoksil radikali (RO"), alkil peroksi
radikali (RO2"), hidroperoksi radikali (HO2") hidrojen peroksit radikali ("H205)
ve hipoklorit (CIO") gibi reaktif molekullerdir. Bu maddeler hem normal
metabolizmanin yan UrinU olarak hem de ilaglar ve diger kimyasal

maddelerin etkisiyle olusabilmektedir (2).

ROT bir ¢ok nodronal fizyolojik sure¢ igin esansiyel olup, fizyolojik olarak
uretiimekte ve eikozanoid metabolizmasinda rol alan iki ana PG sentezi
yolunda (COX ve LOX) ara urln veya UrUn olarak rol almaktadir. Enzim
katalizli reaksiyonlarda mikroorganizmalarin saldirilarina karsi  doku
reaksiyonlarindaki olaylarin bir pargasi olan ROT biyokimyasal ve fizyolojik
olarak duzenleyici molekullerdir. Bununla birlikte Uretimleri iyi kontrol

edilmedigi takdirde dokular ve htcreler igin tehlikeli olabilmektedirler (93).

icinde bulundugumuz cevrede cesitli fiziksel etkenler ve kimyasal olaylar
nedeniyle devamli bir radikal yapimi meydana gelmektedir. Nerede ve nasil
uretildiklerine bakilmaksizin, radikaller baslica 3 temel mekanizma ile
olugsmaktadirlar (2, 64).

1. Kovalent Baglarin Homolitik Kirilmasi: Yiksek enerjili elektromanyetik
dalgalar ve yuksek sicaklik (500-600°C) kimyasal baglarin kirilmasina neden
olmaktadir. Kirllma sirasinda bag yapisindaki iki elektronun her biri ayri ayri
atomlar Uzerinde kaliyorsa, bu tur kirilmaya homolitik kirilma denmekte ve

her iki atom Uzerinde de paylasiimamis elektron kalmaktadir. Organik
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molekullerdeki baglarin heterolitik kirllmasi durumunda reaktif, zit yakla iyon
ciftleri olusmaktadir (2, 64, 117).

g
|
/L_

Sekil 1.6 Kovalent Baglarin Homolitik Kirilmasi (117)

2. Normal Bir Molekiilin Elektron Kaybetmesi: Radikal 6zelligi
bulunmayan bir molekulden elektron kaybi sirasinda dis orbitalinde
paylasilmamis elektron kaldigi takdirde, radikal formu olugsmaktadir. Ornegin
askorbik asit, glutatyon (GSH) ve tokoferoller (E vitamini) gibi hicresel
antioksidanlar, tek elektron verip radikalleri indirgerken, kendilerinin radikal
formlari olusmaktadir. GSH radikalleri indirgerken, kendisinin tiyil radikali
olusmakta, Iki tiyil radikalinin birbiriyle tepkimesi sonucu ise GSH’In
oksitlenmis (GSSG) formu meydana gelmektedir (64, 117).



17

1

»
LQZ—r-(_,t +RH

L

Sekil 1.7 Normal Bir Molekllun Elektron Kaybetmesi (117)

3. Normal Bir Molekiile Elektron Transferi: Radikal 6zelligi tagsimayan bir
molekulle tek elektron transferi ile dis orbitalinde paylasilmamis elektron
meydana geliyorsa, bu tir indirgenme radikal olusumuna neden
olabilmektedir. Ornegin, molekiler oksijenin tek elektron ile indirgenmesi
sonucu, radikal formu olan O, meydana gelmektedir. Bu mekanizma ile
radikal yapimi biyolojik sistemlerde yaygin olarak gergeklestiginden canlilar
icin 6nemli olmaktadir. Canlilarda ¢ok sayida enzimatik ve enzimatik olmayan

tepkimelerle O, . Uiretilmektedir (2, 64).
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Tablo 1.2 Oksijenden ve Nitrik Oksitten Olusan Baslica Reaktif Turler (64).

TUR ADI TUR ADI

0, Singlet oksijen ‘NO Nitrik oksit

‘O, Superoksit ‘NO, Nitrojen dioksit

H.0, Hidrojen peroksit NO," Nitril katyonu

OH Hidroksil radikali NO Nitroksil

"ROO Peroksi radikali NO* Nitrozil (Nitrozonyum iyonu)
ROOOH | Hidroperoksit "ONOO Peroksinitrit radikali

‘RO Alkoksil radikali ONOO Peroksinitrit

"ROOR | Endoperoksit N2Os3 Dinitrojentrioksit

"HO, Hidroperoksit radikali | N2O4 Dinitrojentetraoksit

Serbest radikalleri ortadan kaldiran antioksidanlar, ROT’un meydana
gelmesini ve kotu etkilerini baskilayan bilesiklerdir. ROT olusumu, dusik
molekuler agirhikh antioksidanlar (askorbik asit, GSH, tokoferoller) ile bu
antioksidanlarin indirgenmis formlarini rejenere eden ve ROT ile etkilesime
giren enzimler (sUperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), peroksidazlar)

tarafindan engellenmektedir (23, 44).

Klguk molekdl agirlikli suda eriyebilir bir molekil olan GSH, genetik bilgiye
ihtiyagc olmaksizin karacigerde sentezlenebilen ve yapisinda y-glutamin,
sistein ve glisin amino asitlerini bulunduran bir tripeptitdir. Molekilde,
glutamat sisteinin  y-karboksil ucundan baghdir. Cogu bitkilerde,
mikroorganizmalarda ve tim memeli dokularinda bulunan GSH’in % 10’u
sitoplazmada, % 10’u mitokondride, kuglik bir ylzdesi ise endoplazmik
retikulumdadir. GSH'In protein disllfit bagdi sekillenmesinin  oldugu
endoplazmik retikulumda GSSG’ye orani 3:1, sitoplazma ve mitokondride ise
10:1°dir (75).

GSH, adenozin trifosfat (ATP) gerektiren iki enzimatik basamakla tim memeli

hlcrelerinin sitoplazmalarinda sentez edilmektedir. Birinci basamakta y-
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glutamil sentetaz tarafindan kataliz edilen bir reaksiyonla sistein ve
glutamattan y-glutamil sistein olusmaktadir. GSH biyosentezinin ilk adimi
genel olarak hiz sinirlayici basamak olarak bilinmektedir. y-glutamil sistein
sentetaz, GSH ve sistein tarafindan feed back yarigmali inhibisyonla fizyolojik
olarak diizenlenmektedir. Ikinci basamakta GSH sentetaz tarafindan kataliz
edilen bir reaksiyonla y-glutamil sistein ve glisinden GSH meydana
gelmektedir (58).

1. L-glutamat + L-sistein + ATP ——»  y-glutamil-L-sistein + ADP + Pi

2. y- glutamil-L-sistein + L-glisin + ATP— GSH + ADP + Pi

Cok onemli antioksidanlardan biri olan GSH, serbest radikaller ve
peroksitlerle reaksiyona girerek hucreleri oksidatif hasara karsi korumaktadir.
Endojen olarak uretilen H,0,, selenyum bagl glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
varhginda GSH tarafindan indirgenmektedir. GSH'In okside olmasiyla
meydana gelen GSSG ise redoks siklusunda olusan indirgenmis nikotinamid
adenin dinukleotid fosfat (NADPH) varliginda GSSG reduktaz tarafindan
GSH’a yeniden indirgenmektedir. H,O, CAT tarafindan da indirgenmesine
ragmen, mitokondride CAT olmadidindan dolayr GSH daha énemlidir. GSH,
antioksidan etkilerinin yaninda proteinlerdeki sulfidril gruplarini (-SH) redikte
halde tutarak bu gruplarin oksidasyonunu énlemektedir. Bdylece fonksiyonel
gruplarin ve enzimlerin inaktivasyonunu engellemektedir. Yabanci bilesiklerin
detoksifikasyonunu ve amino asitlerinin hlcre zarindan tasinmasini
saglamaktadir. Hemoglobinin oksitlenerek methemoglobine donusmesini

onlemede dnemli rol almaktadir (75).

Yaslanma, karsinogenesis ve arteriosklerozdaki serbest radikal teorisine
gore, hucrelerde Uretilen serbest radikaller veya reaktif oksijenlerin lipit
peroksitleri sekillendirmek Uzere doymamis yag asitlerine saldirdigina
inaniimaktadir. Serbest radikal hasarina ugrayan hiicresel bilesenler, serbest

radikallerin neden oldugu hastaliklarin surecini hizlandirmaktadir. Buna gore
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serbest radikal ve lipit peroksit hasari genellikle birlikte kullanilmaktadir.
Hucre zar fosfolipitlerinin doymamis yag asiti kisimlari, yag asitinin cift
baglari tasimasindan dolayi kismen oksidan hasari etkisi altinda kalmaktadir.
Bununla birlikte hicresel yagd asitlerinin doyurulma miktari ile oksidanlara

duyarhlik arasindaki iliski cok karmasiktir (21).

Serbest radikaller, molekullleri hasara ugratarak yaslanma, kanser ve
arteriyoskleroz olusumunu hizlandirmaktadir. ©-6 yag asitlerine gore »-3 yag
asitleri, atmosfer havasi kosullarinda otooksidasyona daha duyarli olmasina
ragmen, bu tur hastaliklarin olusumunu baskilamaktadir. Serbest radikaller
ve ROT genel olarak in vivo ortamlarda isemi ve yangi durumlarinda
uretilmektedir. o-6 yag asitleri ve oOzellikle de LA, ARA’dan yangi yapici
eikozanoidlerin asiri ve dengesiz Uretimine neden olarak bu olaylari
hizlandirirken, o-3 yag asitleri isemi, yangi ve ardindan serbest radikallerin

asiri olusumunu baskilamaktadir (85).

Sarsilmaz ve ark. (93), korpus striatum dokusunda MDA miktarinin »-3 yag
asiti verilen ratlarda 6nemli derecede azalabilecegini, -3 yag asitlerinden biri
olan EPA'nin, fosfolipaz A, enzimini inhibe ederek hicre zari yapisinin
stabilizasyonuna yol acabilecegini ve bodylece LOX ve ROT dretimini
azaltabilecegini kaydetmiglerdir. Hucre zar ®-3 yag asiti igerigindeki
degisikliklerin mikro cevreyi etkileyerek, hiicre zari reseptoérlerinin yapi ve
fonksiyonlarini, iyon kanallarini, tasiyici ve vyapisal proteinler ile
diagilgliseroller gibi intra ve intersellller uyari iletiminde yer alan enzimleri

degistirebilecegini ileri sirmektedirler.

Liu ve ark. (72), 36 adet hiperlipidemili bireyde gunlik balik yagi aliminin
etkilerini arastirdiklari c¢alismalarinda, balik yaginin lipit peroksidasyonunu
uyarmadigini, tam tersi plazmada lipit peroksidasyonunun bir belirteci olan

MDA degerlerini 6nemli derecede azalttigini ileri sirmektedirler.
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1.2.7.3 immun Sistem Uzerine Etkileri

Klinik veriler ®-3 yag asitlerinden zengin balik yagi tuketiminin romatoid
artritis, septisemi, astim, psoriazis, isemi ve Kistik fibrozis gibi yangisal ve
otoimmun hastaliklar Uzerine yararli etkilere sahip olabilecegini
gOstermektedir (46, 79, 95).

®-3 yag asitleri tumor nekrozis faktor (TNF)-o, interldokin (IL)-1pB, IL-6,
monositler, makrofajlar ve endotel hucreler tarafindan uyarilan doku faktoru
uretimini azaltabilmektedir (26, 79). ®-3 yag asitlerinin sitokinler ve
eikozanoidler Uzerine etkilerinden dolayl, yanglyl azaltabilecekleri ileri
surtlmektedir (7, 79). Romatoid artritiste, T hlcrelerinin hiperproliferasyonu
ve ardindan yangi yapicl sitokinlerin Uretimi sonucu yangli meydana
gelmektedir. Son zamanlarda ®-3 yag asitlerinden zengin diyetlerin

tuketiminin TNF-o ve IL-1 Uretimini de azaltabilecegi bildiriimektedir (79).

®-3 yag asitlerinin genel olarak -6 yag asitleriyle karsilastirildiginda
enfeksiy6z hastaliklara kargi koruma saglayabildigi ileri strGlmektedir (79).
Bu molekdllerin, hicre zarina girdikleri zaman hicre zari fonksiyonlarini,
akigkanhgini ve sekonder uyarilarin olusumunu degistirebilecegi, bu
fonksiyonlarini énemli derecede hlcreler arasi uyarilari etkileyebilen ilaglar
ve diger biyomolekdllerle (arginin, glutamin, A, C, E vitamini) beraber

yapabilecegi 6ne surtlmektedir (7, 80).

Vicutta ARA ve EPA, COX ve LOX tarafindan PG ve LT’ye gevrilmektedir.
EPA’'dan sentezlenen eikozanoidler yangi giderici etkilere sahipken, ARA’dan
sentezlenenler yangi yapici etkilere sahiptir. Yangi giderici etkilerin; LTB4 ve
sitokinlerin uyarisiyla salinan trombosit aktive edici faktorin (PAF: Platelet
Activating Factor) Uretiminin ve sitokinler tarafindan uyariimis PGE; ile
tromboksan B, sentezinin azalmasindan dolayi olabilecegi dne strulmektedir
(7). ARA ve EPA yanginin diuzenlenmesinde zit etkilere sahip oldugundan

vucutta ®-6/0-3 yag asiti oraninin tespiti yangisal hastaliklarda onemli
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olmaktadir. Yangisal barsak hastaligindaki temel bozukluklardan biri Ulseratif
kolitis, digeri chrohn hastaligidir. ®-6 yag asitlerinin diyetle yuksek miktarda
alinmasinin, -3 yag asitlerinin miktarini azaltarak (hlcre zarinda -3 yag
asitleriyle yer degistirdiginden) Ulseratif kolitis gelisimine neden olabilecegi,
diyetle ®-3 yag asitlerinin alinmasinin Ulseratif kolitisteki barsak hasarini

iyilestirebilecedi ileri surtlmektedir (34, 35, 101).

Tablo 1.3 Uzun Zincirli Doymamis Yag Asitlerinin Bazi Etkileri (7).

Sitokin tretimi lizerine etkileri ®-3 ®-6 ®-9
IL-1 I 1 1=
IL-2 l 1 1
IL-4 1 1 1
IL-8 1
IL-10 !
TGF-beta !
TGF-gama -1 1 1
TGF-alfa 1 11 1
Hucreler arasi uyari uzerine etkisi
Adenilat siklaz T 1 1
Protein kinaz A T ! 1
Protein kinaz C ! 1 1
Yangi uzerine etkileri
Lenfosit yapismasi !
Monosit yapismasi !
Notrofil kemotaksis !
C-Reaktif protein !
Nitrik oksit Uretimi 11 1 1
Slperoksit Uretimi T 1 1
Immun sistem lizerine etkileri
Allograft yagsamasi 1 1
Antijen uyariimasi ! !
Lenfosit cevabi ! !
Infeksiyon lizerine etkisi
Mikoplazma hipopndmonia ! 1
Gut sebepli sepsis !
Peritonitis ! 1 !
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Sekil 1.8 o-6 ve ®-3 Yag Asitlerinden Eikozanoidlerin Sentezi (35).

1.2.7.4 Kalp Damar Hastaliklari ve Hipertansiyon Uzerine Etkileri

Giderek artan veriler, 6zellikle EPA ve DHA olmak lzere »-3 yag asitlerinden
zengin gidalarin kardiyovaskuler etkilerini gdstermektedir. Bu maddelerin
Ozellikle kan basincini duslrdigu ve hipertansiyon gelisimini  6nledigi
belirtiimektedir (38, 91, 101).

Uzun zincirli yag asitlerini iceren balik yagi isemik kalp hastaligini ve kismen
de ani kardiyak 6lumu onleyebilmektedir. Yapilan bir caligmada balik yagiyla
alinan ®-3 yag asitlerinin, kalp kasi dokusunu, deneysel olarak meydana

getirilmis miyokardiyal enfarktlsten koruyabilecegi ileri strGimektedir (82).

Balik tiketimi ya da balik yaginin gidalarla aliniminin 6zellikle koroner kalp
hastaligindan dolayi olan élimleri azaltabilecegi ileri strtlmektedir (72). ®-3
yag asitlerinin trombosit kimelenmesini azaltarak, plazma trigliserit ve VLDL
dizeylerini dusurerek, damar daraltici TXA, biyosentezini inhibe ederek
kardiyovaskuler koruyucu etkilere sahip olabilecedi belirtiimektedir (45, 49,
75, 101).
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Doymus, o-6 ve -3 yag asitleriyle ayri ayri beslenildiginde plazma lipit ve
lipoprotein seviyelerinin en dusuk duzeyinin -3 yag asitlerinde oldugu, -3
yag asitleriyle beslenildigi zaman, doymus yag asitlerine gore total kolesterol,
trigliserit, yuksek dansiteli lipoprotein (HDL; High density lipoprotein), VLDL
ve LDL kolesterol, o-6 yag asitlerine gore ise total kolesterol, trigliserit, VLDL

kolesterol duzeylerinin dnemli derecede dusuk oldugu bildiriimektedir (108)

Yuksek dozlarda EPA ve DHA (3-4g/gun) alan hipertrigliseridemili hastalarda
plazma trigliserit duzeyinin dustigl, kadinlarda LNA’nin  miyokardiyal
enfarktisu ve fetal isemik kalp hastaligi riskini azaltabilecegi belirtimektedir
(100). Aritmilerin ©-3 yag asitleri tarafindan énlenmesinin nedeninin Na*, K*
ve Ca'" kanallari (zerine olan etkilerinden kaynaklanabilecedi o©ne

surUlmektedir (77).

®-3 yag asitleri miyositlerin elektrofiziksel o6zellikleri Uzerine de etki
edebilmektedirler. Aritmi yapici bir glikozid olan oubaine maruz birakilan rat
kalp hlcrelerinin klltir ortamina -3 yag asitleri ilave edildiginde ventrikller
fibrilasyonun o6nlendigi ve bu etkinin oubain tarafindan acgida c¢ikarilan
sitoplazmik kalsiyum artisinin -3 yag asitlerinden etkilenmesinden dolayi

olabilecegi ileri strUlmektedir (101).

Kardiyovaskuler patolojilerle yakindan ilgili diger bir faktér de antioksidatif
durumdur. Kardiyovaskuler hastaliklarda miktari artan okside LDL’ler
makrofajlar tarafindan ortadan kaldirilirken, képuk hlcre sekillenmesine ve
damar duvari Uzerinde birikerek arteriyoskleroza neden olmaktadir. »-3 yag
asitlerinin ratlarda VLDL ve LDL’lerin oksidasyonunu 6nledidi ve antioksidan
seviyesini arttirdigi, ayni zamanda plazma total kolesterol seviyesini azalttigi,
bu sekilde ®»-3 yag asitlerinin bu hastaliklarda koruyucu olabilecegi ileri
surulmektedir (45).
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1.2.7.5 Kanser Olugsumu Uzerine Etkileri

Diyetle alinan ®-3 yag asitleri tUmdr bayume hizini yavaslatabilmektedir.
Yuksek seviyelerde -3 yag asiti iceren gidalarla beslenmenin in vitro ya da
in vivo olarak tumor olusumu Uzerine etkisi, bu yag asitlerinin hicre zarlarina
girmesi ile hucrelerin lipit peroksidasyonuna duyarlihdinin arttirilmasi ve artan
lipit peroksidasyonunun hucreyi Oldurmesi esasina dayandigi ileri
surtlmektedir (26, 27).

Tumor olusumunun artmasi Uzerine gidalardaki yaglarin etkileri, trigliserit
formunda tuketilen yag asitlerinin miktar ve tipine bagli olup, bu konudaki
calismalar -3 yag asitlerinden zengin balikk yaginin ©-6 yag asitlerinin
tersine karsinojenlerle uyariimig bir cok dokuda tumaor sayi ve buyuklGgunu

azaltabilecegini gostermektedir (12, 68).

Karaciger kanserinde gidalardaki yagin dizenleyici etkisinin mekanizmasi
henlz tam olarak agiklanamamakla birlikte, kanser slrecinin baslangici ve
ilerlemesiyle ilgili bir cok mekanizma 6ne surtlmektedir. Bunlardan birincisi
zar fosfolipitlerinin yag asiti kompozisyonunu ve gen transkripsiyonunu
degistirerek nuklear olaylari dizenlemesi, ikincisi ®-3 yagd asitlerinin
elongasyon ve desatlrasyon igin LA ile yarisarak tumor proliferasyonu ile
ilgili olabilen PG sentezini azaltmasi (65, 84), GUg¢uncu olarak ise balik yagi ile
uzun sure beslenme sonucu kanserin ilerleme safhasinda hucrelerin
apoptosise hassasiyetinin artmasidir. Bu nedenle gidalardaki balik yagi
hucredeki mitoz ve apoptosis dengesini duzenleyerek, neoplastik lezyonlarin

uyarilmasini baskilamaktadir (65, 66).

Meme tUmorl Uzerine balik yaginin inhibe edici etkisinin PG’lerle ilgili
olabilecegi ileri sUrUlmektedir (25). LA'dan ARA'nin, ARA’dan da kanser
olusumunu uyarabilen PG’lerin sentezlendidi ve bu nedenle LA'nin timor
sayl ve buyukluguna arttirirken, ARA metabolizmasini inhibe edebilen DHA

ve EPA’'nin azaltabilecegi one surulmektedir (24, 33). »-3 yag asitlerinin
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meme kanseri olusumunu ve metastazini 6nleme potansiyelinin ©-6/®-3
oraninin 2:1’den kluguk olmasindan, kadinlarda meme kanseri riskinin
artmasinin EPA ve DHA’'nin 6nculu olan LNA’nin meme yag dokularindaki
seviyelerinin dusuk olmasindan dolayi olabilecedi 6ne surulmektedir (25,
101).

Kim ve ark. (66) yaptiklari bir galismada, LNA’dan zengin sebze yaglarina
gbre, -3 yag asitlerinden zengin balik yaginin plasental glutatyon s-
transferaz pozitif (GST-p; tumodr olusumu belirteci) sekillenmesini daha etkili
olarak azalttigini ve »-3 yag asitlerinin karaciger mikrozomal monooksijenaz
sistemini uyararak karaciger kanserine kargi koruyucu etkilere sahip

olabilecegini ileri sirmektedirler.

Kimyasal olarak uyarilan meme, kolon ve rektum timorlerinin gogunda ®-3
yag asitlerinin etkisi yaygin olarak ¢alisiimakta ve diyete balik yagi ilavesinin
tumor olusumunda Onemli bir azalma meydana getirebilecegi ileri
surulmektedir (20, 25, 33, 60).

1.3 Nitrozaminler

M.O. 3000 yillarinda et Urinlerini kirlemede tuzdan yararlanildigi, M.O. 900
yillarinda ise tuz ve odun tutsusunin gida saklama yontemleri olarak
kullanildigi kaydedilmektedir. Ortagcaglarda etlere koruyucu amagla tuz ve
tutsinudn yani sira katilan nitrat, etin rengini olumlu yonde degistirmek ve
botulizmi énlemek amaciyla kullaniimaktaydi. M.O. 50. yilda baharatlardan
lezzet verici olarak yararlaniimig, gida boyalari ise gunimuzden yaklagik
3500 vyl kadar o6nce Misirlilar tarafindan renklendirici amagla
kullanilmiglardir.  19. vyuzyildaki hizli  sehirlesmenin  paralelinde katki
maddelerinin kullaniliglari, oOzellikle gidalart bozulmalara kargi koruma
amaciyla yayginlasmig olup, gunumuzde ise bu maddeler gelisen gida

teknolojisinin vazgecilmez bir pargasini olusturmuslardir (8, 11, 87).
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1.3.1 Dogadaki Kaynaklari ve Viicutta Olugsumu

Gidalar hastaliklari 6nlemede oldugu kadar hastalik sebebi olarak da dnemli
bir rol oynamakta, bir yandan beslenme ihtiyacini karsilarken, diger yandan
saglik riski yaratabilmektedir (97). Hem gidalarla alinan hem de cevrede
bulunan N-nitrozaminlerin bu risklerden biri oldugu tespit edilmektedir (62,
97).

Genellikle gidalarda koruyucu amagla kullanilan nitrit ve nitratlarin sekonder
aminlerle reaksiyona girerek olusturduklari N-nitrozaminler, nitrit ya da
nitrojen oksitlerden ve aminlerden pisirme sirasinda sekillenmektedirler (87,
97).

Gidalarla alinan nitrat, mide-barsak kanalinda amonyaga indirgenmektedir.
Ozellikle midenin asit ortaminda (pH 2-4) nitrattan olusan nitrit, ikincil aminler
ve N-amidlerle tepkimeye girerek nitrozaminler ve nitrozamidleri

olusturmaktadir (62).

Nitrozaminler kimyasal reaksiyon ve mikrobiyal etkinin bir sonucu olarak da
sekillenebilmektedir. Mikroorganizmalarin, nitratlari nitrittere indirgeyerek,
proteinleri amin ve amino asitlere pargalayarak, nitrosillenmeyi saglayan
enzimlerin Uretimini ve nitrosillenme igin uygun asidik pH ortamini saglayarak
N-nitrozaminlerin olusumuna neden olabilecekleri, bazi Laktobasillus casei
gibi turlerin nitrozodimetilamin (NDMA), DEN, nitrozopirrolidin (NPYR) ve
nitrozopiperidin (NPIP) gibi nitrozaminlerin sekillenmesi Uzerine biyokatalitik

etkiler gosterebilecekleri ileri striimektedir (36).

ikincil aminin tirevi olan nitrozaminlerin 10’dan fazla tyeleri vardir. Bunlarin
baslicalari dibutilnitrozamin, NDMA, DEN, NPYR, nitrozosarkosin ve
NPIPdir. On karsinojen halinde bulunan bu maddeler, viicutta sirasiyla,
diazoalkan, diazonium tuzu ve karbonium iyonuna dénusmektedirler. Esas

karsinojenik etkili olan ve elektrofiik 6zellikteki bu sonuncu iyon,
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deoksiribonukleik asit (DNA), ribonukleik asit (RNA) ve amino asitlerdeki
nlkleofilik gruplarla birleserek onlari alkiller. Ornedin DNA'da guanin N7- ve
O6-grubu uzerinden alkillenir. Bu alkilenme molekulin mutajenik ve

karsinojenik 6zellik kazanmasina neden olmaktadir (62).

Nitrozaminlerin ¢evredeki kaynaklarini nitrat veya nitrit igeren gidalar
(6zellikle 1spanak, seker pancari, turpgiller gibi), su, nitrath etler (sucuk gibi),
alkollU igecekler (mayali icecekler gibi), kozmetikler, sigara ve sigara dumani
ile kauguk Uretimi gibi mesleki maruziyet olusturmaktadir (1, 48, 62, 98). Bazi

gida maddelerindeki nitrozamin miktarlari verilmektedir.

Acet ve ark. (1)'nin tekel satis mudurliguinden elde ettikleri 8 degisik igki
¢esidinde yaptiklari nitrozamin analizi bulgulari verilmektedir. Nisbeten dusik
miktarlarda tespit edilen nitrozamin duzeylerinin, insanlar igin gercek tehlike
olup olamayacaginin bilinmedigini fakat kaygi verebilecek miktarda da

olabilecegini ileri sirmektedirler.

Cok sayida ilacin (Aminoprin, fenasetin, kloramfenikol, oksitetrasiklin,
karbaril, propoksur, atrazin, fenuron, simazin, thiram, ziram) sodyum nitritle
birlikte verildiginde, nitrozamin sekillenmesine ve karacigerde tumor riskinin
artmasina yol acabilecegi, E ve C vitamini, butil hidroksi anilin (BHA), butil
hidroksi toluen (BHT) gibi yukseltgenmeyi Onleyici maddeler, amino asitler,
kafein, selenyum, sllfamat, proteinler, sistein, tanen, Ure gibi maddelerin N-

nitrozo bilesiklerinin sekillenmesini dnleyebilecegi bildiriimektedir (62).

Akut nitrit zehirlenmesi olusturulan tavsanlarda yapilan bir ¢aligmada nitrit
verilmesini takiben kontrol grubuna gore, 12. saatte GSH dizeyinde énemli
derecede dlisme, MDA dizeyinde artis gézlenirken, E vitamini verilen grupta

ise degisiklik olmadigi rapor edilmistir (13).
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Nitrozamin olusumunu etkileyen diger faktorlerin; gidalardaki oncul
maddelerin miktari ve varligi, degistirici ve inhibitorler, lipitler, antioksidanlar

ve su icerigi oldugu 6ne surtlmektedir (97, 99).

Etteki oncul maddelerin iceriginin Ozellikle de glukoz igeriginin pisirme
sirasinda nitrozamin olusumu Uzerine 6nemli derecede azaltici bir etkisi

oldugu ileri sturalmektedir (97).

Bir kimyasal karsinojen olan DEN’in insektisitlerden, tarimda kullanilan
kimyasallardan ve nitrattan sekillendigi, sigara dumaninda bulundugu ve ayni
zamanda besinlerde bulunan nitratin midede sekonder ve tersiyer aminlerle
reaksiyonu sonucu da meydana geldigi, dokulardaki ¢ok fonksiyonlu
mikrozomal monooksijenazlar araciligiyla mutajenik aktif ara UrlGnlere
cevrildigi bildirilmektedir (5).

Nitrozaminlere endustride de maruz kalinabilmektedir. Kauguk enduUstrisi

iscilerinin bu nedenle kanser riski tagiyabilecekleri ileri strdlmektedir (98).

Bircok Ulkede insanlarin oncelikle NDMA, NPIP ve NPYR olmak tzere 0.3-1
Mg/gln nitrozaminlere maruz kaldigi rapor edilmistir. Maltin direkt ateste
kurutulmasiyla birada sekillenen NDMA’'nin miktarinin, endustride indirekt
kurutulmasi sonucu 1979dan sonra 30 kat azaltldigi, mutajenik ve
karsinojenik nitrozaminlerin bir cogunun et, tavuk ve baligin, pisirme metodu,

zaman ve istya bagli olarak sekillenebilecegi 6ne strulmektedir (97).

Uretim déngusinin bitiminden hemen sonra et fabrikalarindan toplanan 18
farklh sosis ¢esidi Uzerinde yapilan bir ¢galismada nitrozamin miktarinin taze
numunelerde daslik tespit edilirken, 72 saat 4-8°C'de depolanan

numunelerde 100 kat daha fazla oldugu kaydedilmektedir (36).
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1.3.2 Organizma Uzerine Etkileri

Nitrozaminler ¢ogunlukla laboratuvar hayvanlari olmak Uzere hayvanlarda
yaygin bir sekilde calisiimaktadir (18, 36, 90). Nitrozaminlerin ratlar, fareler
ve insan olmayan primatlardaki uzun dénemli galismalarinda birgok dokuda
kansere sebep olduklar ileri surtlmekte fakat kanserlerin olugsumunda
nitrozaminlerin rolinin mekanizmasi hala agiklanamamis bir soru olarak
kalmaktadir (87, 97).

Kauguk endustrisi iscilerinde nitrozaminlere maruz kalmalari nedeniyle
Ozellikle dudak, agiz ve farenks kanseri olusumunun yaygin oldugu One
surtlmektedir (98).

Genel olarak yenilen et ve balik trlnleri, pisirmeden sonra mutajenik etkilere
sebep olabilmektedir. Nitrozaminlerin olusumlari, gidalardaki miktarlari,
maruziyet seviyeleri, alinim ve biyotransformasyonlarini etkileyen faktorleri
ve bu Kkarsinojenlerle temas eden bireylerin duyarlilik kapasiteleri hala

calisilmaktadir (97).

Elektrofilik bir madde olan DEN’in, nikleik asitlere ve proteinlerde bulunan
nikleofilik atomlara baglanabilecegi, RNA ve DNA’da alkilasyona neden

olarak protein sentezini inhibe edebilecegi bildiriimektedir (5, 48).

DEN metabolizmasinin  ¢ok fonksiyonlu sitokrom P-450'ye bagl
monooksijenaz sisteminin enzimleri tarafindan katalizlendigi ve metabolik
aktivasyonu sonucu toksik etkilerinin basladigi, DEN biyoaktivasyonundan
kaynaklanan reaktif ara trlnlerin baglayici enzimlerin katalitik bolgeleri igin
ilgilerinin ¢ok az oldudu, bu nedenle idrarla atilmak yerine énemli hicre
bilesenleriyle kovalan baglar olusturabildikleri, bu sekilde mutasyon, kanser

ve nekrozun baglamasini uyardiklari 6ne surilmektedir (97).
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DEN tarafindan hicre hasarinin uyariimasinda bagka bir mekanizma hicre
zari yag asitlerinin lipoperoksidasyonudur. Nitrozaminlerden salinan serbest
radikallerin varhdi mikrozomlarda bulunan lipit peroksidasyonundan kdoken
alan Urunlerdeki ve SOD, CAT, GSH gibi antioksidan maddelerin hucrede
kullanilmalarindaki artiglarla belirlenmektedir (97, 99).

1.4 Adenozin Deaminaz (ADA)

Bir aminohidrolaz olan ADA (EC 3.5.4.4) purin metabolizmasinin anahtar
enzimi olup, adenozin ve deoksi adenozinin hlcre igindeki dizeylerini kontrol
etmektedir. Adenozinin inozine ve deoksiadenozinin deoksiinozine

donusumuna katalizleyen bir enzimdir (4, 104, 113).

1.4.1 Yapi ve Fonksiyonlari

NH, 0
N~ N HN N
t\ ’ J ADA k\ ’ J
N N ; N N
HOCH,, 0 HOCH,, 0
oo oH o oA
Adenozin inozin

Sekil 1.9 Adenozinin ADA Etkisiyle inozine Déniisimii (31).

Son yillarda ADA; ve ADA, olmak Uzere iki izoenzimi belirlenmistir (31).
ADA; ana izoenzim olup, 6zellikle lenfoid organlarda, eritrositlerde, serumda
bulunmakta (103) ve ADAin ile ADA;. olmak Uzere iki dimere ayrilmaktadir
(4). Kiguk olani 33.000, bluyugu ise 280.000 daltondur. Sadece 1
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monomerden olusan ADA, (molekul agirhgi 100.000 dalton) ise diger
dokularda da olmakla beraber temel olarak serumda bulunmakta (31, 103) ve
monosit/makrofaj  aktivasyonunu gostermektedir (4). Hucrede ise

sitoplazmada ve ¢ekirdekte bulunmaktadir (9).

Pidrin metabolizmasi enzimlerinin kongenital bozukluklari bir ¢ok immun
yetmezlik sendromuna neden olmaktadir. ADA eksikligi, T ve B hucrelerinin
gelisim ve fonksiyon bozukluguna yol agarak ciddi kombine immun yetmezlik
sendromuna neden olmaktadir. Bu gibi immun yetmezlikler hiucre igi plrin
metabolizmasi anormalligi ve ardindan toksik metabolitlerin birikimine yol
acar. Lenfositlerin hucre ylzeyinde (ekto-ADA) de bulundugundan ADA'nin
spesifik roli sadece hucre igi ile sinirli degildir. Bu nedenle, ekto-ADA ile
diger hucre yuzeyi molekulleri arasinda bir etkilesim vardir. Boyle etkilesimler
bir hicrede bulunan ekto-ADA ile diger hucredeki yuzey molekulleri arasinda
da meydana gelebilmektedir. Bundan dolay1 ekto-ADA immun dokularin

kanserlesmesinde gdsterge olabilmektedir (43).

Hucrelerde ATP havuzlarinin yenilenmesi igin ylksek adenozin dizeylerine
ihtiya¢ duyulmaktadir. Hem reseptdr aktivasyonu hem de ATP sentezi igin
adenozinin kullanilabilirligi adenozin miktariyla belirlenmektedir. ADA
adenozini ylkimlayan en oOnemli enzim oldugundan stres kosullarinda
aktivitesinin inhibisyonu dokularda adenozinin birikimini saglayan en onemli
yol olmaktadir (17).

ADA'nin en énemli fizyolojik roll lenfositlerin farklilasmasi ve ¢ogalmasiyla
ilgilidir. ADA aktivitesi lenfositlerde eritrositlere oranla 10 kat daha fazla, T
lenfositlerde ise B lenfositlere gére daha yuksek oranlarda bulunmaktadir. T
hicrelerinin ~ farkllasmasi  esnasinda  Ozellikle  olgunlagsmamis ve
farkhlasmamis hucrelerde belirgin artis olmaktadir (15, 50, 114). Antijenik
uyarilardan sonra lenfositlerde ve monositlerin makrofajlara doéntsumi

sirasinda ADA’nin aktivitesinin artabilecedi 6ne surilmektedir (53).
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Farelerin farkli dokularinda ADA aktivitesinin yUksekten dustige dogru

sirasilyla dil, 6zafagus, plasenta, duodenum, mide, timus, dalak, kolon,

karaciger ve beyinde oldugu rapor edilmigtir (111).

Sekil 1.10 ADA'nin Niikleotidle Baglanmis Ug Boyutlu Sekli. (Mavi renk -1
zinciri ve uzerinde bulunan halkali yapi ise substrati gostermektedir. Buyuk
yesil ve kirmizi kimeler adenozin halkasina 6zel N1 ve N7 belirleyicilerdir.
Ortadaki kirmizi histidin metal badinin aromatik halkasina karsi bir sistein
paketidir) (51).
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1.4.2 Klinik Onemi

Ozellikle tiberkillozda yiiksek diizeyde saptanan ADA aktivitesinin esas
kaynaginin ADA; oldugu, pahali bir ydntem olmasi nedeniyle olgularin buyuk
cogunlugunda ADA izoenzimlerinin ayrimina gitmeye gerek kalmadigi
kaydedilmistir. ADA aktivitesinin tayininin biyopsi ve kultir yontemlerine
alternatif olarak tercih edilebilecedi ve konvansiyonel yontemlerin tani
acisindan olumsuz kaldigi hastalarda uygulanabilecegi bildiriimektedir.
Tuberkllozda diger eksudatlara oranla ¢ok daha yuksek ADA aktivitesinin
saptandigi, bununla birlikte parapndémonik efflzyon, ampiyem, romatoid
plorezi, sistemik lupus eritematozis ve Ozellikle hemotopoietik kdkenli

neoplazmlarda da yuksek ADA aktivitesinin gorulebilecegi ileri surtlmektedir

(4).

Ldsemili sigirlarda yapilan bir galismada subklinik vakalarda |I6seminin teghis
ve prognozunda serum ADA aktivitesinin bir godsterge olabilecegi 6ne
surulmektedir (113).

Deri leishmaniosisinde de serum ve lenfositlerde ADA aktivitesinin arttigi,
serumdaki bu artisin makrofajlarin fagositik aktivitesini gosterebilecegdi rapor
edilmistir (40).

ADA aktivitesi hticre immunitesini uyaran enfeksiyonlarda artmaktadir. Kronik
hepatit, karaciger sirozu, hepatoselliler karsinoma gibi immun sistemin
uyarildigi  karaciger hastaliklarinda serum ADA aktivitesi yuksek
bulunmaktadir (9, 41, 104).

ADA immun sistemin bir belirteci oldugundan tifo, enfeksiy6z monontkleoz,
sarkoidoz, karaciger hastaliklari, akut losemi, bruselloz, akut pnomoni,
romatoid artrit ve mesothelioma gibi malignitelerde serumdaki aktivitesinin
arttigi bildirilmektedir (15, 50, 114).



35

Ozellikle T lenfositlerinde aktivitesi yliksek bulunan enzimin kalitsal eksikligi T
ve B lenfositlerinin fonksiyonlarinin bozulmasi ile siddetli kombine immun
yetmezlik sendromuna yol acmaktadir (6, 42). Sayisal ve fonksiyonel T
lenfosit defektlerine bagll immun sistem bozukluklarinda ADA aktivitesinin
azaldigr ve bu nedenle ADA'nin hicresel immunitenin bir gdstergesi olarak
kullanilabilecegi kaydedilmektedir (6, 50).

immun sistemle ilgili 6zelliklerinden dolayr ADA inhibit6rlerinin immun sistemi
baskilayici tedaviler (doku naklinde) ve lenfoproliferatif hastaliklarda

kullanilabilecegi ileri siriimektedir (105).

Koyunlarda yapilan bir c¢alismada (6), ADA aktivitesinin gebeligin
ilerlemesiyle paralel olarak dustugu izlenmis, bu durumun fétusun bayimesi
ve enerji depolamasi igin adenozinin yuksek olmasi nedeniyle ADA'nin dusuk
olmasindan veya gebelikte hicresel immunitenin baskilanmasindan

kaynaklanabilecegi ileri surtlmustir.

Aktepe ve ark. (3), serum ADA aktivitesini sitma hastalarinda saglikl
bireylerlere gbére 6nemli derecede yuksek tespit etmis ve bu durumun
parazitin enzim aktivite artigina neden olmasindan veya eritrosit hucre

hasarindan kaynaklanabilecegini ileri sirmuslerdir.

Kedilerde enfeksiydz peritonitis ve bakteriyel enfeksiyonlarda pleural ve
peritoneal eksudatlarda ADA aktivitesinin yuUkseldigi ve bu durumun

hastaliklarin ayirici teshisinde yardimci olabilecegi bildirilmistir (53).

Doku adenozin miktarini azaltarak insulinin glukoz ve lipit metabolizmasi
Uzerine etkilerini dizenlenmede 6nemli rol oynayan ADA aktivitesinin Tip Il

diyabetli hastalarda arttigi bulunmustur (39).

Bahcecioglu ve ark. (16), karaciger sirozlu hastalarda serum ADA

aktivitesinin arttigini, bunun nedeninin sirotik karacigerin yetersiz kalmasi
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nedeniyle nukleotid sentezinin diger dokularda artmis olmasindan
kaynaklanabilecegini ve serum ADA aktivitesiyle hastaligin klinik evresinin

iligkilendirilebilecegini ileri surmektedirler.

ADA aktivitesi fare plasentasinda yuksek dizeylerde bulunmakta ve purin
metabolizmasi igin gerekli olmaktadir. Bu enzimin eksikligi fotuslarin bagl
oldugu plasentada da eksiklige yol agarak, gebeligin ileri doneminde fetal
Olumlere sebep olmaktadir. ADA Kkoriyoallantoik plasentanin trofoblast
hdcrelerinde yogunlagmakta, embriyonik ve fetal gelisim igcin énemli rol
oynamaktadir (6, 69).

Xia ve ark. (112), reperfuze rat kalbinde ADA’yi inhibe etmisler ve bodylece
hipoksantin ve ksantin miktarlarini azaltmak suretiyle serbest radikal ureten
ksantin oksidazi (Sekil 1.11) inhibe ederek radikal olugsumunun

onlenebilecegini ileri sirmektedirler.

ATP —= ADP —» AMP
l S5-nukleostida=

Adeno=zin

ADA ]
mlubitSrin Inozin

i imno=zin fosforilaz

Hipoksantin

z Ksantin Oksidaz
Oy

Ksantin

o, - 00 i .
z Ksantin Oksidaz=

Urik asit

Sekil 1.11 ATP’nin Yikihm Yolu Uzerinde ADA Etkisinin Onemi (112).
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Gelisen gida teknoloijisi ile beraber nitrat, nitrit gibi katki maddeleri ve degisen
beslenme aligskanliklari (o-3 yag asiti orani dusuk, doymus yag orani yuksek
ve kolesterollu diyetler) organizmada geriye donusimsuz hasarlar meydana
getirmekte ve metabolik olaylarin ¢gogunun meydana geldigi karaciger bu

durumdan en ¢ok etkilenen organ olmaktadir.

Bu nedenle galismada, son yillarda yodun bir sekilde arastirilan ®-3 yag
asitlerinin, DEN ile meydana getirilen karaciger hasarina karsi koruyucu

etkisinin arastiriimasi amaglanmaktadir.
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2 MATERYAL ve METOT

2.1 Materyal

Calismada materyal olarak satin alinan ebeveynlerden yetistirilen, ortalama 4
aylik ve 212+6,41 g olan 40 adet Wistar albino cinsi erkek rat kullanildi.
Ratlar havalandirma, is1 (20-22°C), nem, 1sik kontrolli (12 saat aydinhk 12
saat karanlik) olarak uretildi. Tum hayvanlara ticari rat yemi ve su ad libitum
olarak verildi. Denemeye baslamadan dnce ratlar her grupta 10’ar adet olmak

Uzere 4 gruba ayrildi.

Grup | (Kontrol): Periton igi (IP) yolla tek doz % 0,9’luk NaCl ¢ozeltisi verildi.

Grup Il: Tek doz 150 mg/kg DEN (IP) verildi.

Grup lll: Tek doz 150 mg/kg DEN (IP) ve -3 yag asiti iceren balik yagi 0,4
g/kg/giin dozda yedi giin boyunca derialti (SC) verildi.

Grup IV: »-3 yag asiti iceren balik yadi 0,4 g/kg/gin dozda yedi glin boyunca
SC verildi.

Uygulamaya baglamadan once ve deneme boyunca ratlar her gun tartilarak

agirhklar kaydedildi.

2.1.1 Kan Orneklerinin Toplanmasi ve islenmesi

Uygulama sonunda eter anestezisi altinda ratlarin kalplerinden heparinli
tiplere alinan kan o6rneklerinden bir miktar GSH dizeylerinin saptanmasi
amaciyla ayrildi. Geriye kalan kanin, MDA ve ADA parametrelerinin

Olctlmesi icin 3000 rpm’'de 15 dakika santriflij edilerek plazmasi ayrildi.
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Numuneler olgumleri yapilincaya kadar -25°C‘de derin dondurucuda
saklandi. GSH Beutler (22), MDA Yoshoiko ve ark. (115) ve ADA analizleri

Giusti ve Galanti’nin metoduna (47) gore yapildi.

2.1.2 Karaciger Dokularinin Alinmasi

Kan ornekleri alindiktan sonra oldurdlen ratlarin karin bosluklari agilarak
alinan karaciger dokulari patolojik bulgular yoninden incelenmek amaciyla %

10’luk formolde saklandi.

2.2 Metot

2.2.1 Analizler igin Kullanilan Cihazlar

Spektrofotometre (UV-1201, Shimadzu)
Santrifij (Heraeus christ)

Etdv (NUve)

Su banyosu (SB100, Nlve)

Otomatik pipetler (Eppendorf)

Hassas terazi (Scaltec)

Tasinabilir terazi

Vorteks (Labinco-524)

Saf su cihazi (Heidolph, type-mono, Dest -3000)
Manyetik karistirici (Labinco-532)

pH metre (Consort C 732)

Derin dondurucu (So-low Environmental Equip.Co.)
2.2.2 Analizler i¢in Kullanilan Kimyasal Maddeler
DEN (Sigma) (d: 0,95 g/ml)

®-3 yag asiti kapsullu (Marinkap: Kogak Farma)
Metafosforik asit (Merck)
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Etilendiamin tetra asetik asit (EDTA) (Merck)
NaCl (Merck)

NazHPO,4.2H,0 (Merck)

5,5'-(2-ditiobis nitrobenzoik asit (DTNB)
Sodyum sitrat (Merck)

GSH (Merck)

Tiyobarbutirik asit (TBA) (Merck)
Triklor asetik asit (TCAA) (Merck)
1,1,3,3-tetraetoksipropan (Sigma)
NaH,;P0O,4.2H,0 (Merck)
NazHPO,4.12H,0 (Merck)

Adenosine (Calbiochem)

Amonyum sulfat (Merck)

Fenol (Merck)

Na-nitroprussid (Merck)

NaOCI (Merck)

NaOH (Merck)

2.2.3 Tum Kanda GSH Tayini

TUm kanda GSH analizleri Beutler yéntemi (22) ile yapildi.

2.2.3.1 Deneyin Prensibi

EDTA'lI kanin distile su ile hazirlanan hemolizatinda, -SH tasimayan tim

proteinler ¢okturalur. Elde edilen berrak sivida -SH gruplarinin DTNB (5,5'-(2-

ditiobis nitrobenzoik asit) ile olusturdugu sari renkli kompleks, 412 nm dalga

boyunda spektrofotometrede olculr.
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2.2.3.2 Deneyde Kullanilan Cozeltiler

CGoktiirucu Gozelti: 1,67 g metafosforik asit, 0,2 g EDTA, 30 g NaCl alinarak

bir miktar distile suda ¢6zuldu ve hacim 100 ml'ye tamamlandi.

Fosfat Cozeltisi (0,3 M Na,HPO,): 53,4 g Na;HPO4.2H,O distile suda

cOzulerek, hacim litreye tamamland.

DTNB (Ellman’'s ¢ozeltisi): 40 mg DTNB alindi ve % 1'lik sodyum sitrat ile

hacim 100 ml'ye tamamlandi.

Standart GSH Cozeltisi: 40 mg GSH distile suda ¢6zuldu ve hacim 100

ml'ye tamamlandi.

2.2.3.3 Deneyin Yapiligi

Kor, standart ve test olarak isaretlenen tlplerden test tlpune, EDTA'h
kandan 200 pl, standart tiipline standart ¢ézeltisinden 200 ul alindi. Uzerine
1800 pl distile su (kanin hemoliz olmasi igin) ve 3 ml ¢oktlricu c¢ozelti
eklendi. Kor olarak iseretlenen tipe 800 ul distile su Uzerine 1200 pul
¢cOktlricu cozelti pipetlendi. Tupler karistirildi ve buzlu suda 5 dakika
bekletilip, 3000 devirde 10 dakika santrifij edildi. Kor tipl aynen alindi.
Standart ve test olarak isaretlenen yeni tuplere 2'ser ml supernatant alindi.
Batin taplere 8'er ml fosfat c¢ozeltisi ilave edilip karistinldi. 1 ml DTNB
eklenerek 412 nm dalga boyunda koére karsi standart ve testin optik dansitesi

okundu.
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Kor Standart Test
EDTA'll Kan - - 200 pl
Standart 200 -
Distile Su 800 ul 1800 ul 1800 pl
Coktlirticu Cozelti 1,2 ml 3 ml 3ml

Buzlu suda 5 dakika bekletildi. Ardindan 3000 devirde 10 dakika

santrifij edildi ve baska tuplere sipernatantdan 2 ml aktarildi.

Fosfat Cozeltisi 8 mi 8 mi 8 mi
Karistirildi
DTNB 1ml 1mi 1ml

412 nm'de tuplerin optik dansitleri kore karsi okundu.

2.2.3.4 Sonuglarin Hesaplanmasi

TUm kan GSH derisimi mg/dl olarak asagidaki formule gére hesaplandi.

GSH (mg/dl)=Testin Optik Dansitesi / Standardin Optik Dansitesi x
Standardin derigimi (40 mg/dl).

2.2.4 Plazmada MDA Tayini

Plazma MDA analizi Yoshoiko ve ark.’nin (115) bildirdigi yontem kullanilarak

yapildi.

2.2.4.1 Deneyin Prensibi

TBA tepkimesinde lipit igerik, dusuk pH ve TBA varliginda isitildiginda 532-
535 nm'de minimum pik olusturan MDA molekulu ile iki TBA molekulunun
birlesmesi sonucu olusan kromojenden dolayi stabil kirmizi-pembe renk

meydana gelir. MDA'nin bir kismi peroksidasyon sirasinda, blyudk ¢ogunlugu
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ortam asitlestirildikten sonra uygulanan isitma asamasinda lipit peroksitlerinin

yikilmasi sonucu olusur.

2.2.4.2 Deneyde Kullanilan Cozeltiler

Triklorasetik asit (% 20): 20 g TCAA distile suda ¢o6ziuldu ve hacim 100

ml'ye tamamlandi.

Tiyobarbutirik asit (% 0,67): 1,675 g TBA distile suda ¢6zuldu ve hacim 250

ml'ye tamamlandi.

2.2.4.3 Deneyin Yapiligi

Test ve kor olarak isaretlenen cam deney tupleri alindi ve test tuptne 0,5 ml
plazma pipetlendi. Kor tupune 3 ml ve test tupune 2,5 ml % 20'lik TCAA ilave
edildi. Daha sonra her iki tipe 1 ml TBA alindi ve tupler 90°C'lik su
banyosunda 30 dakika inkibe edildi, sogutuldu ve Uzerine 4 ml n-butanol
pipetlenerek 3000 devirde 10 dakika santrifij edildi. Daha sonra n-butanol
tabakasi spektrofotometre kivetine aktarilarak 535 nm'de koére karsi testin

absorbansi spektrofotometrede okundu.

Kor Test
Plazma - 500 pl
TCAA 3 ml 2,5 ml
TBA 1 mi 1ml

90 °C'de 30 dakika inklibe edildikten sonra tlpler su altinda sogutuldu.

n-Butanol 4 ml 4 mi
3000 devirde 10 dakika santrifij edildi.

Olusan tabaka ayrilarak 535 nm'de koére karsi optik dansiteler okundu.
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2.2.4.4 Sonuglarin Hesaplanmasi

Sonuglar kalibrasyon egrisinden bulundu.

0,494 ml 1.1.3.3-tetraetoksipropan 100 ml alkolde ¢ozllerek, 20 mmol/L'lik
stok standart ¢ozelti hazirlandi. Bundan 0,1 ml alinarak hacmi 100 ml'ye
tamamlandi ve 20 umol/L'lik standart ¢ozelti elde edildi. Bu ¢ozelti ile 2,5-5-
10 wmol/L'lik dilisyonlar hazirlanarak yukaridaki sekilde calisildi ve 535

nm’de kore karsi optik dansiteleri okunarak kalibrasyon egrisi ¢izildi.

25 y = 42,964x + 0,0415
R? = 0,9989
20 : -
g /
o 15
E /
=
s
5
0 I I I I
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Absorbans

Grafik 2.1 MDA Duzeyinin Saptanmasinda Kullanilan Kalibrasyon Egrisi.

2.2.5 Plazmada ADA Aktivitesinin Tayini

ADA aktivitesi Giusti ve Galanti metodu (47) ile tayin edildi.

2.2.5.1 Deneyin Prensibi

Bu deneyde substrat olarak kullanilan adenozin, numune ile 37°C’'de 1 saat

inkibe edilmek suretiyle olusan amonyak, alkali ortamda sodyum hipoklorit
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ve fenol ile kuvvetli olarak mavi indofenol olusturur. Amonyak derigimi
indofenolin absorbansiyla dogru orantilidir. Sodyum nitroprussid katalizor

etkisi gosterir.

Toplam reaksiyonlar su sekilde gosterilebilir

Adenozin ——— NHs+inozin
NH3; + CIO” e — NH-CIl + OH"

2.2.5.2 Deneyde Kullanilan Cozeltiler

Fosfat tamponu (50 mmol/L, pH: 6,5): 5,34 g NaH,P04.2H,0 ve 5,62 ¢
NaHPO,4.12H,0 redistile suda ¢ézuldu. pH 6,5’e ayarlanarak hacmi litreye

tamamlandi.

Tamponlanmis adenozin ¢ozeltisi (adenozin 21 mmol/l, fosfat 50 mmoll/l,
pH: 6,5): 50 ml'lik balonda 280 mg adenozin Uzerine yaklasik 30 ml fosfat
tamponu ilave edildi. pH’sI 6,5’e ayarlanarak fosfat tamponu ile hacmi 50

ml’'ye tamamlandi.

Amonyum siilfat stok c¢ozeltisi (15 mmol/L): 1,982 g amonyum sdulfat

redistile suda ¢dzllerek hacmi litreye tamamlandi.

Amonyum silfat standart ¢ozeltisi (75 pmol/L NH3;150 pmol/L): 0,5 ml

amonyum sulfat stok ¢ozeltisi fosfat tamponu ile 100 ml’ye dilue edildi.

Fenol nitroprussid ¢ozeltisi (fenol 106 mmol/L, nitroprussid 0,17
mmol/L): 10 g fenol ve 50 mg sodyum nitroprussid 500 ml redistile suda

¢ozulerek hacmi litreye tamamlandi.

Alkali hipoklorid ¢ozeltisi (NaOCI 11 mmol/L, NaOH 125 mmol/L): 5 g

NaOH ve 8,2 ml NaOCI karistirilarak hacmi redistile su ile litreye tamamlandi.
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2.2.5.3 Deneyin Yapiligi

Reaktif koru, standart, numune ve numune koru olmak Uzere 4 adet deney
tipu alindi. Reaktif koru tupine 1 ml fosfat tamponu ile 0,05 ml distile su,
standart tiptne 1 ml amonyum stilfat ile 0,05 ml distile su, numune tupune 1
ml adenozin ¢ozeltisi ile 0,05 ml numune, numune kora tlpune ise 1 ml
adenozin c¢oOzeltisi pipetlendi. Tuplerin agzi parafilmle kapatildiktan sonra
37°C’lik su banyosunda 1 saat inklbe edildi. Batin tuplere 3 ml
fenol/nitroprussid ¢dzeltisinden ilave edildi. Numune koru tapune 0,05 ml
numune eklendikten sonra buatun tlplere 3 ml alkali hipoklorid ¢dzeltisinden
ilave edilerek tekrar tuplerin agzi parafilmle kapatildi ve 37°Cllik su
banyosunda 30 dakika inkiibe edildi. inkubasyondan sonra su kériine karsi

tlplerin optik dansiteleri 625 nm’de okundu.

Reaktif Standart Numune Numune

Koru Koru

Fosfat tamponu 1,0 ml - - -

Adenozin - - 1,0 ml 1,0 ml
Amonyum sulfat - 1,0 mi - -
Plazma - - - 0,05 ml
Distile su 0,05 ml 0,05 mi - -

Parafilmle adizlari kapatilarak vorteks ile karistirildi. 37°C’de 1 saat inklibe
edildi.

Fenol/nitroprussid 3,0 ml 3,0 ml 3,0 ml 3,0 ml
Plazma - - 0,05 ml -
Alkali hipoklorid 3,0 ml 3,0 ml 3,0 ml 3,0 ml

Tlplerin adzi tekrar parafilmle kapatilarak vorteks ile karistirildi. 37°C’de 30
dakika inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra su koériine karsi tiiplerin optik

dansiteleri 625 nm’de okundu.
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2.2.5.4 Sonugclarin Hesaplanmasi

ADA degerleri U/L cinsinden asagidaki formulle hesaplandi.
ADA (U/L)= A/B x 50 = umol/dakika/L

A: Numunenin absorbansi — numune korinun absorbansi
B: Standartin absorbansi — reaktif korinin absorbansi

50: Sulandirma faktort ve standart derisiminden elde edilen faktor.

2.2.6 Karaciger Dokusunun Patolojik Olarak incelenmesi

Karaciger dokusunun patolojik yonden incelenmesi Luna’nin bildirdigi metoda

gore (76) yapildi.

Doku pargalari alindiktan sonra %10’luk tamponlu formalinde, 6zel yag
boyamasi igcinde, karacigerlerin bir bolumua kalsiyum-formol ¢dzeltisine
alinarak tespit edildi. Tamponlu formaldehit ¢ozeltisinde tespit edilen dokular
cesme suyunda yikanarak dereceli alkoller, ksilol ve parafin serilerinden

gegirilerek parafinde bloklandi.

Parafin bloklardan mikrotom ile 5 p kalinliginda kesitler alinarak, bu kesitlere
rutin hemotoksilen-eozin boyamasi, gerekli gorilen kesitlere de PAS ve
Gomori’nin  methenamine-silver boyamalari uygulandi. Kalsiyum-formolde
tespit edilen dokulardan kriostatta 10 u kalinhiginda kesitler alinarak Sudan

siyahi ile boyandi.

Butun kesitler 1s1k  mikroskobunda incelenerek gerekli gorulenlerden

fotograflar alindi.
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2.3 istatistiksel Analizler

Elde edilen verilerin istatistik analizlerinin hesaplanmasinda SPSS Windows
6,0 paket programindan yararlanildi. Gruplar arasindaki ortalama degerler
arasindaki farkhliklar varyans analizi (ANOVA) ve duncan testi ile belirlendi.

Sonuglar; ortalamatstandart hata (xSx) olarak verildi.
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3.1 Klinik ve Biyokimyasal Bulgular

Gruplardaki hayvanlarin gunlere gore agirlik degisimleri Tablo ve Grafik

3.1’de gosterilmigtir. Kontrol ve grup IV’te bulunan hayvanlarin agirliklarinda

anormal bir dalgalanma go6zlenmezken, grup Il ve IIl'teki hayvanlarda

Ozellikle denemenin 2. gununden baslayan ve 4. ginde en dusuk seviyeye

ulasan azalmalar tespit edildi. Grup Il ve lII'te denemenin 4. glninden

itibaren agirlikta bir toparlanma goruldu. Ancak grup lIl'teki agirlik kazanimi

denemenin sonunda baslangigtaki agirlik degerlerine oldukga yakin bulundu.

Tablo 3.1 Gruplarin Gunlere Gore Agirlik (g) Degisimleri

Gunler Kontrol Grup Il Grup Il Grup IV
1. 202,71+15,43  216,86+12,75 214,57+14,82  213,86+09,42
2. 202,71+15,59  189,83+10,88 195,79+10,57 213,74+09,93
3. 204,00+15,51 187,51+10,28 196,00+09,69 212,14+09,58
4. 205,29+15,49  186,41+10,48 195,60+09,20 214,34+09,01
5. 205,57+15,36  188,63+10,92 198,81+09,03 214,35+08,77
6. 205,71+15,42  192,51+11,08 213,20+12,44  214,79+08,80
7. 206,43+15,17 192,21+10,99 213,90+12,36 216,40+08,59
220 +
215
210
_205
(=2)
;5’200
2'195
185 —&— KONTROL
180 =— GRUP Il
== GRUP Il
175 —8— GRUP IV
170
1 2 3 . 4 5 7
GUNLER

Grafik 3.1 Gruplarin Glnlere Gore Agirhik Degisimleri
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Kontrol, grup II, Ill ve IV’in plazma ADA aktiviteleri sirasiyla 6,82+0,47,
2,67+0,26, 3,30+0,31, 6,89+0,36 U/L olarak bulundu (Tablo 3.2), II. ve lll.
gruplarda, kontrole gore plazma ADA aktivitelerinde bir azalma (p<0,001)
bulunurken, grup IV'te istatistiksel olarak fark bulunamadi. Grup IlI'te grup

I’'ye gore istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artis tespit edildi.

Kontrol, grup Il, lll ve IV’Un plazma MDA duzeyleri sirasiyla 4,2310,16,
6,27+0,34, 3,8210,20, 4,094£0,13 umol/L olarak bulundu (Tablo 3.2). Grup
I’de kontrol grubuna goére plazma MDA konsantrasyonlarinda p<0,001
dizeyinde artis bulunurken, grup Il ve IV'’te istatistiksel olarak anlamli bir fark
tespit edilemedi. Grup llI'te grup II'ye gore énemli derecede dusus (p<0,001)

bulundu.

Kontrol, grup II, 1ll ve IV’Un tim kan GSH konsantrasyonlari sirasiyla
58,67+1,88, 29,11+1,58, 52,83+1,37, 55,80+1,06 mg/dl olarak bulundu
(Tablo 3.2). GSH derisimlerinde kontrole gére, grup Il ve llI'te bir azalma
(p<0,001) bulunurken, grup IV’te énemli bir fark tespit edilemedi. Grup llI'te
ise grup II'ye gore bir artis (p<0,001) tespit edildi.

Tablo 3.2 Gruplarda ADA aktivitesi ile GSH ve MDA Duzeyleri.

KONTROL GRUP II GRUP I GRUP IV P
ADA  6,82+0,47° 2,67+0,26°  3,30+0,31"° 6,89+0,36° <0,001
(UIL)
MDA  4,23+0,16" 6,27+0,34*  3,82+0,20° 4,09+0,13° <0,001
(mmol/L)
GSH  58,67+1,88°  29,11+1,58° 52.83+1,37° 5580+1,06° <0,001
(mg/dl)

a, b, c: Ayni satirdaki gruplar arasi istatistiksel farki gosterir.
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Grafik 3.2 Plazma ADA Aktiviteleri.

MDA (pmol/L)

Kontrol Grubu Grup Il Grup Il Grup IV

Grafik 3.3 Plazma MDA Duzeyleri.
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Grafik 3.4 Tum Kan GSH Duzeyleri.

3.2 Patolojik Bulgular

3.2.1 Makroskobik Bulgular

Kontrol grubu: Makroskobik olarak bu gruptaki ratlarin karacigerlerinde

herhangi bir patolojik bulguya rastlanmadi.

Grup II: Otopsi yapilan ratlarin makroskobik incelenmesinde karacigerlerinin
siddetli hiperemik goérinumde, kenarlarinin kit ve gevrek kivamda oldugu,
karaciger kapsulasinin puartzli ve yaygin bir sekilde toplu igne ucu

blyukliginde ¢oklntllerle kapli oldugu gozlendi (Sekil 3.1 A).

Grup lll: Otopsi yapilan ratlarin makroskobik incelenmesinde karacigerlerinin
sarimtrak soluk renkli oldugu, kapsulanin puruzltu gérunduagu, yer yer toplu igne

ucu buyUkliginde ¢okuntu alanlari icerdigi belirlendi (Sekil 3.1 B).

Grup IV: Otopsi yapilan ratlarin makroskobik incelenmesinde karacigerlerinin

oldukga buyumus, keskin kenarlarinin duzlesmis oldugu goruldu. Karaciger
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kapsulasinin parlak, purizsiz ve muntazam, Kkesit yUzunin normal

gorinumde, kivaminin gevrek oldugu oldugu belirlendi (Sekil 3.1 C).

Sekil 3.1 Karacigerlerin Makroskobik Gorunumleri (A: Grup 11, B: Grup Il ve
C: Grup IV).

3.2.2 Mikroskobik Bulgular

Kontrol grubu: Otopsi yapilan ratlarin karacigerlerinde mikroskobik olarak

herhangi bir patolojik bulguya rastlanmadi.

Grup II: Otopsi yapilan ratlarin karacigerlerinin mikroskobik incelenmesinde
vena sentralislerin siddetli hiperemik, lobguklarin periferinde bulunan

hepatositlerin siddetli dejenere oldugu, bazi bodlgelerdeki hepatositlerden
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birkacinin nekroze olarak, kuguk nekroz odaklarini olusturdugu ve kupffer
hdcrelerinin aktive oldugu belirlendi. Yine bazi hepatositlerin ¢ekirdeklerinin
oldukga buyuk ve koyu, bazi hepatositlerin ¢ekirdeklerinin ise oldukc¢a soluk
renkte boyandigi, remark kordonlarinin dizilimlerinin bozuldugu, sinuzoidlerin

daraldig1 gozlendi.

Grup IlI: Otopsi yapilan ratlarin karacigerlerinin mikroskobik incelenmesinde
hepatositlerde siddetli dejenerasyon bulundugu, remark kordonlarinin
dizilimlerinin bozuldugu, yer yer birka¢ hepatositten olusan fokal nekroz
bdlgelerinin oldugu, bazi hepatositlerin ¢ekirdeklerinin olduk¢a buyluk ve
koyu, bazi hepatositlerin de ¢ekirdeklerinin oldukgca az boyandigi, bazi
hepatositlerin sitoplazmalarinda kuguk ve igleri bos vakuollerin bulundugu,

perivaskuler yerlesimde mononuklear hucre infiltrasyonunun oldugu goézlendi.

Grup IV: Otopsi yapilan ratlarin karacigerlerinin mikroskobik incelenmesinde
hepatositlerin siskin, sinuzoidlerin daralmis oldugu belirlendi. Kiernan

araliklarinda tek tik lenfositlere rastlandi.

-
<

V4

Sekil 3.2 Hid'ropik Dejenerasyon ve Fokal Nekrozlar (Kirmizi Oklar) Grup I,
Karaciger, X 40
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Sekil 3.3 Hiperemi (Kirmizi Ok) ve Hidropik Dejenerasyon (Sari Oklar),
Karaciger, Grup Il X 25

Sekil 3.4 Anizonukleozis (Kirmizi oklar), Karaciger, Grup 11, X 25
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Sekil 3.5 Hiperemi ve Perivaskuler Yerlesimli Mononuklear Hucre

infiltrasyonu (Sari oklar) Karaciger, Grup lIl, X 10
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4 TARTISMA ve SONUC

Son yillarda ©-3 yag asitlerinin bir ¢ok hastalikta etkilerinin arastinildigi
calismalar mevcuttur. Basta kanser (12) olmak Uzere kalp damar hastaliklar
(101), gérme ve beyin fonksiyonlarinin geligsimi (52), bagisiklik sistemi (35),
siroz (107), ruh ve sinir hastaliklari (116) ile kaseksi (109) gibi bir ¢ok

hastalikta yararli etkilerinin oldugu bildirilmektedir.

DEN karsinojenik bilesiklerden birisi olup, is sahalarinda (kauguk endustrisi
gibi) (99), islenmis et Grunlerinde (11), sigara dumani (48) ve alkollu ickilerde
(1) bulunmakta, bazi terapdtik ilacglarin karacierde metabolize edilmesi

sirasinda da ortaya ¢ikabilmektedir (62).

Tessitore (102), 200 mg/kg tek doz DEN verdigi ratlarda denemenin ikinci
guninden itibaren 4. glne kadar vucut agirhginin, gida aliniminin ve
karaciger agirhginin azaldigini, daha sonra tekrar normale doéndugunu

kaydetmistir.

Bu calismada da benzer olarak DEN ve DEN+®-3 yag asiti verilen gruplarda
denemenin 2. gununden itibaren 4. glne kadar bir azalma tespit edildi. Bu
durumun DEN verilmesi sonucu meydana gelen istahsizlik nedeniyle gida
aliniminin azalmasindan dolayi olabilece@i dusunulmektedir. 4. ginden sonra
tekrar artmaya baslayan vicut adirliklarinin DEN+®-3 yag asiti verilen grupta

daha fazla oldugu géruldu.

Deney hayvanlarinda genellikle karaciger kanseri olusturmak veya sitotoksik
hasarla ilgili mekanizmalarin agikliga kavusturulmasi amaglariyla kullanilan
DEN, sitokrom p-450 bagli monooksijenaz sisteminin enzimleri tarafindan
katalizlenmekte, bu sirada meydana gelen reaktif ara Urtnlerin baglayici

enzimlerin katalitik bolgelerine ilgileri az oldugu igin idrarla atilamayarak
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onemli hucre bilesenleriyle kovalan baglar olusturarak nekroz, mutasyon ve
kansere neden olmaktadirlar. insan ve kemirgenlerin karacigerinde en 6nemli
DEN metaboliti olan asetaldehit etildiazohidroksit karbonunda DEN’in
oksidasyonuyla meydana gelmekte ve hulcre bilesenleriyle reaksiyona
girebilmektedir. Bu oksidatif metabolizma, H,O, ve .O,‘nin meydana
gelmesiyle sonuglanan oksijenin indirgenmesi gibi indirgenme reaksiyonlarini
da kataliz eden sitokrom p-450'ye bagli enzimatik sistem araciligiyla
meydana gelmekte ve bodylece hepatik sentrolobller bdlgedeki artan p-
450'ye bagli enzimatik sistem aktivitesi bolgedeki oksijen tuketiminin
paralelinde ROT uretimini arttirabilmektedir. Chiarello ve ark. (29), periton ici
toksik dozda (200 mg/kg) DEN verdikleri Wistar albino ratlarda 24, 48 ve 72.
saatlerde yaptiklari dlgimlerde en yuksek MDA degerini 48. saatte tespit
etmisler ve lipit peroksidasyonundaki bu artigin paralelinde antioksidan enzim
aktiviteleri ile GSH miktarinda bir disme meydana gelebilecegdini

kaydetmislerdir.

Akyuz ve ark. (5), 200 mg/kg DEN vererek akut toksikasyon olusturduklari
ratlarin karaciger dokusunda yaptiklari galismada MDA seviyelerinde DEN ve
DEN+GSH verdikleri gruplarda kontrolle karsilastiriidiginda énemli derecede
artis oldugunu (p<0,05) tespit etmiglerdir. DEN’in 6zellikle karacigerde olmak
Uzere lipit peroksidasyon artigina bagli olarak toksik etkilere sebep oldugunu,
GSH’in DEN araciligiyla meydana getirilen SOD aktivite dlisltsunu onledigini
ve bu durumun da antioksidan bir molekul olan GSH’in reaktif metabolitler
Uzerine temizleyici bir etkiye sahip olmasi gergegine bagli olabilecegini ileri
surmuiglerdir. Bu calismada da kontrole gére DEN verilen grupta plazma
MDA derisimlerinde anlamli bir artis (p<0,001) ve GSH diizeyinde ise dnemli
derecede bir dusus (p<0,001) tespit edildi.

Akyuz ve ark. (5), DEN verilen ratlarin hepatositlerinde ciddi hidropik
dejenerasyon, piknoz, fokal nekroz, orta derecede mononuklear hicre
infiltrasyonlari ve karaciger kesitlerinde hiperemik kan damarlari

g6zlemlemiglerdir. Yine Chiarello ve ark. (29), Wistar albino cinsi ratlarda



59

toksik dozda (200 mg/kg) DEN uygulamasindan 72 ve 120 saat sonra
karacigerde yaygin nekrozlara rastlamislardir. Yapilan calismada DEN
verilen grupta benzer patolojik bulgular saptanirken, DEN+®-3 yag asiti

verilen grupta ise ayni bulgularin daha hafif siddette seyrettigi gézlemlendi.

Lonergen ve ark. (73), radyasyona maruz biraktiklari ratlara goére, EPA
verilen ve radyasyon uygulanan ratlarin beyinlerinin hipokampus bdlgesinde
ROT birikiminde 6nemli derecede azalma (p<0,001) tespit etmiglerdir.
Radyasyonun yangi yapici PG’lerin salinimini arttirdidi, yanginin ROT
uretimine yol acabilecegi, EPA'nin ise yangi onleyici etkilerinden dolayi

koruyucu rol oynayabilecegini 6ne surmusglerdir.

Kim ve ark. (66) DEN enjekte edilerek ve kismi hepatotektomi uygulanarak
karaciger kanserini uyardiklari ratlara farkl oranlarda ®-6/®-3 yag asiti iceren
gida vermisler ve calismanin sonunda balik yagindaki -3 yag asitlerinin
ratlarda karaciger kanseri olusumu asamasinda lipit peroksidasyonunu
dusurerek, mikrozomal membran stabilizasyonunu ve karaciger mikrozomal
monooksijenaz sistemini uyararak koruyucu bir rol oynayabilecegini,
karaciger kanserinin erken donemlerinde meydana gelen lipit
peroksidasyonunun hiicre hasarina neden oldugu ve organizmada savunma
amaciyla lipit peroksidasyonuna karsi antioksidan enzim aktivitelerinde artis

meydana geldigini ileri surmuslerdir.

Sarsilmaz ve ark., (93) 30 gin boyunca ®-3 yag asiti verdikleri saglikli
ratlarda beyin dokusunda MDA miktarinin azaldigini ve SOD aktivitesinin
onemli derecede arttigini tespit etmislerdir. MDA miktarinin ve ksantin
oksidaz aktivitesinin azalmasinin yanisira SOD aktivitesinde meydana gelen
artisin »-3 yag asitlerinin antioksidatif sistem Uzerine duzenleyici etkisini
gOsterebilecegini ileri stirmuslerdir. ROT’'un, LOX ve COX sentezinde,
enzimle kataliz edilen reaksiyonlarda ara urun, Urln ve mikroorganizmalarin
saldirilarina kargi doku reaksiyonundaki olaylarin bir parcasi olarak

organizmada 6nemli rol oynadigini, bununla birlikte ROT Uretiminin iyi kontrol
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edilmedigi takdirde hucre ve dokular igin tehlikeli olabilecegini, -3 yag
asitlerinin direkt hucre zari yapisina girerek, fosfolipaz A,'yi inhibe ederek,
bdylece zar yapisinin stabilizasyonunu, ROT ve lipit peroksidasyon Gretimini

azaltarak koruyucu rol oynayabilecegini ileri surmektedirler.

Hossain ve ark. (57), disi ratlardan bir gruba yuksek kolesterolll, diger gruba
ise yuksek kolesterol yaninda DHA igeren gida vermisler, calismanin
sonunda DHA’nin beyin dokusunda ROT’a karsi CAT, GSH-Px aktiviteleri ile
GSH’In miktarini degistirdigini tespit etmigler ve ®-3 yag asitlerinin lipit
peroksitlerin ve endoperoksitlerin artigiyla ilgili olabilen ARA Uretimini inhibe
ederek, antioksidatif enzimlerin aktivasyonunu saglayarak oksidatif

savunmayi uyarmada 6énemli bir rol oynayabilecegini ileri surmuslerdir.

Chitra ve ark. (30), sigaraya maruz biraktiklari farelerde kontrol grubuna goére
MDA miktarinin 6nemli derecede arttigini, balik yaginin bu artisi engelledigini

ve antioksidan 6zelliklere sahip olabilecegini 6ne sturmuglerdir.

-3 yag asitlerinden zengin balik yagi ile beslenen Ulseratif kolitisli hastalarda
plazma antioksidan kapasitesinin 6nemli derecede arttigi, plazma lipoperoksit
olusumunda bir azalma oldugu kaydedilmigtir. ®-3 yag asitlerinin bu etkilerini
ya hastaligin yangi yapici etkisini azaltmak suretiyle serbest radikal tGretimini
baskilayarak veya bir serbest radikal temizleyicisi gibi davranarak

saglayabilecegi 6ne surlimustar (19),

25:1 ve 5:1 oranlarinda &-6/®w-3 yag asiti verilmis yasl kopeklerde oksidatif
durumun bir belirteci ve ARA metabolizmasinin son urunu olarak belirtilen
MDA dlzeyinin 5:1 oraninda ®-6/®-3 yag asiti verilen grupta azaldigi bu
durumun ARA sentezini »-6 yag asitleri artirirken, »-3’ lerin azaltmasindan

dolay! olabilecegi ileri strGImustar (63).

Zararsiz ve ark. (118), formaldehit uygulanan ratlarda kontrole gére MDA

seviyelerinde onemli derecede bir artis olurken, SOD ve GSH-Px
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aktivitelerinde 6nemli derecede azalma, formaldehit uygulamasinin yaninda
®-3 yag asiti verilen grupta ise MDA seviyelerinde anlamli bir disme
goralurken, SOD ve GSH-Px aktivitelerinde dnemli bir artig tespit etmigler,
¢oklu doymamis yag asitlerinin hicre zari, endoplazmik retikulum ve
mitokondri gibi hayati organeller igin gerekli oldugunu, bunlarin yapisal
bozulmalarinin  hidcresel  fonksiyonlar igin  ¢ok o6nemli  sonuglar
dogurabilecegini, »-3 yag asitlerinin néronal hasara kargi olan koruyucu etki
mekanizmasinin tam olarak bilinmedigini ancak -3 yag asitlerinin, oksidatif
sure¢ igine giren noronal dokularda azalmaya yuz tutmus c¢oklu doymamis
yag asitlerinin yerine ge¢cmek suretiyle koruyucu etkisini gosterebilecegini

one surmuslerdir.

Balik yaginin antioksidatif etkisini destekleyen bir baska c¢alisma da
arteriyosklerozlu maymunlarda yapilmistir. Gidalarina balik yagi katilan
maymunlarin damarlarinda ve kalp kaslarinda "O; olusumunun azalabilecegi
ve bunu hlcre zarn fosfolipitlerinin yapisina girerek, ARA metabolizmasini
yarismall bir gsekilde inhibe ederek ve yangisal reaksiyonlari degistirmek
suretiyle yapabilecegi ileri suralmustar (100). Yapilan ¢alismada DEN verilen
gruba goére DEN+®»-3 yagd asit verilen grupta MDA'nin énemli derecede
distigi (p<0,001) ve GSH’iIn ise énemli derecede arttigi (p<0,001) bulundu.
Bu bulgular 1siginda »-3 yag asitlerinin, oksidatif hasarla ilgili olabilen ARA
sentezini inhibe ederek, antioksidan enzimlerin aktivitelerini arttirarak ve bir
serbest radikal temizleyicisi gibi rol oynayarak, DEN tarafindan meydana

getirilen oksidatif hasari énleyebilecegi disunuldu.

Ustiindag ve ark. (104), ratlarda, Altug ve ark. (9), kdpeklerde
karbontetraklorirle olusturduklari karaciger toksikasyonunda serum ADA
aktivitesinin onemli derecede arttigini ve bu artisin karaciger hasarinin
teshisinde onemli bir gosterge olabilecegini rapor etmektedirler. Yapilan
calismada ise, kontrol grubuna gore DEN verilen grupta plazma ADA
aktivitesinde disme (p<0,001) tespit edildi. Yapilan literatlir incelemelerine

dayanilarak bu dususun olasi sebepleri agsagida siralandi.
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ADA aktivitesi immun sistemin aktive oldugu durumlarda artmakta (50, 114),
baskilandiginda ise azalmaktadir (6, 50). Turkoztan ve ark. (103), farelerde
DEN ile meydana getirilen kanserlesme olayinin erken doneminde kontrol
grubuna gore karaciger dokusu ADA aktivitesinde istatistiksel olarak dnemli
bir disme tespit etmisler ve DEN’in 6zellikle kanser olusum sulrecinin
basinda immun sistemde baskilanmaya neden olabilecegini ileri

surmaglerdir.

Liang ve ark. (70) hiicre kiltirinde yaptiklari calismalarinda GSH'in iL-2
salgilayan T-lenfositleri Gzerine aktive edici bir etkisi oldugu, GSH’in fizyolojik
diizeylerde hiicrelerin iL-2'ye cevabin etkileyebilecegi ve degisen doku GSH
seviyeleriyle IL-2 saliniminin diizenlenebilecegini ileri siirmislerdir. Yapilan
calismada DEN verilen grupta azalan GSH derisimi ile ADA aktivitesinin
DEN’in T-lenfositlerini dolayisiyla immun sistemi baskilamig olabilecegini

dusundurmektedir.

Olson ve ark. (86), yaptiklari bir ¢calismada periton ic¢i verilen DEN’in siklik
adenozin 3' 5'-monofosfat (c-AMP)-bagl protein kinaz aktivitesini arttirdigini
tesbit etmiglerdir. Yapilan ¢alismada DEN verilen grupta ADA aktivitesinin
onemli derecede dustligu (p<0,001) tespit edildi. Bu disusin sebeplerinden
birinin de ortamdaki adenozinin, c-AMP‘ye badli protein kinaz sentezinde

kullaniilmasindan dolayi olabileceg@i dugtnuldu.

Enerji metabolizmasinin incelendidi transgenik farelerde yapilan bir
calismada (10) DEN verildikten sonra enerji ihtiyacinin dolayisiyla ATP
sentezinin artabilecegi 6ne sdUrulmagtar. Yapilan c¢alismada ADA
aktivitesindeki azalmanin bir bagka sebebinin de DEN verilmesiyle meydana
gelen enerji intiyacindaki artisa bagli olarak ve dolasiyla ATP sentezinde

adenozin kullanilmasindan kaynaklanabileceg@i dusunulmektedir.

Yapilan calismada DEN verilen grupta kontrol grubuna gére MDA dtizeyinin

onemli derecede artarken, GSH miktari ve ADA aktivitesinin anlaml
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derecede dustugu, DEN+w®-3 yag asiti verilen grupta ise DEN verilen gruba

gore onemli derecede MDA duzeyi duserken, GSH ‘in arttigi tespit edildi.

Sonug olarak ®-3 yag asitlerinin oksidatif hasarla ilgili olabilen ARA sentezini
inhibe ederek, mikrozomal membran stabilizasyonunu saglayarak,
antioksidan enzimlerin aktivitelerini arttirarak ve bir serbest radikal
temizleyicisi gibi rol oynayarak, DEN tarafindan meydana getirilen oksidatif
hasara kargi koruyucu etki gosterebilecegi kanaatine varildi. DEN’in ADA
aktivitesinde meydana getirdigi azalmanin -3 yag asitleri tarafindan etkili bir
sekilde onlenemedigi, bu nedenle de bu konu Uzerine daha ileri

arastirmalarin yapiimasinin gerekli oldugu dusunulda.
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5 OZET

Dietilnitrozamin Verilen Ratlarda Omega-3 Yag Asitlerinden Zengin Balik

Yaginin Koruyucu Rolunun Aragtiriimasi

Gelisen gida teknolojisi ile beraber nitrit, nitrat gibi katki maddelerinin fazla
kullaniimasi ve degisen beslenme aligkanliklari (omega (®)-3 yag asiti orani
dusuk, doymus yag asiti orani yuksek ve kolesterolli diyetler) organizmada
geriye donusimsuz hasarlar meydana getirmekte ve metabolik olaylarin
¢ogunun meydana geldigi karaciger bu durumdan en ¢ok etkilenen organ
olmaktadir. Bu nedenle yapilan calismada son yillarda yogun bir sekilde
arastirilan -3 yag asitlerinin, dietilnitrozamin (DEN) ile meydana getirilen

karaciger hasarina karsi koruyucu etkisinin arastiriimasi amaglandi.

Materyal olarak kullanilan yaklasik 4 aylik, 212+6,41 g agdirhginda 40 adet
Wistar albino cinsi erkek rat 4 esit gruba ayrildi. Kontrol grubundaki ratlara
periton ici (IP) olarak tek doz % 0,9’luk NaCl ¢ozeltisi, grup II'dekilere IP tek
doz 150 mg/kg DEN, grup lIl'tekilere IP tek doz 150 mg/kg DEN ile derialti
(SC) 0,4 g/kg/gin ®-3 yag asiti iceren balik yagi ve grup IV'tekilere 0,4
g/kg/gin SC ®-3 yag asiti iceren balik yagi yedi gin sureyle verildi.
Uygulamanin sonunda eter anestezisi altinda heparinli tlplere kalplerinden
kan ornekleri alinan ratlarin karaciger dokulari ¢ikarilarak % 10’luk formolde
saklandi. Kan orneklerinden bir kismi glutatyon (GSH) o6lgimi amaciyla
ayrildi. Geriye kalanlar 3000 rpm’de 15 dakika santriflij edilerek plazmalari
elde edildi. GSH ve malondialdehit (MDA) dlzeyleri ile adenozin deaminaz

(ADA) aktivitesi spektrofotometrik olarak tayin edildi

Plazma ADA aktivitesi ve kan GSH duizeyi grup Il ve lIl'te kontrol grubuna

gbre dusme (p<0,001), kan GSH derisimi grup lII'te grup II'ye goére artis
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(p<0,001) gosterdi. Plazma MDA duzeyinde grup II'de kontrol grubuna gore
artis (p<0,001) tespit edildi.

Patolojik muayenede makroskobik olarak grup Il ve III'in karaciger
renklerinin siddetli hiperemik gérinumde, kapsulalarinin parazla ve toplu igne
ucu buyukligunde ¢okuntulerle kaph oldugu tespit edildi. Mikroskobik olarak
[I. ve Ill. gruplarda siddetli dejenerasyonlar, nekroz odaklari, mononuklear

hdcre infiltrasyonlari gozlendi.

Sonug olarak @-3 yag asitlerinin oksidatif hasarla ilgili olabilen arasidonik asit
sentezini inhibe ederek, mikrozomal membran stabilizasyonunu saglayarak,
antioksidan enzimlerin aktivitelerini arttirarak ve bir serbest radikal
temizleyicisi gibi rol oynayarak, DEN tarafindan meydana getirilen oksidatif
hasara kargi koruyucu etki gosterebilecegi kanaatine varildi. DEN’in ADA
aktivitesinde meydana getirdigi azalmanin -3 yag asitleri tarafindan etkili bir
sekilde dnlenememesi sebebiyle, bu konu Uzerine daha ileri arastirmalarin

yapilmasinin gerekli oldugu dusunaldu.

Anahtar Sozciikler; ©-3 Yag Asitleri, Dietilnitrozamin, Glutatyon,

Malondialdehit, Adenozin Deaminaz
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6 SUMMARY

Investigation of the Protective Role of Omega-3 Fatty Acids Riched Fish Oil

on Rats Given Diethylnitrosamine

As the food technology develops, food additives such as nitrit, nitrate and
increasing bad feeding habit (reduced omega ()-3 fatty acid ratio, increased
saturated fatty acid ratio and high cholesterol diets) could result in irreversible
injuries in the organisms. Liver is known to be mostly affected organ where
the majority of metabolic and biochemical reactions take place. Therefore, we
aimed to investigate the protective effect of -3 fatty acids on

diethylnitrosamine (DEN) induced liver damage.

Fourty male Albino Wistar rats aged up to 4 months, weighing 212+6,41 g

were divided to in 4 groups. Rats in control group received a single dose of
NaCl (0,9 %) via intraperitoneal (IP) injection. Group Il was given only DEN at
the dose of 150 mg/kg, IP. Rats in group IIl were treated with single dose of
DEN at the rate of 150 mg/kg, IP and «-3 fatty acid in fish oil at the dose rate
of 0,4 g/kg/day, subcutan (SC) for 7 days. Group IV received »-3 fatty acid in
fish oil at the dose rate of 0,4 g/kg/day, SC for 7 days. At the end of
experiment, blood samples were collected in to the heparinized tubes via
cardiac puncture under ether anesthesia. Following blood collection, the rats
were killed and liver tissues were taken into 10 % formol containing vials. For
blood glutation (GSH) measurement a portion of blood was seperated, and
remaining blood was centrifuged at 3000 rpm for 15 minutes to obtain
plasma. Blood GSH, plasma malondialdehyde (MDA) concentrations and
adenosine deaminase (ADA) activities were measured by spectrophotometric

method.
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Plasma ADA activity and blood GSH level were significantly reduced in group
Il and III with respect to the control. However blood GSH in group Ill were
higher than in group Il. In addition, plasma MDA level of group Il was higher

than that of control.

On gross pathological examination, liver appeared severely hyperemic and
rough depressed pinpoint areas on the capsula were noticed. On microscobic
examination, severe degeneration, focal necrosis and mononuclear cell

infiltration were observed in the livers of animals in the group Il and III.

In conclusion, the results suggest that »-3 fatty acids had protective effects
against DEN induced oxidative injury as a free radical scavenger by reducing
oxidative stress through inhibition of arachidonic acid synthesis, and
increasing antioxidant activities, resulting in stabilization of microsomal
membranes. Since -3 fatty acids fail to reduce DEN induced ADA activities,

there is a need for further investigation on this subject.

Key Words: »-3 fatty acids, Diethylnitrosamine, Glutation, Malondialdehyde,

Adenosine deaminase
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