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OZET

Calismada, dietilnitrozaminin karaciger lizerindeki toksik etkilerinin belirlenmesi ve bu
toksik etkilere bagli olarak meydana gelebilecek oksidatif strese karsi omega-3 (®-3) yag
asitlerinin koruyucu etkisinin aragtirllmas1 amaglanmigtir.

Materyal olarak yaklasik 4 aylik ve 212+6,41 g olan 40 adet Wistar albino cinsi erkek
rat kullanilmustir. Ratlar, kontrol (periton i¢i tek doz % 0,9’luk NaCl ¢ozeltisi), grup II
(periton i¢i tek doz 150 mg/kg dietilnitrozamin), grup III (periton i¢i tek doz 150 mg/kg
dietilnitrozamin ile derialt1 0,4 g/kg/giin ®-3 yag asiti iceren balik yag1) ve grup IV (0.4
g/kg/giin derialti ®-3 yag asiti iceren balik yagi) olmak iizere dort esit gruba ayrilmustir.
Yedi giin siiren uygulamanin sonunda anestezi altinda kalplerinden heparinli tiiplere
kan ornekleri alindiktan sonra oldiiriilen ratlarin karaciger dokular ¢ikarilarak %10’luk
formaldehitte saklanmigtir. Alinan kan Orneklerinden bir miktar1 higbir isleme tabi
tutulmadan tam kan olarak ayrilmistir. Geriye kalan kanlarin plazmalari elde edilmistir.
Tam kanda rediikte glutatyon, plazmada malondialdehit diizeyi ile adenozin deaminaz
aktivitesi kolorimetrik olarak tayin edilmisgtir.

Plazma adenozin deaminaz aktivitesi ve tam kan rediikte glutatyon diizeyi grup II ve III’te
kontrol grubuna gore diisiik (p<0,001), tam kan rediikte glutatyon diizeyi grup III’te grup
II’'ye gore yiiksek (p<0,001) bulunmustur. Plazma malondialdehit diizeyinde grup II’de
kontrol grubuna gore artig (p<0,001) tespit edilmistir.

Sonug olarak dietilnitrozaminin toksik etkilerine bagli olarak oksidatif stresi arttirabilecegi,
-3 yag asitlerinin ise meydana gelen bu strese kars lipit peroksidasyonunu 6nleyerek,
rediikte glutatyon gibi antioksidan molekiillerin miktarini arttirarak ve bir serbest radikal
temizleyicisi gibi rol oynayarak koruyucu etki yapabilecegi kanaatine varilmistir.
Dietilnitrozaminin adenozin deaminaz aktivitesinde meydana getirdigi azalmanin ®-3
yag asitleri tarafindan etkili bir sekilde onlenemedigi, bu nedenle de bu konu iizerine
daha ileri aragtirmalarin yapilmasimin gerekli oldugu diisiintilmiistiir.

Anahtar Sozciikler; ®-3 Yag Asitleri, Dietilnitrozamin, Rediikte Glutatyon,
Malondialdehit, Adenozin Deaminaz

ABSTRACT

This study aimed to determine toxic effects of diethylnitrosamine on liver and to inves-
tigate the protective effect of -3 fatty acids to oxidative stress related with the toxic
effects of diethylnitrosamine.

Fourty male rats weighing 2124641 g (approximately 4 months-old) were used in
this study. The animals were equally divided into four groups, control (0,9 % NaCl
solution intraperitoneally with a single dose), group II (150 mg/kg diethylnitrosamine
intraperitoneally with a single dose), group III (150 mg/kg diethylnitrosamine
intraperitoneally with a single dose and 04 mg/kg/day subcutaneus dose of fish oil
containing ®-3 fatty acids) and group IV (0,4 mg/kg/day subcutaneus dose of fish oil
containing ®-3 fatty acids). After seven-day-application, the blood was collected from
heart under anesthesia and the liver samples were collected after euthanasia and preserved
in 10 % formaldehyde. Part of blood samples were stored without any process as a whole
blood. The plasma was seperated from remaining blood samples. The reduced glutathione
in whole blood and level of malondialdehyde and activity of adenosine deaminase in
plasma were colorimetrically determined.

While the activity of adenosine deaminase and whole blood glutathione level in groups
II and III increased comparing to that of in groups II, it was observed that plasma
malondialdehyde level increased in group II comparing to that of control group.

The results of this study may suggest the possibility of increase of oxidative stress related
with toxic effects of diethylnitrosamine and protective effect of ®-3 fatty acids to this
stress by blocking lipid peroxidation, increasing antioxidant molecules such as reduced
glutathione and playing a role like scavenging of free radicals. Further study is needed on
this subject since the activity of adenosine deaminase caused by diethylnitrosamine was
not effectively prevented by w-3 fatty acids in the current study.

Key Words: Omega-3 fatty acids, Diethylnitrosamine, Reduced glutathione,
Malondialdehyde, Adenosine deaminase
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GIRIS

Omega-3 (®-3) yag asitleri «-linolenik asit (LNA),
-6 yag asitleri ise linoleik asit (LA) ile temsil
edilmekte ve karacigerde LA arasidonik asite (ARA),
LNA ise eikosapentaenoik asit (EPA) ve ardindan da
dokosahekzaenoik asite (DHA) metabolize edilmektedir
(1). ®-3 yag asitleri diyetle alindigi zaman ARA ile
yarigarak hiicre zar1 fosfolipitlerinin icerisine girmekte
ve boylece yangi yapict eikozanoid sentezi igin
kullanilabilecek olan ARA miktar1 azalmaktadir (2).
Serbestradikaller,molekiilleri hasaraugratarak yaglanma,
kanser ve arteriyoskleroz olusumunu hizlandirmaktadir.
-6 yag asitlerine gore -3 yag asitleri, atmosfer havasi
kosullarinda otooksidasyona daha duyarli olmasina
ragmen, bu tiir hastaliklarin olusumunu baskilamaktadir.
-6 yag asitleri ve ozellikle de LA, ARA’dan yang1
yapici eikozanoidlerin agir1 ve dengesiz tiretimine neden
olarak bu olaylar1 hizlandirirken, ®-3 yag asitleri isemi,
yangi ve serbest radikal olusumunu baskilamaktadir (3).

Karsinojen bir madde olan dietilnitrozaminin (DEN)
insektisitlerden, tarimda kullanilan kimyasallardan ve
nitrattan sekillendigi, sigara dumanimda bulundugu
ve ayni zamanda besinlerde bulunan nitratin midede
sekonder ve tersiyer aminlerle reaksiyonu sonucu da
meydana geldigi bildirilmektedir (4).

Adenozin deaminaz (ADA, EC 3.544) purin
metabolizmasinin anahtar enzimi olup, adenozin ve
deoksi adenozinin hiicre igindeki diizeylerini kontrol
etmektedir (5). Karbontetrakloriirle yapilan intoksikasyon
ve siroz c¢aligmalarinda ADA aktivitesinin karaciger
hasarmin belirlenmesinde 6nemli bir kriter olabilecegi
bildirilmistir (5, 6). Yine sirozlu hastalarda ol¢iilen ADA
aktivitesinin sirozun evreleriyle baglantili olarak degisim
gosterebilecegi one siiriilmiistiir (7).

Geligen gida teknolojisi ile beraber gidalarin uzun siire
muhafazasi amaciyla fazla miktarda kullanilan nitrat,
nitrit gibi katki maddelerinin nitrozaminlere doniigmesi
ve degisen beslenme aligkanliklar1 (®-3 yag asiti orani
diisiik, doymus yag ve kolesterol oran: yiiksek diyetler)
organizmada geriye doniisiimsiiz hasarlar meydana
getirmekte, metabolik olaylarin ¢ogunun meydana
geldigi karaciger ise bu durumdan en c¢ok etkilenen
organ olmaktadir. Bu calismada, yiiksek dozda verilen
DEN’in karaciger tizerindeki toksik etkileri ile bu
etkilere bagli olarak meydana gelebilecek oksidatif
stresin belirlenmesi ve son yillarda yogun bir sekilde
aragtirtlan -3 yag asitlerinin bu etkilere karsi koruyucu
roliiniin aragtirtlmasi amaglanmugtir.

GEREC ve YONTEM
Cihazlar ve Kimyasal Maddeler: Calismada
spektrofotometre  (UV-1201, Shimadzu), santrifiij

(Heraeus christ), su banyosu (SB100, Niive), Hassas
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terazi (Scaltec), taginabilir terazi, saf su cihazi (Heidolph,
type-mono, Dest -3000), pH metre (Consort C 732),
derin dondurucu (So-low Environmental Equip.Co.)
kullanilmistir. ®-3 yag asiti kapsiilii (Marinkap) Kogak
Farma; DEN (d: 0,95 g/ml) ve 1,1,3,3-tetractoksipropan
Sigma; metafosforik asit, 5,5'-(2-ditiobis nitrobenzoik
asit (DTNB), sodyum sitrat, rediikte glutatyon (GSH),
tiyobarbiitirik asit (TBA), triklor asetik asit (TCA),
amonyum siilfat, fenol, Na-nitroprussid Merck; adenozin
ise Calbiochem firmasindan temin edilmistir.

Deney Gruplari: Calismada ortalama 4 aylik ve 212+6 41
g olan 40 adet Wistar albino cinsi erkek rat kullanilmigtir.
Ratlar, oda 1s1s1 20-22 °C olan, havalandirmali, nem ve
151k kontrollii (12 saat aydinlik, 12 saat karanlik) bir
odada barindirilmigtir. Tiim hayvanlara ticari rat yemi ve
su ad libitum olarak verilmigtir. Denemeye baglamadan
once her grupta 10’ar adet olmak ilizere ratlar 4 gruba
ayrilmigtir. Grup I’e (Kontrol) tek doz % 0,9’luk NaCl
cozeltisi periton ici (ip), grup II’ye tek doz 150 mg/kg
DEN (ip), grup II’e tek doz 150 mg/kg DEN (ip) ve
-3 yag asiti iceren balik yagi1 0,4 g/kg/giin dozda yedi
giin boyunca derialti, grup IV’e ®-3 yag asiti iceren
balik yag1 0.4 g/kg/giin dozda yedi giin boyunca derialti
verilmigtir.

Uygulamaya baglamadan 6nce ve deneme boyunca her
giin tartilarak ratlarin agirliklar1 kaydedilmigtir. Uygulama
sonunda eter anestezisi altinda enjektorle kalplerine
girilerek heparinli tiiplere kan 6rnekleri alinmistir. Alinan
kan 6rneklerinden bir kismi1 GSH diizeylerinin saptanmasi
amaciyla hicbir igleme tabi tutulmadan tam kan olarak
ayrilmistir. Geriye kalan kan 6rneginden, malondialdehit
(MDA) ve ADA parametrelerinin Ol¢iilmesi igin
santrifiijleme islemiyle plazma elde edilmigstir. Numuneler
ol¢iimleri yapilincaya kadar -25 °C’de derin dondurucuda
saklanmigtir. Kan ornekleri alindiktan sonra oldiiriilen
ratlarin karin bosluklari acilarak alinan karaciger dokular1
makroskobik olarak incelendikten sonra mikroskobik
bulgular yoniinden degerlendirilmek amaciyla %10’luk
formaldehitte  saklanmistir. Mikroskobik inceleme
Luna’nin (8) bildirdigi yonteme gore yapilmustir. Parafin
bloklardan mikrotom ile 5 um kalmliginda kesitler
almarak, bu kesitlere rutin hemotoksilen-eozin boyamasi
yapilmig, kalsiyum-formolde tespit edilen dokulardan
kriostatta 10 pm kalinliginda kesitler alinarak Sudan
Siyahi ile boyanmustir.

GSH analizi: Beutler ve ark.’nin (9) bildirdigi yonteme
gore yapilmigtir. Bu yontemde heparinli kanin distile
su ile hazirlanan hemolizatinda, -SH tagimayan tiim
proteinler ¢oktiiriilmektedir. Elde edilen berrak sivida
-SH gruplarinin DTNB ile olusturdugu sar1 renkli
kompleks, 412 nm dalga boyunda kolorimetrik olarak
Ol¢iilmektedir.

MDA analizi: Yoshioka ve ark.’nmn (10) bildirdigi
yonteme gore yapilmigtir. Lipit icerik, diisik pH ve
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TBA varliginda 1sitildiginda MDA molekiilii ile iki TBA
molekiiliiniin birlesmesi sonucu olusan kromojenden
dolay1 532-535 nm’de absorbans veren stabil kirmizi-
pembe renk meydana gelmektedir. Kalibrasyon i¢in 2,5-
5-10 ve 20 umol/L derisimlerinde olacak sekilde, alkolde
coziinmiig 1.1.3.3-tetractoksipropan kullanilmigtir.

ADA analizi: Giusti ve Galanti’nin (11) bildirdigi
yonteme gore yapilmistir. ADA analizinde kullanilan
cozeltiler sudaki amonyak varlig1 ihtimaline karsi,
cam bir geri sogutucu aracilifiyla distile suyun tekrar
damitilmasi1 sonucu elde edilen su ile hazirlanmigtir.
Bu yonteme gore substrat olarak kullanilan adenozin,
numune ile 37 °C’de 1 saat inkiibe edildiginde amonyak
meydana gelmekte, olugan amonyak da alkali ortamda
sodyum hipoklorit ve fenol ile kuvvetli olarak mavi
renkli indofenol olusturmaktadir. Amonyak derigimi
indofenoliin absorbansiyla dogru orantilidir. Sodyum
nitroprussid katalizor etkisi gostermektedir.

ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Elde edilen verilerin istatistik analizlerinin yapilmasinda
SPSS Windows 6.0 paket programindan yararlanilmigtir.
Gruplar arasindaki ortalama de8erler arasindaki
farkliliklar varyans analizi (ANOV A) ve Duncan testi ile
belirlenmistir. Sonuclar, ortalamatstandart hata olarak
verilmigtir.

BULGULAR

Kontrole gore, II. ve III. gruplarda, plazma ADA
aktivitelerinde azalma (p<0,001) ve grup II’de plazma
MDA konsantrasyonlarinda artis (p<0,001) bulunurken,
GSH derisimlerinde, grup II ve III’te azalma (p<0,001)
tespit edilmigtir. Grup III’te II’ye gére MDA diizeyinde
onemli derecede diislis (p<0,001) bulunurken, GSH
diizeyinde artig (p<0,001) tespit edilmistir (Tablo I).

Grup II ve IIT’teki hayvanlarda o6zellikle denemenin
2. giiniinden baglayan ve 4. giinde en diisiik seviyeye
ulasan agirlik azalmalar tespit edilmistir. Bu gruplarda
denemenin 4. giintinden itibaren agirlikta bir toparlanma
goriilmiigtiir. Ancak grup II’teki agirhik kazanimi,
denemenin sonunda baglangictaki agirlik degerlerine
oldukga yakin bulunmustur (Sekil 1).

Makroskobik incelemede Grup II'nin karacigerleri

Tablo 1: Gruplarda ADA Aktivitesi ile GSH ve MDA Diizeyleri.

KONTROL GRUPII GRUPIII GRUPIV P
ADA (U/L) 6,83+047°  2,68+026° 331x031° 6,89+036° <0001
MDA (umol/L) 424+0,16°  628+034" 382+020° 4,10£0,13*  <0,001
GSH (mg/dl)  58,68+1,88% 29,11x1,58° 52,83+137° 5580+1,06® <0001

Gruplarda ADA aktivitesi ile GSH ve MDA diizeyleri. Degerler ortalamazstandart
hata olarak verilmistir.

ab,c: Aym satirdaki farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farklar 6nemlidir
(p<0,001) (SPSS istatistik programinda Duncan testine gore, a>b>c).
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siddetli hiperemik goériiniimde iken, grup III’iin sarimtrak
soluk renkli, her ikisinin de kapsulalarinin piiriizlii
ve yaygin bir sekilde toplu igne ucu biiyiikliigiinde
¢okiintiilerle kapli oldugu gozlenmistir (Sekil 2 A, B).

Mikroskobik incelemede grup IT’nin vena sentralislerinde
siddetli hiperemi, II ve IIl’lincii gruplarda nekroz
odaklarinin oldugu, bazi hepatositlerin ¢ekirdeklerinin
oldukcabiiyiik ve koyu,bazihepatositlerin ¢cekirdeklerinin
ise oldukca soluk renkte boyandigi, remark kordonlarinin
dizilimlerinin bozuldugu, grup III'iin karacigerlerinin
perivaskiiler ~ bolgelerinde =~ mononiikleer  hiicre
infiltrasyonunun oldugu gozlenmistir (Sekil 3-6).

TARTISMA ve SONUC

Son yillarda ®-3 yag asitlerinin bagta kanser ve kageksi
(12) olmak iizere, kalp damar hastaliklar1 (13), gérme ve
beyin fonksiyonlarinin gelisimi (14) ve bagisiklik sistemi
(15) gibi bir ¢ok sistem lizerine yararl etkilerinin oldugu
bildirilmektedir.

DEN karsinojenik bilesiklerden birisi olup, ig sahalarinda
(kauguk endiistrisi gibi) (16), sigara duman (17), alkollii

220
218
210
205
200
195
180
185 == Kantrol
180 ===GRUP Il
175 == GRLUP I
=a=0GRUP IV
170
1 2 3 4 5 ] 7

Sekil 1. Ratlarda 7 giin boyunca kaydedilen ortalama canli agirlik
degisimleri (Diisey eksen ortalama canli agirliklari, yatay eksen ise
giinleri gostermektedir).

Sekil 2. Karacigerlerin makroskobik goriiniimleri (A: Grup 1I, B: Grup
IIT ve C: Grup IV).
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Sekil 3: Hidropik dejenerasyon ve fokal nekrozlar (kirmizi oklar) Grup
11, karaciger, x 40.

Sekil 4: Hiperemi (kirmizi ok) ve hidropik dejenerasyon (sar1 oklar),
Grup II, karaciger, x 25.

ickiler (18) ve islenmis et iirlinlerinde bulunmakta, bazi
terapotik ilaglarin  karacigerde metabolize edilmesi
sirasinda da ortaya ¢ikabilmektedir (19). DEN, sitokrom
p-450 bagli monooksijenaz sisteminin enzimleri
tarafindan uzaklagtirilmakta, bu sirada meydana gelen
reaktif ara {iriinler, baglayici enzimlerin katalitik
bolgelerine ilgileri az oldugu i¢in idrarla atilamayip
onemli hiicre bilesenleriyle kovalan baglar olusturarak
nekroz, mutasyon ve kansere neden olmaktadir (20).

Yapilan bu caligmada DEN verilmesinin ardindan
meydanagelenviicutagirligindakiazalmalar Tessitore’nin
(21) yaptig1 calismayla benzerlik gostermektedir. Bu
durumun, verilen maddenin toksik etkisinden dolay1
meydana gelen istahsizlik nedeniyle gida aliniminin
azalmasindan kaynaklanabilecegi diigiiniilmiistiir. DEN’e
ek olarak -3 yag asiti verilen grupta 4. giinden sonra
meydana gelen agirlik kazaniminin DEN verilen gruba
gore daha fazla olmasinin ®-3 yag asitlerinin koruyucu
roliinii gosterebilecegi kanaatine varilmistir.

Calismada tespit edilen hepatositlerdeki ciddi hidropik
dejenerasyon, piknoz, fokal nekroz, orta derecede
mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve karaciger
kesitlerinde hiperemik kan damarlar1 bulgulari, yapilan
diger calismalarla (4, 20) benzerlik gostermektedir.
Tespit edilen bu bulgular DEN’in karacigerde ciddi bir
hasar meydana getirdigini diisiindiirmektedir.

Yapilan calismalarda ratlara toksik dozda (200 mg/kg)
DEN verilmesinin ardindan karaciger dokusunda MDA
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Sekil 5: Anizoniikleozis (kirmizi oklar), Grup II, karaciger, x 25.

Sekil 6: Hiperemi ve perivaskiiler yerlesimli mononiikleer hiicre
infiltrasyonu (sar1 oklar) Grup III, karaciger, x 10.

miktarinin artt1g1 ileri siiriilmiistiir (4, 19). Bu calismada
da DEN verilen grupta plazma MDA miktarinin
onemli derecede arttif1 tespit edilmis olup, DEN’in
ozellikle karacigerde olmak iizere toksik etkilerine bagh
olarak lipit peroksidasyonu artisina sebep olabilecegi
diistiniilmiistiir.

DEN verilmesinin GSH, siiperoksit dismutaz (SOD) gibi
antioksidanlarin miktarini azalttig1 (4,20), DEN yaninda
GSH verilmesinin ise SOD aktivite diisiisiinii 6nledigi,
bu durumun da antioksidan bir molekiil olan GSH’nin
reaktif metabolitler lizerine temizleyici bir etkiye sahip
olmasi gercegine bagli olabilecegi ileri siiriilmiistiir (4).
DENenjekte edilerek ve kismihepatotektomiuygulanarak
karaciger kanserinin uyarildigi bir caligmada ratlara
farkli oranlarda m-6/®-3 yag asiti iceren gida verilmis ve
caligmanin sonunda balik yagindaki ®-3 yag asitlerinin
ratlarda karaciger kanseri olugsumu agamasinda lipit
peroksidasyonunu diigiirerek, mikrozomal membran
stabilizasyonunu vekaracigermikrozomal monooksijenaz
sistemini uyararak koruyucu bir rol oynayabilecegi ileri
stiriilmiistiir (22).

Sarsilmaz ve ark. (23), 30 giin boyunca ®-3 yag asiti
verdikleri saglikli ratlarda beyin dokusunda MDA
miktarinin azaldigini ve SOD aktivitesinin Onemli
derecede arttigini tespit etmiglerdir. MDA miktarinin
ve ksantin oksidaz aktivitesinin azalmasinin yani sira
SOD aktivitesinde meydana gelen artisin, ®-3 yag
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asitlerinin antioksidan sistem iizerine diizenleyici
etkisini gosterebilecegini, -3 yag asitlerinin dogrudan
hiicre zar1 yapisina girip fosfolipaz A,’yi inhibe ederek
ve boylece zar yapisinin stabilizasyonunu saglayarak,
reaktif oksijen tiirleri ve lipit peroksidasyonu iiretimini
azaltmak suretiyle koruyucu rol oynayabilecegini ileri
stirmiiglerdir. Yapilan bu ¢aligmada da diger calismalara
(22, 23) benzer olarak ®-3 yag asitlerinin artan lipit
peroksidasyonunu diigiirerek ve azalan GSH miktarini
arttirarak serbest radikal hasarina karsi koruyucu rol
oynayabilecegi diisiiniilmektedir.

Ustiindag ve ark. (5) ratlarda, Altug ve ark. (6)
kopeklerde karbontetrakloriirle olusturduklari
karaciger intoksikasyonunda serum ADA aktivitesinin
onemli derecede arttigim1 ve bu artisgin karaciger
hasarinin teshisinde 6nemli bir gosterge olabilecegini
belirtmiglerdir. Yapilan caligmada ise, kontrol grubuna
gore DEN verilen grupta plazma ADA aktivitesinde
diisme (p<0,001) tespit edilmistir. Yapilan literatiir
incelemelerine dayanilarak bu diisiisiin olas1 sebepleri
asagida siralanmugtir.

ADA aktivitesi immiin sistemin aktive oldugu durumlarda
artmakta (24), baskilandiginda ise azalmaktadir (25).
Farelerde yapilan bir calismada DEN ile meydana
getirilen kanserlesme olaymin erken doneminde kontrol
grubuna gore karaciger dokusu ADA aktivitesinde
istatistiksel olarak 6nemli bir diisme tespit edilmis ve
DEN’in ozellikle kanser olusum siirecinin baginda
immun sistemde baskilanmaya neden olabilecegi ileri
sirlilmiigtiir. Yapilan bu calismada da azalan ADA
aktivitesinin DEN’in immiin sistemi baskilamasindan
dolay1 olabilecegi diistinlilmiistiir.
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Olson ve ark. (26), yaptiklart ¢alismada periton ici
verilen DEN’in siklik adenozin 3' 5'-monofosfat (c-
AMP)-bagimli protein kinaz aktivitesini arttirdigini
belirtmiglerdir. Enerji metabolizmasimin incelendigi
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ihtiyacindaki artiga bagl olarak, artan ATP sentezinde
adenozinin  kullanilmasindan kaynaklanabilecegi
diigiiniilmiistiir.
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