Meltem KIZIL'
Mehmet GAY?

Tanm il Madirlaga,
il Kontrol Laboratuvar
Midarlaga,

Elazig, TURKIYE

2Firat Universitesi,
Veteriner Fakultesi,
Fizyoloji Anabilim Dall,
Elazig, TURKIYE

Gelig Tarihi : 20.04.2009
Kabul Tarihi : 11.05.2010

Yazigma Adresi
Correspondence

Meltem KIZIL
Tarim Il Midarligu,
il Kontrol Laboratuvar
Mudarlagu,
Elazig - TURKIYE

meltemkizil@hotmail.com

F.0.Sag.Bil.Vet.Derg.
2010: 24 (2): 81-85
http://www.fusabil.org

ARASTIRMA

Benzo(A)piren Uygulanan Ratlarda E Vitamini ve Selenyumun
Kan ve Dokularda Lipit Peroksidasyonu ve Bazi Antioksidan
Enzimler Uzerine Koruyucu Etkileri

Bu calismada, benzo(a)piren (BaP) verilen ratlarda E vitamini ve selenyumun kan ve dokularda lipit
peroksidasyonu ve bazi antioksidan enzimler Gizerine etkileri arastirildi. Bu amacla, 100 Wistar Albino
tlru disi rattan bes grup olusturuldu. Bu gruplar; 1. kontrol, 2. BaP, 3. BaP + E vitamini, 4. BaP +
selenyum, 5. BaP + E vitamini + selenyum olarak ayrildi. Calisma bulgularina gére, BaP’in plazma ve
karaciger lipit peroksidasyonunu artirdidi, eritrosit ve karacigerdeki antioksidan enzim dizeylerini
azalttigi saptanmistir. Diger yandan E vitamini ve selenyum, plazma ve karaciger MDA dizeylerini
azaltirken, eritrosit ve karacier GSH, GSH-Px ve katalaz diizeylerini artirmistir. Sonug olarak, E
vitamini ve selenyumun; BaP’in sebep oldugu antioksidan enzim duzeyleri ve lipit peroksidasyonu
Uzerindeki olumsuz etkilerini diizeltmede ve kanserojen etkinligini 6nlemede yararli oldudu
belirlenmis, 6zellikle her ikisinin birlikte kullaniimasinin ise daha koruyucu oldugu gézlenmistir.

Anahtar kelimeler: Benzo (a) piren, E vitamini, Selenyum, Lipit peroksidasyon, Antioksidan enzimler.

Protective effects of Vitamin E and Selenium on Blood and Tissues Lipid
Peroxidation and Some Antioxidant Enzyme Levels in Rats Exposed to
Benzo(A)Pyrene

The effects of vitamin E and selenium on blood and tissues lipid peroxidation and some antioxidant
enzymes levels in rats exposed to benzo(a)pyrene (BaP) was investigated. For this purpose, 100
Wistar Albino female rats were divided in 5 groups, as group 1 (Control), group 2 (BaP), group 3 (BaP
+ vitamin E), group 4 (BaP + selenium), and group 5 (BaP + vitamin E + selenium). The results of the
present study showed that administration of BaP caused an increase in the levels of plasma and liver
lipid peroxidation and a decrease in the levels of antioxidant enzymes in the erythrocyte and liver. On
the other hand, the administration of vitamin E and selenium decreased the levels of plasma and liver
MDA, while increasing the levels of erythrocyte and liver GSH, GSH-Px and catalase. As a result,
vitamin E and selenium administrations were useful in preventing the negative effects of BaP on the
lipid peroxidation, antioxidant enzymes and its carcinogenic effects. Furthermore, vitamin E combined
with selenium was more effective.

Keywords: Benzo (a) pyrene, Vitamin E, Selenium, Lipid peroxidation, Antioxidant enzymes.

Girig

Benzo(a)piren (3,4-benzopyrene, BaP) diyette, c¢alisma ortamlarinda, sigara
dumaninda ve gevrede yaygin olarak bulunan toksik etkili, immun sistemi baskilayici ve
canlilarin farkl dokularinda gii¢li kanser yapabilme yetenegine sahip bir polisiklik
aromatik hidrokarbondur (1).

Stres; organizmanin normal fizyolojisine ters olan cevresel, besinsel, toplumsal,
patolojik ve fizyolojik degisikliklere karsi gosterdidi tepkileri kapsamaktadir. Stres altinda
bulunan organizmanin homeostatik dengesi bozulur ve organizma her turll tehlikeye karsi
direngsiz kalir (2). BaP membran lipitleriyle reaksiyona girerek lipit peroksidasyonuna
neden olur (3). Bu nedenle de kanserli dokularda lipit peroksidasyonunda énemli bir artis
gOzlenebilmektedir. BaP’in biyotransformasyonu sliresince olusan serbest radikaller,
DNA’'ya zarar verebilirler (4, 5). BaP uygulanan hayvanlarda, LPO sonucu MDA
dlzeylerinin 6nemli derecede arttigi (6) belirtiimistir. MDA dUlzeylerinde gdézlenen bu
artisin, serbest radikal hasarina bagli olarak ortaya ¢iktigi ifade edilmektedir (7).

BaP’in olusturdugu serbest radikallerin bu toksik etkileri, hiicrede birinci derecede
6nemli olan enzim sistemleri slperoksit dismitaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz (SOD,
CAT, GSH-Px) ile ortadan kaldirilabilir (8). Bu enzimler serbest radikallerin birikmesini ve

" Bu galisma, FUBAP tarafindan desteklenen “Benzo(A)piren Uygulanan Ratlarda E Vitamini ve
Selenyumun Kan ve Dokularda Lipit Peroksidasyonu ve Bazi Antioksidan Enzimler Uzerine Koruyucu
Etkileri” isimli doktora tezinden 6zetlenmistir.
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lipit peroksidasyonunun baslamasini onleyerek etkilerini
gosterirler. Enzimsel savunma sisteminin yeterli oimadigi
hallerde, distk molekul agirlikli serbest radikal tutuculari
lipit radikalleri ile etkileserek reaksiyonlarin ilerlemesini
onlemeye calisirlar. En énemli serbest radikal tutuculari
arasinda E vitamini, C vitamini ve glutatyon vyer
almaktadir (9-11).

E vitamininin en ©&nemli fonksiyonu, biyolojik
sistemlerde zincir kirici bir antioksidan olarak serbest
radikal reaksiyonlarinin yayilmasini énlemesi ve hicreleri
lipit peroksidasyonuna karsi korumasidir (4, 12-14).
Etkisini, timér gelisimine neden olan aktif kanserojen
maddelerin DNA’'ya baglanmasini ve kromozomlarda
olusturdugu kotu etkileri inhibe ederek gosterir (15).
Selenyum, viicudun en 6nemli antioksidan enzimi olan
GSH-Pxin bir komponenti olmasi nedeniyle, lipitlerin
oksidasyonu sonucunda olusan peroksitlerin
yikimlanmasinda 6nemli rol oynar. Boylece, hicre
zarlarinin butunluginidn saglanmasi ve korunmasinda
etkin fizyolojik bir gorev ustlenir (16-18).

Bu calismada, BaP verilen ratlarda E vitamini ve
selenyumun kan ve dokularda lipit peroksidasyonu ve
bazi antioksidan enzimler tzerine etkileri arastiridi..

Gereg ve Yontem

Bu c¢alismanin materyalini, F.U. Tip Fakilltesi
Deneysel Arastirmalar Merkezi'nden temin edilen,
agirliklari 200-250 gr arasinda degisen 10-12 haftalik
100 adet digi Wistar albino rat olusturmustur. Aragtirma
F.U. Veteriner Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali
Laboratuarlarinda ydrataldu. Ratlar calismaya
baslamadan bir ay énce alinarak ortama adaptasyonlari
saglandi. Ratlara yem ve su ad libitum olarak verildi.
Yem olarak Elazi§ Yem Fabrikasindan temin edilen rat
yemi kullanildi.

Arastirmada kullanilan disi Wistar albino ratlar her
grupta 20 adet rat olacak sekilde bes gruba ayrildi.
Birinci grup hari¢ diger gruplarda bulunan ratlara
tricapyrilin icinde ¢6zdirulerek 10,08 mg dozunda BaP
deri alti (DA) yolla tek doz uygulandi. Bu gruplar asagida
belirtilmistir.

1. Grup (Kontrol Grubu): Plasebo olarak intraperitonal
(IP) serum fizyolojik uygulandi.

2. Grup (BaP Grubu): BaP (10,08 mg, DA) uygulandi.

3. Grup (BaP + E vitamini grubu): BaP (10,08 mg, DA)
enjeksiyonuna ilaveten ratlara gin asiri E vitamini (100
mg/kg, IP) uygulandi.

4. Grup (BaP + Selenyum grubu): BaP (10,08 mg, DA)
uygulamasina ilaveten ratlara gin asin selenyum (0,8
mg/kg, IP) verildi.

5. Grup (BaP + Selenyum + E vitamini grubu): BaP
(10,08 mg, DA) enjeksiyonuna ilaveten ratlara giin asiri
vitamini (100 mg/kg, iP) ve selenyum (0,8 mg/kg, iP) es
zamanl uygulandi.
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Uygulamalar tim gruplar igin 12 hafta sire ile devam
etmistir.

12 hafta sonunda bir gece éncesinden yemleri alinan
ratlarin 12 saatlik aglik periyodundan sonra kan drnekleri,
eter anestezisini takiben median laparatomi sonrasinda
kalpten punksiyon ile alindi. EDTA’ll tlplere alinan
kanlarin bir kismi MDA tayini igin 3000 rpm’de +4 °C’de
10 dakika santriflij edilerek plazma ve eritrositler elde
edildi. Eritrositler ¢ kez serum fizyolojik ile yikanarak
RBC eritrositleri hazirlandi. Plazma ve eritrositler, diger
analizler i¢in -20 °C’de derin dondurucuda saklandi.
Plazma ve dokuda lipit peroksit tayini (MDA) Placer ve
ark. (19)'nin tanimladigi yénteme gore spektrofotometrik
olarak belirlendi. Eritrosit ve dokuda GSH-Px aktivitesi
diizeyi Lawrence ve ark. (20)’'nin belirttigi sekilde ve GSH
dizeyi Sedlak ve Lindsay (21)n belirttigi sekilde
yapiimigtir. Eritrosit katalaz (CAT) enzim tayininde Goth
(22) metodu, doku katalaz enzim aktivitesinin tayininde
ise Aebi (23)'nin tanimladigi yontem kullanildi.

Ratlardan alinan karacigerler bekletiimeden serum
fizyolojik ile yikanarak dokularin kandan temizlenmeleri
sadlandi. Doku ornekleri ile ilgili ¢caligmalar yapilincaya
kadar -20 °C’de derin dondurucuda saklandi. Alinan
karaciger orneklerinde MDA, GSH, GSH-Px, CAT tayini
yapildi.

istatistiksel analizler SPSS 11.5 paket programi
kullanilarak yapildi. Arastirma sonucunda elde edilen
veriler ortalama + SE olarak goésterildi. Plazma MDA,
eritrosit GSH, GSH-Px, CAT, karaciger MDA, GSH,
GSH-Px, CAT dizeylerinin  gruplar  arasindaki
karsilastirmalarinda varyans analizi (One-Way Anova)
yapildi. Gruplar arasinda fark bulundugunda ise
farklihgin hangi gruptan kaynaklandigi Tukey testi ile
incelendi. Anlamlilik diizeyi olarak p<0.05 kabul edildi.

Bulgular

Calismada uygulama yapilan tim gruplardaki ratlara
ait plazma ve doku antioksidan enzimleri ve LPO
diizeyleri ile gruplar arasindaki bu degerlere iliskin
istatistiksel 6nem dereceleri Tablo 1'de toplu olarak
sunulmustur. Bu tablo incelendiginde;

Plazma MDA Diizeyleri: Kontrol grubu ile
karsilastinildiginda 2. grupta MDA dizeylerinin anlaml
olarak arttigi  (p<0.001) belirlendi. 2. grupla
kiyaslandiginda, 3. (p<0.01), 4. (p<0.001) ve 5.
(p<0.001) gruplarin MDA seviyelerinde 6nemli bir azalma
gbzlendi. 3. ve 4. grupla kiyaslandiginda 5. grupta
istatistiksel bir 6nem belirlenmemistir.

Karaciger MDA Diizeyleri: Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 2. grupta MDA dulzeylerinde anlamli
bir artis (p<0.001) gdézlendi. 2. grupla kiyaslandiginda 3.
ve 5. grupta MDA dizeylerinde istatistiki olarak dnemli
bir azalma (p<0.001) belirlendi. 3. grupla kiyaslandiginda
5. grupla arasinda 6nemli bir degisim gézlenmedi. 4.
grupla kiyaslandiginda 5. grupta istatistiksel olarak
o6nemli bir azalma (p<0.001) belirlendi.

Eritrosit GSH Diizeyleri: Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 2. grupta eritrosit GSH diizeylerinin
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anlamh (p<0.001) olarak azaldidi belirlendi. 2. grupla
kiyaslandiginda 3. (p<0.001), 4. (p<0.05) ve 5. grupta
(p<0.01) onemli bir artis belirlendi. 3. ve 4. grupla
kiyaslandiginda 5. grupta istatistiksel olarak 6nem
g6zlenmedi.

Karaciger GSH Diizeyleri: Kontrol grubu ile
kargilastiriidiginda 2. grupta GSH dizeylerinin anlamli
olarak azaldigi (p<0.001) belirlendi. 2. grupla
kiyaslandiginda 3. (p<0.01), 4. (p<0.001) ve 5. gruplarda
(p<0.001) o6nemli bir artis belirlendi. 3. ve 4. grupla
kiyaslandiginda, 5. grupta istatistiksel olarak énemli bir
degisim tespit edilmedi.

Eritrosit GSH-Px Diizeyleri: Kontrol grubu ile
kargilagtiridiginda 2. grupta  eritrosit  GSH-Px
dizeylerinin anlamh olarak azaldidi (p<0.001) belirlendi.
2. grupla kiyaslandiginda 3, 4 ve 5. grupta eritrosit GSH-
Px diizeylerinde 6nemli bir artis (p<0.001) gbzlendi. 3. ve
4. grupla kiyaslandiginda, 5. grupta istatistiksel olarak
6nemli bir degisim gbézlenmedi.

Karaciger GSH-Px Diizeyleri: Kontrol grubu ile
kargilagtirldiginda 2. grupta GSH-Px duzeylerinin
anlaml olarak azaldigi (p<0.001) belirlendi. 2. grupla
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kiyaslandiginda 3. ve 5. grupda GSH-Px diizeylerinde
istatistiksel olarak énemli (p<0.001) bir artis goézlendi. 3.
grupla kiyaslandiginda 5. grupda herhangi bir degisim
g6zlenmedi. 4. grupla kiyaslandiginda 5. grupta
istatistiksel olarak 6nemli bir artis (p<0.05) belirlendi.

Eritrosit CAT Diizeyleri: Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 2. grupta eritrosit katalaz diizeylerinin
anlamli olarak azaldigi (p<0.001) belirlendi. 2. grupla
kiyaslandiginda 3 grupta o6nemli (p<0.05) bir artig
saptanirken, 4 ve 5. gruplarda eritrosit katalaz
dizeylerinde istatistiksel olarak ©6nemli bir degisim
belirlenmedi. 3. ve 4. grupla kiyaslandiginda, 5. grupta
istatistiksel olarak 6nemli bir degisim gézlenmedi.

Karaciger CAT Diizeyleri: Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 2. grupta katalaz diizeylerinde 6énemli
bir azalma (p<0.001) belirlendi. 2. grupla kiyaslandiginda
3. grupta katalaz diizeylerinde istatistiksel olarak énemli
bir artig (p<0.001) gorildi. 4. grupta énemli bir degisiklik
belirlenmedi. 5. grupta katalaz dizeylerinde istatistiksel
olarak 6nemli bir artis (p<0.05) gbzlendi. 3. ve 4. grupla
kiyaslandiginda, 5. grupta istatistiksel olarak énemli bir
degdisim belirlenmedi.

Tablo 1. Tim gruplarda plazma ve dokuda diizeyleri belirlenen antioksidan enzimler ve LPO sonuglari ( Mean + SE).

Kontrol BaP BaP + E BaP + Se BaP + E + Se

Plazma MDA a -

(nmol/ml) 1,38 £ 0,04 2,18 £ 0,08 1,81 0,02 1,64 £ 0,05 1,55+ 0,11
Eritrosit GSH . -

(nmol/ml) 2,94 +0,16 1,81 +£0,02° 2,35+ 0,07 2,16 £ 0,06 2,21+0,1

Eritrosit GSHPX A

(IU/ g protein) 81,9974 22,67 +1,62 75,25+ 4,49 53,47 + 4,64 63,6 £5,73
Eritrosit CAT a .

(KU/ g protein) 12,3+0,82 6,5+0,31 8,75+ 0,51 7,12 £ 0,51 7,03+£0,43
KC MDA R wry
(nmol/ml) 9,69 +0,29 22,21+0,76 12,58 + 0,46 19,7 £ 1,07 11,5+ 0,62
KC GSH a "
(nmol/ml) 3,86 £0,17 1,80+ 0,01 2,28 0,11 2,41 £0,04 2,39+£0,12

KC GSHPX a e

(IU/ g protein) 29,51+ 1,51 14,12 £ 0,27 21,13 +1,21 17,01 £ 0,87 21,3+£1,04

KC CAT R .
0,23 £0,02 0,14 £ 0,02 0,22 £ 0,01 0,17 £ 0,09 0,19 + 0,01

(K/ mg protein)

a = kontrol ile kiyaslandiginda énemli; a= p<0.001.

*, **, *** = BaP ile kiyaslandiginda 6nemli; *=p<0.05, ** = p<0.01, *** = p<0.001.

X, y = BAP + Se ile kiyaslandiginda énemli; x= p<0.05, y=p<0.001

Tartisma

Biyolojik sistemlerde hicreler normal sartlar altinda
bircok stres faktériine maruz kalmakta ve organizma da
bu olumsuz etkilere karsi koymak zorundadir. Son
ylllarda kanser olusumu ile organizmanin oksidan-
antioksidan denge durumu arasinda siki bir etkilesim
oldugu ve kanser olaylarinda organizmada oksidadif
stresin ve serbest radikallerin arttigini gosteren cesitli
calismalar yayinlanmistir (24-29).

Gulgli  kanserojen etkiye sahip olan BaP’nin
uygulandigi ratlarda, E vitamini ve selenyumun koruyucu
etkinligini arastirmak amaciyla yaptilan bu calismada,
kan ve dokularda lipit peroksidasyonu ve bazi
antioksidan enzim dlzeylerinde 6nemli sayilabilecek
bulgular elde edilmistir.

Calismada tim gruplara ait plazma ve karaciger MDA
dizeyleri incelendiginde, kontrol grubuna kiyasla BaP
uygulanan 2. grupta hem plazma (p<0.001) hem de
karaciger (p<0.001) MDA dizeylerinin énemli derecede
arttigr tespit edilmisti. MDA dizeylerindeki artislar,
BaP’in oksidatif etkinligi sonucu organizmada uretilen
peroksit miktari ile peroksitleri temizleyen enzim
sistemleri arasindaki yetersizlige bagl olabilir. BAP
uygulanarak yapilan bir c¢alismada (30), fare
eritrositlerinde MDA dlzeylerinin olduk¢a yuksek oldugu
belirtiimistir. Sadece BaP uygulanan 2. grup ile 3. 4. ve 5.
gruplar kiyaslandiginda, hem plazma hem de karaciger
MDA dizeylerinin azaldigi belirlenmigtir. Plazma MDA
dizeyleri bakimindan 2. grupla kiyaslandiginda, 3.
(p<0.01), 4. (p<0.001) ve 5. (p<0.001) gruplarda 6nemli

azalmalar gézlenmistir. Uglinci ve 4. grupla
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kiyaslandiginda 5. grupta istatistiksel bir 06nem
belirlenmemistir. Karaciger MDA diizeylerinde, 2. grup ile
kiyaslandiginda 3. ve 5. grupta 6nemli (p<0.001) bir
azalma belirlenirken, 4. grupta istatistiksel bir 6nem
g6zlenmemistir. 4. grup ile kiyaslandiginda, 5. grupta
karaciger MDA dizeylerinde istatistiksel olarak 6nemli
(p<0.001) azalma saptanmistir.

Calismada tum gruplara ait plazma ve karaciger GSH
dizeyleri incelendiginde, kontrol grubuyla
kiyaslandiginda 2. grupta GSH dizeylerinin 6nemli
derecede azaldigi (p<0.001) tespit edilmistir. 2. grup ile
kiyaslandiginda; eritrosit GSH dizeylerindeki artislarin 3.
(p<0.001), 4. (p<0.05) ve 5. (p<0.01) gruplarda 6nemli
oldugu saptanmistir. Karacider GSH dizeylerinde 3.
(p<0.01), 4. ve 5. gruplarda (p<0.001) 6nemli bir artis
goézlenmistir. ikinci grupla kiyaslandiginda, 3. 4. ve 5.
gruplarda saptanan plazma ve karaciger GSH
dizeylerindeki artislarin 3. grupta E vitamini, 4. grupta
selenyum, 5. grupta E vitamini + selenyumun guglu
antioksidan  etkisine  bagli  olarak  gerceklestigi
disinudlmektedir. 3. ve 4. grupla kiyaslandiginda; eritrosit
ve karaciger GSH duzeylerinde 5. grupta istatistiksel
6nem saptanmamigstir. BaP’in oksidan etkinligine karsi,
eritrosit GSH diizeylerinin dizeltiimesinde Ozellikle E
vitamini, karaciger GSH duzeylerinin dizeltiimesinde ise
Ozellikle selenyumun etkili oldugu saptanmigtir.

Calismada tiim gruplara ait plazma ve karaciger
GSH-Px duzeyleri incelendiginde kontrol grubuyla
kiyaslandiginda 2. grupta GSH-Px dizeylerinin 6nemli
derecede azaldigi (p<0.001) tespit edilmistir. 2. grup ile
kiyaslandiginda; 3. 4. ve 5. gruplarda eritrosit GSH-Px
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diizeylerinde énemli (p<0.001) bir artig belirlenmistir. 3.
ve 5. grupta karaciger GSH-Px diizeylerinde 2. gruba
nazaran onemli artiglar (p<0.001) belirlenirken, 4. grupta
istatistiksel bir 6nem saptanmamistir. Eritrosit GSH-Px
dizeyleri bakimindan 3. ve 4. grupla kiyaslandiginda; 5.
grupta istatistiksel 6nem saptanmazken, karaciger GSH-
Px dizeylerinde 4. grupla kiyaslandiginda 5. grupta
onemli (p<0.05) bir artis gdzlenmistir. Kanserli ratlar
Uzerinde yapilan degisik calismalarda (31) karaciger
dokusunda GSH-Px  aktiviteleri azalmis  olarak
belirlenmistir.

Calismada tim gruplara ait eritrosit ve karaciger CAT
dizeyleri incelendiginde kontrol grubuna kiyasla 2.
grupta 6nemli derecede azaldigi (p<0.001) tespit
edilmistir. 2. grup ile kiyaslandiginda, sadece 3. grupta
eritrosit CAT duzeyleri bakimindan énemli (p<0.05) bir
artis goézlenmistir. Karaciger CAT dulzeylerinde 2. grup ile
kiyaslandiginda, 3. grupta (p<0.001), 5. grupta (p<0.05)
o6nemli bir artig gozlenirken, 4. grupta istatistiksel bir
6nem saptanmamistir. 3. ve 4. grupla kiyaslandidinda;
hem plazma hem de karaciger CAT dizeylerinde 5.
grupta istatistiksel bir 6nem belirlenmemistir. Kontrollerle
kiyaslandiginda kanserli hastalarin CAT dizeylerinin (32)
disiik oldugu bildirilmistir.

Sonug olarak, E vitamini ve selenyumun; BaP’in
sebep oldugu antioksidan enzim dulzeyleri ve lipit
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