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n-3 YAĞ ASİTLERİ İLE BESLENEN FARELERİN MEMBRAN LİPİT 
PEROKSİDASYONLARININ DEĞERLENDİRİLMESİ VE VİTAMİN E 

SUPLEMENTASYONUNUN ETKİLERİ

ÖZET

Bu çalışmada kronik olarak yüksek yağlı diyetle (mı
sır yağı veya balık ynğı) beslenen farelerde in vitro 
koşullarda lipit peroksidasyoıııı ve balık yağı d iyeti
ne ekletıen E vitamininin etkileri incelenm iştir. 
BY/75 grubunda MY/75 grubuna kıyasla serum ve 
karaciğer membran fraksiyonlarında E vitamini dü
zeyi düşük bulunmuştur (p<0.006). Balık yağı d iyeti
ne eklenen E vitamini (BY/500) bu değerleri MY/75 
grubunun değerlerine yaklaştırm ıştır. Lipit peroksi- 
dasyonu ve peroksidasyona olan hassasiyet balık y a 
ğı ile beslenen gruplarda daha yüksek bulunmuştur 
(p<0.01). Çalışma sonuçları, antioksidaııt ve hücre 
membraııı koruyucu özelliğinden dolayı diyetin özel
liğine de bağlı olarak optimum E vitamini alınması 
gerekliliğini destekler ciıısdetı görünmektedir.

Anahtar sözcükler: ıı-3 yağ  asitleri, vitamin E, hüc
re nıembranı, lipit peroksidasyoıııı, fa re .

ABSTRACT: Stıtdies on the Effect of Vitamin E 
Sııpplementation on the Membrane Lipid Peroxida- 
tion in n-3 Fatty Acid Fed Mice

in the present study, in vitro lipid peroxidatioıı \vas 
studied in ınice (B /W }fed diet s containiııg high levels 
of ma ize oil orfish  oil (metıhaden oil). The resıılts in- 
dicated t hat qııalitative and qııantitative differences 
in dietary fa t intake exerted an effect ııpoıı the vita
min E coııcentratioıı and membrane lipid peroxidati- 
on in ınice. in mice receiving the fish oil diets, memb
rane lipid peroxidation  \vas grea tly  increased  
(p<0.005) with a decrease in vitamin E coııcentrati- 
on (p<().()06). Furthernıore, in the fish-oil-fed ani
nmiş membrane lipid peroxidizability was greatly en- 
haııced (p<0.005). lıı general the data sııggested that 
optimum vitamin E intake as an antioxidant and celi 
membrane stabilizing agent, should be maintaiııed.

Key words: n-3 fa tty  acids, vitamin E, celi membra- 
ııes, lipid peroxidation, mice.
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GİRİŞ

Uzun zincirli doymamış yağ asitlerinin (PUFA) di
yetle alımı ile kronik ve dejeneratif hastalık ilişkileri 
son yıllarda araştırılan konuların başında gelmekte
dir. Diyetle alınan n-3 ve n-6 yağ asitleri, bu yağ asit
lerinin hipolipidemik, antitrombotik ve antiaritmik 
özelliklerinden dolayı, insanların kardiyovasküler 
hastalıklara yakalanma riskini azaltmaktadır (1).  Bu 
olgu ilk olarak Greenland Eskimolarında dikkati çek
miştir (2). Bu insan gruplarında özellikle soğuk su
lardan yakalanmış balık ve deniz ürünlerinin tüketi
mi (n-3 yağ asitleri açısından zengin kaynaklardır) 
diğer toplumlarla kıyaslandığında yüksek olduğu bi
linmektedir.

Hücre membranlarının lipit bileşimi diyetin lipit içe
riğinden etkilenmektedir (3). Örneğin n-3 yağ asitle
ri yönünden zengin beslenen bireylerin hücre memb- 
ranlarında n-3 yağ asitlerinin daha yoğun olarak bu
lunması beklenen bir olgudur. Ancak son yıllarda 
PUFA tüketiminin kronik olarak yüksek düzeylerde 
tutulmasının bazı sakıncalarının olabileceği görüşü 
mevcuttur (4). Bunun nedeni olarak, çoklu doyma
mış yağ asitlerinin peroksidasyona karşı hassas olma 
özellikleri gösterilmektedir. Perokside olmuş yağ 
asitleri bulunduğu hücre membranının dayanıklılığı
nı bozarak ve/veya diğer serbest radikal oluşumlara 
zemin hazırlayarak birçok patolojiye neden olabilir 
(5). Bunların en başında gelen ise karsinojenesizdir 
(5). Ayrıca perokside olmuş yağ asitlerinin yüksek 
dansiteli lipoproteinlerin (HDL) düzeyini azaltarak 
kardiyovasküler hastalıklara da zemin oluşturabile
ceği görüşü mevcuttur (6). Tüm bunlara ilave olarak, 
diyette PUFA tüketiminin yüksek olması ve buna 
bağlı olarak peroksidasyon ürünlerinin olası artışı an- 
tioksidant özelliğe sahip moleküllere olan ihtiyacı 
arttırmaktadır (7). Bu moleküllerin başında da E vi
tamini gelmektedir. Bu çalışmada kronik olarak balık 
yağından zengin beslenen farelerde membran ve se
rum E vitamini düzeyleri ile hücre membranındaki li
pit peroksidasyonu ve ayrıca diyete eklenen E vita
mininin bu parametrelere etkisi incelenmiştir.
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A RAŞTIRM A Y Ö NTEM İ VE ARAÇLARI

Southampton Üniversitesi Hayvan Evi tarafından 
özel olarak üretilen farelerde (NZB % NZB) Fİ 
(BAV) çalışma yürütülmüştür. Sütten kesilmiş (we- 
anling) 4 haftalık fareler, 8 haftalık oluncaya kadar 
Standard fare yemi ile nem, sıcaklık ve ışık ayarlama
sı yapılmış özel odalarda barındırılarak çalışmaya 
hazırlanmışlardır. Hayvanların 8 haftalık olmalarını 
takiben çalışma süreci başlatılmış ve hayvanlar 5 ay
lık oluncaya kadar çalışma devam etmiştir. Hayvan
ların 8 haftalık olmasını takiben 75 adet fare arasın
dan ıandom yöntemiyle her bir grupta 25 adet hay
van olacak şekilde üç grup oluşturulmuştur. Çalışma 
esnasında daha önceden neoplastik ve otoimmün 
hastalık oluşumunu arttırdığı gösterilen yüksek yağlı 
diyet kullanılmıştır. Özel olarak hazırlanan diyetin 
bileşimi (w/w); %20 kazein, %25 dekstroz, %25 ni
şasta, %20 yağ (mısır yağı; MY/75 veya balık yağı; 
BY/75), % 3.5 mineral karışımı, %1.5 vitamin karı
şımı, %0.3 dL-metionin, %0.2 kolin ve %2 ağardan 
oluşmuştur. Kullanılan bu diyet batı toplumlarında 
yüksek yağlı diyete karşılık gelmektedir. Sentetik di
yetin hazırlanmasında kullanılan vitamin karışımı di
yetin gramı başına yaklaşık olarak 0.065 I U dl-oc-to- 
koferol sağlamaktadır (65 IU/kg diyet). Sentetik di
yetlerin hazırlanması esnasında, mısır yağı ve balık 
yağının E vitamini içerikleri farklı olduğundan dl-a- 
tokoferol asetat (Sigma) kullanılarak son E vitamini 
konsantrasyonun 0.075 IU/g diyet (75 IU/kg) olma
sına dikkat edilmiştir. Üçüncü grupta yer alan hay
vanların yedikleri diyetin E vitamini içeriği, yukarı
da açıklanan yöntem kullanılarak son konsantrasyon
0.5 IU/g diyet (500 IU/kg) olacak şekilde hazırlan
mıştır. Bu grupta kullanılan yağ türü ise balık yağı 
olmuştur (BY/500). Hazırlanan diyetlerde bekleme 
sırasında oluşabilecek oksidasyonu önlemek için 
azami ölçülerde dikkat gösterilmiştir. Bundan dolayı 
diyetler haftalık olarak hazırlanmış ve hava geçirme
yen plastik koruyucularda 4°C ’de saklanmıştır. Su ve 
yem her gün taze olarak ad lib olarak verilmiştir. 
Hayvanların vücut ağırlıkları haftalık, yedikleri yem 
miktarı ise günlük olarak ölçülmüştür.

Anestezi (eter) altında hayvanların karaciğerleri çı
kartılarak 0 .15M NaCl ile yıkama işlemi yapılmış, 
takiben karaciğer örnekleri homojenize edilerek mi- 
tokondriyal ve mikrozomal membran fraksiyonları 
ultrasantrifüj yöntemi ile ayrıştırılmıştır (8). Gruplar
dan elde edilen membran fraksiyonları pool yönte
miyle biriktirilerek likit nitrojenle muamele edilmiş 
ve - 7 0 ° C ’de saklanmıştır. Membran analizleri en kı
sa süre içerisinde yapılmıştır. Membranlardaki in vit- 
ro lipit peroksidasyonu non-enzimatik ve enzimatik

olarak modifiye edilmiş Laganiere ve Yu (8) yönte
miyle çalışılmıştır. Membran ve serum E vitamini 
analizleri spektroflurometrik (9) olarak, tokoferol 
asetat (Sigma) standardı kullanılarak yapılmıştır. 
Membran lipitleri kloroform/methanol (2:1) kullanı
larak ekstrakte edilmiş, yağ asitleri metanolik-HCl 
ile derivitize edilmiştir. Yağ asit analizleri sıkıştırıl
mış silika kapiller kolon kullanılarak gaz-likit kro- 
matoğrafisi ile analiz edilmiştir (8). Witting ve Hor- 
witt ( 10) yöntemiyle peroksidasyona olan hassasiyet 
(PC, peroxidizability) değeri hesaplanmıştır. Bu he
saplama yapılırken aşağıdaki formül kullanılmıştır.

PC= (% tekli doym am ış yağ asitleri x 0.025) + {% 
çiftli doym am ış yağ asitleri x 1) + (% üçlü yağ 
asitleri x 2) + (% dörtlü yağ asitleri x 4) + (% beşli 
yağ asitleri x 5) + (% altılı yağ asitleri x 6)

Çalışmada kullanılan balık yağının (menhaden oil) 
içeriği: palmitik asit (16:0), %19; palmitoleik asit 
(16:1 n-7), %12; oleik asit (18:1 n-9), %15; linoleik 
asit (18:2 n-6), %5; eikozapeııtanoik asit (20:5 n-3), 
% 15; dekozahekzanoik asit (22:6 n-3), % 11 iken mı
sır yağının bileşimi: 16:0, % 12; 16:1 n-7,% 0.1; 18:1 
n-9, %28; 18:2 n-6 , %58 bulunmuştur.

İstatistik analizler Minitab-8.2 paket programı ile bil
gisayarda yapılmıştır. Veri analizlerinde çoklu var- 
yans ve Duncan’s testleri kullanılmıştır. Bütün so
nuçlar ortalama ve standart hata olarak verilmiştir.

BULGULAR

Her üç grupta yer alan hayvanlar çalışma sürecinde 
ve sonunda normal beklenen büyümeyi göstermişler 
ve gruplar arası vücut ağırlığı açısından bir fark göz
lenmemiştir. Ayrıca günlük tüketilen besin miktarla-
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Şekil 1. Çalışma Gruplarında Serum ve Karaciğer 
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İnkühasyon süresi (dakika)

Şekil 2-A. Çalışma Gruplarında Karaciğer Memb- 
ran Fraksiyonlarında in vitro Koşullar
da Enzimatik Mitokondriyal Lipit Pe- 
roksidasyonu

— MY/75 

BY/75 

-»-BY/500

İnkühasyon süresi (dakika)

Şekil 3-A. Çalışma Gruplarında Karaciğer Meıtıb- 
ran Fraksiyonlarında in vitro Koşullar
da Non-Enzimatik Mitokondriyal Lipit 
Peroksidasyoııu

~  MY/75 

•+■ BY/75 

-»BY/500

İnkühasyon süresi (dakika)

Şekil 2-B. Çalışma Gruplarında Karaciğer Memb- 
ran Fraksiyonlarında in vitro Koşullar
da Enzimatik Mikrozomal Lipit Perok- 
sidasyoııu

— MY/75 

+  BY/75 

BY/500

İnkühasyon süresi (dakika)

Şekil 3-B. Çalışma Gruplarında Karaciğer Memb- 
ran Fraksiyonlarında in vitro Koşullar
da Non-Enzimatik Mikrozomal Lipit 
Peroksidasyon u

n açısından da herhangi bir fark gözlenmemiştir (so
nuçlar verilmemiştir).

Yüzde 20 yağ ve 75 IU E vitamini içeren her iki di
yetle (MY/75 ve BY/75) beslenen hayvanlar karşı
laştırıldığında; serum ve karaciğer E vitamini düzey
leri BY/75 grubunda düşük bulunmuştur (p<0.006). 
Şekil T den görüleceği üzere balık yağı ile yaklaşık
4 aylık besleme periyodu, mısır yağı ile beslenen 
gruba oranla serum ve membran E vitamini düzeyle
rini %23 - 30 oranında azaltmıştır. %20 balık yağı 
içeren diyetin E vitamini konsantrasyonu 500 IU ye 
(BY/500) çıkarıldığında ise serum ve membran E vi
tamini düzeyleri, BY/75 grubuna kıyasla %25 - 40 
yüksek bulunurken MY/75 grubuna oranla %6 - 8 
düşük olduğu saptanmıştır.

Karaciğerden ekle edilmiş mitokondrial ve mikrozo- 
mal membranlar prooksidant olarak tiyobarbitürik

asit (TBA) reaktifi ile muamele edilerek lipit perok
sidasyon ürünü olan malondialdehit (MDA) değerle
ri in vitro koşullarda enzimatik (Şekil 2-A ve Şekil 2- 
B) ve non-enzimatik (Şekil 3-A ve Şekil 3-B) olarak 
değerlendirilmiştir. Zamana bağlı olarak izlenen lipit 
peroksidasyonun mısır yağı ile beslenen grupta 
(MY/75) en az olduğu saptanmıştır. Serum ve kara
ciğer E vitamini düzeylerinde görüldüğü gibi, balık 
yağı diyetinin E vitamini içeriği 500 IU/kg çıkarıldı
ğında lipit peroksidasyonu BY/75 grubuna kıyasla 
daha az olduğu saptanmıştır. Bir başka deyişle, balık 
yağı diyetine eklenen E vitamini lipit peroksidasyo- 
nunu azaltmaktadır. Ayrıca Şekil 2 ve 3 den görüle
ceği üzere, zamana bağlı oluşan MDA birikimi de
ğerlendirildiğinde balık yağı ile beslenen farelerden 
elde edilen mcmbıanların peroksidasyona olan has
sasiyeti mısır yağı ile beslenen hayvanlara oranla da
ha yüksek bulunmuştur.
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Şekil 4-A. Çalışm a Gruplarında K araciğer M em b
ran Fraksiyonunda (M itokondri) Tem el 
Yağ A sidi B ileşim leri

Karaciğerden elde edilen mitokondri ve mikrozom 
membranlarımn temel yağ asitleri bileşimi incelendi
ğinde (Şekil 4-A ve Şekil 4-B) mısır yağı ile besle
nen hayvanların membranlarında linoleik asit (18:2 
n-6) ve araşidonik asit (20:4 n-6) oranları yaklaşık 
%35-40 olarak saptanırken balık yağı ile beslenen 
hayvanlarda bu oranın % 11-17 arasında olduğu sap
tanmıştır (mısır yağı x balık yağı: p<0.01). Bunun 
tam karşıtı olarak, balık yağı ile beslenen hayvanla
rın cikozapentanoik asit (20:5 n-3) ve dekozahekza- 
noik asit (22:6 n-3) oranları yaklaşık %29-33 olarak 
saptanırken mısır yağı ile beslenen hayvanlarda bu 
oran %7-10 arasında bulunmuştur (mısır yağı x balık 
yağı: p<0.01).

Araştırma yöntemi ve araçlarında açıklandığı gibi 
karaciğer membran fraksiyonlarının peroksidasyona 
olan hassiyetleri incelendiğinde (Şekil 5), balık yağı 
ile beslenen hayvanların gerek mitokondriyal gerek
se de mikrozomal membranlarımn peroksidasyona 
olan hassiyetlerinin mısır yağı ile beslenen hayvanla
ra oranla daha yüksek olduğu bulunmuştur (p<0.01).

TARTIŞM A

Bu çalışmada standart E vitamini içeren (0.075 IU/ g 
diyet) balık yağı ile beslenen hayvanlarda karaciğer 
membran ve serum E vitamini düzeylerinin düştüğü 
saptanmıştır. Diyetteki E vitamini düzeyi 0.5 IU/g 
düzeyine çıkartıldığında bu parametrelerde artışlar 
tesbit edilmiştir. Ancak bu değerlerin mısır yağı ile 
beslenen hayvanların değerlerinden düşük olduğu 
bulunmuştur. Bu sonuçlardan da anlaşılacağı gibi di
yetin doymamış yağ asit düzeyi ile E vitamini ara-

Şekil 4-B. Çalışm a Gruplarında Karaciğer M em b
ran Fraksiyonunda (M ikrozom ) Temel 
Yağ A sidi B ileşim leri

Şekil 5. Çalışm a G ruplarında Karaciğer M em b
ran Fraksiyonlarının Lipit Peroksidasyo- 
nuna H assasiyet Oranları

sında sıkı bir ilişki söz konusudur. Diyetin doymamış 
yağ asit düzeyi arttıkça E vitaminine olan gereksinim 
artmaktadır (11). Çoklu doymamış yağ asitlerinin or
ganizmada perokside olma şansının daha yüksek ol
duğu gerek bu çalışmada gereksede diğer çalışmalar
da gösterilmiştir (11, 12). Lipit peroksidasyonunun 
önlenmesinde antioksidant özelliğe sahip E vitamini 
önemli bir moleküldür (12). Bu çalışmada gözlendi
ği gibi yüksek derecede doymamış yağ asitlerinden 
(20:5 ve 22:6 n-3) zengin balık yağının karaciğer 
membranlarında in vitro lipit peroksidasyonunu m ı
sır yağına (18:2 ve 20:4 n-6 yağ asitleri açısında zen
gindir) oranla daha fazla arttırdığı gözlenmiştir. An
cak diyete eklenen E vitamini, antioksidant ve
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membran koruyucu özelliğinden dolayı diyette yer 
alan yağ cinsinin (dolayısıyla yağ asitleri) değiştiril- 
memesine rağmen lipit peroksidasyonunu azalttığı 
bulunmuştur. Diyette yer alan E vitamini düzeyi dü
şünülmediği takdirde hesaplama yolu ile bulunan PC 
değeri, bir yağ türünün organizma için lipit peroksi- 
dasyonu açısından değerlendirildiğinde hangi düzey
lerde risk taşıyabileceği konusunda bilgi verebilece
ği açıktır. Tek başına hesaplama sonucu bulunan PC 
değerlerine baktığımızda, mısır yağının organizma 
açısından balık yağına oranla daha az zarar getirece
ği açıktır. Ancak PC değerleri ile in vitro karaciğer 
membran fraksiyonlarında enzimatik ve non-enzima- 
tik lipit peroksidasyonu değerlendirildiğinde,orga
nizma şartlarında lipit peroksidasyon düzeyini ayar
layan bir başka etmenin, E vitamini olduğu görül
mektedir. Bundan dolayı diyette yer alan yağ cinsi ve 
miktarı E vitamini gereksinimin belirlenmesinde 
önemli bir etmendir.

Sonuç olarak kanser, kronik inflamatuar hastalıklar 
ve hiç şüphesiz kardiyovasküler hastalıkların tedavi
sinde önemli bir parametre olan n-3 yağ asitlerinin 
(balık yağı gibi) diyette yer alması gereken tüketim 
miktarları saptanırken ve önerilirken bu tür yağ asit
lerinin organizma açısından getirebileceği olumsuz 
etkiler (lipit peroksidasyonu vb) gözardı edilmeme
lidir. Organizmada olası prooksidant aktivite sonucu 
gelişebilecek lipit peroksidasyonunu takiben serbest 
radikal oluşumlarının oluşturacağı zararlı etkileri ön
lemede diyette yer alması gereken antioksidant mo
leküllerin (E, C vitaminleri ve b-karoten vb) önemi 
de düşünülmelidir.
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