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n-3 YAG ASITLERI iLE BESLENEN FARELERIN MEMBRAN LIiPiT
PEROKSIDASYONLARININ DEGERLENDIRILMESI VE VITAMIN E

SUPLEMENTASYONUNUN ETKILERI

OZET

Bu ¢aliymada kronik olarak yiiksek yagh diyetle (mu-
© sir yagi veya balik yugi) beslenen farelerde in vitro
kosullarda lipit peroksidasyonu ve balik yag diveti-
ne eklenen E vitamininin etkileri incelenmigtir.
BY!75 grubunda MY/75 grubuna kivasla serum ve
karaciger membran fraksivonlarinda E vitamini dii-
zevi diigiik bulunmugtur (p<0.006). Balik yagr diveti-
ne eklenen E vitamini (BY/500) bu degerleri MY/75
grubunun degerlerine yaklaghrmgtr. Lipit peroksi-
dasyonu ve peroksidasyona olan hassasiyet balik ya-
gt ile beslenen gruplarda daha yiiksek bulunmugtur
(p<0.01). Caligma sonuglari, antioksidant ve hiicre
membram koruyucu ozelliginden dolayt divetin ézel-
ligine de bagh olarak optimum E vitamini alinmast
gerckliligini destekler cinsden goriinmektedir.

Anahtar sozciikler: n-3 yag asitleri, vitamin E, hiic-
re membram, lipit peroksidasyonu, fare.

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

In the present study, in vitro lipid peroxidation was
studied in mice (B/W) fed diets containing high levels
of maize oil or fish oil (menhaden oil). The results in-
dicated that qualitative and quantitative differences
i dietary fat intake exerted an effect upon the vita-
min £ concentration and membrane lipid peroxidati-
oninmice. In mmice receiving the fish oil diets, memb-
rane lipid peroxidation was greatly increased
(p<0.005) with a decrease in vitamin E concentrati-
on (p<(0.006). Furthermore, in the fish-oil-fed ani-
mals membrane lipid peroxidizability was greatly en-
hanced (p<0.005). In general the data suggested that
optimum vitamin E intake as an antioxidant and cell
membrane stabilizing agent, should be maintained.

Key words: n-3 fatty acids, vitamin E, cell membra-
nes, lipid peroxidation, mice.
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GIRIS

Uzun zincirli doymamig yag asitlerinin (PUFA) di-
yetle alimi ile kronik ve dejeneratif hastalik iligkileri
son yillarda arastirilan konularin baginda gelmekte-
dir. Diyetle alinan n-3 ve n-6 yag asitleri, bu yag asit-
lerinin hipolipidemik, antitrombotik ve antiaritmik
Ozelliklerinden dolayi, insanlarin kardiyovaskiiler
hastaliklara yakalanma riskini azaltmaktadir (1). Bu
olgu ilk olarak Greenland Eskimolarinda dikkati ¢ek-
migtir (2). Bu insan gruplarinda 6zellikle soguk su-
lardan yakalanmig balik ve deniz iriinlerinin tiiketi-
mi (n-3 yag asitleri agisindan zengin kaynaklardir)
diger toplumlarla kiyaslandiginda yiiksek oldugu bi-
linmektedir.

Hiicre membranlarinin lipit bilesimi diyetin lipit ige-
riginden ctkilenmektedir (3). Ornegin n-3 yag asitle-
ri yoniinden zengin beslenen bireylerin hiicre memb-
ranlarinda n-3 yag asitlerinin daha yogun olarak bu-
lunmasi beklenen bir olgudur. Ancak son yillarda
PUFA tiiketiminin kronik olarak yiiksek diizeylerde
tutulmasinin bazi sakincalarinin olabilecegi goriigii
mevcuttur (4). Bunun nedeni olarak, ¢oklu doyma-
mis yag asitlerinin peroksidasyona karsi hassas olma
oOzellikleri gosterilmektedir. Perokside olmug yag
asitleri bulundugu hiicre membraninin dayanikliligi-
n1 bozarak ve/veya diger serbest radikal olusumlara
zemin hazirlayarak birgok patolojiye neden olabilir
(5). Bunlarin en baginda gelen ise karsinojenesizdir
(5). Ayrica perokside olmus yag asitlerinin yiiksek
dansiteli lipoproteinlerin (HDL) diizeyini azaltarak
kardiyovaskiiler hastaliklara da zemin olusturabile-
cegi goriigli mevcuttur (6). Tiim bunlara ilave olarak,
diyette PUFA tiiketiminin yiiksek olmasi ve buna
bagh olarak peroksidasyon iiriinlerinin olast artig1 an-
tioksidant oOzellige sahip molekiillere olan ihtiyaci
arttirmaktadir (7). Bu molekiillerin baginda da E vi-
tamini gelmektedir. Bu ¢aligmada kronik olarak bahk
yagindan zengin beslenen farelerde membran ve se-
rum E vitamini diizeyleri ile hiicre membranindaki li-
pit peroksidasyonu ve ayrica diyete eklenen E vita-
mininin bu parametrelere etkisi incelenmistir.
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ARASTIRMA YONTEMI VE ARACLARI

Southampton Universitesi Hayvan Evi tarafindan
ozel olarak iiretilen farelerde (NZB % NZB) Fl
(B/W) ¢aligma yiiriitiilmiigtir. Siitten kesilmig (we-
anling) 4 haftalik fareler, 8 haftalik oluncaya kadar
standard fare yemi ile nem, sicaklik ve 151k ayarlama-
s1 yapilmig 6zel odalarda barindinlarak galigmaya
hazirlanmiglardir. Hayvanlarin 8 haftalik olmalarim
takiben ¢aligma siireci baglatilmig ve hayvanlar 5 ay-
lik oluncaya kadar ¢aligma devam etmigtir. Hayvan-
larin 8 haftalik olmasini takiben 75 adet fare arasin-
dan random yontemiyle her bir grupta 25 adet hay-
van olacak sekilde ii¢ grup olugturulmugtur. Caligma
esnasinda daha onceden neoplastik ve otoimmiin
hastahk olugumunu arturdif: gosterilen yliksek yagh
diyet kullamImugtir. Ozel olarak hazirlanan diyetin
bilesimi (w/w); %20 kazein, %25 dekstroz, %25 ni-
sasta, %20 yag (musir yagt; MY/75 veya balik yagy;
BY/75), % 3.5 mineral karigimi, %1.5 vitamin kari-
simi1, %0.3 dL-metionin, %0.2 kolin ve %2 agardan
olugmustur. Kullanilan bu diyet bati toplumlarinda
yiiksek yagli diyete kargilik gelmektedir. Sentetik di-
yetin hazirlanmasinda kullanilan vitamin karigimi di-
yetin gramu bagina yaklagik olarak 0.065 I U dl-o-to-
koferol saglamaktadir (65 IU/kg diyet). Sentetik di-
yetlerin hazirlanmas: esnasinda, musir yagi ve bahk
yaginin E vitamini igerikleri farklt oldugundan dl-a-
tokoferol asetat (Sigma) kullanilarak son E vitamini
konsantrasyonun 0.075 1U/g diyet (75 IU/kg) olma-
stna dikkat edilmigtir. Uglincii grupta yer alan hay-
vanlarin yedikleri diyetin E vitamini igerigi, yukar-
da agiklanan yontem kullanilarak son konsantrasyon
0.5 1U/g diyet (500 TU/kg) olacak sekilde hazirlan-
mugtir. Bu grupta kullanilan yag tiirii ise bahk yag:
olmugtur (BY/500). Hazirlanan diyetlerde bekleme
sirasinda olugabilecek oksidasyonu onlemek igin
azami olgiilerde dikkat gosterilmigtir. Bundan dolay:
diyetler haftalik olarak hazirlanmig ve hava gegirme-
yen plastik koruyucularda 4°C’de saklanmugtir. Su ve
yem her giin taze olarak ad lib olarak verilmigtir.
Hayvanlarin viicut agirhiklari haftalik, yedikleri yem
miktar ise giinlik olarak olglilmugtir.

Anestezi (eter) altinda hayvanlann karacigerleri ¢1-
kartilarak 0.15M NaCl ile yikama iglemi yapilmig,
takiben karaciger ornekleri homojenize edilerek mi-
tokondriyal ve mikrozomal membran fraksiyonlar
ultrasantrifiij yontemi ile ayngtirilmigtir (8). Gruplar-
dan elde edilen membran fraksiyonlar1 pool yonte-
miyle biriktirilerek likit nitrojenle muamele edilmig
ve —70°C’de saklanmigtir. Membran analizleri en ki-
sa siire igerisinde yapilmigtir. Membranlardaki in vit-
ro lipit peroksidasyonu non-enzimatik ve enzimatik
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olarak modifiye edilmig Lagariere ve Yu (8) yonte-
miyle ¢aligilmigtir. Membran ve serum E vitamini
analizleri spektroflurometrik (9) olarak, tokoferol
asetat (Sigma) standardi kullamilarak yapilmigtir.
Membran lipitleri kloroform/methanol (2:1) kullani-
larak ekstrakte edilmig, yag asitleri metanolik-HCI
ile derivitize edilmigtir. Yag asit analizleri sikigtirtl-
mug silika kapiller kolon kullanilarak gaz-likit kro-
matografisi ile analiz edilmistir (8). Witting ve Hor-
witt (10) yontemiyle peroksidasyona olan hassasiyet
(PC, peroxidizability) degeri hesaplanmigtir. Bu he-
saplama yapilirken agagidaki formiil kullanilmgtir.

PC= (% tekli doymamis yag asitleri x 0.025) + (%
ciftli doymamug yag asitleri x 1) + (% ligli yag
asitleri x 2) + (%dortlii yag asitleri x 4) + (%begsli
yag asitleri x 5) + (% altih yag asitleri x 6)

Calismada kullanilan balik yaginin (menhaden oil)
igerigi: 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; eikozapentanoik asit (20:5 n-3),
%]15; dekozahekzanoik asit (22:6 n-3), %11 iken mi-
sir yaginin bilegimi: 16:0, %12; 16:1 n-7,%0.1; 18:1
n-9, %28; 18:2 n-6, %58 bulunmustur.

istatistik analizler Minitab-8.2 paket programu ile bil-
gisayarda yapilmigtr. Veri analizlerinde goklu var-
yans ve Duncan’s testleri kullamlmugtir. Biitiin so-
nuglar ortalama ve standart hata olarak verilmigtir.

BULGULAR

Her ii¢ grupta yer alan hayvanlar galigma siirecinde
ve sonunda normal beklenen bilyiimeyi gostermigler
ve gruplar arasi viicut agirhg: agisindan bir fark goz-
lenmemistir. Ayrica giinlik tiiketilen besin miktarla-
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Sekil 1. Calisma Gruplarinda Serum ve Karaciger
Membran Fraksiyonlarinda E Vitamini
Diizeyleri
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Sekil 2-A. Caligma Gruplarinda Karaciger Memb-
ran Fraksiyonlarinda in_vitro Kosullar-
da Enzimatik Mitokondriyal Lipit Pe-
roksidasyonu
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Sekil 3-A. Calisma Gruplarinda Karaciger Memb-
ran Fraksiyonlarinda in_vitro Kosullar-
da Non-Enzimatik Mitokondriyal Lipit
Peroksidasyonu

ntagisindan da herhangi bir fark gézlenmemistir (so-
nuglar verilmemistir).

Yiizde 20 yag ve 75 U E vitamini igeren her iki di-
yetle (MY/75 ve BY/75) beslenen hayvanlar kargi-
lagtinldiginda; serum ve karaciger E vitamini diizey-
leri BY/75 grubunda diigiik bulunmugtur (p<0.006).
Sekil 1" den goriilecegi lizere balik yagi ile yaklagik
4 aylik besleme periyodu, musir yagi ile beslencn
gruba oranla serum ve membran E vitamini diizeyle-
rini %23 - 30 oraninda azaltmistir. %20 balik yag
igeren diyetin E vitamini konsantrasyonu 500 1U ye
(BY/500) gikarildiginda ise serum ve membran E vi-
tamini diizeyleri, BY/75 grubuna kiyasla %25 - 40
yiksck bulunurken MY/75 grubuna oranla %6 - 8
didgiik oldugu saptanmugtir.

Karacigerden elde edilmis mitokondrial ve mikrozo-
mal membranlar prooksidant olarak tiyobarbitiirik
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Sekil 2-B. Calisma Gruplarinda Karaciger Memb-
ran Fraksiyonlarinda in_vitro Kosullar-
da Enzimatik Mikrozomal Lipit Perok-
sidasyonu
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Sekil 3-B. Calisma Gruplarinda Karaciger Memb-
ran Fraksiyonlannda in_vitro Kosullar-
da Non-Enzimatik Mikrozomal Lipit
Peroksidasyonu

asit (TBA) reaktifi ile muamele edilerek lipit perok-
sidasyon iiriinii olan malondialdehit (MDA) degerle-
ri in vitro kogullarda enzimatik (Sekil 2-A ve Sekil 2-
B) ve non-enzimatik (Sckil 3-A ve Sekil 3-B) olarak
degerlendirilmigtir. Zamana bagh olarak izlenen lipit
peroksidasyonun misir yagr ile beslenen grupta
(MY/75) cn az oldugu saptanmigtir. Serum ve kara-
ciger E vitamini diizeylerinde goriildiigu gibi, bahk
yag diyetinin E vitamini igerigi 500 [U/kg ¢ikanldi-
8inda lipit peroksidasyonu BY/7S grubuna kiyasla
daha az oldugu saptanmigtir. Bir bagka deyisle, balik
yag diyetine eklenen E vitamini lipit peroksidasyo-
nunu azaltmaktadir. Ayrica Sekil 2 ve 3 den goriile-
cefi lizere, zamana bagl olugan MDA birikimi de-
gerlendirildiginde balik yag: ile beslenen farelerden
elde edilen membranlarin peroksidasyona olan has-
sasiyeti misir yagi ile beslenen hayvanlara oranla da-
ha yiiksek bulunmusgtur.
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Sekil 4-A. Caligma Gruplannda Karaciger Memb-
ran Fraksiyonunda (Mitokondri) Temel
Yag Asidi Bilesimleri

Karacigerden elde edilen mitokondri ve mikrozom
membranlarinin temel yag asitleri bilesimi incelendi-
ginde (Sekil 4-A ve Sekil 4-B) musir yag ile besle-
nen hayvanlarin membranlarinda linoleik asit (18:2
n-6) ve aragidonik asit (20:4 n-6) oranlar yaklagik
%35-40 olarak saptanirken balik yag: ile beslenen
hayvanlarda bu oranin % 11-17 arasinda oldugu sap-
tanmigtir (musir yagi x bahk yagi: p<0.01). Bunun
tam kargiti olarak, balik yag ile beslenen hayvanla-
rin eikozapentanoik asit (20:5 n-3) ve dekozahekza-
noik asit (22:6 n-3) oranlan yaklagik %29-33 olarak
saptanirken musir yag ile beslenen hayvanlarda bu
oran %7-10 arasinda bulunmugtur (musir yagi x bahik
yagi: p<0.01).

Aragtirma yontemi ve araglarinda agiklandigi gibi
karaciger membran fraksiyonlarinin peroksidasyona
olan hassiyetleri incelendiginde (Sekil 5), balik yag
ile beslenen hayvanlarin gerek mitokondriyal gerek-
se de mikrozomal membranlarinin peroksidasyona
olan hassiyetlerinin misir yag: ile beslenen hayvanla-
ra oranla daha yiiksek oldugu bulunmustur (p<0.01).

TARTISMA

Bu ¢ahigmada standart E vitamini igeren (0.075 TU/ g
diyet) balik yag ile beslenen hayvanlarda karaciger
membran ve serum E vitamini diizeylerinin diigtiigii
saptanmigtir. Diyetteki E vitamini dizeyi 0.5 1U/g
diizeyine gikartldiginda bu parametrelerde artiglar
tesbit edilmigtir. Ancak bu degerlerin musir yag ile
beslenen hayvanlarin degerlerinden diisiik oldugu
bulunmugtur. Bu sonuglardan da anlagilacag gibi di-
yetin doymamus yag asit diizeyi ile E vitamini ara-
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Sekil 4-B. Caliyma Gruplarninda Karaciger Memb-
ran Fraksiyonunda (Mikrozom) Temel
Yag Asidi Bilesimleri
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Lipit peroksidasyonuna hassasiyet orans

o

Mitokondri Mikrozom
KARACIGER MEMBRAN FRAKSIYONU

Sekil 5. Calisma Gruplaninda Karaciger Memb-
ran Fraksiyonlanimn Lipit Peroksidasyo-
nuna Hassasiyet Oranlart

sinda s1k1 bir iligki s6z konusudur. Diyetin doymamig
yag asit diizeyi arttikga E vitaminine olan gereksinim
artmaktadir (11). Coklu doymamis yag asitlerinin or-
ganizmada perokside olma sansinin daha yiiksek ol-
dugu gerek bu galigmada gereksede diger caligmalar-
da gosterilmigtir (11, 12). Lipit peroksidasyonunun
onlenmesinde antioksidant dzellige sahip E vitamini
dnemli bir molekiildiir (12). Bu ¢aligmada gozlendi-
gi gibi yiiksek derecede doymamig yag asitlerinden
(20:5 ve 22:6 n-3) zengin bahk yaginn karaciger
membranlarinda in vitro lipit peroksidasyonunu mi-
sir yagina (18:2 ve 20:4 n-6 yag asitleri agisinda zen-
gindir) oranla daha fazla arturdigi gozlenmigtir. An-
cak diyete eklenen E vitamini, antioksidant ve
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membran koruyucu ozelliginden dolay1 diyette yer
alan yag cinsinin (dolayisiyla yag asitleri) degigtiril-
memesine ragmen lipit peroksidasyonunu azalttigi
bulunmugtur. Diyette yer alan E vitamini diizeyi dii-
sliniitmedigi takdirde hesaplama yolu ile bulunan PC
degeri, bir yag tiiriiniin organizma igin lipit peroksi-
dasyonu agisindan degerlendirildiginde hangi diizey-
lerde risk tasiyabilecegi konusunda bilgi verebilece-
§i agiktir. Tek bagina hesaplama sonucu bulunan PC
degerlerine baktigimizda, musir yaginin organizma
agisindan balik yagina oranla daha az zarar getirece-
g1 aciktir. Ancak PC degerleri ile in vitro karaciger
membran fraksiyonlarinda enzimatik ve non-enzima-
tik lipit peroksidasyonu degerlendirildiginde,orga-
nizma sartlarinda lipit peroksidasyon diizeyini ayar-
layan bir bagka etmenin, E vitamini oldugu goriil-
mektedir. Bundan dolayi diyette yer alan yag cinsi ve
miktar1 E vitamini gereksinimin belirlenmesinde
onemli bir etmendir.

Sonug olarak kanser, kronik inflamatuar hastaliklar
ve hi¢ stiphesiz kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavi-
sinde 6nemli bir parametre olan n-3 yag asitlerinin
(balik yag: gibi) diyette yer almasi gereken tiiketim
miktarlan saptanirken ve onerilirken bu tiir yag asit-
lerinin organizma agisindan getirebilecegi olumsuz
etkiler (lipit peroksidasyonu vb) gozard: edilmeme-
lidir. Organizmada olast prooksidant aktivite sonucu
geligebilecek lipit peroksidasyonunu takiben serbest
radikal olugumlarinin olugturacag zararl etkileri on-
lemede diyette yer almasi gereken antioksidant mo-
lekiillerin (E, C vitaminleri ve b-karoten vb) 6nemi
de diigiinilmelidir.
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