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Onur Sozii

Doktora Tezi olarak sundugum “Oksidatif Strese Maruz Kalmis Farelerin Keten
Tohumu ile Beslenmesinin Cesitli Biyobelirtecler Uzerine Etkisi” baslikli bu
calismanin, bilimsel ahlak ve geleneklere aykiri diisecek bir yardima bagvurmaksizin,
tarafimdan yazildigim1 ve yararlandigim biitiin kaynaklarin, hem metin i¢inde hem de
kaynakc¢ada yontemine uygun bi¢cimde gosterilenlerden olustugunu belirtir, bunu onurumla

dogrularim.
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105 + ix sayfa
2009
Danisman: Prof. Dr. Murat OZMEN

Bu calisma ile son yillarda halk arasinda popiiler bir besin maddesi olan ve giin
gectikce tiikketimi artan keten bitkisi tohumunun, antioksidatif ve antikarsinojen etkilerinin
arastirtlmasi amaglanmistir. Calismada agirliklar1 ortalama 20 (+2 gr) gram olan 8 haftalik
60 adet disi fare (Mus musculus, Bulb-C) cesitli formlarda beslenmeye tabi tutulmuslardir.
Deney siiresince farelerin beslenmesi (ad libitum) izlenerek tiiketilen yem miktarlar
kaydedilmistir. Hayvanlarin tiikettigi cesme suyu (ad libitum) miktar1 da belirlenmistir.
Ayrica hayvanlarda calisma siiresince viicut agirligr diizenli olarak izlenmis ve
kaydedilmistir. Arastirmaya almnan hayvanlarm bir kismina (MNU) n-methyl n-uresurea
enjeksiyon ile uygulanmistir. Keten bitkisi tohumu ise hayvanlarin besinlerine katilarak,
sindirim sistemi yolu ile verilmistir. Uygulamanin 1., 2., 4., 8., 10. ve 12. haftalarinda kan
ornekleri alinan fareler, 12. hafta sonunda eter anestezisi altinda servikal dislokasyon ile
oldiiriilmiis ve karaciger, bagirsak, mide dokular1 histopatolojik degerlendirmeler ve/veya
secilmis enzimatik biyobelirteg (EROD, AST, ALT, LDH, GST, GR, GPx, CAT, CaE)
degerlendirmeleri i¢in alinmistir.  Yapilan histopatolojik degerlendirme sonuglarina gore,
kontrol grubundaki farelerin karaciger dokular1 normal histolojik yapida gozlenirken,
hayvanlara sadece MNU uygulamas1 yapilan grupta karaciger parankimasinda hemoraji ve
nekroz alanlart izlenmistir. MNU uygulamasi yani sira deney siiresince keten tohumlu
diyetle beslenen farelerde karaciger kesitleri genellikle normal histolojik yapida izlenirken,
yer yer fokal nekroz alanlar1 da dikkat ¢cekmistir. Bu durum MNU uygulamasi ile birlikte
oldugunda keten tohumunun kismen toksik etkinin azaltilmasinda olumlu rolii olabilecegini
diisiindiirmektedir. Ayrica, dokularda hasar1 saptama bakimindan biyobelirtegler olarak
kullanilan enzim aktivite degerleri de 6nem tagimaktadir. Buna gore sadece keten tohumu
tiketen ve MNU uygulamasina tabi tutulmayan hayvanlarda tespit edilen diisiik enzim
aktivite degerlerine karsin, diger gruplarda enzim aktivitesinde belirgin olarak bir artig
tespit edilmistir. Calismamizda elde edilen veriler, keten tohumu bitkisinin, MNU
tarafindan olusturulan oksidatif stresi baskilayici rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir.
Bununla birlikte elde edilen arastirma bulgularina bagli olarak, bu konuda daha detayl ve



baskaca biyobelirtecler de kullanilarak keten bitkisi tohumunun giivenirliginin test edilmesi
gerektigi sonucuna ulasilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Keten Tohumu, Oksidatif Stres, Biyobelirtec
ABSTRACT
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THE EFFECTS OF FLAXSEED ON SOME BIOMARKERS OF MICE EXPOSED TO
OXIDATIVE STRESS
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105 + ix page
2009
Supervisor: Prof. Dr. Murat OZMEN ( Ph. D.)

In this study, our aim was to investigate the antioxidative and anticarcinogenic
effects of flaxseed, a popular functional food additive. Eight-weeks old 60 female mice
(Mus musculus, Bulb-C), avaraging 20 (£2 gr) grams in weight, were used. Mice were fed
ad libitum and had free access to tap water. The consumption of food and water were
monitored during the course of experiments. Body weight of the animals was observed and
recorded. Some animals were exposed to n-methyl n- nitrosurea (MNU) intraperitonally at
50 mg/kg. Flaxseed were given to animals by mixing its grounded powder in commercial
mice chow and animals consumed these mixture ad libitum. Blood was sampled at the 1, 2,
4, 8, 10 and 12™ week of the experiments, from retroorbital sinusoids by microcapillary
tubes for collecting the plasma samples. Animals were sacrificed by cervical dislocation
under ether anaesthesiae at the end of 12" week after the last blood collection. Liver,
intestine and stomach were removed immediately by surgical technics to use in
histopathological examinations and/or for selected biomarker enzyme activity assays. For
this aim, ethoxyresorufin O-deethylese (EROD), aspartate aminotransferase (AST), alanine
aminotransferase (ALT), lactate dehydrogenase (LDH), glutathion S-transferase (GST),
glutathione reductase (GR), glutathione peroxidase (GPyx), catalase (CAT) and
carboxylestarase (CaE) activities were determined from the plasma and/or liver tissue
samples.

According to the results obtained from histopathological tests, only MNU exposed
group found to have some necroses and hemorages on liver parenchymas though liver
tissue of control group was observed as normal. Group exposed to MNU along with
flaxseed diet was found to have normal liver histopathology except for some rare necroses.
This finding may probably due to the protective effect of flaxseed against toxic potential of



MNU. The activity of respective enzymes of the groups consuming only flaxeed (grup 4)
on normal diet (control group) found to be lower, whereas the rest showed elavated enzyme
activities, suggesting a contribution of MNU. Some natural compounds in the food are
assumed to be protective against common stress factors. Flaxseed is a an example of such
kind of foods and is consumed widely. Hovewer, there is a need for further studies to
consider the flaxseed as a safe food for a healthy life.

KEY WORDS: Flaxseed, Oxidative Stress, Biyomarker
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1. GIRIS

Besinlerin temel islevi, organizmanin metabolik gereksinimleri igin gerekli
maddeleri saglamaktir. Besinler, metabolik aktivitemiz i¢in gerekli makro- ve mikro
besleyicilerden bagka sagligimiz iizerinde olumlu etkileri olan bilesenleri de icerirler. Son
yillardaki bilimsel ¢alismalar diyet ve hastaliklar arasindaki iliskiyi agik bir sekilde ortaya
koymus olup, epidemiyolojik calismalar diyetin kronik hastaliklarin 6nlenmesindeki roliine
isaret etmektedir. Beslenme aligkanliklarinin daha fazla meyve, sebze ve tahil tiiketecek
sekilde degistirilmesi kronik hastaliklarin 6nlenmesinde etkin ve pratik bir yaklasimdir [1].
Baz1 besinlerin “dogal” yollardan hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisindeki etkinliginin
bilimsel olarak ortaya konulmasi, sagligimizin korunmasinda beslenme desteginin 6nemini
arttirmistir. Bu bilgiler 1s181inda, saglik agisindan pek cok yarar1 oldugu bilinen ve diinyada
tarimi yapilan ilk iriinlerden biri olan keten bitkisinin 6nemi giderek artmaktadir. Hastalik
riskinin azaltilmasi, saglikli bir yasam siirdiirme isteginin artmasi: ve saglikli beslenme
bilincinin gelismesi gibi nedenlerle tiiketiciler gidalardan, beslenmenin yaninda saglik
acisindan faydalar saglamay1 da beklemektedirler.

Bu tez calismasi ile son yillarda halk arasinda popiiler bir besin maddesi olan ve
tilketimi artis gosteren keten bitkisi tohumunun, antioksidatif ve antikarsinojen etkilerinin
arastiritlmas1 amaglanmistir. Bu dogrultuda sindirim sistemi iizerinde etkili bir ajan olan n-
methyl n-uresurea (MNU) uygulamasi sonucu farelerde oksidatif stres olusturulmus ve
beraberinde keten bitkisi tohumu tiiketiminin, hayvanlar iizerindeki antioksidatif ve

antikarsinojen etkileri arastirilmistir.

1.1. Keten Tohumu

Keten bitkisi (ing. Flaxseed) Geraniales takimi, Linaceae familyasinin Linum cinsinin
L. usitatissimum tiirtine ait bir bitkidir [2]. Linum usitatissimum ayn1 zamanda Latince ¢cok
faydali anlaminda kullanilmaktadir [3]. Tiire ve yetistirilme kosullarina bagli olarak 40- 90
cm. bitki boy uzunluguna sahip keten, mavi cicekli ve tek yillik bir kiiltiir bitkisidir. Kiire
seklindeki meyve kapsiilleri, her biri 5 katmandan olusan 2 tohuma sahiptir. Tohumun

kendisi diiz ve oval olup Sekil 1.1°de gosterilmistir.

15



U uzunluk, mm; G genislik, mm; K kalnhk, mm

Sekil 1.1. Keten tohumunun boyutlari

Taneler susam tanesinden daha iri olup, piiriizsiiz ve parlak olan sert bir kabuga sahiptir.
Renk degisimi kabuktaki renk pigmentlerinin igerigine gore kirmizims: kahverengiden acik
sartya dogru degisiklik gosterebilir. Boyutlar ¢esitlere gore degisiklik gosterse de, yaklasik
olarak 3.0-6.4 mm uzunlukta, 1.8-3.4 mm genislikte ve 0.5-1.6 mm kalinliktadir [2, 4].
Tane halindeki keten tohumu yumusak bir kirllganliga sahiptir. Keten bitkisi tohumu yag,
protein ve besinsel lif bakimindan olduk¢a zengindir. Bilesiminde %38- 42 yag, %17- 32
protein, %23-40 besinsel lif, %2-6 karbonhidrat (lif hari¢), %5-7 su, ve %4-6 kiil bulunur
[5-8]. Ayrica yaginda A, B, D ve E vitaminleri, cesitli mineraller ve aminoasitler
bulunmaktadir [9].

Besleyici o6zellikleri disinda viicudumuza fizyolojik yararlar saglayan ve/veya
kronik hastalik riskini azaltabilen besinlere fonksiyonel gidalar adi verilir. Fonksiyonel
gidalar terimi yerine saglik besinleri, tibbi besinler, diizenleyici besinler, 6zel beslenme
amach besinler ve farmakolojik besinler gibi adlar da kullanilmaktadir [10]. Giderek artan
sayida bilimsel ¢alisma besin bilesenlerinin saglik iizerinde olumlu etkilerinin olduguna,

kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser ve osteoporoz gibi hastaliklarin onlenmesine katkida
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bulunduguna iliskin sonucglar vermektedir. Keten tohumu bilesiminde yer alan Omega-3
yag asitleri, a-linolenik asit (ALA) ve lignan olarak bilinen fenolik bilesenlerden dolayi,
son yillardaki fonksiyonel gida olarak tiiketimi giderek biiyiik bir artig gostermistir. Keten
tohumu ile ilgili cok sayida arastirma bulunmaktadir [11]. Tiiketiminin artisiyla,
beraberinde cok faydali saglik etkileri olacag: iddia edilmektedir. Keten tohumu ile ilgili
yapilan arastirma sonuclarina gore; meme ve kolon kanserini Onleyici etkileri [12], kan
glukoz seviyesini diisiiriicii etkisi [5], hipokolesterolemik/hipotrigliseridemik etkileri [13-
16], lupus nefritis hastalifina karsi anti-inflamator ajan etkisi [17] arastirilmistir.
Hiperlipemik kisilerde keten tohumu kullaniminin total kolesterol, LDL kolesterol ve
trigliserid degerlerini diisiirerek, antiaterojenik etki olusturdugu rapor edilmektedir [15]. a-
linolenik asit (ALA) beyin gelisimi ve gorsel fonksiyonlar icin elzem iken, linoleik asit
(LA) neonatal biiyiime ve ovulasyon icin esansiyeldir [9]. Eksikliginde yavas biiyiime,
gorme zayifligl, ogrenme yeteneginde zayiflik, kol ve bacaklarda uyusukluk hissi ve
davranis degisiklikleri goriiliir. Ayrica, ALA’nin tiimor inhibisyonunda rol oynadig1 ve
kardiyovaskiiler hastaliklara karsi koruma sagladigi iddia edilmektedir. Keten tohumunda
bulunan a-linolenik asitlerin (ALA) kardiyovaskiiler hastaliklara kars1 koruyucu oldugu
rapor edilmistir. Ozellikle kemik kirilma riskinin azaltilmas1 ve kan pihtilasma siiresinin
uzamasi gibi kalp damar hastaliklar ile ilgili pek cok riskli durumun giderilmesinde biiyiik
rol oynadigi rapor edilmistir [18-21]. a-linolenik asit (ALA) ve linoleik asit ( LA) esansiyel
yag asitleri olup, disaridan diyetle alinmalar1 gerekmektedir. Keten tohumunun igerdigi yag
asitleri viicut sicakliginin korunmasi, miyelin kiliflarinin yapilmasi, dokularin korunmasi ve
enerji lretimi i¢in hayati 6nem tasimaktadir. Ayrica keten tohumu yagi, laksatif 6zelligi
nedeniyle kronik kabizliga kars1 da kullanilmaktadir [22].

Keten tohumunun bilesiminde %23-40 oraninda besinsel lif bulunmaktadir. Bunun
%20’si ¢oziinebilir formdadir. Coziinebilir liflerin kolesterol diisiiriicii etkisi ve buna bagh
olarak kalp-damar hastaliklarin1 6nlemede etkili oldugu bilinmektedir. Coziinebilir lifin
%7-10’unu teskil eden miisilajin laksatif etkisi vardir. Ayrica, kan glukoz diizeyini sabit
tutmada yardimci olduklart da rapor edilmistir [23]. Saglik acisindan pek ¢ok faydasi rapor
edilen ve keten tohumu kuru agirliginin % 28’ini olusturan besinsel lifler lignan seklinde
bulunmaktadir. Dogal laksatif bilesenler olarak adlandirilan bu bilesenler bagirsaklardaki

suyu baglayarak, diski agirliginin miktarin1 ve dolayisiyla bagirsak hareketlerini arttirirlar.
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Fitoostrojen bakimindan ¢ok zengin olan lignanlar menopoz doneminde ortaya cikan
rahatsizliklarin giderilmesine yardimci olurlar [24]. Ayrica keten tohumunun pek c¢ok
hormonal kanserlerin (prostat, gégiis, rahim, yumurtalik v.s) olusumunu engelledigi ve
antikanserojen olarak gorev yaptigi da rapor edilmistir. Amerika Ulusal Kanser Enstitiisii,
kanser Onleyici gidalar arasina aldigi ve iizerinde calisiimasim1 Ongordiigii 6 bitkisel

materyalden birisi olarak keten tohumunu belirlemistir [25].

1.1.1. Keten tohumunun tarihteki yeri

Keten Misirlilardan beri tarimi yapilan ve ¢ok degisik amaglarla kullanilan bir
bitkidir. Liflerinin dokumacilikta kullanilmasinin yaninda, gida bileseni olarak ve tibbi
ozellikleri nedeniyle tiiketimi M.O. 3000 yillarina kadar dayanmaktadir [26]. Diinyada
kiiltiire alinis zaman1 kesin olarak bilinmemekle beraber, ilk olarak M.O. 3000 yillarinda
Babil kayitlarinda karsimiza c¢ikmaktadir. Bu doneme ait mezar odalarinda ketenin
kiiltiivasyonu ve giysi olarak kullanimina dair figiirler resmedilmistir. Daha sonra M.O.
4000-3500 yillarinda Mezopotamya ve Misir’da tariminin yapildigi belirtilmektedir. Eski
Misir piramitlerinde keten kapsiilii ve lifleri bulunmustur ve mumyalarin keten bezleri ile
sarili olduklart rapor edilmektedir. M.O. 6500°de Hipokrat, keteni karm agrilarini
dindirmek {izere kullandiklarini belirtmektedir. Aym1 doneme ait bulunan kayitlarda
Theophrastus ketenin “Oksiiriik tedavisinde bir musilaj” olarak kullanildigini belirtmektedir
[27]. Tarihsel kayitlar M.O. 9000-8000 yillarinda Tiirkiye’de de yetistirildigini
gostermektedir. Ozellikle ekmek yapimina katki maddesi olarak [29] ve laksatif etkisi
sebebiyle tibbi amach kullanilmistir [30]. M.S. 1. Yiizyilda Tacitus, ketenin hem bitki
olarak hem de besin maddesi olarak kullanildigin1 bildirmekte ve saglik ag¢isindan
faydalarin1 da uzun ctimlelerle 6vmektedir. M.S. 8. yiizyillda Charlemagne, keten bitkisi
tohumunun yetistirilmesi ve tiiketilmesi ile ilgili kanuni diizenlemeler yapmis ve keten
tohumunun tiim Avrupa’da kullanimini yayginlastirmistir. 15. yiizyilda Hildegard von
Binden keteni tiim viicut agrilarinda sicak kompres malzemesi olarak kullanmistir [31].

Giiniimiizde ise 17. yiizyildan bu yana Kanada’da yetistirilmeye baslanan keten
tohumunun bugiin diinyadaki en biiylik ireticisi de Kanada’dir. Keten tohumu tibbi

kullantm1 disinda en fazla gida alaninda karsimiza ¢ikmaktadir. 1990’lardan bu yana ise
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keten tohumunun besin olarak tiikketimi artis gostermistir. Keten tohumu hayvanlarin
beslenmesinde hayvan yemi ve insan besini olarak tiiketilmektedir. Ozellikle ekmek,
biskiivi, pizza gibi firincilik iiriinlerinin yapiminda, sekerleme endiistrisinde ve organik
insan tiiketim iriinlerinin yapiminda siklikla kullanmilmaktadir [5, 32]. Ayrica kiimes
hayvanlarina, bilesimlerinde bulunan omega-3 yag asitlerinden dolayr yemlerine belli
oranlarda ilave edilerek, omega-3’ce zenginlestirilmis yumurtalar elde edilmesinde
kullanilmaktadir [33]. Keten tohumu yagi atlar ve koyunlarda miishil ilact olarak da
kullanilmaktadir [ 34]. Geleneksel olarak yagi i¢in yetistirilen keten tohumu hava ve giines
15181 temasi ile kolaylikla kuruyarak donma 6zelligi nedeniyle boya iiretiminde ve ahsap
taklidi, bir tiir yer kaplamas1 olan Linoleum’un yapiminda da 6nemli bir hammaddedir [2].
Cam parcalarini tahta yapilara tutturmak amaciyla kullanilan macun, keten tohumu yaginin
ve kirec tasinin belli oranlarda karistirilmasiyla elde edilir. Izolasyon maddesi olarak da
kullanildigr bilinmektedir. Tohumundaki lifler nedeniyle tekstil alaninda da keten tohumu

Oonemli bir materyaldir.

1.1.2. Keten bitkisinin yetistirilme kosullar:

Sekil 1.2. Keten bitkisinin goriintiisii [35].

Keten, Linum cinsine ait iliman ve subtropikal iklim bolgelerinde yetisen 200 kadar

tiirli olan ve yaygin olarak kiiltiirii yapilmis tek yillik bir bitkidir. Kromozom sayilar1 ayni
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olan yabani bitkiler melezlenerek, kisa boylu kdken olarak sicak kosullara adapte olabilen
Linum angustifolium tiiriintin kiiltiir varyeteleri gelistirilmistir. Keten bitkisinin 90—-100 cm.
derinlere inebilen, 15cm. yanlara yayilabilen bir kazik kokii vardir. Kok sistemi fazla
kuvvetli olmadigindan asir1 yagis ve riizgardan etkilenerek yan yatma egilimi gosterir. Yag
ketenlerinden 40-80 cm., lif ketenlerinden 60-120 cm kadar uzayabilen sap kisimlari
bulunur ve lif ketenleri uglara dogru, yag ketenleri ise ortalara dogru dallanma gosterir. Her
ana sap ve yan dallarin ucunda ¢icek ve kapsiil olusur. Yag ketenlerinde lif ketenlerine
nazaran daha fazla yaprak bulunur. Yaprak fazlaligi lif kalitesine olumsuz etki yapar. Keten
bitkisinin cicegi dagmik ve bilesik salkimdir. Once ana sap, daha sonra sirayla ikinci ve
ticlincii dallar cicek acar. Cigekleri beslidir. Bes adet acgik yesil renkteki canak yapraklari
meyveyi sarmistir ve olgunlukla beraber dokiiliir. Menekse, beyaz pembe veya mavi renkte
bes adet ta¢ yapragi vardir. Kapsiil ad1 verilen meyvelerin uglar sivri, yuvarlak, oval, uzun,
konik veya fi¢1 seklindedir. Kapsiil bes gozlii olup, her goz iki bolmeye ayrilmistir. Her
bolmede normal olarak tohum olusur. Keten tohumlar1 susam tohumuna benzer. Parlak
renkte ve kaygan ozelligi ile ayrilir. Tohum renkleri sar1, yesil ve kahverengi tonlardadir.
1000 tane agirhig lif ketenlerinde 3-5 g, yag ketenlerinde ise 5-15 g arasindadir [35].

Keten iliman iklim bitkisidir. Gelisme periyodundaki degisiklikler lif kalitesini
etkiler. Yag ketenleri yillik 500 m’ civarinda bir yagis altinda yetisirse de, lif ketenleri daha
fazla yagisa gereksinim duyarlar. Nispi nemi yiiksek olan serin kiy1 bolgelerinde daha
kaliteli 1if elde edilir. Yeterli miktarda su depolayabilen topraklarda yetisebilirler.
Genellikle ilkbaharda yazlik olarak ekildigi gibi, yaglik ketenler kishk olarak ekilebilir.
Keten bitkisi genellikle sulanmadan yetistirilir. Ancak lif ketenini kurak bolgelerde
sulamak gerekir. Eger keten saplar1 alttan {iste dogru sararmis veya meyve kapsiilleri esmer
bir renk almaya baglamigsa hasat zamaninin geldigi anlasilir. Ekimden itibaren yaklasik 100
giin sonras1 hasat zamanmdir. Keten makine ile bigilerek, sokiilerek hasat edilir. Yaglik
ketenler bicerdover ile hasat edilebilir. Lif ketenlerinden alinan sap verimi 300-400 kg/da,
tohum verimi ise 50-80 kg/da. iken, yag ketenlerinde sap verimi 200-300 kg/da, tohum
verimi ise 100-200 kg/da’dir. Keten 4 olgunluk devresinde hasat edilir.
1.Yesil Olgunluk Devresi: Lif verimi oldukga diisiiktiir. En ince kaliteli lif bu evrede elde

edilir.
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2.Yesil- Sar1 Olgunluk Devresi: Iyi verimli kaliteli lifle birlikte yag oran1 diisiik tohumlar
elde edilir.

3.Sar1 (tam) Olgunluk Devresi: Fazla miktarda tohum ve lif verimi elde edilirse de lif
kalitesi diistiktiir.

4. Olii Olgunluk Devresi: En kaliteli tohumluk eldesi olmasina ragmen, lifler tamamiyla

sert ve kaba bir yap1 gosterdiginden lif eldesi ekonomik olmamaktadir [35].

1.1.3. Keten bitkisinin Tiirkiye ve Diinyadaki tarimi

Diinya keten tariminda Tiirkiye onemli bir yere sahip degildir, fakat tohum verimi
bakimindan 6nemli iilkeler arasinda sayilabilir. Diinyada keten lifi tiretimi yaklasik, 700 bin
ton ve verimi 65 kg/da’dir. Tohum iiretimi amaciyla keten ekim alani ise yaklasik 4 milyon
ha., tohum iiretimi 2.8 milyon ton ve verimi 68 kg/da’dir. Ulkemizde keten iiretim alani
1990 yilinda 4900 ha olup, lif iiretimi yillik 600 ton ve tohum iiretimi yillik 3350 ton
kadardir [36].

Ulkemizde en fazla tarimi1 Marmara ve Bati Karadeniz bolgesinde yapilmaktadir.
Sinop iline bagl Ayancik, Kocaeli’ ne bagli Kandira il¢elerinde Kastamonu, Zonguldak ve
Tokat illerinde yani Karadeniz Bolgesinde keten tarimi yapilmaktadir. Diinyada ise en fazla
Rusya, Cin, Romanya, ABD ve Arjantin’ de ekim alan1 bulunmaktadir. Ketenin lif iiretimi
icin en iyi yetistirildigi bolgeler Belcika, Hollanda, Almanya ve Irlanda kabul edilmektir.
Arjantin, Uruguay ve ABD 0Onemli keten tohumu iireten iilkeler arasinda yer almaktadir

[35].
1.1.4. Keten tohumu bilesenleri
1.1.4.1. Keten tohumu yagi
Keten tohumunun yag igerigi ve kalitesi, tiire ve kalitsal 6zelliklere bagli olarak
% 32-45 arasinda de8ismektedir. Keten tohumu yagi, yag asitlerinin % 40-60’1n1 olusturan

Omega 3 (®-3) yag asitlerinden o-linolenik asitin (ALA) en zengin kaynaklarindan biridir.

1 gr keten tohumu yag1, 550 mg a-linolenik asit (ALA), 170 mg linoleik asit (LA), 60 mg
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palmitik asit, 40 mg stearik asit ve 180 mg oleik asit icermektedir [37]. Yag bilesimi,
cevresel kosullardan etkilenen yag asiti dagilimina gore, degisiklik gosterir [28]. Cevresel
faktorlerden sicaklik, toprak kosullari, kiiltiirel uygulamalar ve bitki hastaliklar1 da yag
icerigi ve kalitesini etkiler. Yag asidi kompozisyonunda en fazla degiskenlik oleik asit (%
14-60), linoleik asit (% 3-21) ve linolenik asit (% 31-72)’de gézlenmistir [38].

Keten tohumuna gosterilen ilgi soguk presleme ile elde edilen keten tohumu
yaginda % 50 oraninda omega-3 yag asidi bulundugunun anlasilmasindan sonra
baslamistir. Omega (®)-3 yag asitleri, coklu doymamis uzun zincirli (18-22 C uzunlukta)
yag asitleridir ve cok sayidaki ¢ift baglardan ilki molekiiliin metil ucundan baslayarak 3.
karbon atomunda yerlesiktir. Omega-3 serisinin en énemli temel yag asitleri alfa-linolenik
asitten (ALA) tiiretilir. Bu da en bol olarak keten tohumu yaginda bulunur. Viicudumuz

temel yag asitlerini kendisi liretememektedir ve bu yiizden disardan besinlerle veya ek

gidalarla alinmas1 gerekir [39]. Linolenik asit (omega-3) saglik acisindan faydali etkileri
olan ve kronik hastaliklarin kontroliinde etkin ¢alisan ayn1 formdaki eikosapentaenoik asit
(EPA) ve dokosahekzaenoik asit (DHA) gibi uzun zincirli doymamis yag asitlerine
doniismektedir [37, 33]. ALA’nin doniisiim dereceleri EPA % 5-10 ve DHA % 2-5 olarak
belirtilmistir [40]. ALA, EPA ve DHA beyin ve retinanin ilk gelisiminde elzemdir [9].

1.1.4.2. Keten tohumunda bulunan proteinler

Keten tohumu genetik ve cevresel faktorlere bagl olarak % 10.5-31.0 araliginda
degisen protein icerigine sahiptir [28]. Sogukta gelisme kosullar1 diisiik protein igerigi,
sicakta gelisme kosullar1 ise yiiksek protein igerigine neden olmaktadir [25]. Yapilan
caligmalar keten tohumunun albumin ve globulinler olmak iizere iki ana depo protein
grubunu igerdigini gostermektedir. Madusudhan and Singh (1983)’e gore toplam proteinin
% 20’sini albumin olusturur [41]. Marcone et al. (1998)’a gore ise toplam proteinin %
73.4’1i globulin ve % 26.6’s1 ise albuminden ibarettir [42].

Varyasyonlar arasinda c¢esitli farkliliklar olmasina ragmen tiim keten tohumu
cesitleri benzer aminoasit igerigine sahiptir. Protein fraksiyonu uygun oranlarda
aminoasitler icermesine karsin lizin, treonin, metionin, sistin ve trozin agisindan fakir,

arjinin, aspartik asit ve glutamik asitce oldukga yiiksek bir icerige sahiptir. Sammour et al.
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(1994) ve Madhusudhan and Singh (1985) glutamik asit ve lizin igeriginin albuminde
globulinden daha fazla olmasina karsin, metionin’in globulinde ¢ok daha fazla oldugunu
rapor etmislerdir [43,44]. Yapilan ¢alismalar sonucunda keten tohumu proteininin, plazma
trigliserid konsantrasyonunu azalttigt ve hipotrigliseridemik etkiye sahip oldugu
belirlenmistir. Ayrica keten tohumu, serum iirik asit miktarinda belirgin bir diisiise sebep
olmaktadir. Keten tohumu proteini kan glukozunu iki farkl: yolla etkileyebilmektedir:

= [nsiilin salgisim tesvik ederek, glisemik indekste azalmaya neden olabilir.

» Polisakkaritlerle interaksiyona girerek, gidalarin glisemik indeksinde etkili olabilir.
Keten tohumu proteinlerinin antifungal 6zellige sahip olduklari da belirlenmistir. Bu
nedenle bazi gida sistemlerinde kiif gelisimini engellemek amaciyla kullanim olanagina

sahiptirler [45] .

1.1.4.3. Keten tohumunda bulunan fitokimyasallar

1.1.4.3.1. Lignanlar

Keten tohumu bitkisel kokenli bir kimyasal olan lignan bakimindan diger gidalar
icerisinde en zengin kaynaklardandir. Lignanlar, iki sinnamik asit kalintisinin birlesmesi ile
2,3-dibenzibutan cekirdeginden olusan fenolik bilesiklerdir. Karbonhidratlarla konjuge
halde bulunan bitki lignanlari, bagirsakta bakteriler tarafindan memeli lignanlari olan
enterodiol ve enterolaktona doniistiiriiliir. Keten tohumu memeli lignan 6n maddesi olan
sekoisolarisiresinol diglukozid (SDG) ag¢isindan en zengin kaynaktir (0.2 -3.7 mg/g tohum)
[38]. Keten tohumunda bulunan SDG, viicuda alindiginda bagirsakta bulunan fakiiltatif
aerobik mikroorganizmalarin (Clostridia sp.) aktivitesi sonucu enterodiol [ED; 2,3-bis[(3-
hydroxyphenyl) methyl]-1,4-butanediol; MW: 302] ve enterolakton [EL; trans-dihydro-
3,4-bis[(3-hydroxyphenyl) methyl]-2 (3H)-furanone; MW: 298] ‘a doniisiir. Bu doniisiim
esnasinda, SDG once bitki lignan aglikonu secoisolaricsiresinol (SECO); [R—(R*I,R*)—2,3—
bis[(4-hydroxy-3-methoxy phenyl) methyl]-1,4-butanediol; MW: 362]’e doniisiir hemen
ardindan dehidroksilasyona ve ardindan da demetilasyona ugrayarak, ED’i olusturur. ED,

EL’e okside olabilmektedir. Keten tohumu lignan ve metabolitlerinin, fitoostrojenik ve
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antioksidan etkilere sahip cesitli metabolizmalar vasitasiyla diyete bagl kronik hastaliklara

kars1 koruyucu etkileri oldugu cesitli in vivo ve in vitro ¢alismalarla kanitlanmistir [46,10]

1.1.4.3.2. Fenolik asitler

Yagli tohumlarda fenolik asitler, benzoik ve sinnamik asitlerin hidroksile edilmis
tiirevleri olarak olusurlar. Keten bitkisi tohumunda 8-10 g/kg toplam fenolik asit, 5 g/kg
esterlesmis fenolik asit ve 3-5 g/kg eterlesmis fenolik asit bulunmaktadir. Toplam ve
esterlesmis fenolik asitlerin diizeyi kabuksuz ve yagsiz keten tohumunda sirasiyla 81 ve
73.9 mg/100 g’dir. Bu iiriinlerde bulunan baslica fenolik asitler trans-ferulik (% 46), trans-
sinapik (% 36), p-kumarik (% 7.5) ve trans-kaffeik (% 6.5) asittir. Fenolik asit icerigindeki

cesitlilik mevsimsel etkilerden kaynaklanmaktadir [25].

1.1.4.3.3. Flavonoidler

Flavonoidler, dogal benzo-y-piran tiirevlerinin bir grubudurlar ve fotosentez yapan
hiicrelerde yer alirlar [47]. Flavonoidler alerjilere, iltihaba, serbest radikallere,
hepatotoksinlere, kiiflere, viriislere, iilserlere ve trombosit kiimelesmesine karsi biyolojik
aktiviteye sahiptirler. Ayrica flavonoidler lipit peroksidasyonunda, kapiller gecirgenlik ve
kirilganligi azaltmada rol oynarlar [48-49]. Bazi1 bitki flavonoidleri gastrointestinal
sistemde karsinojenlerle iliskiye girebilmekte ve bdylece bunlarin adsorpsiyonunu
azaltabilmektedirler [47]. Ayrica, flavonoidler hiicrelerden belirli karsinojenlerin
pompalanmasin1  artirarak  veya detoksifikasyon enzimlerini uyararak hiicreleri
karsinojenlere kars1 koruyabilmektedirler [38]. Yiiksek miktarda flavonoid alim1 (yaklasik
30 mg/giin) ile diisiik miktarda alim (<19 mg/giin) karsilastirlldiginda koroner kalp
hastaliklarinda yaklasik %50 oraninda bir azalma goriilmiistiir. Bu etkinin varsayilan
mekanizmasi, LDL oksidasyonu ile platelet agregasyonunun inhibisyonunu igermektedir
[50]. Keten tohumunda bulunan baslica flavonoidler flavan C- ve O-glikositlerdir [38].
Keten tohumunda flavonoidlerin igerigi 35 mg/100g ile 71 mg/100g arasinda
degismektedir. Bu diizeye kiiltiir ¢esitliligi ve cevresel faktorler etki etmektedir [49].
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1.1.4.3.4. Tokoferoller

Tokoferoller, yagda c¢oziinebilen en gii¢lii dogal antioksidanlardir. Keten tohumu
yag1 a, B ve y tokoferolleri icermekte ve toplam tokoferol icerigi 40-50 mg/100 g arasinda
degismektedir [38]. Keten tohumu yaginda bulunan y-tokoferol (toplam tokoferoliin %
80’den fazlasini olusturur) in vitro kosullarda a-tokoferolden ¢ok daha fazla antioksidan
etkiye sahip olmasina karsin a-tokoferol, biyolojik E vitamini etkisinin sadece %10-20
kadarin1 gostermektedir [51]. Keten tohumunda tokoferol diizeyi kiiltiirel ve cevresel
kosullardan etkilenmektedir. Toplam tokoferoliin % 26’s1 tohum kabugunda bulunmaktadir.
Tokoferoller hiicre membranindaki coklu doymamis yag asitlerini oksidasyona karsi
korumakta ve selenyumu indirgen formda tutarak antioksidan kapasitesine katkida
bulunmaktadirlar. Ayrica E vitamininin, nitrozaminlerin olusumunu da azalttig1 tespit

edilmistir [38].

1.1.5. Keten tohumunun saglik acisindan olumsuz etkileri

Keten tohumu ve soguk preslenmis keten tohumu yagi heniiz “Giivenilirligi Genel
Olarak Onaylanmis Madde” (GRAS) (Generally Recognized as Safe) statiisiine
girememistir [52]. Amerika ila¢c ve Gida Dairesi (FDA; Food and Drug Administration)
gidalarda %12’ye kadar keten tohumu ilavesine izin vermektedir. Keten tohumundaki
besinsel bilesenlerin olumsuz etkilerinin yiiksek miktardaki ¢oklu doymamis yag asidi
miktar1 ile ilgili oldugu rapor edilmistir. Cok sayidaki cift baglar, coklu doymamis yag
asitlerini oksidasyon ve serbest yag asidi olusumuna uygun hale getirmektedir. Bu nedenle,
uzun siire diyetle alinan yiiksek miktarda keten tohumunun oksidatif stresi artirabilecegi ve
antioksidan bilesiklerin azalmasina neden olabilecegine iliskin bilgiler mevcuttur [25].
Yapilan calismalarda %20 keten tohumu iceren diyet ile beslenen farelerde plazma ve

karacigerde E vitamininin azaldigi kamitlanmistir [52, 47].

Keten bitkisi tohumunda bulunan fitik asit, ¢inko ve kalsiyum gibi pozitif yiiklii
minerallere baglanarak bu minerallerin yetersizli§ine neden olabilmekte ve kemik
gelisimini  etkileyebilmektedir [52]. Keten tohumunda, besin alimini zorlastiric

bilesiklerden biri olan ve B¢ vitaminine baglandig: bilinen linatinin saglik iizerine olumsuz
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etkileri rapor edilmistir [53,54]. Keten tohumunun diyetle fazla miktarda alinmasi Bg
vitamini eksikligine ve sonucta da homosistein ve bobrek yetmezliginin artmasina neden
olmaktadir. Keten tohumunun pisirilmeden tiiketimi, hayvan ve insanlar icin fazla miktarda
alindiginda toksik olabilecek bir bilesik olan siyanojenik glukosidlerin (HCN) iiretimine
neden olabilir. Yiiksek miktarlarda pisirilmemis keten tohumu tiiketimi (>10 yemek
kas181/giin) HCN miktarin1 50-60 mg inorganik siyanite kadar ¢ikarabilir ve bu deger de
yetigkinler i¢in potansiyel olarak toksik kabul edilir. Yapilan caligmalar sonucunda giinliik
50 g’a kadar pigsmis keten tohumu tiiketiminin idrar tiyosiyonat miktarini artirmadigi

bulunmustur [25].

1.2. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

1.2.1. Oksijen ve canlilar i¢cin 6nemi

Oksijen biitiin canlilar i¢in vazge¢ilmez bir element olup, hidrojen, karbon, azot ve
kiikiirt ile birlikte organik molekiillerin temel yapisina katilir. Atmosferde en bol bulunan
elementlerden biri olan oksijen, yaklasik iki milyar yil kadar once fotosentetik canlilarin
faaliyeti sonucu olusmaya baglamistir [55]. Atmosferdeki oksijen birikimini takiben olusan
ozon tabakasi, 0zellikle karasal ortamda, daha yiiksek yapili canlilarin olusumu ve evrimine
de olanak saglamistir [55]. Organik molekiillerdeki yapisal gorevinin yanisira, aerobik
canlilarin enerji metabolizmasindaki rolii nedeniyle oksijen hayati bir role sahiptir. Cok
sayidaki hidroksilaz ve oksidaz enzimleri oksijeni substrat olarak kullanip organik
molekiillerin yapilarina katilimin1 katalizlemektedir. Bilinen biitiin canl tiirleri, organik
molekiillerin i¢cindeki sekli ile oksijene gereksinim duysalar da, serbest formdaki molekiiler
oksijen her canl tiirii i¢in ayn1 anlami ifade etmez. Ornegin aerobik canlilar yasamlar icin
mutlaka molekiiler oksijene gereksinim duyarlar. Anaerobik canlilar ise biiylime ve
cogalmalart i¢in oksijene bagimh degildirler. Fakiiltatif anaeroblar oksijenin varligini tolere
edebilirler, oysa zorunlu anaerobik canlilar sadece oksijensiz ortamda yasayabilirler.
Anaerobik canlilardaki oksijenin toksik etkisinin sebebi, oksijenden kaynaklanan bazi
reaktif tiirlerin biyolojik molekiilleri oksitlemeleri ve bu reaktif tiirlere karsi anaerobik

tiirlerde savunma sisteminin bulunmamasidir [55].
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1.2.2. Serbest radikaller

Radikaller, dis orbitallerinde paylasilmamis elektron iceren kimyasal tiirlerdir.
Boyle bir kimyasal tiir basit bir atom ya da kompleks yapili bir organik molekiil olabilir.
Her tiirlii kimyasal ve biyokimyasal tepkime daima atomlarin dis orbitallerindeki
elektronlar seviyesinde gerceklesir. Dis orbitallerde paylasilmamis elektron bulunmasi
reaktiviteye yol acar. Dis orbitallerinde eslenmemis elektron bulunduran kisa Omiirlii
reaktif atom ve molekiiller serbest radikal olarak tanimlanir [56]. Bir baska tanimda;
serbest radikaller bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa Omiirlii, kararsiz,
moliikiil agirlign diisik ve cok etkin molekiiller olarak belirtilmektedir [57]. Serbest
radikaller i¢in bir¢cok tanim yapilmasina ragmen arastirmacilarin iizerinde birlestigi tanim;
bir serbest radikalin molekiiler ya da atomik yoriingesinde bulunan ve genelde ¢ok reaktif
olan c¢iftlesmemis elektron bulunduran bir kimyasal iiriin oldugu seklindedir [58].

Dis orbitallerinde paylasilmamis elektron bulunmasi1 s6z konusu kimyasal tiiriin
reaktivitesini olaganiistii arttirdigr icin, radikaller reaktivitesi cok yiiksek olan kimyasal
tiirlerdir [55]. Serbest radikaller, pozitif yiiklii, negatif yiiklii ya da notral olabilirler. Her ne
kadar serbest radikal reaksiyonlari, bagisiklik sistemi hiicrelerinden nétrofil, makrofaj gibi
hiicrelerin savunma mekanizmasi i¢in gerekli olsa da, serbest radikallerin fazla iiretimi
doku hasar1 ve hiicre oliimii ile sonuglanmaktadir. Serbest radikaller hiicrelerin lipid,
protein, DNA, karbonhidratlar gibi tiim 6nemli bilesiklerine etki ederler ve de yapilarinin

bozulmalarina neden olurlar [59].

1.2.2.1. Biyolojik sistemlerde bulunan serbest radikaller

Serbest radikaller, zigot doneminden itibaren organizmanin canlilifi devam ettigi
siirece dogal olarak normal biyolojik islevler sonucunda iiretilirler [60]. Oksijenin reaktif
tiirleri biyolojik sistemlerde, yiiksek enerji radyasyonlar1 ya da fotooksidasyon gibi fiziksel
ajanlarin yani sira, oksijenin biyolojik aktivasyonunu gerceklestiren pek c¢ok protein ve
enzim iligkisi ile {iretilebilirler. Aktif oksijen tiirevleri, ge¢is metalleriyle katalizlenen

biyolojik olaylar vasitasiyla birbirleriyle ve diger molekiillerle reaksiyona girmeye hazir
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olduklar i¢in biyolojik sistemlere zararhidirlar [61]. Cizelge 1.1.” de baslica reaktif oksijen

tiirleri gosterilmistir [62].

1.2.2.2. Serbest radikallerin olusumu

Icinde bulundugumuz cevrede cesitli fiziksel etkenler ve kimyasal olaylar nedeniyle
stirekli bir radikal yapimi vardir. Bir serbest radikal 3 yolla ortaya cikabilir [63].

1. Kovalent bag tastyan normal bir molekiiliin homolitik yikimi sonucu olusurlar.

Yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalar ve yliksek sicaklik (500-600°C) kimyasal
baglarin kirilmasina neden olur. Kirilma sirasinda bag yapisindaki iki elektronun her bir
parcas1 ayr1 ayr1 atomlar iizerinde kaliyorsa, bu tiir kirtlmaya homolitik kirilma denir ve her
iki atom {iizerinde de paylasilmamis elektron kalir. Organik molekiillerdeki baglarin

heterolitik kirtlmas1 durumunda zit yiiklii iyon ciftleri olusur ve bu tiirler de reaktiftirler.

X:Y->X'+Y

Reaksiyon 1: Molekiillerin homolitik kirilmasi
2. Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi sonucu olusurlar.

Radikal 6zelligi bulunmayan, normal bir molekiilden tek bir elektronun kayb1 ya da
bir molekiiliin heterolitik olarak boliinmesi ile olusurlar. Heterolitik boliinmede kovalent
bagi olusturan her iki elektron, atomlardan birisinde kalirlar. Boylece serbest radikaller
degil, iyonlar meydana gelir. Ornegin; askorbik asit, glutatyon ve tokoferoller gibi hiicresel
antioksidanlar, radikal tiirlere tek elektron verip radikalleri indirgerken, kendilerinin radikal

formu olusur.

X: Y-X+Y"
Reaksiyon 2: Molekiillerin heterolitik kirilmasi
3. Normal bir molekiile elektron transferi ile olusurlar.
Radikal ozelligi tasimayan, normal bir molekiile tek bir elektron transferi ile
olusurlar. Ornegin, molekiiler oksijenin tek elektron ile indirgenmesi, radikal formu olan

stiperoksidin olusumuna neden olur.
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Ave - A ™
Reaksiyon 3: Molekiile elektron transferi
Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi ile olusurlar. Serbest
radikaller pozitif yiiklii, negatif yiiklii veya elektriksel olarak notral olabilirler. Cu®*, Fe’*,
Mn** ve Mo *gibi gecis metallerinin de ortaklanmamus elektronlar oldugu halde serbest
radikal olarak kabul edilmezler. Fakat bu iyonlar reaksiyonlar1 katalize ettiklerinden dolay1

serbest radikal olusumunda 6énemli rol oynarlar [64].
1.2.3. Serbest oksijen radikalleri

Serbest radikaller, fiziksel ve kimyasal oOzellikleri, hiicresel kaynaklari, rol
oynadiklar1 tepkimeler ve etkileri ile ¢esitli doku ve hiicre hasarlarina neden olabilirler [65].
Biyolojik sistemlerdeki en 6nemlileri oksijenden olusmus radikallerdir [66]. Serbest oksijen
radikalleri, oksijenin belirli kosullarda kismen indirgenmesi sonucu ¢ok kisa Omiirlii ve
giiclii oksidan nitelikli oksijen metabolitleridir. Bunlar su sekilde siralanabilir:

1. Siiperoksit radikali

2. Hidroksil radikali

3. Singlet oksijen

4. Hidroperoksi radikali

5. HZO2

Bu reaktif maddeler bazi biyolojik molekiilleri hasara ugratabilirler. Etraflarindaki

molekiiller ile reaksiyona girerek onlardan elektron alip kararli hale gelirler [67].
1.2.4. Serbest radikallerin etkileri

Serbest radikaller, hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi tiim
onemli bilesiklerine etki ederler. Karbonhidrat, lipid, protein ve DNA gibi biyomolekiillerin
tiim siniflar1 ve tiim hiicre komponentleri ile etkilesme 6zelligi gostererek hiicrede yapisal
ve metabolik degisikliklere neden olurlar [64, 66]. Mitokondrideki aerobik solunumu ve

kapiler gecirgenligi bozar, hiicrenin potasyum kaybimi ve trombosit agregasyonunu
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arttirirlar. Serbest radikallerin hiicredeki baslica zararl etkileri Cizelge 1.2 de gosterilmistir

[62].

Cizelge 1.2. Serbest radikallerin hiicredeki baslica zararh etkileri

Doymamis yaglar

Kolesterol ve yag asitlerinde oksidasyon
Lipidlerde capraz baglanmalar

Organel ve hiicrelerde ¢apraz baglanmalar

Karbonhidratlar

Polisakkaritlerin depolimerizasyonu

Niikleik asit bazlari

Hidroksilasyonlar
Mutasyonlar, kimyasal modifikasyonlar

Sekerlerde benzer reaksiyonlar

Kiikurtlii amino asitler

Protein denatiirasyonu ve caprazlanma

Enzimlerde inhibisyon

Proteinler Peptid zincirlerinde kopma
Denatiirasyon
Niikleik asitler Tek ve cift iplik¢ik kirilmalar

Proteinlerde ¢apraz baglar

Baz icermeyen bolgeler

Hiyaluronik asit

Sinovyal s1v1 akiskanliginda degisme

Serbest oksijen radikallerinin karbonhidratlar iizerine etkileri onemli diizeydedir.

Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu H,0,, peroksitler ve okzoaldehitler meydana

gelirler. Bunlar diabet ve sigara i¢cimi ile ilgili kronik hastaliklar gibi patolojik olusumlarda

onemli rol oynarlar. Okzoaldehitler, DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve capraz

baglar olusturabilme ozelliklerinden dolayr antimitotik etki gosterirler. Boylece kanser ve

yaglanma olaylarinda rol oynarlar. Coklu doymamis yag asitleri ve karbonhidrat

oksidasyonunun bir iiriinii olan glioksal’1n hiicre boliinmesini inhibe ettigi kaydedilmistir.

Goziin vitreus humorunda da bol miktarda hyaluronik asit bulunur. Bunun da oksidatif

hasar1 katarakt olusumuna katkida bulunur [64].

Proteinler serbest radikal etkisine karsin, coklu doymamis yag asitlerine kars1 daha

az hassastirlar ve baglayan zarar verici zincir reaksiyonlarinin hizla ilerleme ihtimali daha
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azdir. Proteinlerin serbest radikal zararindan etkilenme dereceleri icerdikleri aminoasit
kompozisyonuna baglidir. Doymamis bag ve siilfiir iceren aminoasitlerden (triptofan,
tirozin, fenil alanin, histidin, metionin, sistein gibi) meydana gelmis proteinler serbest
radikallerden kolaylikla etkilenir. Ozellikle fazla sayida disiilfid bag bulunduran
proteinlerin ii¢ boyutlu yapilart bozulur.

Hiicre membrani coklu doymamis yag asitlerince oldukca zengin oldugundan,
kolayca bu etkiye maruz kalir ve ¢ok zararli olan bu reaksiyon zincirleme olarak devam
eder. Membrandaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest radikaller ile
kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon {Uriinlerini olusturabilirler. Doymamis yag
asitlerinin oksidatif yikimu lipid peroksidasyonu olarak adlandirilir. Lipid peroksidasyonu
(LPO), ¢oklu doymamis yag asitlerinin radikaller ile oksidasyonu sonucu baslayan ve
otokatalitik zincir reaksiyonlar1 seklinde uzayan, lipid peroksitlerinin aldehit tiirevleri,
hidrokarbon radikalleri ve ugucu bazi iiriinlere ¢evrilmesi seklinde sonlanan siirectir [62,
68- 70]. LPO, membranlara yakin bolgelerde ortaya ¢ikan ‘OH radikalinin membran
fosfolipidlerinin yag asidi yan zincirlerine saldirmasiyla olusur [62, 64, 71]. Lipid
peroksidasyonu ile olusan membran zarar1 geri doniisiimsiizdiir. Biyomolekiillerin tiim
biiylikk smniflart serbest radikaller tarafindan etkilenirler, fakat lipidler en hassas
olanlaridirlar.

DNA, serbest radikaller i¢in onemli bir hedeftir. Hem HO™ hem de O, niikleik
asitler ile piirin ya da pirimidin arasinda ayirim yapmaksizin tepkimeye girerler. Iyonize
edici radyasyonla olusan serbest radikaller, DNA’y1 etkileyerek hiicrede mutasyona,
kanserlesmeye ve oliime yol acabilir. Iyonize edici radyasyona bagli hiicre 6liimiiniin
baslica nedeni niikleik asitlerin reaktif oksijen tiirleri ile reaksiyonudur. Reaktif oksijen
tiirleri DNA ¢ift sarmalinin ayrilmasina veya niikleik asit baz degisimlerine neden olabilir.
Bu da kromozal mutasyonlar ve sitotoksisite ile sonuglanmir [72-75]. Hidroksil radikali,
deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girer ve degisikliklere yol acar. Eger hidroksil
radikali DNA’nin yakininda meydana gelirse piirin ve primidin bazlarina saldirabilir ve
mutasyonlara neden olabilir.

Hidroksil radikali, niikleik asitlerde doymus karbon atomlarindan hidrojen ¢ikarir
veya cift baglara katma tepkimeleri ile sonuglanan tepkimelere girer. Singlet oksijenin

niikleik asitlerle tepkimeye girme yetenegi daha sinirlidir. Siiperoksit anyonu gii¢lii bir
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oksitleyici oldugundan, guanin gibi yiiksek elektron yogunluklu bdlgeler iceren
molekiillerle daha kolay tepkimeye girer [74]. Aktive olmus notrofillerden kaynaklanan
hidrojen peroksit membranlardan kolayca gecerek ve hiicre cekirdegine ulasarak DNA
hasarina, hatta hiicre oliimiine yol acabilir [75-77]. Reaktif oksijen tiirleri, DNA’nin

oksidatif hasar1 sonucu karsinogenez, hastaliklar ve yaslanmada 6nemlidir [73,78] .

1.2.5. Antioksidan savunma mekanizmalari

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 onlemek
icin viicutta bazi savunma mekanizmalar gelistirilmistir. Canli hiicrelerde bulunan lipidler,
proteinler, niikleik asitler ve karbonhidratlar gibi hedef molekiillerdeki oksidan hasari,
serbest radikalleri notralize ederek engelleyen veya geciktiren maddelere antioksidan ve bu
olaya da antioksidan savunma adi verilir [79]. Organizmada serbest radikallerin olusum hiz1
ile bunlarin ortadan kaldirilma hiz1 bir denge icerisindedir ve bu durum oksidatif denge
olarak adlandirilir. Oksidatif denge saglandigi siirece organizma, serbest radikallerden
etkilenmemektedir. Bu radikallerin olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda
bir diisme bu dengenin bozulmasina neden olur. “Oksidatif stres” olarak adlandirilan bu
durum o6zetle; serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki

ciddi dengesizligi gostermekte olup, sonugta doku hasarina yol agmaktadir (Sekil 1.3.).
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Sekil 1.3. Oksidatif stresin sematik gosterimi [80].

Serbest radikaller ve antioksidanlar arasinda ¢ok hassas bir denge vardir. Bu
dengedeki diizensizlikler veya hiicreye zarar veren reaktif oksijen tiirlerinin birikimi
yukarida da belirtildigi gibi oksidatif stres olarak tamimlanir. Hiicre i¢i reaktif oksijen tiirleri
tireten ¢ok sayida bilesik ve cevresel ajanlar, aktif oksijen konsantrasyonunun hiicrenin
savunma kapasitesini asan bir seviyeye ulastigi durumlarda ortaya ¢ikan oksidatif strese
neden olurlar. Hiicreler reaktif oksijen tiirlerinin yiiksek seviyelerine maruz
birakildiklarinda da oksidatif stres meydana gelmektedir. En belirgin 6zellikleri okside olan
substratlara oranla ¢ok daha az konsantrasyonlarda bile, substratin oksidasyonunu
geciktirmeleri ve inhibe etmeleridir [81]. Antioksidanlarin bir kismi serbest radikal
olusumunu, bir kismui ise olugsmus serbest radikallerin zararl etkilerini onler. Antioksidanlar
etkilerini, simdiye kadar tesbit edilebilen alt1 degisik mekanizma ile gosterirler [72, 81-83].
Bu mekanizmalar, birbirinden bagimsiz veya bir arada isleyebilmektedirler.

v" Oksijen ile reaksiyona girerek ya da onun yerini alarak lokal oksijen

konsantrasyonunu azaltabilirler.
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v" Hidroksil ( 'OH) radikali yapisinda yer alan hidrojen atomlar1 bag olusturabilecek
yapidaki iiriinleri temizleyerek, peroksidasyonun baslamasini1 6nleyebilirler.
v" Membran lipidlerine direkt etkileyerek peroksit olusturabilen singlet oksijeni

baskilayabilir ya da temizleyebilirler.
. +2 +3
v Metal iyonlarin1 baglamak yoluyla reaktif gruplarin ( OH, ferril ya da Fe /Fe /O2

kompleksleri gibi) ve /veya lipid peroksitlerden peroksil ve alkoksil radikallerinin
olusumunu 6nleyebilirler.

v Peroksitleri, alkol gibi radikal olmayan iiriinlere cevirebilirler. Ornegin; GSH-Px,
peroksitleri bu yolla temizleyen bir antioksidan enzimdir.

v Zinciri kirabilirler yani, zincir olusumuna neden olabilen serbest radikallerle
reaksiyona girebilirler ve yag asidi zincirlerinden siirekli hidrojen iyonu salinimini
onleyebilirler.

Antioksidan molekiiller endojen ve eksojen kaynakli yapilar olup, olusan oksidan
molekiillerin neden oldugu hasar1 hem hiicre ici hem de hiicre dis1 savunma ile etkisiz hale
getirilirler. Hiicre dis1 savunma, albiimin, bilirubin, transferin, seruloplazmin, iirik asit gibi
cesitli molekiilleri icermektedir. Hiicre i¢i serbest radikal toplayici enzimler asil antioksidan
savunmay1 saglamaktadir. Bu enzimler siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon- S-transferaz
(GST), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz (GR), katalaz (CAT) ve sitokrom
oksidazdir. Bakir, cinko ve selenyum gibi eser elementler ise bu enzimlerin fonksiyonlari

icin gereklidir.
1.2.5.1. Antioksidan sistemler

Primer antioksidan enzimlerden en Onemlileri; katalaz, siiperoksit dismutaz,
glutatyon peroksidaz, glutatyon-S-transferaz ve glutatyon rediiktazdir.
Antioksidan savunma sisteminde direkt etkili olmayan fakat dolayli olarak iliskili olan
diger enzimler ise; NADPH-kinon oksidorediiktaz, epoksit hidrolaz, UDP-glukronil
transferaz, sulfonil transferaz, glukoz-6 fosfat dehidrojenaz ve &- fosfoglukonat

dehidrojenaz sayilabilir.
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1.2.5.1.1. Siiperoksit dismutaz (SOD, Superoksit oksidorediiktaz; EC 1.15.1.1)

Ik defa 1968 yilinda McCord ve Fridovich tarafindan tanimlanmistir. Reaktif
oksijen tiirlerinden kaynaklanan ¢esitli streslere ve siiperoksit radikallerine kars1 hiicresel
savunmada gerekli enzimdir. Kesin bir ozgiilliige sahip olan SOD, antioksidan savunmanin

ilk basamag siiperoksitin HzOz’e dismutasyonunu katalizler.

20,+2H" —2 5 H,0,+0,

Kofaktor olarak icerdigi metal iyonu tipine gore 3 farkli sekilde kategorize edilebilir:

a) Bakir ve Cinko iceren (Cu/Zn) dismutazlar; dkaryotlarin stozoliinde, kloroplastlarda ve
bazi bakteri tiirlerinde bulunurlar. Cu ve Zn icerirler.

b) Mangan iceren dismutazlar; prokaryotlar ve okaryotlarin mitokondrilerinde bulunurlar.
Mn igerirler. Ayn1 tepkimeyi katalizlemeleri disinda higcbir yapisal benzerlikleri yoktur
[55].

c) Demir iceren dismutazlar; prokaryotlarda bulunurlar. Mn-dismutaza benzerler. SOD
enzimi aerobik hiicrelerde siiperoksit radikalinin zararina kars: hiicre i¢i savunmada biiyiik

rol oynarlar. SOD’un aktivitesinde yaslanmaya bagl olarak bir azalma olmaktadir [84].
1.2.5.1.2. Katalaz (CAT; H,0,: Oksidorediiktaz; E.C.1.11.1.6)

Katalaz, peroksizomlarda lokalize olan ve yapisinda 4 adet “hem” grubu bulunduran
bir hemoproteindir. Karaciger ve eritrositlerde en yiiksek aktiviteye sahiptir. HyO;’1 su ve
molekiiler oksijene parcalar.

2H,0,—22 50H 0+ 0,

Ayrica katalaz, bir molekiil H>O,’i elektron verici bir substrat olarak, digerini de oksidan

veya elektron alicist olarak kullanabilir. Katalazin indirgeyici etkisi hidrojen peroksitin
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yanisira metil-, etil- hidroksiperoksitler gibi kii¢iik molekiillii lipid peroksidasyonlarini da

icine alir [64].

1.2.5.1.3. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px; glutathione:H,O, oksidorediiktaz, EC
1.11.1.9)

Glutatyon peroksidaz, hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu enzimdir.
Enzimin % 60-75’1 Okaryot hiicrelerin sitoplazmasinda bulunur. % 25-40’1 ise
mitokondridedir. Enzim aktivitesinin en fazla oldugu dokular ise eritrositler ve karacigerdir.
GSH-Px, intraselliiler mesafede lipidleri peroksidasyondan koruyan en 6nemli enzimdir. Bu
nedenle hiicrenin 6zellikle sitozolik kompartmaninda yer alan bu enzim hiicrenin yapisini

ve fonksiyonunu korur [64,85] .

GSH-Px, asagidaki reaksiyonlar1 katalizler [64].

H,0, +2GSH —" 5 GSSG + H,0 1))
ROOH +2GSH —~" 3 GSSG + ROH + H,0 (I0)

Glutatyon peroksidaz enziminin selenyum (Se) bagimli ve bagimsiz iki formu
vardir. Se bagimli glutatyon peroksidaz enzimi aktif merkezinde enzime kovalent bagl
selenosistein formunda bir selenyum atomu bulundurmaktadir. Hidrojen peroksit ve diger
organik hidroperoksitler, genellikle sitozolde ve mitokondriyal bolgelerde fazla miktarda
bulunan GPx tarafindan rediiklenir. Se bagimli glutatyon peroksidaz, bitki hiicrelerinde
bulunmaz burada hidrojen peroksit askorbat peroksidaz tarafindan yikilir. Se bagimsiz
glutatyon peroksidaz ise sadece organik hidroperoksitlerin yikilmasinda gorev alir.
Hidroperoksitlerin rediikte olmasi ile meydana gelen GSSG, glutatyon rediiktazin (GSSG-
R) katalizledigi reaksiyon ile tekrar GSH’a doniisiir [86].
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1.2.5.1.4 Glutatyon S-Transferaz ( GST, EC.2.5.1.18)

“Selenyuma bagli olmayan GSH-Px” olarak ta adlandirilir. Iki protein alt
biriminden olusan bir enzim ailesidir. Genel olarak 3 sitozolik ve bir de mikrozomal olmak
tizere 4 ana gruba ayrilirlar. Organizmaya giren ksenobiotiklerin biyotransformasyonunda
onemli rol oynarlar. Basta arasidonik asit ve linoleat hidroperoksitleri olmak iizere lipid

hidroperoksitlere karst GST’ler Se-bagimsiz glutatyon peroksidaz aktivitesi gosterirler [87]

ROOH +2GSH ——>GSSG + ROH + H,0

Oncelikle arasidonik asit ve lineolat hidroperoksitleri olmak iizere lipid peroksitlerine kars:

Se bagimsiz GSH peroksidaz gibi aktivite gostererek antioksidan etki gosterir [66, 88].

1.2.5.1.5. Glutatyon rediiktaz (GSSG-R, EC. 1.6.4.2)

Hidroperoksitlerin rediikte olmasi esnasinda meydana gelen okside glutatyon
(GSSG), GSSG-R’in katalizledigi reaksiyonla tekrar rediikte hale (GSH) doniisiir.
Reaksiyonun gerceklesmesi icin NADPH’a ihtiya¢ vardir [66, 83] .

GSSG + NADPH + H + —S38¢R 5 s 2GSH + NADP*

1.2.6. Toksikolojide serbest radikallerin 6nemi

Serbest radikaller, hiicrelerde ekzojen ve endojen kaynakli etmenlere bagl olarak
olusurlar. Ekzojen kaynakli etmenler; cesitli kimyasallar (parakuat, alloksan, CCly,
parasetomol gibi), iyonize ve ultraviyole radyasyon, hava kirliligi olusturan kimyasal
maddeler, sigara dumani, solventler gibi cevresel faktorler, bazi antineoplastik ajanlar
(nitrofurantoin, bleomisin, doksorubisin ve adriamisin vs.), alkol ve uyusturucular gibi

maddeler olarak siralanabilir [59]. Oksidatif stresin artmasi biiyiik biyomolekiillere
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(proteinler, DNA ve lipidler gibi) zarar verebilir. Oksidatif zedelenme degisik
mekanizmalar ile timor olusumuna yol acabilir. DNA hasarina, onarilamazsa mutasyonlara
neden olabilir [90]. Serbest radikallerin yarattig1 oksidatif stresin 6nlenmesi ve etkisinin en
aza indirilmesi i¢in yeterli miktarda antioksidan tiiketilmelidir. Antioksidanlar, hem direk
hem de dolayli olarak ksenobiotiklerin, ilaglarin, karsinojenlerin ve toksik radikal
reaksiyonlarin istenmeyen etkilerine karsi hiicreleri koruyan maddelerdir. Vitamin A, C, E,
beta-karoten, metallotionin, poliaminler, melatonin, NADPH, adenozin, koenzim Q-10,
irat, ubikuinol, polifenoller, flavonoidler, fitoostrojenler, sistein, homosistein, taurin,
metionin, s-adenozil-L-metionin, resveratrol, nitroksidler, GSH, glutatyon peroksidaz,
katalaz, siiperoksid dismutaz, tioredoksin rediiktaz, nitrikoksid sentaz, hem oksijenaz-L ve
eozinofil peroksidaz bu gruba girer [66, 91-92]. Antioksidanlar, lipid peroksidasyonu,
proteinlerin ¢apraz baglanmasi ve DNA mutasyonu ile etkilesip, doku hasar1 etkilerini
Onlerler. Serbest radikaller kansere de neden olduklarindan, ¢cogu antioksidanlar kanseri

baslangicta durdurup tiimor gelisimini 6nlemede etkin olabilir [93, 94].

1.3. Kanser Mekanizmasi

Oksidatif stresin artmasi biiyiik biyomolekiillere (proteinler, karbonhidratlar, DNA
ve lipidler gibi) zarar verip, kalp hastalig1 ve kanser riskinin artmasina neden olmaktadir.
Oksidatif hasar degisik mekanizmalar ile tiimoér olusumunda rol oynar. DNA
zedelenmesine, onarilamazsa mutasyonlara neden olur [95]. Oksidatif strese yol agarak
hiicresel dejenerasyona neden olan serbest radikaller bircok kanser olusumunu da
tetikleyebilir. Cesitli karsinojenik ve mutajenik ajanlar da hayvanlarda ve insanda oksidatif

stres ve mutasyonlara bagli olarak kanser olusumunu indiikleyebilir.
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1.3.1. Kanser biyolojisi

Kanser, tek bir hiicrede olusan genetik degisikliklerin hiicrenin anormal cogalma
yetenegi kazanmasi ve farklilagsmasi ile ortaya ¢ikan, toplumda en fazla 6liim nedenleri
icinde yer alan bir hastalik grubudur [96]. Hizla ¢ogalan hiicrelerin olusturdugu tiimoral
yapt Oncelikle yakin cevreye yayilir. Daha sonra daha uzak organlara kan veya lenfotik yol
ile yayilir. Timor cogalirken ¢evre dokular ile uyuma dikkat etmez ve hizla iginde
bulundugu organizmaya ait besinleri kullanarak biiyiir [97, 98].

Yasamin ve canlilifin en temel birimi olan hiicrenin, i¢ ve dis cevresiyle
haberlesmesini saglayan sinyallesmeler, normal hiicrelerde sinirli ve kontrollii boéliinmeyi
saglarken, kanser hiicrelerinde kontrolsiiz boliinme ve biiyiime olarak algilanir.
Kanserlesme yolunda tetigi ¢eken kimyasallarin cogu mutajeniktir. Bu nedenle DNA,
kimyasal karsinojenler icin ana hedeftir. DNA yapisinda olusan hasarlar eger tamir
enzimleriyle onarilirsa veya onarilmadigl durumlarda tiimor baskilayici genler ile apoptotik
genlerin igbirligiyle hiicre apoptoza siiriikklenirse, organizma kanser hiicrelerinden
temizlenir. Tersi durumlarda ise kanser denilen birden fazla gen ve cevrenin etkilesimiyle

hastalik ortaya ¢ikar.

APOPT(C

Sekil 1.4. Kanserin poligenik nedenleri [ 99]
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Sekil 1.4 de kanserin poligenik nedenleri verilmistir. Kanserin nedenleri olarak, hiicre
dongiisii  kontrol genleri, onkogenler, baskilayic1i genler, DNA tamir genleri,
detoksifikasyon ve apoptosizin kontroliinii saglayan genlerin yapisinda olusacak
mutasyonlar, gosterilmektedir [ 99].

Kendileri direkt karsinojen olmayan bazi ilaclar ve hormonlar, mutasyona neden olmadan,
sadece hiicre boliinmesini uyarmalart nedeniyle tiimor promotoru olarak tanimlanirlar.
Hormonlar o6zellikle de Ostrojen hormonu bazi insan kanserlerinin gelisiminde tiimor
promotoru olarak cok onemli bir rol oynar [100]. Kimyasal maddelere ve radyasyona ek
olarak bazi viriislerin de %10-20 arasinda degisen oranlarda insanlarda kanser olusumunu
tetikledigi saptanmistir [101]. Sekil 1.5 te DNA hasari, serbest radikaller ve gen
mutasyonlari, spontan mutasyon, hiicresel yaslanma gibi yaslanmanin genetik temelleri ve

buna etki eden faktorleri gosterilmistir.

p53, Rb, p16..,,,

AP@PTOZIS
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Sekil 1.5. DNA hasari, serbest radikaller ve gen mutasyonlari, spontan mutasyon, hiicresel

yaslanma gibi yaslanmanin genetik temelleri ve buna etki eden faktorler [ 99].

1.3.2. Kanser hiicrelerinin ozellikleri

Insan viicudu ¢ok ¢esitli hiicrelerin olusturdugu bir ekosistemdir. Bu ekosistem
icerisinde belirli bir igbirligi icerisinde biraraya gelen hiicrelerin herhangi birisinde
digerinin aleyhine sebep olacak bir mutasyon tiim isbirliginin gelecegini tehlikeye sokar.
Kanser hiicrelerinin bazi genel 6zellikleri:

Smirsiz Boliinme Potansiyeli: Kanser hiicreleri hizla cogalan fakat farklilagmalarini
tamamlayamamis hiicrelerdir. Sinirsiz boliinme potansiyeline sahiptirler.

Kontak Inhibisyon Yoklugu: Kanser hiicrelerinde hiicre yiizey adezyon genlerinin normal
hiicrelere nazaran daha az ifade edilmesinden kaynaklanan daha az hiicre-hiicre ve hiicre-
matriks etkilesimi bulunur. Kanser hiicrelerinin adezyon yapisindaki bu farkliliklar,
morfolojik ve hiicre iskeleti yapisinin da bozulmasina neden olarak temas kaybiyla
sonuglanir. Kiiltiirii yapilan normal hiicreler, kiiltiir plag1 iizerinde komsu hiicrelere temas
edinceye kadar yayilirken, tersine tiimor hiicreleri komsularina temas ettikten sonra da
yayllmaya devam ederek diger hiicrelerin iizerine yayilir ve kontrolsiiz bicimde c¢ok
tabakali olarak cogalirlar.

Apoptozdan Kacis: Programli hiicre 6liimii (apoptozis) kan hiicreleri de dahil olmak iizere
cogu hiicre tipinin farklilasma programinin tamamlayici pargasidir. Kanser hiicrelerinin
apoptoza karsi direncli olmalarindan dolayr da normal hiicrelere gore artmis yasam
uzunlugu sézkonusudur. Ornegin, cogu normal hiicrenin 6miir uzunlugu apoptozu Snleyen
biiylime faktorlerinden veya hiicre disindan gelen sinyallere baglidir. Normal hiicreler DNA
tamir ve tiimor baskilayici gen aktivitelerine sahip olduklarindan tamiri miimkiin olmayan
DNA hasarlarinin varliginda apoptoza ugrarlar (Sekil 1.6).

Sonug olarak kanserlesme olarak tanimlayabilecegimiz onkogenez siirecinde tetigin
cekilmesi anlaminda, ¢ok farkli alternatif yollar ve bu yollarda etkili olan degisik gen ve

cevre kombinasyonlar1 bulunmaktadir [99].
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duyarsizhk

Sekil.1.6. Kanser hiicrelerinin temel 6zellikleri [ 99].
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2. KAYNAK OZETLERI

Keten bitkisi tohumu tiiketiminin, kalp hastaliklar1, kanser ve diabet riskini azaltan
olumlu etkileri rapor edilmektedir. Bu konuda yapilan calismalar keten tohumunun
hastaliklar1 6nleyici rollerini ortaya koymaya yoneliktir.

Senaino and Thompson (1992) bes grup Sprague-Dawley ki erkek sicana
azoksimetan enjekte ettikten sonra yiiksek yagl bir bazal diyet ve %5-10 oraninda keten
tohumu ilaveli diyetlerle dort hafta beslemislerdir. Sonugta keten tohumu ile beslenmenin
kolon kanseri riskini azaltabilecegini tespit etmislerdir [102].

Kolon kanserine yol acan maddeler ve B-glikoronidaz aktivitesi iizerine keten
tohumu ve lignanlarinin etkisini belirlemeye yonelik yapilan bir ¢calismada, 6 grup Sprague-
Dawley 1rki erkek sican yiiz giin boyunca yiiksek yagli bazal diyet, %?2.5-5 oraninda keten
tohumu ve %5 yag alinmis keten tohumu ilave edilmis bazal diyet ve 1.5 mg
secoisolariciresinol diglikozidinin (SD) iceren diyet ile beslenmislerdir. Beslenme
uygulanmasina baglanmadan o©nce tiim farelere 15 mg/kg viicut agirhg diizeyinde
azoksimetan (kolon kanseri maddesi) enjekte etmislerdir. Sonucta (SD) secoisolariciresinol
diglikozidinin varlig1 ve artan [-glikoronidaz aktivitesi sebebiyle kolon kanserini onleyici
etkiye sahip oldugu sonucuna varmiglardir [12].

Bir bagka calismada diyete keten tohumu ilavesinin serum Kkolesteroliinii
diisiirmeksizin hiperkolesterolemik aterosklerozisin azaltilmasinda etkili oldugu tespit
edilmistir [103].

Yapilan bir baska calismada ise cyclical mastalgia rahatsizlig1 olan kadinlarda keten
tohumu tiiketiminin klinik ve biyolojik etkileri tespit edilmis ve bu hastalikta keten tohumu
lignanlarinin alternatif bir tedavi olarak diisiiniilebilecegi belirtilmistir [104].

Thompson et al. (2000) meme kanserli hastalarin bir kisminin kontrol muffinleri,
diger bir kisminin da 25 g keten tohumu iceren muffinleri ii¢ ay siiresince tiiketmelerini
saglamislardir. Sonug¢ olarak keten tohumu lignanlarinin meme kanserli hastalarda timor
gelisimini azalttigini tespit etmiglerdir [105].

Keten bitkisi tohumunun linolenik asit (0-3 yag asiti) ve lignanlar agisindan zengin
bir kaynak olmasiyla prostat kanserine engel olabileceginden yola cikilarak yapilan bir

calismada kanserli prostatlarinin alinmasim bekleyen yirmi bes hastaya, otuz dort giin
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boyunca giinde 30 g keten tohumu ilave edilmis diisiik yagh diyet uygulanmistir. Keten
tohumu verilen hastalarda higbir cinsel zayiflama olmazken, kanserli hiicrelerin hizla yok
oldugu gozlenmistir [106].

Kadinlar iizerinde yapilan c¢alismalar, keten tohumu tiiketiminin kemik saghg ile
fitoosterojenik ve teropotik etkilerinin hormonlara bagli kanser riskini azaltici etkileri
oldugunu gostermektedir [107-115].

Bunlarin disinda antiviral ve antibakteriyal aktivite [111], anti inflamatuar
aktivite [112-116], laksatif etki [16] ve menopoz semptonlarini azaltic1 ve osteoporosizi
onleyici etkilere sahip oldugu da literatiirde verilmektedir.

Yine bir bagka calismada, dort hafta boyunca keten tohumu tiiketen kadinlarin
serum ve LDL kolesterol diizeylerinde ve postprandial glukoz cevabinda énemli diisiisler
gozlenmistir [117].

Diyetlerine keten tohumu yag ilave edilen hastalar iizerinde yapilan ¢alismada,
hastalarin toplam plazma kolesterol diizeylerinde ve HDL kolesterol diizeylerinde énemli
diisiisler oldugu gozlenmistir [118].

Tello et al. (2008) 1sirgan otunun, meme kanseri olusturulmus sicanlarda total
antioksidan durumuna olan etkisini arastirmislardir. Bu amagla disi Wistar albino si¢anlara
1.p olarak 50 mg/kg MNU enjeksiyonu yapilarak meme kanseri olusturulmustur. Plazma
MDA (Malondialdehit) ve TAS (Toplam Antioksidan ) diizeylerinin ol¢iildiigii ¢calismada
sonug olarak, 1sirgan otunun artan MDA diizeyini azalttig1 ve TAS diizeyini de yiikselterek
koruyucu etki gosterdigi belirlenmistir [119]. Giiclii antioksidan etkileri bilinen
flavonoidlerin serbest radikallerin olusturdugu hiicre hasarlarinda ve oOzellikle de
karsinojenlerin etkilerinden korunmada kullanilabilecegi fikrinden yola ¢ikilarak yapilan
bir bagka ¢alismada, hayvanlara i.p olarak 50 mg/kg MNU ve katesin verilmis ve katesinin
hayvanlar1 MNU'nun karsinojen etkilerinden koruyup korumadigi arastirilmistir. Bu
calismanin sonucunda katesinin MNU ‘nun olusturdugu deneysel tiimor gelisimine karsi
koruyucu oldugu sonucuna varilmistir [120].

Yapilan bir bagka aragtirmada, MNU enjeksiyonu ile meme tiimorii olusturulan disi
Sprague-Dawley sicanlarin  karaciger glutatyon diizeylerinde O©nemli bir etkiye

rastlanmadigi rapor edilmistir [121].
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Dogal olarak bulunan kaffeik ve gallik asit gibi fenolik asit ve analoglarin
karsinojenin modiilasyonu ile baglantili ¢ok cesitli biyolojik fonksiyonlar gosterdikleri
bilinmektedir. Kaffeik asit fenetil ve benzil esterleri gibi sinnamik asit esterleri kanser
hiicrelerinin bazi tiplerine karsi ¢ogalmayi onleyici etki gostermektedir. Gallik asit ve
esterleri hidroksibenzoik tiirevleri olup hem gida hem de ilag endiistrisinde antioksidant
olarak kullanilmaktadirlar. Keten tohumunun biyoaktif fonksiyonlardan antioksidant,
antimikrobiyal ve antikanserojen etkileri, yapisinda bulunan fenolik asitlerden
kaynaklanmaktadir. Bunlara ilaveten fenolik ve fitik asitler hipokolestrolemik etkiye sahip
oldugu gibi meme ve kolon kanser riskinde de azalmaya neden olmaktadirlar [38, 49].

ALA’ dan tiireyen DHA beyin gelisimi ve gorsel fonksiyonlar i¢in elzem iken LA’
dan tiireyen arasidonik asit (AA) neonatal biiylime ve ovulasyon i¢in esansiyeldir [9]
Omega-3 yag asitleri viicutta nabiz dahil kan basinci, bagisiklik sistemi ve yaglarin
yikilmasi gibi ¢esitli diizenleyici fonksiyonlar yerine getirir. Eksikliginde yavas biiyiime,
gorme zayifhigl, O0grenme yeteneginde zayiflik, kol ve bacaklarda uyusukluk hissi ve
davranmis degisiklikleri goriilir. ALA’ dan olusan EPA’nin, prostaglandinleri ve
lokotrienleri azaltmasiyla tiimor inhibisyonunda énemli rolii oldugu rapor edilmistir [38].
ALA ve diger Omega-3 yag asitleri lizerine yapilan arastirmalarda, eikosanoidlerin
kardiyovaskiiler hastaliklara karsi koruma sagladiklari  saptanmistir. ALA’nin
kardiyovaskiiler hastali§i 6nleme mekanizmalari, enflammatuar yaniti diisiirmeleri, platelet
agregasyonu ve thrombosis’i inhibe etmeleri, kan basincinmi diisiirmeleri, serum lipidlerini
gelistirmeleri ve kardiak anhythmias’1 6nlemelerini icermektedir [40].

Fareler iizerine yapilan bir calismada, fareler %10-20 keten tohumu igeren yiiksek
yag-kolestrol diyetleri ile beslenmis ve sonucta HDL ile trigliserid miktarlar1 degismezken,
serum kolesteroliiniin ylikseldigi goriilmiistiir [9].

Keten tohumu ve ayc¢icegi tohumlari ile yapilan bir calismada sadece keten tohumu
ile yapilan diyette (%14.7) LDL kolesteroliiniin belirgin Olciide azaldigi, serum HDL
kolesterolii ve trigliserid konsantrasyonunun her iki tohumla yapilan diyetten etkilenmedigi
bulunmustur [24].

®-3 yag asitleri, interlokin-1 (IL1), tiimor nekroz faktorii, 16kotrin B4

polimorfoniikleer lokositler ve monositlerin serbest oksijen radikallerinin olusumunu
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baskilamaktadir. Keten tohumu serbest oksijen radikallerinin miktarin1 azaltarak
hiperkolesterolemik atherosiklerosis gelisimini 6nlemektedir [103].

Omega-3 yag asitleriyle zenginlestirilen dokuda eikosanoid sentezi, glukoz sentezi
icin substrat kullanimi, insiilin reseptoriine karsi insulinin afinitesi fonksiyonu
artabilmektedir. Bu amacla yapilan calismada giinde 3 g keten tohumu yag: ile beslenen
yetiskinlerde kan glukoz diizeyinin artmadig: bildirilmektedir [122].

Coklu doymamis yag asitlerinin gelisme c¢agindaki canlilarda biiyiimenin
uyarilmasi, derinin canliliginin siirdiiriilmesi ve bazi deri hastaliklarinin 6nlenmesinde etkili
olduklar1 bildirilmistir. AIDS’li hastalarin tedavisinde olumlu etkilerinin oldugu da rapor
edilmistir [33]. Arasidonik asitten olusan eikosanoidlerin tersine eikosapentaenoik asit
(EPA) ve dokosaheksaenoik asit (DHA)’ den olusan eikosanoidler platelet agregasyonu,
vasokonstriksiyon ve thrombosis’i azaltmada onemli rol oynamaktadir. Diyetle alinan
ALA, EPA ve DHA’nin artis1 n-6/n-3 oranini diisiirmekte ve boylece daha az enflamatuar
olan eikosanoidlerin biyosentezini artirmaktadir [52].

Keten tohumunun icerdigi yag asitleri (omega 3-6-9) viicut sicakliginin korunmasi,
miyelin kiliflarinin yapilmasi, dokularin korunmasi ve enerji iiretimi icin hayati onem
tasimaktadir. Keten tohumu yagi, kronik kabizliga karsi da kullanilmaktadir. Cok etkili
miishil ilaglarinin siirekli kullaniminin barsak mukozasim tahris etmesi sonucu, organizma
icin gerekli olan o©zellikle potasyum gibi minerallerin kaybinin, keten tohumu yagi
kullaniminda s6z konusu olmadigi saptanmistir [23, 38, 52].

Fito-0strojenleri igeren cevresel endokrin aktif bilesiklerin iireme ve verimlilik
tizerine etkilerini inceleyen arastirmalarda fazla miktarda fito-Ostrojen tiiketen Japon
kadinlarinin diger kadinlardan daha uzun menstrual dongiiye sahip olduklari belirlenmistir
[123].

Menopoz sonrast kadinlarda Ostrojenin lipoprotein miktarin1 diisiirdiigii, ayrica
serum lipoprotein konsantrasyonunda benzer bir etki gosterdigi belirlenmistir [23].

Keten tohumunun giiclii bir antioksidan oldugu ve farkli hastaliklara kars1 bagisiklik
sistemini gii¢lendirici etkisi bulundugu rapor edilmektedir. Keten tohumu ekstraktlar1 ve
ozellikle saflastirllmis lignanlar, cilt kanserine karsi koruyucu olma ve promutajenler ve
prokarsinojenlerin aktivasyonunun inhibisyonu seklinde antioksidan etki

gosterebilmektedir. Keten tohumunda bulunan SDG (Sekoisolarisiresinol diglukozid)
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lignan sadece anti-kanser ve anti-oksidan Ozellige sahip olmayip beraberinde anti-
bakteriyel ve anti-fungal etkiye de sahip oldugu bildirilmistir [38].

Bu tez calismasi ile, saglik acisindan sayisiz faydalar1 yukarida belirtilen ve son
yillarda tiiketimi giderek artan keten bitkisi tohumunun, antioksidatif ve antikarsinojen
etkilerinin arastirilmasi planlanmistir. Buraya kadar olan kisimda ¢alisma ile ilgili literatiir

bilgileri verilmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

Calismada kullanilacak olan Sari- 85 cesiti keten bitkisi tohumu aktardan temin
edilmistir. Keten bitkisi tohumunda nem, kiil, protein, yag ve besinsel lif tayinleri yapilip,

materyalin kimyasal kompozisyonu belirlenmistir.
3.1. Keten Tohumunda Yapilan Kimyasal Analizler
3.1.1. Toplam kurumadde tayini

Toplam kurumadde tayini AOAC’de Onerilen yonteme gore yapilmistir [124].
Belirli agirliktaki 6giitiilmiis ve homojenize edilmis keten tohumu ornekleri (yaklasik 5 g),
onceden kurutularak sabit tartima getirilmis ve darasi alinmis kurutma kaplan igerisinde
tartilmistir. Ornekler etiivde (10342 °C) sabit tartima gelene kadar kurutulmustur. Etiivden
alman Ornekler desikatdrde sogutulup, tartilmistir. Analizler dort tekrarli olarak

gerceklestirilmistir [124].

3.1.2. Kiil tayini

Keten tohumu Orneklerinin kiil miktar1, 6érneklerin 550 °C’de kiil firininda (Niive,

Ankara) 8 saat yakilmasi ile belirlenmistir [124].
3.1.3. Protein tayini (Kjeldahl Metodu)

Keten tohumunda protein miktari, Kjeldahl metoduyla, proteinlerin yapisinda
bulunan azotun amonyaga doniistiiriilmesi ve olusan amonyagin bir asitle titrasyonu esasina

dayanarak saptanmistir [124].
3.1.4. Yag tayini

Keten tohumunda yag tayini soxhelet cihazinda petrol eteri kullanilarak ve 6-8 saat
ekstraksiyon yapilarak belirlenmistir. Ornekler kahve degirmeninde ii¢ defa cekilerek,
sokselet ekstraksiyon diizeneginin kartuslarina 10’ar gram olacak sekilde konulmustur

[124].
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3.1.5. Besinsel lif tayini

Besinsel lif miktari, AACC toplam besinsel lif metodu kullanilarak belirlenmistir.
Bu yontemde, Igr keten tohumu 1siya direncli o-amilaz enzimi, proteaz enzimi ve
amiloglukozidaz enzimleri ile birbirini takip eden bir enzimatik parcalanmaya ugratilmistir.
Elde edilen filtrat soliisyonu, 4 hacim etilalkol ile coktiiriilmiistiir. Bu kalinti ¢oziiniir
besinsel lif olarak tanimlanmugstir. Toplam besinsel lif miktarinin tespiti i¢in bir 6nceki
asamada elde edilen coOziiniir besinsel lif, etilalkol ile ¢oktiiriilmiis ve kalinti filtre
edildikten sonra tartilmistir. Toplam besinsel lif degeri, protein ve kiil icerigine gore

hesaplanmugtir.
3.1.6. Radikal siipiirme giicii (RSG)

Difenil Pikril Hidrazil (DPPH-Sigma) sentetik radikali kullanilarak ekstraktlarin
RSG degerinin Ol¢iimii, Yen et al. (2000)’e gore bazi modifikasyonlar yapilarak
gerceklestirilmistir  [125]. DPPH c¢ozeltisi  giinlilk olarak  hazirlanmistir.  Farkl
konsantrasyonlarda hazirlanan 6rnek ekstraktlart 30 dakika inkiibe edilmis ve 517 nm’deki
absorbans degerleri saf alkole kars1i okunarak saptanmistir. RSG degerleri asagidaki

formiile gore hesaplanmistir;

A
RSG =1—{ﬂ}<100

$30
As3o: Ornegin 30. dakikadaki absorbansi
Axszo: Kontroliin 30. dakikadaki absorbansi
3.2. Deney Gruplarimin Olusturulmasi

Calismada kullamlan fareler (Mus musculus, Bulb-C) Inonii Universitesi Deneysel
Arastirmalar Merkezinden etik kuruldan onay alindiktan sonra temin edilmistir. Bu
calismada agirliklar1 ortalama 20 (2 gr) gram olan 8 haftalik 60 adet disi fare
kullanmilmistir. Hayvanlar 22+1°C sicaklik ve 12:12 saat aydinlik/karanlik ortamda ayr1 ayri

kafeslerde etik kurallara uygun olarak muhafaza edilmistir. Hayvanlarin beslenmesinde,
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kontrol grubu hayvanlar standart pellet fare yemi ile beslenmistir. Diger gruplarin

beslenmesi standart pellet yeme % 10 oraninda keten bitkisi tohumu karistirilarak

yapilmistir. Baz1 gruplardaki hayvanlara n-methyl n-nitrosurea (MNU) periton i¢i (i.p.) 50

mg/kg uygulama ile enjekte edilmistir. Deneysel caligmalar i¢in kullanilacak fareler

rastgele secilerek, 6 deneysel grup olusturulmustur. Olusturulan deney gruplart asagida

belirtildigi gibidir:

Kontrol

1. Grup

2. Grup

3. Grup

4. Grup

5. Grup

: 12 hafta boyunca normal diyetle beslenen grup.

: Baglangicta tek doz 50 mg/kg i.p. MNU verilip, normal diyetle beslenen
grup.

: Baslangicta tek doz 50 mg/kg i.p. MNU verilip, %10 keten tohumu iceren
diyetle beslenen grup

: IIk 6 hafta normal diyetle beslenmeyi takiben 6. haftada 50 mg/kg i.p.
MNU verilip, 6 hafta sonunda %10 keten tohumu iceren diyetle

beslenmesine devam eden grup.

: 12 hafta boyunca normal diyete, giinlik %10 oraninda keten bitkisi

tohumu karistirillarak hazirlanmis diyetle beslenen grup.

: 12 hafta boyunca normal diyete, giinlik %10 oraninda keten bitkisi
tohumu karistirilarak hazirlanmis diyetle beslenen ve 6. hafta sonunda tek

doz 50 mg/kg i.p MNU uygulanmis grup.

Uygulama gruplan Cizelge 3.1 de gosterilmistir.
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3.2.1. Hayvanlar iizerinde yapilan islemler

GRUPLAR Kanserojen Kanserojen Normal diet Keten tohumu  Keten tohumu
baslangicta 6.haftada (12 hafta) (son 6 hafta) (12 hafta)
(MNU) (MNU )
Kontrol - - + - -
Grup 1 + - + - -
Grup 2 + - - - +
Grup 3 - + - + -
Grup 4 - - - - +
Grup 5 - + - - +

Cizelge 3.1. Uygulama gruplari

Deney siiresince fareler ad libitum beslenmistir ve tiiketilen yem miktari
kaydedilmistir. Ayrica hayvanlara ad libitum ¢esme suyu verilerek tiiketilen su miktar1 da
rapor edilmistir. Farelerin viicut agirliklar1 yine diizenli olarak izlenmis ve kaydedilmistir.
Deney baslamadan ©Once bir hafta siire ile ortama adaptasyonlari saglanan hayvanlar,
uygulamanin baslamasindan Once oniki saat a¢ birakilmistir. MNU 1i.p. enjeksiyon ile
uygulanmistir. Keten tohumu ise hayvanlarin besinlerine katilarak sindirim sistemi yolu ile
verilmigtir. Uygulamanin 1., 2., 4., 8., 10. haftalarinda hayvanlarin go6zlerinden
mikrokapiller heparinize tiipler ile kan Ornekleri alinmig, onikinci hafta sonunda ayni
yontemle kan Ornekleri alinan hayvanlar, eter anestezisi altinda servikal dislokasyon ile
oldiiriilmiis ve karaciger, bagirsak, bobrek ve mide dokular1 alinmistir. Calismanin
sonuglarinin incelenecegi parametreler icin doku ornekleri ve toplanan plazma oOrnekleri
gerekli igslemler uygulandiktan sonra biyokimyasal ¢alismalar yapilincaya kadar —80°C ‘da

saklanmustir.
3.2.2. Doku homojenatlarinin hazirlanmasi

Dondurucudan alinan dokularin (mide, bagirsak ve karaciger) buz iizerinde
cOziinmesi saglanmistir. Doku orneklerinin homojenizasyonu amaciyla tartilan dokular,
politron homojenizatérde (Ika Instruments, Germany) 18000 rpm devirde 2 kez 15°er

saniye siire ile par¢alanmustir. Parcalama, doku agirliginin 4 kati hacimde (w/v) +4°C’ye
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sogutulmus homojenizasyon tamponu (pH 7.4, 0.1 M potasyum fosfat tamponu i¢inde: 0.15
M KCI; 1 mM EDTA; 0.05 mM DTT bulunmaktadir) ile bir buz kabinda yapilmistir.
Calismalarin tiim asamalarinda Ornekler buz igerisinde korunmustur. Homojenizasyon
islemi sonrasinda homojenatlarin 1/10’u sitozolik supernatant eldesi amaci ile eppendorf
tiiplerine aktarilmistir. Homojenat +4 °C’de 16000 xg devirde 20 dakika siire ile santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonras1 supernatant kismi alinarak, beklemeksizin sitozolik enzim

aktiviteleri spektrofotometrik yontem ile 6l¢iilmiistiir.
3.2.3. Enzim aktivitelerinin belirlenmesi

Calismamizda 12 haftalik uygulama siirecinin sonunda hayvanlardan elde edilen
plazma ve doku Orneklerinde enzim aktiviteleri belirlenmistir. Plazmalarda AST (Aspartat
aminotransferaz), ALT (Alanin aminotransferaz), LDH (Laktat dehidrogenaz ) enzim
aktivite degerleri ile kreatinin miktarlar1 belirlenmistir. Dokularda ( karaciger, mide,
bagirsak) ise AST (Aspartat aminotransferaz), ALT (Alanin aminotransferaz), LDH (Laktat
dehidrogenaz ), GST (Glutatyon S-transferaz), GR (Glutatyon rediiktaz), GPx (Glutatyon
peroksidaz), CAT (Katalaz) ve karacigerde EROD (7-Etoksirezorufin-O-deetilaz) enzim
aktivite degerleri tespit edilmistir. Sitozolik ve mikrozomal enzim aktivitesi ve toplam
protein miktar1 Ol¢lim islemleri santrifiij isleminden hemen sonra, Ornekler
bekletilmeksizin, mikroplaka okuyucu sistemleri (Versamax Mikroplate Reader veya
Gemini XS Fluoresans Microplate Reader; Molecular Devices Corp., USA) kullanilarak
yapilmistir. Enzim aktivitesi ve toplam protein miktar1 6l¢iimlerinde, her bir 6rnek i¢in dort
tekrarli absorbans okumasi yapilmistir. Ayn1 Ornek icin elde edilen degerler arasinda %
10’dan daha biiyiik korelasyon farki bulundugunda, okuma islemi yinelenmistir. mOD
(milioptik densite) cinsinden alinan absorbans degerleri OD’ye (optik densite) cevrilerek
hesaplamalar yapilmistir. Karaciger, bagirsak ve mide dokularinda calisilan biitiin
enzimlerin aktiviteleri, 6rneklerdeki toplam protein diizeyleri ol¢iildiikten sonra spesifik

aktivite cinsinden ifade edilmistir.
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3.2.4. Plazma enzimlerinin aktivite tayinleri
3.2.4.1. Plazma LDH (Laktat dehidrogenaz ) aktivitesi

Plazma LDH enzim aktivitesi LDH diagnostik kiti (Biolabo: 92111, BIOLABO,
Fransa) substrat olarak kullanilarak, iiretici firmanin belirttigi protokole gore yapilmistir.
Bu amagla plazma Ornekleri toplam reaksiyon karistminda 5 pl olacak sekilde mikroplaka
cukurlarina pipetlenmistir. icerisinde LDH substrati bulunan ¢ozelti hazirlanmigtir. Bu
cozeltiden 200 pl, 6rneklerin iizerine seri olarak ¢ok kanalli mikropipet ile pipetlenmistir.
Karisim 15 saniye siireyle mikroplaka okuyucuda calkalanmis ve 25°C’de 2 dakika siire ile

340 nm’de absorbans degisimi kaydedilmistir.
3.2.4.2. Plazma AST (Aspartat aminotransferaz) aktivitesi

Plazma orneklerinde AST aktivitesi ol¢iiliirken, diagnostik kitler (Biolabo: 80025,
BIOLABO, Fransa) kullanarak iiretici firmanin belirttigi protokole gore yapilmistir. Bu
amagla 20 pl plazma 6rnegi mikroplaka cukurlarina pipetlendi ve hazir kite 10 ml distile su
eklenerek icerisinde AST substrati bulunan ¢ozelti hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiden 6rneklerin
tizerine 200 pl eklenerek reaksiyon baslatilmistir. Absorbans degisimi, 25°C’de, 340 nm’de
2 dakika siire ile takip edilmistir.

3.2.4.3. Plazma ALT (Alanin aminotransferaz) aktivitesi

Plazma orneklerinde ALT aktivitesi olciiliirken, diagnostik kitler (Biolabo: 80027,
BIOLABO, Fransa) kullanilarak iiretici firmanin belirttigi protokole goére yapilmistir.
Oncelikli olarak 20 pl 6rnek mikroplaka cukurlarina pipetlenmis ve hazir kite 10 ml distile
su eklenerek icerisinde ALT substrati bulunan c¢ozelti hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiden
orneklerin tizerine 200 pl eklenerek reaksiyon karisimi 1 dakika inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonras1 25°C’de, 340 nm’de 2 dakika siire ile absorbans degisimi belirlenmistir.
3.2.4.4. Plazma Kkreatinin miktar tayini

Plazma orneklerinde kreatinin miktar1 olciiliirken, diagnostik kitler (Biolabo: 80107

BIOLABO, Fransa) kullanilarak, iiretici firmanin belirttigi protokole gore Olciimler
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yapilmustir. Oncelikli olarak 15 ul 6rnek mikroplaka ¢ukurlarina pipetlenmistir. inkiibasyon

sonrasi 25 °C’de, 340 nm’de 2 dakika siire ile absorbans degisimi belirlenmistir.
3.3. Dokularda Enzim Aktivitesinin Saptanmasi
3.3.1. Glutatyon S-transferaz (GST)aktivitesi

GST aktivitesi karaciger, mide, bagirsak dokularinda Habig et. al. (1974) yontemine
gore saptanmistir [126]. Yontemde mikroplaka okuyucu sisteme uygun modifikasyonlar
yapilmig ve enzim aktivitesi sitozolik fraksiyonlarda saptanmistir. Substrat olarak 1-kloro-
2,4-dinitrobenzen (CDNB) kullanilmistir. Buna gore 1/10 oraninda diliie edilmis 6rnekten
10 pl mikroplaka cukurlarina pipetlenmistir. Potasyum fosfat tamponu (0.1 M, 100 pl pH
6.5), rediikte glutatyon (2 mM, 100 pl GSH) ve CDNB (20mM,10ul) pipetlendiktan sonra

reaksiyon baglatilmis ve 2 dakika siireyle 344 nm dalga boyunda okuma yapilmistir.
3.3.2. Glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesi

Karaciger, mide, bagirsak dokularinaki GR aktivitesi Cribb et. al. (1989) tarafindan
kullanilan mikroplaka okuyucu sistemi ile Ol¢iim yontemine uygun olarak oOl¢iilmiistiir
[127]. Reaksiyon soliisyonu 150 pl 5, 5'-dithiobis (2-nitrobenzoik asit; DTNB, 0.1 mM), 20
ul NADPH (12 mM) ve 20 ul 6rnek igermektedir. 20 ul GSSG (3.25 mM) ilavesi ile
reaksiyon baglatilmigtir. Biitiin ¢cozeltiler ImM EDTA iceren potasyum fosfat tamponunda
(0.1 M, pH 7.5) hazirlanmistir. Reaksiyon esnasinda GSSG’den GSH olusumu nedeniyle
DTNB miktar1 azalmistir. DTNB azalis1 oda sicakliginda 405 nm’de izlenmis ve elde
edilen absorbans degerlerinden GR aktivitesi hesaplanmistir (DTNB icin €=14,151 M

cml).
3.3.3. Karboksil esteraz (CaE) aktivitesi

Karaciger, mide, bagirsak dokularindaki CaE aktivitesi belirlenirken, Nousiainen
and Torronen (1984) tarafindan gelistirilen yontem, Santhoshkumar et. al. (1999) tarafindan
belirtilen spektrofotometrik uygulamadan mikroplaka okuyucu sisteme uyarlanmistir [128,
129]. Enzim aktivitesi l¢limiinde p-nitrofenolasetat (PNPA) substrat olarak kullanilmastir.
Buna gore mikroplakalara 5 pl 6rnek pipetlendikten sonra ortama 250 pl, 0.05 M. Trizma
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7.4 eklenmistir. 3 dakikalik inkiibasyon sonrasinda ortama 5 pl PNPA (karisimdaki
konsantrasyonu 0.5 mM olacak sekilde ) eklenerek reaksiyon baslatilmistir. 405 nm dalga

boyunda 2 dakika boyunca okuma yapilmaistir.

3.3.4. Glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitesi

Dokularda GPx aktivitesi E. Stephensen, (2000) tarafindan gelistirilen mikroplaka
okuyucu sistemi ile Ol¢iim yoOntemine uygun olarak Ol¢iilmiistiir [130]. Reaksiyon
solisyonu 3.5 uM GSH, ImM NaN3, 2 U Glutatron Rediiktaz ve 0.2 mM NADPH ve 10 pl
ornek icermektedir. Mikroplakalara reaksiyon soliisyonu pipetlendikten sonra ortama, 10
ul H,O, ilave edilerek reaksiyon baglatilmistir. Biitiin ¢ozeltiler ImM NalNs iceren
potasyum fosfat tamponunda (50m M, pH 7.4) hazirlanmistir. 340 nm dalga boyunda 1

dakika boyunca okuma yapilmustir.

3.3.5. Katalaz (CAT) aktivitesi

Katalaz aktivitesinin aktivite tayini Luck, (1963) yontemine gore yapilmistir [131].
Na-K-fosfat tampon ¢ozeltisinin (Na,HPO4-KH,PO, pH: 7.0, 1/15 M) 100ml’ine 160 pl
H,0, (derisik) cozeltisi eklenerek hazirlanan bu cozeltiden 1000 pl alinip, kor olarak
kullanilmistir. Numunelerin katalaz icerigini belirlemek icin hazirlanan bu karistmdan 1000
pl alimip spektrofotometre kiivetine konmus ve iizerine ¢alisma araligina bagli olarak 30
pul’den baglayarak artan miktarlarda siipernatant eklenmis ve bir kez karistirthip 240 nm

dalga boyunda 30 sn siireyle okuma yapilmistir.

3.3.6. Laktat dehidrogenaz (LDH) aktivitesi

Dokularda LDH aktivitesi tayini plazma Ornekleri i¢in kullamlan yontem ile
yapilmistir. Ancak dokularda enzim aktivitesi yiiksek oldugundan daha ol¢iilebilir aralikta
sonug elde edebilmek i¢in doku homojenatlarindan elde edilen supernatant 6rnekleri 1/10

oraninda sulandirildiktan sonra 6l¢iim yapilmustir.

3.3.7. Aspartat aminotransferaz (AST) aktivitesi

Dokularda AST aktivitesi tayini plazma Ornekleri i¢in kullanilan yontem ile

yapilmistir.
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3.3.8. Alanin aminotransferaz (ALT) aktivitesi

Dokularda ALT aktivitesi tayini plazma Ornekleri i¢in kullanilan yontem ile

yapilmustir.
3.4. EROD Aktivitesi Icin Karaciger Doku Homojenatlarimin Hazirlanmasi

Dondurucudan alman karaciger dokusunun buz iizerinde c¢oziinmesi saglandiktan
sonra Ozmen vd. (2008) tarafindan aciklanan sekilde 6rnekler homojenizasyon amaciyla
tartilmistir [132]. Homojenatlarin seri santrifugasyon islemi sonucunda mikrozom ornekleri
elde edilmistir. Homojenatlar ultrasantrifiij tiiplerine alinarak yeterince tampon eklendikten
sonra, ilk olarak 10000 rpm’de 4 °C’de 20 dakika siire ile santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrasi supernatant alinarak ikinci kez 30000 rpm’de 4 °C’de 60 dakika santrifiij edilmistir.
Bu santrifiij isleminin sonunda ise supernatant kismi atilarak pellet cam-teflon
homojenizatorde 8-10 vurus ile yeniden siispanse edilmis ve 30000 rpm’de 4 °C’de ikinci
kez 60 dakika siire ile santrifiij edilmistir. Elde edilen pellet kismi 1/1 (w/v) oraninda
saklama tamponu (20 ml gliserol + 80 ml homojenizasyon tamponu) kullanilarak cam-
teflon homojenizatorde 8-10 wvurus ile silispanse hale getirilmis ve bekletilmeden

fluorospektrofotometrik yontem ile mikrozomal EROD aktivitesi ol¢timiinde kullanilmistir.
3.4.1. Karaciger mikrozomal EROD aktivitesi

Karaciger mikrozomal EROD aktivitesi Olciilirken, Whyte et. al. [2000] tarafindan
aciklanan sekilde O©rneklerden 20 upl mikroplakalara (Grainer, black flat-bottom)
pipetlenmistir (kor olarak fosfat tamponu kullanilmistir.) [133]. Daha sonra ortama sirasiyla
220 pl potasyum fosfat tamponu (0.1 M, pH 7.7) ve 20 ul etoksirezorufin (50 pM)
eklenmistir. Son olarak 10 pul, NADPH (10 mM; 0.00833 g/ml fosfat tamponu) eklenmistir.
Enzim aktivitesi mikroplaka olger spektrofluorometre (Gemini XS, Molecular Devices,
USA) ile ol¢iilmiistiir. Bunun icin cihaz Ex (excitation): 530, Em (emission): 586 nm dalga
boylarina ayarlanmistir. 30 °C’de 10 dakika siireyle spektrofotometrik dl¢iim yapilmistir
[125]. EROD aktivitesinin belirlenmesi i¢in rezorufin standardi olusturulmustur. Bu amacgla
80 uM stok rezorufin, 0.1 M NaCl igerisinde hazirlanmis ve derisik NaOH ¢ozeltisi ile pH
10'a ayarlanmistir. Bu stok soliisyondan, 50 mM Tris-Base (pH 7.8; 0.1 M NaCl iceren)
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kullanilarak mikroplaka igerikleri 270-0.27 pmol, olacak sekilde bir seri diliisyon
yapilmistir. Elde edilen absorbans degerleri ile rezorufin standart egrisi olusturulmus ve bu
egriye gore mikroplaka ¢ukurlarinda bulunan mikrozom 6rneklerindeki enzim aktivitesine
bagli olarak olusan rezorufin miktar1 pmol/cukur cinsinden hesaplanmistir. Cukurdaki
protein miktar1 da mg protein cinsinden hesaplandiktan sonra, spesifik mikrozomal EROD

aktivitesi pmol/dakika/mg protein cinsinden hesaplanmaistir.
3.4.2. Biyotransformasyon indeksinin hesaplanmasi

Karaciger mikrozomal EROD ve GST enzimlerinin spesifik aktiviteleri
hesaplandiktan sonra, “Biyotransformasyon Indeksi (BI): spesifik EROD aktivitesi
(pmol/dakika/mg protein)/spesifik GST aktivitesi (nmol/dakika/mg protein)” formiili

kullanilarak hesaplanmustir.
3.5. Karaciger Mikrozom, Sitozol ve Diger Doku Orneklerinde Toplam Protein Tayini

Karaciger hiicrelerinde toplam protein miktarlart Bradford [1976] tarafindan
gelistirilen yonteme gore, mikroplaka okuyucu sistemi kullanilarak tespit edilmistir [134].
Supernatant 6rnekleri 1/20, mikrozom o6rnekleri ise 1/10 oraninda sulandirildiktan sonra,
sulandirilmis 6rneklerden 5 pl mikroplaka cukurlarina pipetlenmis ve {izerine 250 pl
Bradford c¢ozeltisi (Sigma B6916) eklenmistir. Reaksiyon karisimi oda sicakliginda
karanlikta 15 dakika siireyle inkiibe edilmistir. Renk degisimine bagl olarak, 595 nm dalga
boyunda absorbans degeri Ol¢iilmiistiir. Elde edilen degerler BSA (Bovine Serum Albumin)
standart egrisi degerleri ile karsilastirilarak, Ornekteki toplam protein miktarlar
saptanmistir. Tiim Orneklerden elde edilen toplam protein degerleri, elde edilen enzim
aktivite degerleri ile birlikte, spesifik enzim aktivitesi degerlerinin hesaplanmasinda

kullanilmustir.
3.6. Histolojik Calismalar

Uc aylik uygulamalar sonucunda dissekte edilmis olan hayvanlardan alinan
bagirsak, karaciger ve mide dokusu Ornekleri %10’luk nétral tamponlanmis formaline
(NTF) konulmustur. Parcalar 24 saat siire ile tespit edildikten sonra 3-4 mm’lik daha kiigiik

parcalara ayrilip plastik doku takip kasetleri icerisine konulmustur. Fiksasyon isleminin
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bitmesini takiben NTF’deki parcalar 24 saat boyunca akan ¢esme suyunda yikandiktan
sonra, %70’den absolilye kadar dereceli etil alkol serilerinden gecirilerek dehidrate
edilmistir. Tiim Ornekler dehidratasyonu takiben, toplam 2 saat siire ile ksilolde
seffaflandirilarak 60 °C de erimis olan parafine konulmustur. Dort saat siire ile erimis
haldeki parafinde bekletilen dokular parafin icerisine gomiilerek bloklanmistir. Parafin
bloklardan mikrotom yardimi ile 5-6 wm kalinhiginda kesitler alinmigtir. Alinan kesitler
genel histolojik yapiyr gozlemlemek amaciyla Hematoksilen-Eosin (H-E) ile boyanmaistir.
Hazirlanan preparatlar Leica DFC 280 151k mikroskobu ve Leica Q Win Plus goriintii analiz
sisteminde (Leica Micros Imaging Solutions Ltd.; Cambridge, U.K.) incelenerek

fotograflar1 ¢ekilmistir.
3.7. Istatistiksel Analiz

Her bir deney en az 3 tekrarli olarak yapilmis ve elde edilen sonuglar “SPSS 9.0”
paket programiyla degerlendirilmistir. Farkli gruplardan elde edilen sonuclarin kontrol
grubu ile arasindaki farklarin istatistiksel 6nem diizeyleri “One way ANOVA (Analysis of
variances)” testi ve “DUNCAN” post testiyle belirlenmistir. Gruplar aras1 farkliligin 6nemli
olup olmadigr p<0.05 diizeyinde Onemlilik derecesine gore saptandi. Gruplar arasi
farkliligin 6nemli oldugu saptandiginda, 6rnekler ikili karsilastirma ile Mann Whitney-U
testine gore karsilastirildi. Buna bagh olarak, grup i¢i farkliligin p<0.05 diizeyinde onemli

bulundugu gruplar saptandi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kullanilan Keten Tohumunda Yapilan Kimyasal Analizlerin Sonuclari

Tez calismasinda kullanilan keten bitkisi tohumunun kimyasal analiz sonuglari

Cizelge 4.1.°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Keten tohumu igeriginin kimyasal analiz sonuclari

Kiil miktan % 3.37 + 0.06
Kurumadde (%) miktari %944 + 0.03
Protein (%) miktari %2177 + 1.13
Yag miktar % 39.7 = 1.15
Besinsel Lif miktar: %252 + 1.44
Toplam Fenolik Madde (mg gallic acid) 1.060 =+ 0.01

Buna gore, keten bitkisi tohumlarinin kurumadde igeriginin % 94.4 + 0.03 oldugu
saptanmistir. Yag bilesimi ac¢isindan ¢ok zengin oldugu bilinen keten tohumunun
calisjmamizda kullanilan Orneginde ise yag igeriginin % 39.7 + 1.15 oraminda oldugu
belirlenmistir. Kjheldahl yontemine gore yapilan protein analizi sonucunda keten
tohumunun % 21.7 £ 1.13 oraninda protein icerdigi tespit edilmistir.

Toplam fenolik madde icerigi ise gallik asit cinsinden 1.060 + 0.01 mg olarak saptanmaistir.
Keten tohumu 6rneginde kiil igeriginin % 3.37 £ 0.06 oldugu bulunmustur. Besinsel lif

miktari ise yapilan analiz sonucunda % 25.16 + 1.44 bulunmustur.
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4.2. Hayvan Agirliklan ile Ilgili Bulgular

Gruplara gore haftalik hayvan viicut agirliklarina ait ort. + st. hata degerleri Cizelge
4.2°de verilmistir.

Deneylerin baslangicinda viicut agirliklart bakimindan homojen bir dagilim ile
olusturulan ve gruplar icin rastgele se¢ilen hayvanlarin viicut agirligi degisiminde onemli
bir farkliligin olmadig1 goriilmiistiir. Bununla birlikte yemlerine keten tohumu ilavesi
yapilan 2., 3., 4. ve 5. gruplarda bulunan hayvanlarin agirliklarinda ilk haftalara gore
zamanla bir artis oldugu gozlenmistir. En fazla artis, deney baslangicinda MNU enjekte
edilmis olan ve deney siiresince keten tohumu ile beslenen 2. gruptaki hayvanlarda
goriilmiistiir. Hayvanlarin baslangic ortalama agirliklart 24.70 + 1.75 gram iken deney
sonundaki agirliklart 29.93 + 0.93 gram olarak kaydedilmistir. Deney siiresince keten
tohumu ile beslenen ve toplam 12 haftalik deney siirecinin 6. haftasinda MNU uygulanan
hayvanlarin agirliklar1 ise baslangigta 26.61 + 0.70 gram iken, deney sonunda 28.34 + 0.53
gram olarak saptanmistir. Sadece keten tohumu tiiketen gruplardaki hayvanlarin baslangi¢
viicut agirliklan ile 12 hafta sonra saptanan agirliklar arasinda istatistiksel olarak énemli
bir artis tespit edilmemistir (p >0.05). Bununla beraber viicut agirliklarinda baslangica gore
bir artis oldugu kaydedilmistir. Tiim uygulama gruplarinin kontrol grubu hayvanlar ile
karsilastirllmas1 sonucunda ise hayvan agirliklarimin  haftalik  degisimi  bakimindan

istatistiksel olarak 6nemli diizeyde bir fark olmadigi saptanmistir (p >0.05).

4.3. Hayvanlarin Haftalik Yem Tiiketimleri Ilgili Bulgular

Hayvanlarin haftalik ortalama yem tiiketim miktarlar1 Cizelge 4.3. te verilmistir.
Hayvanlarin haftalik ortalama tiikettikleri yem miktar ile ilgili olarak yapilan istatistiksel
analizler sonucunda farkli uygulama gruplari ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak

onemli diizeyde bir farklilik saptanmamustir (p >0.05).

4.4. Hayvanlarm Su Tiiketimleri ile ilgili Bulgular

Hayvanlarin haftalik ortalama su tiiketim miktarlar1 Cizelge 4.4.te verilmistir.
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Hayvanlarin haftalik tiikettikleri su miktart ile ilgili olarak yapilan istatistiksel analizler
sonucunda gruplar arasinda kontrol grubuna goére Onemli diizeyde bir fark olmadigi
saptanmistir (p >0.05). Hayvanlarin ortalama su tiiketim miktarlarina gore giinliikk su
tiketim degerlerinin literatiir bilgileri ile uyusan normal bir dagilim sergiledigi

gbzlenmistir.
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Cizelge 4.2. Gruplara Gore Haftalik Hayvan Viicut Agirliklarinin ort + S.H. Degerleri

Gruplar 1. Hafta 2.Hafta 3.Hafta 4. Hafta 5. Hafta 6. Hafta 7. Hafta 8. Hafta 9. Hafta 10. Hafta 11.Hafta 12. He
Kontrol 289 + 1.3 285 + 1.0 282 + 1.1 282 + 1.0 281 += 1.0 286 = 09 284 + 09 286 = 14 289 + 13 293 + 12 288 + 12 284 =
1.Grup 260 £ 08 262 £ 10 264 = 1.2 277 £ 09 267 = 1.0 270 £ 09 27.1 + 09 262 £+ 10 269 = 09 273 £+ 09 265 + 0.8 26.1 =*
2.Grup 247 +* 175 265 = 15 265 £ 1.2 285 + 1.6 269 = 1.0 280 + 1.1 287 = 1.1 278 £ 1.0 295 = 1.0 296 + 12 297 = 09 292 +
3.Grup 266 = 0.7 268 + 0.7 277 + 0.8 283 £ 0.6 283 + 06 282 = 0.7 282 + 0.7 280 +* 0.6 290 £ 0.7 29.1 £ 09 29.6 = 0.7 283 =
4.Grup 288 = 1.0 282 + 12 295 £ 1.1 294 + 1.0 307 = 06 300 = 05 310 * 05 31.1 £ 0.7 31.6 £ 06 312 = 08 320 = 06 312 =+
5.Grup 277 £ 18 275 + 1.6 284 + 1.6 29.1 £ 14 278 + 13 310 = 12 276 + 12 294 + 1.7 286 £ 15 300 £ 15 298 + 13 297
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Cizelge 4.3. Hayvanlarin Haftalik Ortalama Yem Tiiketim Miktarlarinin ort £ S.H. Degerleri

Gruplar Ik 2 hafta 3. Hafta 4. Hafta 5.Hafta 6. Hafta 7. Hafta 8. Hafta 9. Hafta 10.hafta 11. hafta 12.hafta

Kontrol 34.3 + 0.97 338 +1.86 3524 + 232 341 +130 308 + 157 326 =+ 128 285 =+ 3.99 286 + 3.84 299 + 392 286 +388 322 * 4
1.Grup 334 £ 1.30 332 +100 3338 + 112 316 +129 284 + 094 314 =+ 118 277 £ 0.99 316 + 110 343 + 137 263 +345 320 * 4.
2.Grup 333 + 1.31 374 +171 3574 +167 395 +174 355 + 235 332 + 090 324 + 126 36.1 + 144 423 + 326 372 +270 382 * 3|
3.Grup 36.2 + 2.02 40.0 +1.05 3549 + 116 406 *+147 357 + 157 333 =+ 143 282 =+ 342 314 + 360 322 + 378 291 +337 340 * 4.
4.Grup 357 £ 1.96 39.0 +1.67 3152 + 411 326 +487 310 +* 497 324 =+ 457 292 =+ 433 337 + 485 346 + 493 329 +473 355 * 5
5.Grup 321 £ 1.07 332 +131 3441 <+ 077 315 250 301 + 097 343 + 102 308 =+ 1.77 343 + 125 354 + 1.03 323 +181 275 * 7
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Cizelge 4.4. Hayvanlarin Haftalik Su Tiiketimlerinin ort + S.H. Degerleri

Gruplar ilk2. Hafta 3. Hafta 4. Hafta 5. Hafta 6. Hafta 7. Hafta 8. Hafta 9. Hafta 10. hafta 11. hafta 12.hafta

Kont. 103.3 + 55 52. + 4.1 53.8 + 32 59. +1.8 496 + 42 48.1 + 43 47.6 + 21 476 =+ 24 423 + 23 528 + 30 632 + 33
1.Grup 111.1 + 3.0 43. + 26 50.1 + 3.0 455 + 1.6 496 + 25 49.7 =+ 21 49.0 + 3.1 420 + 33 43.1 + 31 492 +28 557 +73
2.Grup 1089 + 6.5 502 +5.9 62.0 + 4.2 578 + 6.4 61.1 =+ 45 56.9 + 4.6 51.6 + 4.3 58.1 =+ 34 642 + 6.2 634 +62 875 74
3.Grup 117.7 £ 27 471 +1.8 55.8 + 3.2 57. + 34 572 %20 474 + 22 45.8 +14 405 + 23 43.0 =20 586 +42 592 + 16
4.Grup 107.8 + 3.6 50. + 28 59.5 + 33 51. + 46 571 % 49 522 + 34 52.3 + 3.3 55.4 + 40 514 +26 605 +34 737 +£50
5.Grup 100.0 + 6.2 52. + 39 55.0 + 25 49. + 28 526 =+ 2.5 52.3 + 3.9 45.3 + 3.3 528 =+ 2.7 473 + 24 581 +25 668 =+ 33
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4.5. Plazmada AST, LDH, Enzim Aktiviteleri ve Kreatinin Konsantrasyonlari

4.5.1. Kan plazmasi biyokimyasal analiz bulgulari

Deneysel calismalar siiresince hayvanlardan 1., 4, 7., 10. ve 12. haftalarda alinan

kan oOrneklerinden elde edilen plazmalarda AST, LDH aktiviteleri ile kreatinin
konsantrasyonu degerleri Cizelge 4.5’te gosterilmistir.
Buna gore, deneysel ¢alismalarda farelerden alman kan orneklerinde birinci hafta
sonunda saptanan AST enzim aktivite degerleri tiim gruplarda kontrolle kiyaslandiginda
istatistiksel olarak onemli bir farklilik gostermistir (p<0.05). Tiim gruplarda plazma
AST aktivitesinin kontrole gore inhibisyon gosterdigi saptanmistir. 1. grupta
(baslangigta MNU enjeksiyonu yapilan ve normal pelletle beslenen) yer alan
hayvanlarin plazma Orneklerinde saptanan enzim aktivite degeri 17.08 (x 1.75) U/ml
iken, aymi grupta en diisiikk enzim aktivite degeri 12.66 (£ 1.75)U /ml olarak
bulunmustur. LDH aktivitesi tiim gruplarda kontrole gore azalis gostermis ve bu azalis
istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0.05). MNU enjeksiyonu yapilan ve keten
tohumu ilaveli diyetle beslenen 3. ve 5. gruplarin LDH aktivite degerleri birbirine yakin
sonucglar gostermis olup, tespit edilen en diisiikk enzim aktivite degerleridir. Plazma
kreatinin konsantrasyonu bakimindan tiim gruplarin kontrole gore istatistiksel olarak
onemli oldugu saptanmistir (p<0.05). Tiim gruplardan elde edilen kreatin
konsantrasyonlarinin kontrolden daha diisiik degerlerde oldugu bulunmustur.

Uygulamanin dordiincii haftasinda elde edilen kan plazmasi Orneklerinde ise
AST enzim aktivite degerlerinin tiim gruplarda kontrolle kiyaslandiginda istatistiksel
olarak onemli diizeyde bir farklilik gosterdigi goriilmiistir (p<0.05). AST enzim
aktivitesinin kontrol grubundan daha yiikksek oldugu, buna karsin diger uygulama
gruplarinda enzim aktivitesinin kontrol grubuna gore daha diisiik oldugu goriilmiistiir.
Madde uygulamasimin 4. haftasinda elde edilen kan Srneklerinde plazma LDH enzim
aktivite degerleri i¢in kontrol grubu ile uygulama gruplan karsilagtirldiginda LDH
aktivitesinin kontrol orneklerinden Onemli diizeyde farklilik gosterdigi saptanmistir
(p<0.05). Uygulama gruplarindan elde edilen LDH degerlerinin kontrolden diisiik
degerler verdigi, ozellikle (MNU enjeksiyonu yapilan ve keten tohumuu ilaveli dietle
beslenen) 2. grup, 4.grup ile 5. gruptan elde edilen LDH aktivitesi degerlerinin oldukca

diisiik oldugu saptanmistir
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Cizelge 4.5. Bes farkli donemde hayvanlardan alinan kan 6rneklerinde plazma AST ve

LDH aktivitesi ve Kreatinin konsantrasyonu

N (II?/ilTl ) N (B]/)III;II) N K(l;rel;gll)l !

K 10 205 + 27 10 287+ 10 8 0.87+ 0.08

110 170 £ 17 10 258+ 13 8 075+ 0.13

LKAN 2 10 128 + 1.5% 10 218+ 11% 9 0.66+ 0.16

ALMA 3 10 126 + 1.7% 10 167+ 12% 10 038+ 0.30*

Lhafta 4 10 154 + 18 10 201+ 12% 10 040+ 0.04*

5 10 139 £ 2.1% 10 165+ 17% 10 035+ 0.30%

K 7 154 % 20 8 186+ 13 5 026+ 0.04

18 201 % 33% 9 164+ 9% 8 020+ 0.02

2KAN 2 6 107 + 14* 9 147+ 9% 7 0.19+ 0.02

ALMA 3 9 137 + 19 10 159+ 10% 7 0.19+ 0.20

4.hafta 4 8 125 + 1.7* 8 136+ 9% 9 030+ 0.10

5 7 108 £ 1.0% 9 145+ 8 9 0.54+ 0.10%

K 9 144 + 1.69 9 135+ 12 9 1.08+ 0.14

1 9 135 % 0.64 9 132+ 89 8 1.08+ 0.12

3KAN 2 9 834 + 1.08* 9 128+ 12 9 1.03+ 0.05

ALMA 3 10 131 % 126 10 136+ 10 9 083+ 0.12

7.hafta 4 8 129 + 158 8 124+ 16 6 083+ 0.16
5 9 785 + 1.09% 9 115+ 15 3 0.16+ 0%

K 8 131 = L1 8 104+ 5 9 031+ 0.03

19 143 £ 07 9 107+ 11 9 038+ 0.08

4KAN 2 9 132 + 27 9 101+ 11 8 023+ 0.02*

ALMA 3 9 147 + 38 9 102+ 13 9 028+ 0.06

10.hafta 4 8 100 + 08 8 954+ 14 7 036+ 0.04

59 132 % 17 9 771+ 59 5 052+ 0.13*

K 8 218 + 19 8 143+ 9 8 1.02+ 0.07

18 222 % 13 8 141+ 12 9 1.00+ 0.03

S5KAN 2 9 275 + 69 9 118+ 9 9 1.02+ 0.06

ALMA 3 9 195 % LI 9 114+ 9 9 1.04+ 0.09

12.hafta 4 8 185 = 23 7 81.6+ 6.9* 7 1.02+ 0.06

5 9 276 + 3.1 9 135+ 6.2 5 112+ 0.10

Kreatinin konsantrasyonu bakimindan istatistiksel olarak gruplar arasinda

kontrole gore 6nemli farklilik goriilmiistiir (p<0.05). 1.grup (MNU enjeksiyonu yapilan
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ve normal diyetle beslenen grup), 2. grup (MNU enjeksiyonu yapilan ve keten tohumuu
ilaveli diyetle beslenen grup) ve 3.grup (baslangicta normal diyetle beslenen, altinci
haftada MNU enjeksiyonu yapilan ve beslenmesine keten tohumu ilaveli diyetle devam
eden grup) i¢in plazma kreatinin konsantrasyon degerlerinin kontrolden diisiik, 4. grup
(sadece keten tohumulu diyetle beslenen) ve 5. grup (keten tohumu dietle beslenen ve
altinc1 haftada MNU enjeksiyonu yapilan) icin ise kontrole gore 6nemli diizeyde artig
gosterdigi saptanmistir (p<0.05).

Calismanin yedinci haftasinda hayvanlardan alinan kan drneklerinde tiim gruplar
arasinda istatistiksel degerlendirme sonuglarina gére plazma AST aktivitesi bakimindan
kontrole gore onemli farklilik oldugu bulunmustur (p<0.05). Aym1 donem plazma
ornekleri icin LDH enzim aktivitesinin kontrole gore azaldigi saptanmis olsa da
istatistiksel olarak gruplar arasinda onemli farklilik bulunmamistir (p>0.05). Plazma
kreatinin konsantrasyonu ile ilgili olarak yapilan istatistiksel analiz sonuglarina gore
kontrol ile uygulama gruplar arasinda 6nemli farklilik oldugu saptanmistir (p<0.05).
Tiim gruplardan elde edilen kreatinin konsantrasyonu degerlerinin kontrole gore daha
diisiik diizeyde oldugu goriilmiistiir.

Uygulamanin onuncu haftasinda plazma AST ve LDH enzim aktivite degerleri
bakimindan uygulama gruplarinin  degerleri  kontrol grubu degerleri ile
karsilagtirlldiginda istatistiksel olarak farklilik bulunmamistir (p>0.05). Plazma
kreatinin konsantrasyonu bakimindan uygulama gruplar ile kontrol grubu hayvanlar
arasinda istatistiksel olarak farkliligin 6nemli oldugu gozlenmistir (p<0.05). Sadece
keten tohumu diyetiyle beslenen ve herhangi bir islem uygulanmamis olan 4. gruptaki
hayvanlarin kreatinin konsantrasyonlar1 kontrolden daha yiiksek bulunmustur. Yine
keten tohumu diyetiyle beslenen fakat deneyin altinci haftasinda MNU enjekte edilmis
olan 5. gruptaki hayvanlarin kreatinin konsantrasyon degerleri de kontrolden yiiksek
bulunmustur.

Hayvanlardan deneysel calismalarin  onikinci haftasinda alinan kan
orneklerinden elde edilen plazma AST enzim aktivitesi degerleri icin kontrol grubu ile
uygulama gruplar arasinda istatistiksel olarak farklilik bulunmamistir (p>0.05). Buna
karsin plazma LDH enzim aktivitesi i¢in kontrol grubu ile kargilagtirildiginda belirgin
bir azalis gosterdigi ve gruplar arasinda istatistiksel farkliligin 6nemli oldugu
saptanmistir (p<0.05). Bu donemde aliman kan Orneklerinde Olciilen kreatinin
konsantrasyonu bakimindan ise gruplar arasinda 6nemli bir farklilik olmadigi

belirlenmistir (p>0.05).
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4.6. Dokulardan (Karaciger, Mide ve Bagirsak) Elde Edilen Bulgular

Cizelge 4.6. Hayvanlarin oniki haftalik uygulama siireci sonunda elde edilmesini
takiben alinan karaciger, mide ve ince bagirsak dokularinda saptanan AST, ALT, LDH,
GST, GR, GPx CaE, CAT aktivitesi ile hepatik mikrozomal EROD aktivite degerleri

4.6.1. Secilmis dokularda saptanan enzim aktiviteleri

Cizelge 4.6 da hayvanlarin oniki haftalik uygulama siireci sonunda elde
edilmesini takiben alinan karaciger, mide ve ince bagirsak dokularinda saptanan AST,
ALT, LDH, GST, GR, GPx CaE, CAT aktivitesi ile hepatik mikrozomal EROD aktivite

degerleri verilmistir.

4.6.1.1. Karaciger dokusu orneklerinde saptanan enzim aktiviteleri

AST enzim aktivite ortalama degerleri dikkate alindiginda, en yiiksek aktivite
degerinin sadece keten tohumu diyetiyle beslenen ve herhangi bir islem uygulanmamais
olan 4. grupta 1.588 ( = 0.335) Umol/dakika/mg protein oldugu belirlenmistir. En diisiik
aktivite ise tiim deney siiresince keten tohumu ilaveli diyetle beslenen ve 6. haftada
MNU enjeksiyonu yapilan 5. grupta 1.237 (£ 0.141) Umol/dakika/mg protein olarak
saptanmistir. 5. grup disindaki tiim gruplarda kontrole gore enzim aktivitesinde bir artig
gozlense de bu istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir (p>0.05).

ALT enzim aktivite degerlerine bakildiginda, baslangicta normal pelletle
beslenen ve altinci haftada MNU enjeksiyonu yapilarak, beslenmesine keten tohumu
ilaveli diyetle devam eden 3. grubun 0.551 (+0.029) Umol/dakika/mg protein degeri ile
kontrolden (0.520 + 0.140 Umol/dakika/mg protein) daha yiiksek sonuc verdigi

gozlenmistir. 4. ve 5. gruplar

N KARACIGER N MIDE N BAGIRSAK
AST K 8 129 +0.11 7 301+ 50 8 148+ 9
umol/dak/m 1 8 1.51 + 0.12 8 260+ 34 8 139+ 10
33
2 9
141 + 0.09 9 244 + 149+ 10
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38 146+ 0.08 9 263+ 17 10 120+ 9
4 5 158£033 8 235+ 26 7 130+ 12
5 5 123+0.14 9 255+ 33 8 136+ 10
ALT K 7 052%0.14 7 105+ 20 8 161+ 11
1 8 049003 8 987+ 115 8 158+ 12
2 9 048+ 002 9 105+ 14 9 154+ 13
38 0.55%0.02% 9 112+ 10 10 178+ 15
4 5 042003 8 98.7+ 11.4 7 156+ 22
5 5 040+ 001* 9 112+ 16 8 158+ 7
LDH K 8 L1006 7 099+ 0.08 8 1.76 £ 0.09
18 091 005 8 101+ 007 8 149+ 0.09
2 9 1.05+0.03* 9 101+ 0.09 9 152+ 0.10*
38 075+ 0.03* 9 101+ 007 10 132+ 0.42%
4 5 072003 8 105+ 0.10 7 126+ 0.16*
5 5 081 %005* 9 104+ 0.10 8 139+ 0.09*
GST K 8 067007 7 183+ 19 8 0.11% 0.02
1 8 068003 8 153+ 18% 8 0.10+ 0.02
2 9 068003 9 125+ 16% 9 0.09+ 0.01
38 059+ 002 9 145+ 14% 10 0.10+ 0.01
4 5 056006 8 125+ 18% 7 0.11+ 0.02
5 5 057+002 9 127+ 15% 8 0.10+ 0.00
GR K 8 659118 7 40.1+ 58 8 629+ 3.0
nmol/dak/m 1 8 583 %73 8 451+ 65 8 647+ 3.9
2 9 635+49 9 473+ 45 63.6+ 29
3 8 502%64 9 489+ 42 10 64.0+ 4.8
4 5 36847 8 464+ 63 7 604+ 5.6
5 5 456+47 9 459+ 50 8 584+ 33
GPx K 7 079007 7 0.06+ 0.01 8 0.12+ 0.01
18 086008 8 0.08+ 0.01 8 0.10+ 0.01
29 101007 9 0.09+ 0.01 9 0.10+ 0.08
3 8 087005 9 007+ 001 10 0.11  0.07
4 5 078003 8 0.09+ 001 7 0.11+ 0.07
5 5 085005 8 0.10+ 0.01 8 0.10+ 0.01
CAE K 8 5.04 = 046 7 1.18 = 0.18 8 539 + 0.39
1 8  6.00 £ 0.42* 8 122 + 017 8 450 + 0.34*
2 9 553+ 034* 9 1.08 £ 0.12 9 424 + 035%
3 8 509+ 030 9 1.14 £ 0.14 10 347 + 047+
4 5 637+ 048* 8 1.65 + 0.36* 7 384+ 0.49%
5 5 503+ 026 9 1.00 = 0.09% 8 404 + 033*
CAT K 75600 + 494 7 1193 + 610 8 265 + 93.0
1 8 5952 + 588 8 4178 + 63* 8 120 + 14.4*
2 8 6340 + 490 9 3397 + 40% 9 924 + 9.7*
3 8 6103 + 628 9 3809 & 33* 10 70.7 + 7.1%
4 5 5091 + 207 8 4802 % 102% 7 92.5 + 10.6*
5 5 4753 £ 470 9 3751 % 52% 8 60.7 + 5.0%
EROD K 7 97.1 £ 229
1 8 989 + 13.5
2 9 833+ 68
; g 118 170

I+

69



4 5 129
5 5 88.85

13.0
13.8

+ H

GR digindaki enzimlerin aktiviteleri umol/dakika/mg protein + standart hata cinsinden ifade edildi. GR ise nmol/dakika/mg protein+

standart hata cinsinden ifade edildi. * Kontrolden farkin 6nemli oldugunu gostermektedir (p<0.05)

sirastyla 0.427 £ 0.030 Umol/dakika/mg protein ve 0.408 £+ 0.015 Umol/dakika/mg
protein degerleriyle kontrole gore belirgin bir diisiis gostermistir. Bu gruplardan elde
edilen degerlerin kontrol 6rnekleri ile karsilastirilmasi sonucunda istatistiksel olarak
onemli diizeyde farklilik oldugu saptanmistir (p<0.05).

Karaciger LDH degerleri incelendiginde, tiim gruplarda enzim aktivitesi
bakimindan kontrole gore bir azalis gozlenmistir. En fazla azalisin 0.728 + 0.032
Umol/dakika/mg protein degeri ile sadece keten tohumu diyetiyle beslenen 4. grup
hayvan dokularinda oldugu saptandi. Gruplarda gozlenen kontrolden diisik LDH
aktivitesi degerleri bakimindan istatistiksel olarak farkliligin 6nemli diizeyde oldugu da

belirlenmistit (p<0.05).
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Karaciger GST aktivitesi baglangicta MNU enjeksiyonu yapilan ve keten
tohumu ilaveli diyetle beslenen 2. grup ve baslangicta normal pelletle beslenen ve oniki
haftada MNU enjeksiyonu yapilarak beslenmesine keten tohumu ilaveli dietle devam
eden 3. gruplarda kontrole gore bir artig gdstermesine karsin, diger gruplarda bir azalis
oldugu gozlenmistir. 2. grup 0.681 + 0.030 Umol/dakika/mg protein degeri ile kontrole
gore en fazla artis1 gosterirken, 4. grup 0.68 £+ 0.067 Umol/dakika/mg protein degeri ile
en fazla azalis1 gostermistir. Aktivitede gozlenen bu artis ve azalislar istatistiksel olarak
onemli bulunmamistir (p>0.05).

GR enzim aktivite degerlerine bakildiginda tiim gruplarin kontrolden diisiik
aktivite gosterdigi belirlenmistir. GST aktivitesinde oldugu gibi en fazla azalis 36.87 +
4.07 nmol/dakika/mg protein degeri ile 4. grupta oldugu gozlenmistir. Diger gruplarda
da elde edilen degerlerin, kontrol i¢in elde edilenlerde diisiik oldugu seklindedir. Fakat
bu azalislar istatistiksel olarak 6nemli olarak bulunmamaistir (p>0.05).

Karaciger GPx aktivite degerleri tim gruplarda kontrol grubuna gore bir artis
gostermistir. En fazla artisin 1.018 + 0.075 nmol/dakika/mg degeri ile 2. grupta oldugu
belirlenmistir. Uygulama gruplarina iliskin sonuglar ile kontrol grubu icin elde edilen
bulgularin karsilastirilmasi sonucu istatistiksel olarak 6nemli bir farklilik olmadig tespit
edilmistir (p>0.05).

Karaciger CaE aktivitesi degerlerinin 5. grup disinda kalan tiim uygulama
gruplarinda kontrole gore arttigi gozlenmistir. Fakat 5. gruptan elde edilen aktivite
degerinin kontrolden diisiik oldugu saptanmistir. Yapilan istatistiksel analizler
sonucunda 1., 2. ve 4. gruplardaki aktivite artisinin kontrole gore istatistiksel olarak
onemli oldugu bulunmustur (p<0.05)

Karaciger katalaz aktivite degerleri 2. ve 3. gruplarda kontrole gore artis
gostermesine ragmen, diger gruplardaki aktivite degerleri azalmistir. En fazla diisiis 5.
grupta 4752 + 470.2 Umol/dakika/mg protein degeri ile gbzlenmistir. Katalaz aktivitesi
bulgular ile ilgili yapilan istatistiksel analiz caligmalarina gore kontrol ve uygulama
gruplar arasindaki farkliligin 6nemli olmadig goriilmiistiir (p>0.05).

Karaciger mikrozomal EROD aktivite degerlerinin kontrol ve uygulama gruplari

arasinda istatistiksel olarak onemli bir farklilik olmadigi saptanmistir (p>0.05).

4.6.1.2. Mide dokusu orneklerinde saptanan enzim aktiviteleri
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Mide dokusu oOrnekleri icin yapilan enzimatik calisma sonuclarina gore AST,
ALT, LDH, GR, GPx enzim aktivite degerleri bakimindan yapilan analiz sonuglarina
gore kontrol grubu ile uygulama gruplar arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir
farkliligin olmadigr saptanmistir (p>0.05). Bununla beraber ALT aktivitesi deney
stirecinin 6. haftasinda MNU enjekte edilen ve bu andan itibaren keten tohumu ile
beslenmeye devam eden 3. ve 5. gruplarda artis gostermesine ragmen diger gruplarda
kontrole gore azalis goOstermistir. Bu azalis deney siiresince sadece keten tohumu
diyetiyle beslenen 4. grup ile ilk hafta MNU enjekte edilen ve keten tohumu ile
beslenen 2. gruplarda gézlenmistir.

Mide LDH degerleri incelendiginde, tiim uygulama gruplarinda enzim aktivitesi
bakimindan kontrole gore bir artis gozlenmistir. En fazla artisin  1.05£0.105
Umol/dakika/mg protein degeri ile sadece keten tohumu diyetiyle beslenen 4. grupta
oldugu saptanmustir.

Mide GR aktivite degerlerinin kontrole gore artis gosterdigi gozlenmistir Fakat
bu artig istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir (p>0.05).

GPx enzim aktivite degerleri de kontrole gore bir artis gostermistir. Ozellikle
keten tohumu ile beslenen 2. ve 4. gruplardaki artisin diger gruplara gore daha fazla
oldugu saptanmustir.

GR enzim aktivite degerleri kontrolden yiiksek bulunmustur. En fazla artig 48.91
+ 4.277 nmol/dakika/mg degeri ile baslangicta normal pelletle beslenen ve 6. haftada
MNU enjeksiyonu yapilarak beslenmesine keten tohumu ilaveli diyetle devam eden 3.
grupta saptanmustir. Baglangicta MNU enjeksiyonu yapilan ve normal pelletle beslenen
1.grup ve tiim deney siiresince keten tohumu ilaveli diyetle beslenen ve 6. haftada MNU
enjeksiyonu yapilan 5. gruplardan elde edilen aktivite degerleri birbirine yakin
bulunmustur. Tiim bu farkliliklara ragmen kontrolden yiiksek bulunan enzim aktivite
degerleri istatistiksel agidan anlamli bulunmamistir (p>0.05).

Mide dokusu GST aktivitesinin tiim gruplarda kontrol grubundan diisiik degerler
gosterdigi saptanmistir. Kontrol grubu ile uygulama gruplan arasinda gozlenen enzim
aktivitesindeki bu azaligin istatistiksel agidan 6nemli oldugu bulunmustur (p<0.05).

Mide dokusu CaE enzim aktivite degerlerine baktigimizda sadece keten tohumu
ile beslenen 4. grubun kontrolden oldukca yiiksek bir aktivite gosterdigi gozlenmistir.
1.185 £ 0.1842 Umol/dakika/mg olarak belirlenen kontrol grubunun CaE enzim aktivite
degeri, bu uygulama sonucunda 1.650 +0.3600 Umol/dakika/mg olarak belirlenmistir.

Yapilan istatistiksel analiz sonucunda da artis istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur
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(p<0.05). Buna karsin 6. haftada MNU enjekte edilen ve keten tohumu tiiketimine
devam eden 5. grupta CaE aktivitesinde Onemli diizeyde bir azalis kaydedilmistir
(p<0.05).

Katalaz enzim ativite degerleri tiim gruplarda kontrolden daha diisiik aktivite
degeri gostermistir. En diisiik aktivite 480 + 102 Umol/dakika/mg protein degeri ile
sadece keten tohumu tiiketen 4. grupta gozlenmistir. Yapilan istatistiksel analizlere gore
katalaz aktivitesinde kontrole gore diger gruplar icin belirlenen degerlerin istatistiksel

olarak onemli farklilik sergiledigi goriilmistiir (p<0.05).

4.6.1.3. Ince bagirsak dokusu érneklerinde saptanan enzim aktiviteleri

Ince bagirsak dokusu ornekleri igin elde edilen AST, ALT, GST, GR, GPx
aktivite degerleri bakimindan da mide dokusu i¢in elde edilen bulgulara benzer sonuglar
elde edilmistir. Bu enzimler icin elde edilen sonuclarin kontrol grubu degerleri ile
karsilagtirilmast sonucunda gruplar arasinda Onemli bir farklilk bulunmadigi
saptanmistir (p>0.05). Buna karsin CaE ve CAT sonuclarn bakimindan kontrol ve
uygulama gruplari arasinda bir farklilik oldugu ve bu farkliligin da istatistiksel olarak
onemli diizeyde oldugu tespit edilmistir (p<0.05).

LDH aktivite degerlerinin, tim gruplarda kontrolden daha diisiikk oldugu
goriilmiistiir. Ozellikle; ilk hafta MNU enjekte edilen ve deney siiresince sadece keten
tohumu ile beslenen 2. grup, ilk alti hafta boyunca normal diyetle beslenen, altinci
haftada MNU enjekte edilen ve beslenmesine keten tohumu diyetle devam eden 3. grup,
sadece keten tohumu ilaveli diyetle beslenen 4. grup ile tiim deney siiresince keten
tohumu ilaveli diyetle beslenen ve altinct haftada MNU enjekte edilen 5. gruplardan
elde edilen aktivite degerlerindeki azalis istatistiksel acidan incelendiginde Onemli
diizeyde bulunmustur (p<0.05).

CaE enzim aktivite degerlerinin de tiim gruplarda kontrol grubu degerlerinden
daha diisiik oldugu saptanmistir. En diisiik degerler baslangi¢ta normal diyetle beslenen
fakat altinct haftada MNU enjeksiyonundan sonra keten tohumu ilaveli diyeti alan 3.
grup ile tim deney siiresince keten tohumu ile beslenen fakat 6. haftada MNU enjekte
edilen 5. gruplarda saptanan aktivite degerleri aynm1 bulunmustur.Yapilan istatistiksel

degerlendirmeler sonucunda elde edilen degerlerin 6nemli oldugu goriilmiistiir (p<0.05).

4.7. Histoloji Bulgular:
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4.7.1. Mide dokusu

Oniki haftalik uygulama sonunda, hayvanlardan elde edilen mide dokusunda

gozlenen histolojik bulgular Sekil 1-10°da gosterilmistir.

Kontrol grubu; Mide kesitleri normal histolojik yapida izlenmistir. Tek kath prizmatik
yiizey epiteli altinda, lamina propria i¢inde tubuler mide bezlerinin uzanmakta oldugu
goriilmiistiir. Lamina propria altinda muskularis mukoza ve submukoza izlenmistir.

Tunika muskularis diiz kas liflerinden olusmaktadir (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2.).
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Sekil 4.1. Normal histolojik yapida mide tabakalar1 (H-E. X20).
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Sekil 4.2. Normal histolojik goriiniimde mide yiizey epiteli ve bez yapilar1 (H-E. 40).

Grup 1; Mide dokularinin bazi alanlarda yiizey epitelinde izlenen dejenerasyon (Sekil

4.3) disinda mide kesitleri normal histolojik yapida (Sekil 4.4) gézlenmistir.

Sekil 4.3. Mide yiizey epitelinde dejenerasyon (H-E. X20).
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Sekil 4.4. Normal histolojik yapida mide tabakalar1 (H-E. X20).

Grup 2; Yer yer mide yiizey epitelinde ve bezlerin apikal boliimlerinde dejenerasyon
(Sekil 4.5. ve Sekil 4.6.) izlenmistir, diger tabakalar normal histolojik yapida

degerlendirilmistir.

¥

Sekil 4.5. Mide yiizey epiteli ve bezlerin apikalinde dejenerasyon (H-E. X20).
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Sekil 4.6. Mide yiizey epltehnde dejenerasyon (H-E. X40).

Grup 3; Mide yiizey epitelinde bezlerin apikal kisimlarinda dejenerasyon
(Sekil 4.7. ve Sekil 4.8 ) izlenmistir.

Sekil 4.7. Mide yiizey epitelinde dejenerasyon (H-E. X20).
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Sekil 4.8. Mide yiizey epitelinde bezlerin apikal kisimlarinda dejenerasyon (H-E. X40).
Grup 4; Mide kesitlerinde tiim tabakalar normal histolojik yapida izlenmistir (Sekil

4.9.).

Sekil 4.9. Normal histolojik yapida mide yiizey epiteli ve bezler (H-E. X40).

Grup 5; Normalde tek kathi prizmatik sekilli olan mide yiizey epitel hiicrelerinde

yassilagsma saptanmistir (Sekil 4.10 ).
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Sekil 4.10. Mide yiizey epitel hiicrelerinde yassilasma (H-E. X40).
4.7.2. ince bagirsak dokusu
Oniki haftalik uygulama sonunda, hayvanlardan elde edilen ince bagirsak

dokusunda go6zlenen histolojik bulgular Sekil 11-18’de gosterilmistir.

Kontrol grubu; Ince bagirsak kesitlerinin normal histolojik goriiniimde oldugu
belirlenmigtir. Mukoza parmak seklinde viluslar icermektedir. Villus yiizeyi, goblet
hiicreleri iceren tek kath ¢izgili kenarli prizmatik epitel ile doseli oldugu goriilmiistiir.
Lamina propria icinde Liberkithn kriptalari yer almaktadir. Kriptalarin bazal
kisimlarinda Paneth hiicrelerinin graniilleri kirmizi renkte boyali oldugu goriilmiistiir.
Submukoza gevsek bag dokusu 6zelliginde oldugu saptanmistir. Tunika muskularis icte
sirkiiler dista longitudinal seyirli olarak normal histolojik yapida izlenmistir (Sekil 4.11
ve Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Normal histolojik yapida villuslar ve Liberkiihn kriptalar1 (H-E. X20).

Grup 1; ince bagirsak mukozal yapilar, submukoza ve muskuler tabakalari normal

histolojik goriiniimde izlenmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Normal histolojik yapida villus ve Liberkiihn kriptalar1 (H-E. X40).

Grup 2; ince bagirsaga ait tiim histolojik yapilar yapilar normal yapilarinda izlenmistir
(Sekil 4.14).

Sekil 4.14. Normal histolojik yapida ince bagirsak kesiti. (H-E. X20).

Grup 3; incelenen kesitlerde normal histoloji yapida izlenen alanlarin (Sekil 4.15)

yaninda, yer yer villuslarin apikal kisimlarinda dejenerasyon saptanmistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Normal histolojik yapida villuslar ve Liberkiihn kriptalar1 (H-E. X40).

Grup 4; Tum ince bagirsak kesitleri normal histolojik yapida izlenmistir (Sekil 4.17)
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Sekil 4.17. Normal histolojik yapida villuslar ve Liberkiihn kriptalar1 (H-E. X40).
Grup 5; Ince bagirsak kesitlerinde mukoza, submukoza ve muskuler tabakalar normal

histolojik yapida izlenmistir (Sekil 4.18 ).

Sekil 4.18. Normal histolojik yapida ince barsak kesiti (H-E. X20).

4.7.3. Karaciger dokusu

Oniki haftalik uygulama sonunda, hayvanlardan elde edilen karaciger

dokusunda gozlenen histolojik bulgular Sekil 19-32’de gosterilmistir
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Kontrol grubu; Bu grupta yer alan farelerin karaciger dokular1 normal histolojik

yapida gozlenmistir (Sekil 4.19 ).

i e )‘ d z -

Sekil 4.19. Normal histolojik yapida karaciger kesiti (H-E.X 40).

Grup 1; Karaciger parankimasinda hemoraji ve nekroz alanlar1 izlenmistir, ayrica bu
alanlar cevresindeki hepatosit nukleuslarinin heterokromatik ve piknotik goriiniimii
dikkat cekmektedir (Sekil 4.20). Merkezi damarlar c¢evresindeki hepatositlerde

intrasitoplazmik vakuoller ve hidropik dejenerasyon oldugu belirlenmistir (Sekil 4.21)

Sekil 4.20. Karaciger parankimasinda hemoraji ve nekroz (H-E. X40).

84



Sekil 4.21 Merkezi damarlar ¢evresindeki hepatositlerde intrasitoplazmik vakuoller ve

hidropik dejenerasyon (H-E. X40).

Grup 2; Karaciger kesitleri genellikle normal histolojik yapida izlenmekle birlikte

Sekil 4.22. Normal histolojik goriiniimde hepatositler (H-E. X40).
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Sekil 4.23. Karaciger parankimasinda fokal nekroz alan1 (H-E. X40).

Grup 3; Karaciger dokularinda santral ven cevresinde ve parankima i¢inde kordonlar
seklinde hepatosit dejenerasyonu (Sekil 4.24), perivaskiiler alanlarda inflamatuvar
infiltrasyon (Sekil 4.25) ve bazi alanlarda eozinofilik sitoplazmali, piknotik nukleuslu

hepatositler izlenmistir (Sekil 4.26).

" 2.0 A

Sekil 4.24. Merkezi damarlar ¢evresinde ve parankima i¢cinde kordonlar seklinde

hepatosit dejenerasyonu (H-E. X40).
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Sekil 4.26. Eozinofilik sitoplazmali, piknotik nukleuslu hepatositler (H-E. X40).

Grup 4; Karaciger parankimasinda nekroz alanlar1 (Sekil 4.27), hemoraji (Sekil 4.28),
periportal alanlarda inflamatuvar infiltrasyon (Sekil 4.29) ve merkezi damarlar

cevresinde hepatositlerde hidropik dejenerasyon (Sekil 4.30) izlenmistir.
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Sekil 4.28. Hemoraji ve hepatosit nukleuslarinda piknoz (H-E. X40).
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Sekil 4.30. Merkezi damarlar ¢evresinde hepatositlerde hidropik dejenerasyon (H-E.
X40).

Grup 5; Vaskiiler konjesyon, parankimal nekroz ve hemoraji (Sekil 4.31) ile birlikte
portal alanlarda inflamatuvar infiltrasyon ve perivaskiiler 6dem (Sekil 4.32) oldugu

goriilmiistiir.
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Sekil 4.32. Portal alanlarda inflamatuvar infiltrasyon ve perivaskiiler 6dem (H-E. X40).
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5. TARTISMA

Son yillardaki bilimsel ¢alismalar beslenme aligkanliklari ve bazi hastaliklar
arasinda bir iligki bulundugunu ortaya koymus olup, epidemiyolojik calismalar diyetin
kanser ve sindirim sistemi hastaliklar1 gibi bazi1 kronik hastaliklarin dnlenmesindeki
roliine isaret etmektedir. Beslenme aligkanliklarinin daha fazla meyve, sebze ve tahil
tilketecek sekilde degistirilmesi, kronik hastaliklarin 6nlenmesinde etkin ve pratik bir
yaklasimdir. Hastalik riskinin azaltilmasi, saglikli bir yasam siirdiirme isteginin artmasi
ve saglikli beslenme bilincinin gelismesi gibi nedenlerle tiiketiciler, gidalardan
beslenme gereksinimlerini karsilamanin yaninda, saglik acisindan da yarar saglamay1
beklemektedirler. Son yillarda fazla miktarda tiiketilen, ¢esitli besinler (biskiivi, yogurt
vb) icinde katki maddesi olarak kullanilmaya baglanan ve saglik acisindan faydalari
oldugu iddia edilen keten bitkisi tohumunun, kimyasal bir mutasyon ajani olarak bilinen
metil nitrozurea (MNU) uygulamasina maruz kalmis olan farelerde toksik etkilere karsi
koruyuculugu olup olmadiginin belirlenmesi bu c¢alismanin amacini olusturmaktadir.
Buna bagli olarak, bu caligsma ile son yillarda halk arasinda popiiler bir besin maddesi
olarak kullanilan keten bitkisi tohumunun antioksidatif ve antikarsinojen etkileri
aragtirilmistir.

Calismalarda, oniki haftalik deney siiresince hayvanlarm viicut agirliklari,
haftalik yem ve giinliik su tiikketimleri belirlenmistir. Deneysel calismalarin baslangi¢
asamasinda viicut agirliklart bakimindan homojen bir dagilim gosterecek sekilde
olusturulan gruplardaki hayvanlarin viicut agirligi degisiminde, deneysel calismalar
siiresince gruplar arasinda Onemli bir farkliligin meydana gelmedigi saptanmistir.
Bununla birlikte, tiim gruplardaki hayvanlarin viicut agirliklarinda deneyin baslangi¢
asamasina gore bir artis kaydedilmistir. Istatistiksel olarak ©nemli bulunmayan bu
artisin sebebi hayvanlarin normal gelisim periyodunda kazandiklar1 biyokiitle artisinin
bir sonucudur. Ciinkii hem deneysel ¢alisma gruplarinda hem de kontrol grubu
hayvanlarda saglanan viicut agirligi artisi birbirine benzer diizeydedir. Yuan et. al.
(1999) tarafindan keten tohumunun antikarsinojenik ve antiteratojenik etkilerinin
aragtinldig bir calismada 50 giin boyunca keten tohumu ile beslenen sicanlarin viicut
agirliklarinda ortaya c¢ikan degisim ile, calismalarimizda elde ettigimiz bulgularin
benzerligi, keten tohumunun bireylerde viicut agirlign artisina Onemli bir etkisinin

bulunmadigim gostermektedir [135].
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Hayvanlarin su tiiketiminin keten tohumu ile beslenme ve/veya MNU etkisine
maruz kalma durumunda, 6nemli diizeyde bir degisim gostermedigi goriilmiistiir. Buna
gore, yapilan istatistiksel analizler sonucunda gruplar arasinda su tiikketimi bakimindan
onemli diizeyde bir fark saptanamamistir (p>0.05). Hayvanlarin ortalama su ve yem
tilketim miktarlarina gore belirlenen ortalama tiikketim degerlerinin, literatiir bilgileri ile
uyusan normal bir dagilim sergiledigi gozlenmistir [136].

Bu arastirmada kullanilan keten bitkisi tohumunun kimyasal ozellikleri
literatiirde belirtilen bir¢ok caligma bulgular ile benzerlik gostermistir. Daha Once
yapilan caligmalarda, kullanilan keten tohumunun %26-41 arasinda yag igerdigi
bildirilmis olup [137], calismamizda kullanilan keten bitkisi tohumundaki yag icerigi de
% 39.66 + 1.15 olarak tespit edilmistir. Ozellikle lignanlar gibi fenolik bilesiklerce
zengin olan keten tohumunda 1.06 + 0.01mg/g ¢oziiniir fenolik bilesik tespit edilmistir.
Bir bagka calismada keten bitkisi tohumunun protein igerigi %20-28 arasinda rapor
edilmis olup, yapilan bu calismada protein igerigi %21.65 + 1.13 diizeyinde
bulunmustur. Arastirmamizda kullanilan keten tohumunun %3.37 + 0.06 oraninda Kkiil
icerdigi saptanmis olup, bu bulgular daha 6nce yapilan ¢alismalarda elde edilen veriler
ile (%2.9-6.1) uyusmaktadir. Lifce zengin oldugu bildirilen [137] keten tohumunun
besinsel lif miktar1 ise % 25.2 + 1.44 bulunmustur.

Hayvanlarin dokularinda yapilan histolojik incelemeler sonucunda, mide
dokusunda normal fare diyeti ile beslenen hayvanlardakine benzer olarak, sadece keten
tohumu ile beslenen grupta herhangi bir doku hasar1 gozlenmezken, uygulamanin
basinda MNU etkisine maruz kalan ve oniki hafta siireyle keten bitkisi tohumu ilaveli
diyet ile beslenen hayvanlarda ve MNU uygulamasini takiben sadece alt1 hafta boyunca
keten tohumlu besin alan farelerde dokularin normal goriiniimlerinde bazi
dejenerasyonlar gozlenmistir. Ayrica hayvanlara oniki hafta boyunca keten tohumlu
besin verilen, ancak uygulamanin altinci haftasindan sonra MNU etkisine maruz kalan
hayvanlarda da mide yiizey epitel hiicrelerinde yassilasma saptanmistir. Buna karsin,
diger uygulama gruplarinda doku hasarlar tespit edilmemistir. Mide dokusunda
gozlenen hasarlar genellikle mide dokusu yiizey epitelinde ve bezlerin apikal
boliimlerinde gozlenen dejenerasyonlar seklindedir. Bu bulgular MNU uygulanan
hayvanlarda beklenen olas1 etkilerin yemlerine keten bitkisi tohumu ilave edilerek
beslenen hayvanlar icin MNU’nun toksik etkilerini azaltic1 yonde bir etkiye sahip
olmadigim gostermektedir. Ayrica, oniki hafta boyunca keten tohumu katilmis bir diyet

ile beslenen, ancak hicbir toksik madde etkisine maruz kalmayan hayvanlarda mide
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dokusunda bir hasar gozlenmemesi, ortaya c¢ikan etkinin daha ¢ok MNU kaynakli
oldugunu diisiindiirmektedir. Her ne kadar hayvanlara uygulanan MNU intraperitonal
enjeksiyon yoluyla farelere verilmis olsa da, mide dokusu iizerinde toksik bir etkiye
neden oldugu ve bu olumsuz etkinin yem ile alinan keten tohumu tarafindan ortadan
kaldirilamadigin ifade edilebilir. Bununla birlikte hayvanlara keten bitkisi tohumunun
MNU ile birlikte verilmis olmasi etkiyi arttirici bir rol de oynayabilir.

Mide dokusu oOrneklerine benzer olarak, ince barsak dokusu oOrneklerinde de
benzer doku hasarlarinin kismen saptanmis olmasi, MNU’nun toksik etkisini
gostermektedir. Ozellikle MNU uygulamasi ile birlikte alt1 hafta siireyle hayvanlarin
keten tohumu iceren diyetle beslenmeleri ince bagirsak dokusunda yer yer villuslarin
apikal kisimlarinda dejenerasyon gozlenmesine neden olmustur (Sekil 4.15). Bununla
birlikte genel olarak ince bagirsakta baskaca ©Onemli bir dejenaratif etkinin
saptanamamis olmasi, hem MNU uygulamasinin, hem de keten tohumunun bu doku
tizerine Onemli bir toksik etkiye yol agmadigim diisiindiirmektedir. Calismamizda
kullanilan kontrol grubu hayvanlarda incelenen ince bagirsak kesitleri normal histolojik
goriinim  sergilemektedir. Mukoza parmak seklinde villuslar igermektedir. Villus
yiizeyi, Goblet hiicreleri iceren tek kathi ¢izgili kenarli prizmatik epitel ile doselidir.
Lamina propria icinde Liberkithn kriptalari yer almaktadir. Kriptalarin bazal
kisimlarinda Paneth hiicrelerinin  graniilleri kirmizi  renkte boyanmis olarak
gozlenmistir. Submukoza gevsek bag dokusu ozelligindedir. Tunika muskularis icte
sirkiiler dista longitudinal seyirli olarak normal histolojik yapida izlenmistir (Sekil
4.11).

Yapilan histopatolojik degerlendirme sonuglari, mide ve ince barsakta gbzlenen
ve genelde olumlu olarak kabul edilebilecek durumlarin aksine, karaciger dokusunda
bazi hasarlarin varlifin1 géstermistir. Buna gore kontrol grubundaki farelerin karaciger
dokular1 normal histolojik yapida gozlenirken, hayvanlara sadece MNU uygulamasi
yapilan grupta karaciger parankimasinda hemoraji ve nekroz alanlar izlenmektedir.
Ayrica bu alanlar cevresindeki hepatosit nukleuslarinin heterokromatik ve piknotik
goriinimii  dikkati cekmektedir (Sekil 4.19). Merkezi damarlarin ¢evresindeki
hepatositlerde intrasitoplazmik vakuoller ve hidropik dejenerasyonun varligi, maddenin
kan yolu ile karacigere ulasarak, burada hasarlara neden oldugunu akla getirmektedir
(Sekil 4.20). Benzer bir sonu¢ Manal et. al. (2009) yapmis oldugu bir calismada

gozlenmistir. Arastirmacilar keten tohumu ve kurutulmus sarimsak ile beslenen
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hiperlipidemik sicanlarin karaciger hepatositlerinde belirgin dejenerasyonlar ve safra
kanallarinin duvarlarinda incelme oldugunu rapor etmislerdir [138].

MNU uygulamas: yanm sira, deney siiresince keten tohumlu diyetle beslenen
farelerde karaciger kesitleri genellikle normal histolojik yapida izlenmis (Sekil 4.21),
ancak yer yer fokal nekroz alanlar1 da dikkat ¢cekmistir. Bu durum MNU uygulamasi ile
birlikte oldugunda keten tohumunun kismen toksik etkinin azaltilmasinda olumlu rolii
olabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak keten tohumunun uzun siireli olarak yem katkis1
olarak hayvanlara verilmesinin (oniki hafta boyunca) de bir toksik etkiye yol
acabilecegini gostermektedir. Bu durumda 6zellikle karaciger dokusunda parankimada
nekroz alanlarinin gozlenmesi (Sekil 4.26), hemoraji (Sekil 4.27), periportal alanlarda
inflamatuvar infiltrasyon (Sekil 4.28) ve merkezi damarlar cevresinde hepatositlerde
hidropik dejenerasyon (Sekil 4.29) gibi histopatolojik bulgular dikkat cekicidir.

Histopatolojik degerlendirmelere ek olarak, doku hasarimi saptama bakimindan
biyobelirtecler olarak kullanilan enzim aktivite degerleri de 6nem tagimaktadir. Buna
gore farelerde mide dokusu AST ve ALT enzim aktivitesi bulgularinin histolojik
inceleme bulgulan ile paralellik gostermedigi saptanmistir. Buna gore, sadece keten
tohumu tiikketen ve baska hicbir uygulamaya tabi tutulmayan hayvanlarda mide
dokusunda enzim en diisiik aktivite degeri gostermis iken, oniki hafta siire ile keten
bitkisi tohumu eklenmis diyetle beslenen (4. grup) hayvanlar ve kontrol grubu
hayvanlar1 (normal diyetle beslenenler) disindaki diger gruplarda enzim aktivitesindeki
artig, farelere MNU uygulamasi ile iligkili olabilir. Bilindigi gibi, aminotransferazlar
(ALT ve AST) plazmada normalde az miktarlarda bulunan sitozolik enzimlerdir [139].
Ancak hiicre hasarlar1 sonucunda, bu enzimler plazmaya sizarlar ve aktivite
degerlerinde bir artis gosterirler. Burada sadece keten tohumu ile beslenen 4. grup
disinda kalan ve MNU uygulamasina maruz birakilan diger gruplarda enzim
degerlerinin yiikksek olmasi, dokularda MNU etkisine bagli bir doku hasari
olusabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak havyanlara MNU diginda farkli zaman
streleri icin MNU ile birlikte keten tohumu verilmesi de enzim aktivitesinin
indiiklenmesinde etkili olabilir.

Mide dokusunda MNU uygulanmis grupta GST ve CAT aktivitesinde kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak ©6nemli bir azalig goriilirken, GR, GPx ve CaE
aktivitesinde ise artis saptanmistir. MNU indiiksiyonu sonrasi oniki hafta boyunca keten
tohumu ile beslenen grupta oOzellikle GR ve GPx aktivitesinde ©Onemli artiglar

gozlenmistir. Sadece keten tohumu ile beslenen grupta ise ozellikle CaE ve GPx
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aktivitesinde belirgin artiglar tespit edilmistir. Ayrica MNU ile birlikte uygulamanin ilk
alt1 haftasinda keten tohumu ile beslenmis farelerde GR ve GPx aktivitesinde de 6nemli
artiglar tespit edilmistir. Bu bulgular mide dokusunda go6zlenen histopatolojik diizeyde
saptanmis hasarlarla uyumludur. Dolayist ile hem MNU uygulamasinin hem de bu
madde ile birlikte verildiginde keten bitkisi tohumunun toksik etkiyi arttirict bir roli
oldugu diisiiniilmektedir. Keten tohumunun yiiksek yag icerigi, Ozellikle yagda
¢oziinebilir metabolitlerin dokulara alimini arttirarak bdyle bir toksik etkiye yol acabilir.

Organizmalarda, radikal oksijen tiirlerinin olusumu ile hiicresel bilesenlerin
oksidatif hasar1 sonucu gerceklesen oksidatif strese engel olmak igin, antioksidant
enzimlerin aktiviteleri (GST, GR, GPx, CAT vb.) artarak, antioksidant savunmanin
arttirllmas1  amaglanmir  [140-141]. Ksenobiotik metabolizmasinda II. basamak
biyotransformasyon olaylarinda yer alan GST’nin, ksenobiotiklere maruz kalmanin bir
biyobelirteci olarak kullanilabilecegi bircok laboratuvar ve arazi ¢alismasinda
gosterilmistir [142-143]. GST aktivitesinin artig1, Kkirleticilerin yarattigl strese
organizmanin gosterdigi adaptasyon olarak degerlendirilmektedir [132]. Cesitli organik
bilesiklere maruz kalma sonrasi hepatik GST aktivitesinin bobrek, bagirsak gibi diger
organlardan daha fazla indiiklendigi bildirilmistir. Calismamizda MNU‘ya maruz
kalmayan ancak keten bitkisi tohumu diyeti ile beslenen farelerde GST enzimi i¢in en
disiik aktivite degeri belirlenmistir. Karaciger GST aktivitesi ksenobiyotik
metabolizmasi i¢in onemli bir gostergedir. Bulgularimiza gore karaciger GST aktivitesi
MNU enjekte edilen grup ile karsilastirildiginda grup 3, 4, ve 5’de 6nemli diizeyde
diisiik aktivite degerleri tespit edilmistir. Bu MNU’nun olusturdugu toksik etkiyi
ortadan kaldirmada keten tohumunun olumlu katkilar saglayabilecegini ifade edebilir.
Benzer sekilde, Rickard et. al. [144 ] yaptiZi bir ¢aligmada, keten tohumu ile
beslenmenin, tiimor gelisimi lizerinde etkili olmadigi, fakat MNU indiiksiyonu ile
olusturulan meme tiimoriindeki ilerlemeyi durdurdugu gozlenmistir. Yine bir baska
calismada CCl, enjeksiyonu yapilan albino siganlarda, keten tohumu ilaveli diyetle
beslenmenin karaciger enzimlerini (CAT, SOD) iyilestirici etkileri gozlenmistir [145].
Benzer sekilde karaciger hasarinin tamirinde keten tohumunun koruyucu roliiniin
belirlenmesi ile ilgili olarak si¢anlar {izerinde yapilan bir calismada da keten tohumunun
iyilestirici etkisi oldugu belirtilmektedir. [146]. Cevresel kirleticilerin olumsuz etkilerini
degerlendirmek icin farkli dokulardaki CaE diizeyleri belirlenmistir. Farkli dokularda
aym enzimin caligilmast hem etkilenen organ veya dokunun belirlenmesi agisindan,

hem de doku veya organlarin ksenobiyotiklere verdikleri tepkinin belirlenmesi
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acisindan onemli ipuglart saglamaktadir. Bu enzimler (SOD, CAT, GPx v.s)
antioksidan savunma mekanizmasina katki saglarlar. CaE aktivitesi sadece keten
tohumu uygulanmig grupta 6nemli diizeyde artis gostermistir. Yine CAT ve GPx
aktivitesinin MNU uygulanan grupta (Grup 1) ve MNU ile birlikte keten tohumu
uygulanmis gruplarla (Grup 2, 3 ve 5) karsilastinnldiginda 6nemli diizeyde arttig1 tespit
edilmistir. Calismamizda belirlenen bu artislarin aksine Lee et. al. (2002), Mary et. al.
(2002), Visavadiya and Narasimhacharya (2007) ve Makni et. al. (2008) yaptiklari
calismalarda karaciger dokularinda enzim aktivitesinde belirgin bir diisiis belirlenmistir.
[147-150].

Aktivitelerde belirlenen bu diisiisler, lipid peroksidasyonu esnasinda olusan o ve 3
doymamig aldehitlerin varligiyla iliskilendirilmistir. Bu bilesenler, Se bagimli glutatyon
peroksidaz enziminin inaktive olmasiyla ve hiicresel glutatyon tiiketimi ile olusan
oksidatif stres durumlarinda artis gosterirler. Son yillarda cevresel kirleticilerle iliskili
olarak organizmada saglik durumunun ve toksik ajanlara yanitin belirlenmesinde
ozellikle PAH tiirii cevresel kirleticilere karst EROD anahtar belirte¢ enzim olarak
kabul edilmektedir [151]. Hepatik EROD aktivitesinin ksenobiyotikler, sicaklik,
hormonlar, beslenme ve saglik durumu gibi ¢ok sayida faktorden etkilendigi de
bildirilmistir [151]. Cesitli stres durumlarma (kirleticiler, kimyasallar vb.) maruz kalma
sonrast karaciger tahribati nedeniyle bu enzimlerin karacigerdeki mikrozomal
aktivitesinin arttig1 bilinmektedir [152]. Stres kosullarinda ya enerji ihtiyaci nedeniyle
enzim aktiviteleri artmakta ya da ksenobiyotik madde enzim inhibisyonuna neden
olmaktadir. Ayrica stres kosullarina maruz kalan organizmalarda karaciger tahribati
nedeniyle karaciger dokusundaki enzim aktiviteleri azalirken, plazmada ayn1 enzimlerin
aktiviteleri artabilmektedir.

Calismamizda MNU uygulamasina maruz kalan farelerin diyetlerine eklenen
keten tohumunun EROD aktivitesi {izerine olan etkileri de test edilmistir. Mikrozomal
EROD aktivitesinin gruplar arasinda istatistiksel olarak onemli diizeyde bir farklilik
gostermedigi saptanmis olmakla birlikte, EROD 12 hafta boyunca keten bitkisi tohumu
ilave edilmis diyetle beslenen hayvanlarda ve MNU uygulamasina maruz kalip alt1 hafta
boyunca keten tohumu ilaveli diyet alan hayvanlarda goreceli bir artis sergilemistir. Bu
sonucun MNU kokenli olmaktan ¢ok, keten tohumu eklenmis diyet ile beslenmeye baglh
oldugu diistiniilmektedir. Bununla birlikte, bu konuda daha detayli ve aydinlatici

calismalara da gerek bulunmaktadir.
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Oniki haftalik deney siiresince, bes farkli donemde alinan kan plazma
orneklerinin incelenmesinde; deney baslangicinda MNU uygulamasina maruz kalan ve
normal fare diyeti ile beslenen 2. grup hayvanlardan elde edilen plazma AST ve LDH
enzim aktivite degerleri ile kreatinin konsantrasyonu, hayvanlara baglangicta MNU
enjeksiyonu yapilan fakat keten tohumu ilaveli diyetle beslenen 3. grup hayvanlardan
elde edilen enzim degerlerinden yiiksek bulunmustur. Stres kosullarina maruz kalan
organizmalarda doku tahribati nedeniyle plazmada enzimlerin aktivitelerinde artis
oldugu bilinmektedir. Bu bilgi 15181inda 3. grupta tespit edilen diisiik aktivite degerleri,
keten tohumunun, MNU’ nun olusturdugu stresi azaltici bir etkiye sahip olabilecegini
diisiindiirmektedir. Benzer bir karsilastirma, normal fare yemiyle beslenen kontrol
grubu hayvanlar ile sadece keten tohum ilaveli diyetle beslenen 4. grup arasinda
yapilmistir. Sadece keten tohumu tiiketen 4. grupta yer alan hayvanlardan elde edilen
AST ve LDH enzim aktivite degerleri kontrol grubundan daha diisiik bulunmustur. Bu
durum keten tohumunun yiiksek antioksidan igerigi ile iliskilendirilebilir.

Baglangicta ve deneysel calismalarin altinci haftasinda intraperitonal yolla MNU
etkisine maruz birakilan ve oniki hafta boyunca keten tohumu ilaveli diyetle beslenen 2.
grup ile 5. gruplarda belirlenen AST enzim aktivite degerleri birbirine yakin
bulunmustur. Yine keten tohumu ilaveli diyetle beslenen 4. grup ile MNU enjeksiyonu
yapilip ayni diyetle beslenen 2. grup arasinda yapilan karsilastirmada, 4. gruptan elde
edilen enzim aktivite degerlerinin 2. gruptan elde edilenden daha diisiik oldugu
belirlenmistir. Bu sonuclara bagli olarak elde edilen bulgular keten tohumu tiiketiminin
MNU tarafindan olusturulan bir toksik etkiye karsi, organizmada koruyucu bir etki
yapabilecegini diisiindiirmektedir.

Sonu¢ olarak, diyetlerimizle c¢esitli maddeleri ve besin katkilarini giinliik
yasantimizin bir parcasit olarak tiiketmekteyiz. Ayrica, gilinliikk yasamin bir parcasi
olarak cevresel kirleticilerin, sanayilesme sonucunda ag¢iga ¢ikan kimyasallarin ve ¢ok
cesitli pestisitlerin etkisine maruz kalmaktayiz. Diyetle alinan bazi dogal kaynakli
triinlerin bizi cevrede yogun olarak bulunan cevresel stres faktorlerine karsi
koruyabilecegi iddia edilmektedir. Keten bitkisi tohumu da bunlar arasinda yer almakta
ve insanlar tarafindan giderek artan bir ilgiyle tiiketilmektedir. Bununla birlikte elde
edilen aragtirma bulgularina bagh olarak, keten tohumunun bu ¢alismada kullanilmig
mutajenik bir ajan olan MNU’ya karg1 koruyucu bir etkisinin olmadigi, siirekli ve uzun
stireli olarak diyetle birlikte tiiketilen keten tohumunun bazi olumsuz etkilerinin de

bulunabilecegi, bu nedenle keten tohumunun tiiketiminde dikkatli davranilmasi
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gerektigi duistinilmektedir. Ayrica bu konuda daha detayli ilave arastirmalara
gereksinim oldugu ve baskaca biyobelirteclerin de kullanilarak keten bitkisi tohumunun

tilketiminin giivenirliginin test edilmesi gerektigi sonucuna ulasilmistir.
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