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ARASTIRMA

Benzo(a)pyrene Uygulanan Ratlarda Antioksidan Vitamin
Diizeyleri

Bu ¢alismada, benzo(a)pyrene uygulanan ratlarda A vitamini, B-karoten, C vitamini ve E vitamini
dizeylerinin belirlemesi amaglanmistir. Calismada 40 adet disi wistar albino rat kullanilmigtir.
Ratlar kontrol ve benzo(a)pyren gruplar olarak iki esit gruba ayrilmig, kontrol grubuna
intraperitoneal serum fizyolojik uygulanirken, benzo(a)pyren grubuna deri alti tek doz 10.08 mg
dozunda benzo(a)pyren uygulanmistir. On iki hafta sonunda ratlardan kan &rnekleri alinarak
plazmalari c¢ikariimistir. Plazma A vitamini, B-karoten, C vitamini ve E vitamini duzeyleri
spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Kontrol ile deney grubu kiyaslandiginda plazma A vitamini,
B-karoten, C vitamini ve E vitamini seviyelerinde istatistiksel olarak énemli bir azalmanin oldugu
gorilmastur. Sonugta, bu tir maddelerin organizmada neden oldugu yodun strese Kkargsi
korunmada antioksidan vitamin ilavelerinin yararli olabilecegi sonucuna variimigtir.

Anahtar Kelimeler: Rat, benzo(a)pyrene, antioksidan vitamin

Levels of Antioxidant Vitamins in the Rats Exposed to Benzo(a)pyren

The aim of this study was to determine the vitamin A, B-caroten, vitamin C and vitamin E in the rats
apply with benzo(a)pyrene. A total of 40 healthy Wistar albino rats were used in this study. These
rats were divided into two equal groups as control and benzo(a)pyrene group. The rats in the
control group were exposed to one dose isotonic sodium chloride solution via intraperitoneal, and
the other group exposed to 10.08 mg benzo(a)pyrene subcutaneously. At the end of twelwe weeks
the blood samples were taken from the rats and plasma was separated. Plasma vitamin A, B-
caroten, vitamin C and vitamin E levels were determined spectrophotometrically. There was a
statistically significant decrease in plasma vitamin A, B-carotene, vitamin C and vitamin E levels in
experimental group when compared to control group. As a result, it was concluded that the
antioxidant vitamin supplements may be useful in protecting against the intense stress caused by
such substances in the organism.

Key Words: Rat, benzo(a)pyrene, antioxidant vitamin

Girig

Benzo(a)pyrene (BaP, 3,4-benzopyrene), polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH)
grubunda yer alan, galisma ortamlarinda, diyette, sigara dumaninda, cevrede yaygin
olarak bulunan ve Kkuvvetli kanserojen etkinliJe sahip bir maddedir. BaP’in
biyotransformasyonu siresince ¢ok sayida serbest radikal olusur. Serbest radikaller
reaktif yapilari nedeniyle, basta lipitler, proteinler ve nikleik asitler olmak Uzere
yukseltgenebilen tim hicre elemanlari ile kolayca etkilesime girebilirler (1-4). BaP’nin
membran lipitleriyle reaksiyona girerek lipit peroksidasyonda artisa neden olmasi,
serbest radikal temizleyici diizeylerindeki bir azalma sonucu olabilir (1, 5).

Biyolojik sistemlerde endojen ve ekzojen kdkenli stres faktorleri nedeniyle, sirekli
olarak serbest radikaller ve diger oksijen kdkenli radikaller uretilmektedir. Hiicre bu stres
faktorlerine maruz kalmayi sinirlamak icin, guiglii ve kompleks bir sistem gelistirmistir (6,
7). Organizmay serbest radikallerin zararli etkilerinden koruyan bu sistemler, baslica
enzimsel ve enzimsel olmayan savunma sistemleridir. Enzimsel savunma sisteminin
yeterli olmadigi hallerde diiglik molekil agirlikli serbest radikal tutuculan lipit peroksit
radikalleri ile etkileserek reaksiyonlarin ilerlemesini dnlemeye calisir (6, 7).

En 6nemli serbest radikal tutuculari E vitamini, karotenler, C vitamini (askorbik
asit) ve glutatyon'dur (4, 6). E vitamini, biyolojik sistemlerde serbest radikal
reaksiyonlarinin yayillmasini énleyen zincir kirici en énemli antioksidandir (8). E vitamini
mitokondri, endoplazmik retikulum ve plazma membrani gibi 6zellikle doymamis yag
asitleri bakimindan zengin olan hiicre membranlarini lipit peroksidasyondan korur.
Plazmada, yagda ¢bzinen diger antioksidanlara nazaran yaklasik 15 misli daha fazla
bulundugundan, plazma ve dusuk molekilli lipoproteinlerdeki (LDL) en &nemli
antioksidandir (3, 9-11). E vitamininin fenolik grubu bir peroksil radikali ile
karsilastiginda, hidrojen atomunu peroksil radikaline vererek zincir reaksiyonunu
sonlandirir (9, 12, 13).
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C vitamini, ekstrasellller sivilardaki en O©6nemli
antioksidanlardan biridir. Askorbatin stperoksit (O2),
hidrojen peroksit (H202) hipoklorit (OCL), hidroksil
radikali (OH), peroksil radikali (ROO.) ve saf oksijeni
etkili sekilde ortadan kaldirdigi bildirilmektedir (3, 6).
Askorbatin ya bir antioksidan gibi etki gostererek
tokoferollere yardimci olduu ya da tokoferoksil
(tokoferoliin okside formu) radikalinden bir oksijen
atomunu  uzaklastirarak  aktif  tokoferol  haline
donustirdagi ileri surdlmustir. Boylece tokoferoliin
radikal temizleyici etkisi restore edilmis olur (14, 15).

A vitamini, hudcrelerin ve hicre ici yapilarin
lipoprotein yapidaki membranlarinin permeabilitesinde
ve stabilitesinde dnemli rol oynar. Yeterli diizeylerdeki A
vitamini lipoprotein membranlari gegerek lipit ve
proteinler arasinda c¢apraz baglayici ajan olarak rol
oynar ve béylece membran stabilize edilir (8, 16). Her ne
kadar A vitamininin zincir kirici 6zelligi oimasa da, yagda
eriyen ve enzimsel olmayan antioksidan olarak
siniflandirimaktadir ~ (17). En  etkili hicre igi
antioksidanlardan birisi de [(-karotendir. B-karoten’in
antioksidan rolu birlestigi alkil yapi iginde karbon

merkezli radikalleri stabilize etme yeteneg@inden
kaynaklanir. B-karoten dusuk oksijen
konsantrasyonlarinda  etkili  oldugundan, ylksek

konsantrasyonlarda etkili olan E vitamininin antioksidan
etkisini de tamamlayabilir (18).

Bu c¢alismada, cevrede ¢ok miktarda bulunan ve
canllarin her zaman cesitli miktarlarda maruz kalmasi
sonucu organizmayl yogun strese sokan BaP’nin
uygulandigi ratlarda, antioksidan vitamin duzeylerinin
arastirilmasi amacglanmistir.

Gereg ve Yontem

Bu arastirmada agirliklari 200-250 gram arasinda
degisen 10-12 haftalik 40 adet disi wistar albino irki rat
kullanildi. Ratlar caismadan bir ay 6nce alinarak ortama
adaptasyonlari saglandi ve kafesleri dizenli olarak
temizlendi. Ratlar her grupta 20 rat olacak sekilde iki
gruba ayrildi ve kontrol ile benzo(a)pyren gruplari olarak
adlandinldi.  Kontrol ~ grubuna  plasebo  olarak
intraperitonal serum fizyolojik uygulanirken, BaP
grubuna deri altt 10.08 mg dozunda BaP (B-1760
Sigma) uygulandi. Gruplardaki bitin ratlardan, 12
haftalik sure sonunda, kardiak punksiyonla kan érnekleri
alindi. ETDA’h kan o&rnekleri 3000 rpm’de 10 dakika
santrifij edildikten sonra plazmalan ¢ikarildi ve —20 °C
de derin dondurucuda muhafaza edildi. Elde edilen
plazma oOrneklerinde E, C, A vitamini ve beta karoten
dizeyleri belirlendi. Plazmada A vitamini ve beta karoten
dizeyleri Suziki ve Katoh (19)un bildirdikleri
spektrofotometrik metodla, beta karoten ve retinol igin
sirasiyla 453 ve 325 nm’lerde okundu. Plazma C vitamini
diizeyleri fosfotungustat metodu ile kolorimetrik olarak
belirlendi (20). Orneklerin optik dansiteleri
spektrofotometrede c¢alisma standardina karsi 700
nm’de okundu. Plazma E vitamini dizeyleri Martinek
(21) metoduyla spektrofotometrik olarak belirlendi ve 535
nm’de okundu. Istatistiksel analizler, SPSS Ms Windows
Release 10.0 paket programi yardimiyla, bagimsiz t-testi
kullanilarak yapildi.

12

Benzo(a)pyrene Uygulanan Ratlarda Antioksidan ...

F.U. Sag. Bil. Vet. Derg.

Bulgular

Calisma sonuglarina bakildiginda kontrol grubuyla,
BaP uygulanan grup arasinda antioksidan vitamin
dizeyleri acgisindan  6nemli  farkliliklarin  oldudu
gorilmektedir. Bu farkhliklarin dizeyi ile gruplara ait
vitamin dizeyleri, ortalama degerleri ve standart sapma
dlzeyleri Tablo 1'de gdsterilmigstir.

Tablo 1. Kontrol grubu ve BaP uygulanan ratlarda
antioksidan vitamin duzeyleri

Kontrol BaP P
(X+SD) (X£SD)
Vitamin A (ug/dL) 72.38 +12.5 43.82+7.1 x
B-karoten (ug/dL) 2411238 14.77 £3.1 b
Vitamin C (mg/dL) 109.66 + 13.5 89.23+5.2 *
Vitamin E (mg/dL) 0.118+0.02  0.084 +0.01 *

*: P<0.01, **: P<0.001

Tartisma

Birgok toksik reaktif oksijen turi (ROS) normal
metabolizmanin  kaginlmaz  yan  UrinlG  olarak
organizmada olusmaktadir (22). Oksidatif stres,
hucrelerdeki ROS ile mevcut antioksidan molekdller
arasindaki siki  dengenin ROS lehine bozulmasi
durumudur (23-26). Calisma ortamlarinda, diyette,
sigara dumaninda, c¢evrede yaygin olarak bulunan ve
kuvvetli kanserojen etkinlige sahip olan BaP'in
biyotransformasyonu suresince ¢ok sayida serbest
radikal olusur. Serbest radikaller reaktif yapilan
nedeniyle, basta lipitler, proteinler ve nukleik asitler
olmak Uzere ylkseltgenebilen tim hicre elemanlari ile
kolayca etkilesime girebilirler (1-4). Organizma,
radikallerin hicrelerde asiri birikimini 6nleyen, enzimsel
ve enzimsel nitelikte olmayan bir antioksidan sisteme
sahiptir (11, 24). Bu sistemin bilesenleri, koruyucu veya
zincir kiran antioksidanlar olarak bilinmektedir. Enzimsel
nitelikte olmayan antioksidanlari indirgenmis glutatyon
(GSH), suda eriyen askorbat (27) ile yagda eriyen E
vitamini (25) ve B-karoten olusturmaktadir. Her ne kadar
A vitamininin zincir kinci 6zelligi olmasa da, yagda
eriyen ve enzimsel olmayan bir antioksidan olarak gérev
yaptigi ifade edilmektedir (11).

Canlilarin BaP’ye maruz kalmasiyla organizmanin
oksidan-antioksidan denge durumunun degistigi ve
gelisen oksidadif stresin vicutta serbest radikal
dizeylerini artirdigi  belirtiimektedir (28-31). Yapilan
calismalarda, B-karotenin rat (32) ve farelerin (33)
plazmalarinda lipid peroksidasyonu baskiladigi, sigara
icen insanlar Uzerinde yapilan bir arastirmada (31)
antioksidan vitamin ilavelerinin BaP’nin neden oldugu
DNA hasarini 6nledigi belirtiimektedir.

Al-Zuhair ve Mohamed (34), diyabetli ratlarda C
vitamini uygulamalarinin karacigerde lipid
peroksidasyonu dnemli derecede azalttigi, C vitamini ve
E vitamini uygulamalarinin ratlarin gesitli dokularinda
kanser olusumunu onledigi belirtiimektedir (5, 35).
Eriskin ratlarin testislerinde formaldehit uygulamasinin
neden oldugu oksidatif hasara kargi E vitamininin
etkinliginin arastirildigi bir calismada (36), E vitaminin
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testis dokusu ve sperm Kkalitesini oksidatif hasardan
korudugu ve E vitaminin bu etkisinin direkt olarak
serbest radikal temizleyici 6zelliginden kaynaklandigi
belirtiimektedir. Sisplatin verilerek yapilan bir calismada
(37) oksidatif hasar olusturulan ratlarda, kontrollere
nazaran A vitamini, beta karoten ve E vitamini
dlzeylerinin azaldigi ifade edilmektedir.

Bu calismanin sonuglarina bakildiginda (Tablo 1)
kontrol ile deney grubu kiyaslandiginda plazma A
vitamini, [(-karoten, C vitamini ve E vitamini
seviyelerinde istatistiksel olarak 6nemli bir azalmanin
(sirasiyla P<0.001, P<0.001, P<0.01, P<0.01) oldugu
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