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Abstract: The aim of the study was to determine the antioxidant effects of the consumption of flaxseed as a dietary supplement
in mice exposed to N-methyl N-nitrosourea (MNU) as an oxidative stress agent. For this aim, 60 female mice (Mus musculus,
BALBY/c), 8 weeks old, weighing an average of 20 (+2 g) grams, were divided into six experimental groups and fed in various
forms. A single dose (50 mg/kg) of MNU was administered by intraperitoneal injection. Groups were determined as the
control group (standard pellet), Group 1 (1stweek 50 mg/kg ip MNU + standard pellet/12 weeks), Group 2 (13t week 50 mg/ kg
ip MNU + 10% flaxseed pellet/12 weeks), Group 3 (first 6-week standard pellet + 6 weeks 50 mg/kg ip MNU + Last 6 weeks
10% flaxseed pellet), Group 4 (10% flaxseed pellet/12 weeks), and Group 5 (10% flaxseed pellet/12 week + 50 mg/kg ip MNU
at 6" weeks). Flaxseed was added to the standard mice diet at a rate of 10% and administered orally (ad libitum). At the end of
the 12t week, cervical dislocation was applied to the mice and their liver tissues were taken to evaluate the selected biochemical
markers (AST, ALT, LDH, GST, GR, GPX, CAT, CaE, and EROD). There was a statistically significant decrease in LDH activity
in all groups compared to the control (p<0.05). The increase in CaE activity in groups 1, 2, and 4 was found statistically
significant (p<0.05). Also, the alterations in ALT activity in groups 3, 4, and 5 were found statistically significant (p<0.05). In
conclusion, the results from the biomarkers suggest that the giving of flaxseed alone did not cause a negative effect in mice,
while MNU was toxic and flaxseed did not reduce the MNU effect.

Keywords: Biomarker, Flaxseed, N-methyl N-nitrousurea, oxidative stress.

Oksidatif Strese Maruz Kalmis Farelerde Keten Tohumu ile Beslemenin Etkilerinin Cesitli
Biyobelirtegler ile Degerlendirilmesi

Oz: Calismanin amaci, keten tohumu katkilanmis diyet tiiketiminin N-Metil N- Nitrosoure (MNU) ile oksidatif stres
olusturulmus farelerde antioksidatif etkilerinin belirlenmesidir. Farelere tek doz (50 mg/kg) MNU intraperitonal enjeksiyon
ile uygulanmistir. Calismada agirliklar: ortalama 20 (2 gr) gram, 8 haftalik 60 adet disi fare (Mus musculus, BALB/c) alt1 gruba
ayrilarak cesitli formlarda beslenmistir. Gruplar; Kontrol (standart pellet), Grup 1 (1. hafta 50 mg/kg i.p. MNU + standart
pellet /12 hafta), Grup 2 (1. hafta 50 mg/kg i.p. MNU + %10 keten tohumu igeren pellet/12 hafta), Grup 3 (ilk 6 hafta standart
pellet + 6. haftada 50 mg/kg i.p. MNU + son 6 hafta %10 keten tohumu iceren pellet), Grup 4 (%10 keten tohumu iceren
pellet/12 hafta), Grup 5 (%10 oraninda keten bitkisi tohumu pellet/12 hafta + 6. haftada 50 mg/kg i.p MNU) olarak
belirlenmistir. Keten tohumu, standart fare diyetine %10 oraninda katilarak, farelere oral yolla (ad libitum) verilmistir. On iki
haftalik uygulama sonunda servikal dislokasyon uygulanmis ve karaciger dokular: segilmis biyokimyasal belirtecleri (AST,
ALT, LDH, GST, GR, GPx, CAT, CaE ve EROD) degerlendirmek tizere almmustir. Ttim gruplarda LDH aktivitesinde kontrole
gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma belirlenmistir (p<0.05). CaE aktivitesi 1., 2. ve 4. gruplarda onemli diizeyde artis
gostermistir. Ayrica, 3., 4. ve 5. gruplarin ALT aktivitesindeki degisimlerin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml1
oldugu belirlenmistir (p<0.05). Sonug olarak tek basimna verilen keten tohumunun farelerde olumsuz bir etkiye sebep olmadig1,
biyobelirteclerden elde edilen sonuglarin MNU etkisini yansittig1 ve keten tohumunun séz konusu etkiyi azaltict etkisinin
olmadig diistintilmektedir.

Anahtar kelimeler: Biyobelirteg, Keten tohumu, N-metil N-nitrosure, oksidatif stress.
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1. Giris

Son yillardaki bilimsel calismalar diyet ve hastaliklar
arasindaki iliskiyi acik bir sekilde ortaya koymus olup,
epidemiyolojik c¢alismalar diyetin kronik hastaliklarin
onlenmesi ve hastaliklardan korunmadaki roliine isaret
etmektedir. Beslenme aliskanliklarinin daha fazla meyve,
sebze ve tahil tiiketecek sekilde degistirilmesi kronik
hastaliklarin 6nlenmesinde etkin ve pratik bir yaklasimdir
(Haschke et al., 2001). Fonksiyonel gidalar, besleyici
etkilerinin yani sira bir ya da daha fazla etkili bilesene
bagli olarak saghgi koruyucu, diizeltici ve/veya hastalik
riskini azaltic1 etkiye sahip olup, bu etkileri bilimsel ve

*Sorumlu yazar: incilay.gokbulut@inonu.edu.tr

klinik olarak ispatlanmis gidalar olarak tanimlanmaktadir
(TBMM, 2004). Bilimsel ¢alismalar besin bilesenlerinin,
kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser ve osteoporoz gibi
hastaliklarin 6nlenmesine katkida bulundugu ve saghk
tizerinde olumlu etkilerinin olduguna iliskin sonuglar
vermektedir (Coskun, 2005).

Keten tohumu o6zellikle bilesiminde yer alan yiiksek
orandaki omega-3 yag asitleri, a-linolenik asit (ALA) ve
lignan olarak bilinen fenolik bilesenlerden dolays,
fonksiyonel gida olarak tiiketimi giderek artan bir gidadur.
Ayrica protein, lif, magnezyum, fosfat ve kalsiyum
bakimindan da zengindir (Bernacchia et al., 2014).
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Bilesiminde %35-45 yag, %28 diyet lif, %20 protein, %4 kiil,
790-1030 mg/100 g toplam fenolik asit ve 13 mg/g lignan
bulunmaktadir (Singh et al., 2011; Katare et al., 2012;
Heimbach, 2009). Toplam yag asidi iceriginde ytiiksek
oranda (%49-60) @-3 yag asidi, orta diizeyde (%12-17)
linoleik asit ve -6 yag asidi bulunmaktadir (Blasbaig et
al., 2011). In vitro deneyler ve hayvan modellerinin, ®-3
¢oklu doymamus yag asidi bakimindan zengin diyetlerin
kolon veya gogiis kanserleri gibi cesitli kanserlere karsi
koruyucu olabilecegi (Chamberland & Moon, 2015; Sorice
etal., 2016), @-6 yag asitleri ile tedavinin ise kanser hiicresi
¢ogalmasini artirabilecegi ileri siirtilmektedir (Iyengar et
al., 2013). Keten tohumu, bitkisel lignanlarin en zengin
kaynag1 olarak bilinmektedir. Baz1 ¢alismalarda, ytiksek
oranda sekoizolarikirezinol diglukosit (SDG) tiiketiminin
meme kanserine yakalanma olasihigm distirdigi
gosterilmis, bunun i¢in de lif ve memeli lignanlarinin 6ncti
maddeleri olan SDG acisindan zengin gidalarin sik¢a
tiiketiminin 6nemli oldugu belirtilmistir (Hall et al., 2006;
Konuklugil & Bahadir, 2004). Keten tohumunun hiicre
proliferasyonunu azalttigl, meme kanseri hastalarinda,
ozellikle menopoz sonras: kadinlarda timor bitytimesini
azaltma potansiyeline sahip oldugu ve bu tiir kanser
riskini azalttig1 rapor edilmektedir (Bernacchia et al., 2014;
Saggar et al, 2009; Thompson et al, 2005). Keten
tohumunun yapisindaki tokoferoller ve flavonoidler lipid
peroksidasyonunu geciktirmektedir. Ayrica, antioksidan
ve lignanlarin  hiicre cogalmasimi  engelleyerek
antikanserojenik  ve  kardiyovaskiiler hastaliklarda
koruyucu oldugu ve oksidatif stresi azaltici etki gosterdigi
bildirilmektedir (isleroglu et al, 2005). Yapilan bir
calismada keten tohumunun toplam ve LDL kolesterol
seviyelerini dustirdtigii, yemek sonras: glikoz emilimini
ve bazi iltihap belirtilerini azalttig1 bilinmektedir. Ayrica,
®-3 yag asitlerinin plazmadaki seviyelerini ytiikselttigi
belirtilmistir (Rodriguez Leyva & Pierce, 2010).

Beslenme, oksidatif stresin yasam
diizenleyicilerinden biridir. Besin tiiketimi ile iligkili
oksidatif stres, hiicre ortamin1 degistirerek, cesitli
organlarin  6nemli sinyal yolaklarinda molekiiler
degisikliklere neden olabilmektedir. Arastirmalar, hiicre
metabolizmasindaki  degisikliklerin  cesitli ~ kanser
turlerinin ilerlemesinde 6nemli bir rol oynayabilecegini
ortaya koymustur. Organizmada reaktif oksijen tiirleri
oksidatif stresi artirarak, antioksidan enzim sistemini
olumsuz etkilemektedir (Pandey et al., 2003).

N-Metil-N-nitrosourea (MNU), DNA yapisini
bozarak kanser ve dejeneratif hastaliklara neden olabilir
(Tsubura et al, 2011; APA, 2020). Bu c¢alismada,
intraperitonal enjeksiyon (i.p) ile MNU’ya maruz birakilan
farelerin keten tohum katkilanmis olan diyetle
beslenmelerinin karaciger dokusunda cesitli biyokimyasal

Tablo 1. Uygulama gruplari.
Table 1. Application groups
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parametreler  tlizerine  etkileri  degerlendirilmesi
amaglanmugtir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Keten tohumu

Calismada keten bitkisinin (Linum usitatissimum L.) sar1
renkli tohuma sahip ve Tiirkiye'de tescilli olan Sar1 85
¢esidi kullanildi.

2.2. Deney hayvanlar:

Bu calismada Inénii Universitesi Deney Hayvanlari
Arastirma Merkezinden temin edilen 20 (¥2 gr) gram
agirhginda 60 adet disi fare (Mus musculus, BALB/c) (8
haftalik) kullanildi. Hayvanlar, 22°C'de 12:12 saatlik bir
151k /karanlik dongiisii ile iyi havalandirilan bir odada 12
hafta boyunca ayri kafeslerde barindirildi. Deneyler,
Ulusal Saglik Enstitiisti Hayvan Arastirmalar1 Rehberine
uygun olarak gerceklestirildi ve Malatya, Inoni
Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu tarafindan
onaylanmis olan test protokolii uyguland: (Protokol No:
2006/ 25).

2.3. Uygulama

Bu calismada 60 adet disi fare (Mus musculus, BALB/c),
rastgele her biri 10 fare iceren 6 farkli gruba ayrildi. Tablo
1’de uygulama gruplar1 gosterilmistir. Gruplar; Kontrol
grubu (standart pellet), Grup 1 (1. hafta 50 mg/kg i.p.
MNU + standart pellet /12 hafta), Grup 2 (1 hafta 50
mg/kg i.p. MNU + %10 keten tohumu iceren pellet/12
hafta), Grup 3 (ilk 6 hafta standart pellet + 6. haftada 50
mg/kg ip. MNU + 6 hafta %10 keten tohumu iceren
pellet), Grup 4 (% 10 keten tohumu iceren pellet/12 hafta)
ve Grup 5 (%10 oraninda keten tohumu igeren pellet/12
hafta + 6. haftada 50 mg/kg i.p MNU) olarak belirlendi.
MNU uygulamas1 hayvanlara tek doz olmak {izere,
uygulamanin farkli dénemlerinde (1. veya 6. haftada)
intraperitonal yolla gerceklestirildi. Keten tohumu
farelerin besinlerine (standart pellet) %10 oraninda ilave
edilerek verildi. Bunun icin standart fare diyeti
laboratuvar tipi bir degirmen ile kabaca parcaciklara
ogtildi ve bu diyete %10 6giitiilmiis keten tohumu ilave
edildi. Karisimin yeniden pellet haline gelmesi igin %10
misirdzii yagr katildi ve yem karisgimi 1 em3 hacimli
silindirik pelletler halinde preslenerek hazirlandi.
Hazirlanan diyet hayvanlarin yemliklerine gtinliik
15gr/giin olacak sekilde konularak ad libitum tiiketimleri
saglandi. Kontrol ve MNU grubu hayvanlar1 sadece yag
karigtirilmis ve preslenmis diyet ile beslendi. Deneye
alinan tiim hayvanlar 12. haftanin sonunda servikal
dislokasyon yolu ile sakrifiye edildi ve karaciger dokular1
alindi. Bu dokular biyokimyasal analizlere kadar -80°C’de
muhafaza edildi.

MNU uygulanan Normal diyetle beslenen Keten tohumu ilavesi ile beslenen

Gruplar Baslangicta 6. haftada ilk 6 hafta Son 6 hafta ilk 6 hafta Son 6 hafta
Kontrol v v

Grup 1 v v v

Grup 2 v v v
Grup 3 v v v
Grup 4 v v
Grup 5 v v v

13
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2.4. Biyokimyasal analizler

Dokular potasyum fosfat tamponunda (pH 7.4)
homojenize edildikten sonra elde edilen homojenatin
1/10, 4°C’de 16.000 xg devirde 20 dakika siire ile santrifiij
edildi. Santrifiij sonrast elde edilen supernatantlar temiz
ependorf tiiplerine alinarak sitozolik enzim aktivitelerinin
tayininde kullanildi. Homojenatin geriye kalan kism
literatiirde Dbelirtilen bir seri homojenizasyon ve
santrifiigasyon islemlerinden sonra mikrozomal EROD
aktivitesi tayininde kullanild1 (Whyte et al., 2000).

Karaciger dokusunda sitozolik Aspartat
Aminotransferaz  (AST, umol/dakika/mg protein)
(Biolabo: ~ 80025), Alanin Aminotransferaz  (ALT,

umol/dakika/mg protein) (Biolabo: 80027) ve Laktat
Dehidrogenaz (LDH, umol/dakika/mg protein) (Biolabo:
92111) aktiviteleri; Glutatyon S-Transferaz (GST, pumol
mol/dakika/mg protein) (Habig et al., 1974), Glutatyon
Rediiktaz (GR, nmol/dakika/mg protein) (Cribb et al.,
1989), Glutatyon Peroksidaz (GPx, pmol/dakika/mg
protein) (Stephensen et al., 2000), Karboksilesteraz (CaE,
pumol/dakika/mg protein) (Nousiainen & Torronen, 1984;
Santhoshkumar & Shivanantappa, 1999), Katalaz (CAT,
pumol/dakika/mg protein) (Luck, 1965) ve mikrozomal 7-
Etoksirezorufin-O-Deetilaz (EROD, pmol/dakika/mg
protein) (Whyte et al., 2000) enzim aktiviteleri literatiirde
belirtilen yontemlere gore tespit edildi. Sitozolik,
mikrozomal enzim aktivitesi ve toplam protein miktari
ol¢tim islemleri santriftij isleminden hemen sonra,
mikroplaka okuyucu sistemleri (Versamax Mikroplate
Reader ve Gemini XS Fluoresans Microplate Reader;
Molecular Devices Corp., USA) kullanilarak yapildi.
Orneklerde spesifik enzim aktivitesinin hesaplanmas icin
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tium orneklerde toplam protein miktar1 BSA (Bovine
Serum Albumin) standart egrisine bagl olarak tespit

edildi (Bradford, 1976).
2.5. Istatistik analiz

Her bir deneyden en az 3 tekrarli olarak elde edilen
bulgular bir paket program kullanilarak istatistiksel olarak
degerlendirildi (SPSS 19.0). Kontrol ve uygulama gruplar:
arasindaki farklarin istatistiksel 5nem diizeyleri “One way
ANOVA” testi ve "'DUNCAN” post-hoc testiyle belirlendi.
Gruplar arasi farkliligin 6nemli olup olmadig1 p<0.05
diizeyinde onemlilik derecesine gore saptandi. Non-
parametrik degerlendirmelerde Mann Whitney-U testi
kullarulds.

3. Bulgular

Tablo 2'de AST, ALT, LDH, GST, GR, GPx, CaE, CAT
enzim aktivitesi ile mikrozomal EROD enzim aktivite
degerleri gosterilmistir. Karaciger AST, GST, GR, GPx ve
CAT aktiviteleri ile EROD aktivitesinde kontrol ve
uygulama gruplar1 arasindaki farkhiliklarin 6nemli
olmadig: tespit edilmistir (p>0.05). Diger yandan, ALT
enzim aktivite degerlerinde 3. grupta kontrole gore artis
gozlenirken (p<0.05), 4. ve 5. gruplarda aktivitede diistis
belirlenmistir (p<0.05). Karaciger LDH degerlerinin, tim
gruplarda kontrole gore bir azalis gosterdigi, en fazla
diststin 0.7240.032 umol/dakika/mg protein degeri ile
sadece keten tohumu diyetiyle beslenen 4. grup fare
dokularinda oldugu saptanmustir (p<0.05). Karaciger CaE
aktivitesi degerlerinin 5. grup disinda kalan tim
uygulama gruplarinda kontrole gore arttigs, 1., 2. ve 4.
gruplardaki aktivite artistnin kontrole gore istatistiksel
olarak 6nemli oldugu saptanmustir (p<0.05).

Tablo 2. Karaciger dokusunda AST, ALT, LDH, GST, GR, GPX, CaE, CAT aktivitesi ile hepatik postmitokondriyal EROD aktivite

degerleri.

Table 2. Hepatic postmitochondrial EROD activity values with AST, ALT, LDH, GST, GR, GPX, CaE, CAT activity in liver tissue.

Grup n AST n ALT n LDH n GST n GR n GPX n CaE n CAT n__ EROD

K 8 129 £ 011 7 052 + 0.14 8 1.11 + 006 8 0.67 + 007 8 659 = 11.8 7 0.79 £ 0.07 8 5.04 £ 046 7 5600 + 494 7 97.1 £ 229

1 8 151 £ 012 8 049 + 0.03 8 091 + 0.05 *8 0.68 + 0.03 8 583 + 73 8 0.86 + 0.08 8 6.00 + 0.42 *8 5952 + 588 8 98.9 + 13.5

2 9 141 £ 009 9 048 + 002 9 1.05 + 0.03 *9 058 + 0.03 9 635 + 49 9 1.01 + 0.07 8 553 + 0.34 *8 6340 + 490 9 833 = 6.8

3 8 146 + 0.08 8 055 + 0.02* 8 0.75 + 0.03 *8 059 + 0.02 8 50.2 + 64 8 0.87 = 0.05 8 5.09 £ 030 8 6103 + 628 8 118 * 17.0

4 5 158 £ 033 5 042 + 0.03* 5 0.72 + 003 *5 056 + 006 5 368 + 47 5 0.78 £ 0.03 5 637 £ 048 *5 5091 + 207 5 129 * 13.0

5 5 123 £ 014 5 040 + 0.01* 5 0.81 + 0.05 *5 057 + 0.02 5 45.6 + 4.7 5 0.85 + 0.05 5 503 + 0.26 5 4753 + 470 5 88.9 + 13.8

GR ve EROD digsindaki enzimlerin aktiviteleri pmol/dakika/mg proteintstandart hata cinsinden ifade edildi. GR aktivitesi

nmol/dakika/mg proteintstandart hata, EROD aktivitesi ise pmol/dakika/mg proteintstandart hata cinsinden ifade edildi.

* Kontrolden farkin énemli oldugunu gostermektedir (p<0.05)

Mikrozomal EROD aktivitesinin gruplar arasinda
istatistiksel ~olarak onemli dtizeyde bir farklilik
gostermedigi saptanmis olmakla birlikte, EROD aktivitesi
12 hafta boyunca keten tohumu ilave edilmis diyetle
beslenen hayvanlarda (4. grup) ve MNU uygulamasina
maruz kalip alt1 hafta boyunca keten tohumu ilaveli diyet
alan farelerde (3. grup) goreceli bir artis sergilemistir
(p>0.05).

4. Tartisma

Bu calismada, i.p yolla MNU’ya maruz kalan disi farelerin
keten tohumu katkilanmis (%10) diyet ile beslenmelerinin,
oksidatif stres {iizerine etkilerinin degerlendirilmesi
amaclanmstir. Bunun igin farkli uygulama gruplarinda
belirli stirelerle MNU ve/veya keten tohumu etkisine
maruz birakilan hayvanlarda karaciger doku 6rneklerinde
cesitli secilmis metabolik enzimlerin, detoksifikasyon
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enzimlerinin ve antioksidan enzimlerin diizeyleri (AST,
ALT, LDH, GST, GR, GPx, CaE, CAT ve EROD)
belirlenmistir. Calismalar sonucunda uygulama yapilan
gruplardaki fareler ile kontrol grubu fareleri
kargilagtirilarak oksidatif stres etmenine karsi keten
tohumunun bir koruyucu etkisinin olup olmadig:
degerlendirilmistir.

Oksidatif stres, antioksidan metabolizmaya bagh
olarak yiiksek seviyelerde reaktif oksijen tiirlerinin ve
serbest radikallerin olustugu fizyolojik bir durumdur
(Saha et al., 2017). Oksidatif stresin DNA molekiiliine zarar
verebilecegi, sinyal yollarmni degistirebilecegi ve meme,
akciger, karaciger, kolon, prostat, yumurtalik ve beyin
kanserleri dahil olmak tizere cesitli kanserlerin
ilerlemesine yol agabilecegi bilinmektedir (Lee et al., 2017;
Zhang et al., 2017; Wang et al., 2016; Saed et al., 2017).
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Serbest radikallerin zararli etkileri, fonksiyonel gidalar
gibi baz1 maddeler tarafindan azaltilabilir veya ortadan
kaldirilabilir. Keten tohumu, ®-3 yag asidi, ALA ve bircok
fitokimyasal madde agisindan zengin oldugu igin
fonksiyonel bir gida olarak kabul gérmektedir (Katare et
al.,, 2012). Epidemiyolojik arastirmalar, 6zellikle @-3 ¢oklu
doymamis yag asitleri acisindan zengin bir diyet ile
beslenilmesinin insan meme kanserinin gelisimine kars:
koruma sagladigini iddia etmektedir (Tsubura et al., 2011).
Keten tohumu igerigindeki molekiillerin antioksidan
kapasitesinin yiiksek olmasi nedeniyle, oksidatif stres
kaynakl hastaliklara kars: onleyici/koruyucu olabilecegi
iddia edilmektedir (Udenigwe & Aluko, 2012; Bhatia et al.,
2007).

MNU, DNA ile etkilesime girebilen alkilleyici bir
ajandir. MNU uygulamas: sonucunda mutasyonlarin
meydana gelmesi hedef organlarda kanser riskini
artirabilir veya asir1t DNA hasar1 onarilmadiginda hassas
doku veya organlarda hiicre ¢liimiine neden olabilir.
Literatiirde MNU uygulayarak hayvan dokularinda
kanser olusturulan ¢alismalar mevcuttur (Tsubura et al.,
2011). Hiicre i¢inde oksijenin metabolize edildigi her yerde
antioksidanlar, oksijen ara metabolitlerini azaltmak icin
hizli ve 6zgiil olarak calisirlar. Antioksidan savunmada,
oncelikle etkili olanlar enzimatik antioksidanlardir (Xu &
Qian, 2011). Bu nedenle doku hasarm saptamada
biyobelirte¢ olarak kullanilan enzim aktivite degerleri
onem tasimaktadir. Organizmalarda, radikal oksijen
tiirlerinin  olusumu ile hiicresel bilegenlerin oksidatif
hasar1 sonucu gerceklesen oksidatif strese engel olmak
i¢in, antioksidan enzimlerin aktivite (GST, GR, GPx, CAT)
diizeylerinin artmas:t ile antioksidan savunmanin
arttirilmast amaclanir (Pandey et al., 2003). Oksidatif
stresin degerlendirilmesinde kullanilan parametrelerden
CAT, GPx ve GR oksidatif stresin oniine gecilmesinde
diger antioksidan enzimlere gore daha fazla rol
almaktadir. Ancak galismamizda, GST, CAT, GPx ve GR
aktiviteleri icin kontrol ile wuygulama gruplan
karsilastirlldiginda  gesitli  degisimler olsa da bu
degisimlerin istatistiksel ~olarak o6nemli olmadig1
saptanmustir. Ksenobiyotik metabolizmasinda II. basamak
biyotransformasyon olaylarinda yer alan GST'nin,
ksenobiotiklere maruz kalmanin bir biyobelirteci olarak
kullanilabilecegi cesitli calismalarda gosterilmis ve gesitli
organik bilesiklere maruz kalma sonrasi hepatik GST
aktivitesinin bobrek, bagirsak gibi diger organlara kiyasla
daha fazla indiiklendigi bildirilmistir. (Ferrari et al., 2007;
Skouras et al., 2003). GST aktivitesinin artisi, kirleticilerin
yarattigt strese organizmanmin gosterdigi adaptasyon
olarak degerlendirilmektedir (Ozmen et al, 2008).
Calismamizda karaciger GST  aktivitesinin  MNU
uygulanan 2. 3. ve 5 gruplarda istatistiksel olarak anlamli
bulunmasa da bir diistis gosterdigi tespit edilmistir. MNU
uygulamasi ve beraberinde keten tohumu tiiketen tiim bu
gruplarda, MNU'nun olusturdugu toksik etkiyi ortadan
kaldirmada keten tohumunun olumlu katkilar
saglayabilecegi fikri olusmaktadir. Benzer sekilde, Rickard
et al. (1999) yaptig1 bir calismada, keten tohumu ile
beslenmenin, timor gelisimi tizerinde etkili olmadigini,
fakat MNU indiiksiyonu ile olusturulan meme
tumoriindeki ilerlemeyi durdurdugunu rapor etmistir.
Baska bir calismada CCl; enjeksiyonu yapilan albino
sicanlarda, keten tohumu ilaveli diyetle beslenmenin
karaciger {iizerinde iyilestirici etkileri gosterilmistir
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(Rajesha et al., 2006). Benzer sekilde karaciger hasarinin
tamirinde keten tohumunun koruyucu roliiniin
belirlenmesi ile ilgili olarak sicanlar tizerinde yapilan
calismalarda da keten tohumunun iyilestirici etkisi oldugu

belirtilmektedir (Bishri, 2013; Bernacchia et al., 2014).

Farelerde MNU maruziyetinin toksik etkilerini
degerlendirmek i¢in CaE aktivitesi belirlenmistir. CaE
aktivitesi 1., 2. ve 4. grupta onemli diizeyde artis
gostermistir (p<0.05). En fazla artisin ise sadece keten
tohumu ttiketen grupta (Grup 4) oldugu belirlenmistir. Bu
artisin, keten tohumu icerigindeki biyokimyasal
molekiillerden  kaynaklanabilecegi  diistiniilmektedir.
Onceki caligmalar, CaE'nin hem Faz-I detoksifikasyon
enzimi oldugunu hem de bazi toksik ajanlar tarafindan
inhibe edildigini gostermektedir (Wheelock et al., 2005,
Ozkaya et al., 2018). Ayrica, CaE'nin ksenobiyotiklere
karsi koruyucu roliinden dolayi, ozellikle 1. ve 2.
gruplardaki CaE aktivesindeki artisa MNU maruziyetinin
neden oldugu duistintilmektedir.

ALT ve AST hepatosit hasar1 sonucu kana salinan
intraselliiler enzimlerdir. Bu enzimin kanda artisi
karaciger hasar1 gostergesidir (Ersoy, 2012). ALT
aktivitesinde, 3. gruptaki farelerin karaciger dokusunda
kontrole gore 6nemli bir artis belirlenmesine ragmen 4. ve
5. gruplarda kontrole gore anlaml diistis belirlenmistir.
Rekha & Hamid (2013) tarafindan gergeklestirilen bir
calismada,  pestisit ~ uygulamasmin  albino  rat
karacigerlerinde detoksifikasyonuna sebep olarak ALT
degerlerini arttirdi1 tespit edilmistir. Lamfon (2011)
tarafindan gerceklestirilen bir diger calismada ise,
Metalaxyl fungusit uygulamasmin fare karaciger
hiicrelerinde hasara neden olmak suretiyle serum AST ve
ALT diizeylerini arttirdif1, zencefil uygulamasmin ise
karaciger hiicrelerinde toksisiteyi azaltarak AST ve ALT
diizeylerinde tekrar bir diistise neden oldugu rapor
edilmistir. LDH, hiicre hasar1 igin iyi bilinen bir
biyokimyasal belirtectir ve genellikle kimyasal veya toksik
maddelerin neden oldugu hepatotoksisiteyi
degerlendirmek i¢in kullanilir (Sokmen et al., 2012).
Oksidatif stres kosulu altinda cesitli dokularda LDH
enzim aktivitesinin karaciger dokusu hasarlarma bagh
olarak artabilecegi iddia edilmektedir (Kumar et al., 2003).
Ancak calismamizda, LDH aktivitesinin tim gruplarda
kontrole gore azaldig1 ve bunun istatistiksel olarak anlamlt
oldugu bulunmustur (p<0.05). Gruplar kendi icinde
degerlendirildiginde sadece keten tohumu ile beslenen 4.
gruptaki LDH enzim aktivite degeri en diisiik olarak tespit
edilmistir. 4. Gruptaki dustik LDH aktivitesinin, keten
tohumunun koruyucu etkisinden dolayr oldugu
diistiniilmektedir.

Son yillarda organizmada saghk durumunun ve
toksik ajanlara yanitin belirlenmesinde tzellikle polisiklik
aromatik hidrokarbon tiirii cevresel kirleticilere karsi
olusan yanitta EROD anahtar belirte¢ enzim olarak kabul
edilmektedir. Hepatik EROD aktivitesinin
ksenobiyotikler, sicaklik, hormonlar, beslenme ve saglik
durumu gibi ¢ok sayida faktorlerden etkilendigi de
bildirilmistir (Whyte et al., 2000). Cesitli stres durumlarina
(kirleticiler, kimyasallar vb.) maruz kalma sonrasi
karaciger tahribati nedeniyle bu enzimlerin karacigerdeki
aktivitesinin  arttigr  bilinmektedir  (Rao,  2006).
Calismamizda, MNU ve keten tohumu uygulanan
gruplarin EROD aktivitesi diizeylerinde bazi degisimler
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olmasma ragmen, bu degisimlerin istatistiksel olarak
onemli olmadig1 belirlenmistir. Ayrica, hem mikrozomal
EROD hem de sitozolik CAT, GPx, GR, GST ve AST enzim
aktivitelerinde gruplar arasinda anlamli farkliliklarin
olmamasinin, ¢alismada uygulanan doz ve siireyle ilgili
olabilecegi diistiniilmektedir.

Sonug olarak belirtilen siire ve dozda MNU
uygulamasi sonucunda farelerin karaciger dokularindaki
bazi enzim aktivitelerinde tespit edilen farkliliklar,
antioksidan savunma sistemindeki bozulmalarin bir
gostergesi olabilir. Ancak, genel olarak MNU uygulanan
farelerde keten tohumunun uygulanan doz ve siireye bagh
olarak 1iyilestirici/koruyucu etkisinin olmadig: ileri
surtilebilir. Elde edilen veriler dogrultusunda, MNU ve
keten tohumunun etkilerinin daha iyi anlasilabilmesi igin
yeni ¢alismalar ile desteklenmesi gerekmektedir.

Tesekkiir: Bu calismay1 (Proje no: 2007/43) destekleyen inonii
Universitesi Bilimsel Aragtirma Projeleri Koordinasyon Birimi'ne
tesekkiir ederiz.

Etik kurul onayr: Bu calisma, hayvan deneylerinin etik
standartlarina uygun olarak yapilmistir. Calisma icin yasal
aragtirma etik kurul onay izinleri Inénii Universitesi Deney
Hayvanlar1 Etik Kurulu'ndan alinmustir (No: 2006/ 25)

Cikar catismasr: Yazarlar, cikar catismasi olmadigii beyan
etmislerdir.
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