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Linalool si¢can karaciger ve bobreklerindeki bazi doymamis yag asit degerlerini
FeCl2 hasarindan korumaktadir.

Alpaslan DAYANGAC!, Ahmet OZKAYA2, Muammer BAHSI3
Harun CIFTCI4, Giilender AKYILDIZ!, Okkes YILMAZS

OZET

Bu ¢aligmada, FeClI2 ve FeCl2’¢ ilaveten linalool molekiilii uygulanmasi ile meydana gelen sigan karaciger ve
bobrek dokusu yag asit degerlerindeki degisim arastirildi. Calisma, kontrol (K) (i.p.,Serum Fizyolojik, n=6), FeCl2
uygulama grubu (Fe) (i.p.,10 mg /kg FeCl2, n=6) ve FeCl2+linalool uygulama (FeL) (i.p.,10 mg /kg FeCI12+120mg/kg
Linalool) olmak iizere ii¢ grupta gergeklestirildi. Uygulama sonrasi gruplardan elde edilen dokular gerekli ekstraksiyon
islemleri yapildiktan sonra gaz kromatografi (GC) cihazinda yag asidi degerlerinin hesaplanmasi ve istatistiksel olarak
karsilastirilmast gergeklestirildi. Tiim deney gruplarina ait karaciger ve bobrek dokularinda C14:0- C22:6n3 aras1 yag
asit degerleri (%) tespit edildi. Analiz sonuglarina gore, karaciger Fe grubu C18:1n7, C20:4n6 ve C22:6n3 degerlerinde
K grubuna gore azalmalar tespit edilirken, FeL grubundaki C20:4n6 ve C22:6n3 yag asitlerinin degerinde Fe grubuna
gore istatistiksel olarak artiglar tespit edildi. (P<0.05). Benzer sekilde bobrek dokusunun Fe grubundaki C16:1n9,
C20:4n6, C22:5n3 ve C22:6n3 yag asit degerlerinde K grubuna goére azalmalar hesaplanirken, aynit dokunun FeL
grubundaki C16:1n9, C20:4n6 ve C22:6n3 yag asit degerlerinde artislar tespit edildi (p<0,05). Hem karaciger hem de
bdbrek dokusunun Fe grubundaki total doymamis yag asit ve goklu doymamis yag asit (PUFA) molekiil degerleri, K
grubuna gore diigiik hesaplanirken (p<0,05) FeL grubunda bu yag asitlerinin degerleri kontrole yakin olarak hesaplandi
(p>0,05). Bu calismada sonug olarak, FeCl2’iin her iki dokuda da ¢oklu doymamis yag asit kompozisyonunu azalttig
ve linalool molekiiliiniin ise bu etkiye karst koruyucu bir 6zellige sahip oldugu gosterilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Linalool, FeCl2, Si¢an, Karaciger, Bobrek, Yag Asidi.

Linalool protects some unsaturated fatty acids in the rat liver and kidney

against to FeCl2-induced damage

ABSTRACT

In this study, the fatty acid values in the liver and kidney which were exposed to FeCl2 and Linalool addition
to FeCl2 were investigted on male rats. This study was performed in three groups which include as control (K) (i.p.,saline,
n=6), FeCl2 application group, (Fe) (i.p.,10 mg /kg FeCl2, n=6) ve FeCl2+linalool applicaiton group (FeL) (i.p.,10 mg
/kg FeCl2+120mg/kg Linalool). The tissues were obtained after the application groups were extracted, then they were
analyzed in terms of fatty acids by gas choromatography (GC) and statistical calculations were performed. C14:0-
C22:6n3 fatty acid values (%) were calculated according to the results of the analysis in the liver and kidney of all
experimental groups. According to the results of the analysis, C20:4n6 ve C22:6n3 fatty acid values in FeL group of the
liver were higher than Fe group, while C18:1n7, C20:4n6 and C22:6n3 fatty acis values in Fe group of liver group were
lower than K group (p<0,05). Similarly, C16:1n9, C20:4n6, C22:5n3 and C22:6n3 fatty acids values in Fe groups of
kidney tissues were lower than K group and the same fatty acids values in FeL group of kidney were higher than Fe
group (p<0,05). Total unsaturated fatty acid and polyunsaturated fatty acids (PUFA) levels of Fe groups in both the liver
and kidney tissues were calculated as lower than the K groups (p<0,05). Diametrically, FeL group, these fatty acids were
calculated as close to control values (p>0,05). Consequently, we observed that FeCI2 reduced the PUFAs values and
linalool protected the PUFAs in both the liver and kidney.
Key Words: Linalool, FeCl2, rat, liver, kidney, fatty acids.
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GIiRiS
Metaller, insan sagliginda dnemli ve degisik roller
oynamaktadir. Bazi metaller normal metabolik

fonksiyonlar i¢in gerekliyken, bazilarmin ¢ok az miktari
toksik etkiler gosterebilmektedir (1). Demir molekiilii,
dogada farkli formlarda bulunmakta ve viicuda alimi en ¢ok
igme suyu ve besinler yoluyla olmaktadir. Demir molekiilii
de canli sistemde onemli rollere sahiptir. Normal pH'da
demir, transferrine bagl olarak bulunmaktadir ve pH 6'nin
altina diiserse transferrinden kolayca ayrilmaktadir. Hipoksi
durumunda, transferrinden ayrilmayr daha da
kolaylagtirdig1 belirtilmektedir. Demirin diger bir kaynagi
da hemoglobindir. Lizozomal hidrolazlarla metalo
proteinlerin parcalanmasi demiri agiga ¢ikarmaktadir (2,
3). Fe molekiiliiniin viicuttaki seviyesinin artmasi ile
beraber radikal iiretiminin arttig1 belirtilmektedir. Buna
paralel olarak, en toksik ve reaktif olan OH radikali ana
metalleri de gerektiren iki tip reaksiyonla tiretilmektedir.
Birincisi H202’ nin siiperoksit anyon ile direkt
rediiksiyonunu icermektedir, demir  tarafindan
katalizlenmekte ve Haber-Weiss reaksiyonu adini
almaktadir (4). Fizyolojik kosullarda bu reaksiyon ¢ok
yavas olmaktadir. Tkincisi ise fenton reaksiyonu ad1 verilen
yoldur (2). FeCl2 lipid peroksidasyonunda etkili olan
hidroksil radikali ve hidroksil benzeri radikallerin
miktarinin artisinda etkili oldugu belirtilmektedir. Benzer
sekilde FeCl2 uygulanmasi ile Na+, K+-ATPaz aktivitesini
de azaltarak hiicrede iyonlara bagli stres durumu ortaya
cikardigr gosterilmektedir (5, 6, 7). Bir dokunun serbest
radikal saldirist i¢in duyarliligi, dokunun sahip oldugu
antioksidan potansiyel ve oksidatif stresin biiyikligi
arasinda genel bir denge fonksiyonudur. Hiicreler, serbest
radikallerin zararl etkileri ile bas etmek i¢in bir takim
mekanizmalara sahiptir. Bu savunma mekanizmalari
siiperoksit dizmutaz, katalaz, glutatyon rediiktaz gibi
enzimlerden, bazi hormonlardan veya vitamin A, E gibi
molekiillerden olusmaktadir (4, 8). Linalool, yogun olarak
Lamiaceae, Lauraceae, Rutacea familyalarina ait
bitkilerden ekstrakte edilmektedir (9, 10). Linalool
molekiilii, antioksidan, antitimoral, antimikrobiyal ve
antienflamatuar oOzellikleri kapsayan bir¢ok biyolojik
aktivitelere sahip bir ¢cok tibbi ve ekonomik bitkilerin temel
yaglarinda bulunmaktadir. (11,12,13). Ayrica, linalool
merkezi sinir sistemi hiicreleri tizerinde eksitabiliteyi inhibe
ederek noron hasarint engellediginden farmakoterapik
madde olarak da kullanilmaktadir (14). Bu calismada,
siganlara FeCl2 uygulanmas: ile karaciger ve bobrek
dokularinda meydana gelen yag asit kompozisyonuna
linalool molekiiliiniin etkisi arastirildi.

MATERYAL VE METOT

Materyal Toplanmasi ve Lipidlerin Ekstraksiyonu

Bu ¢alismada, toplam 18 adet Wistar cinsi albino erkek
siganlar kullanildi. Deney hayvanlar1 (Firat Universitesi
Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezi) rasgele olarak
kontrol (K, Serum Fizyolojik, n=6), FeCI2 uygulama grubu
(Fe, 10 mg /kg/giin FeCl2, n=6) ve FeCl2+Linalool (FeL,
10 mg /kg/giin FeCl2+ 120 mg/kg/giin Linalool, n=6) ii¢
gruba ayrildi. Hayvanlar, 12 saat aydinlik/ 12 saat karanlik
dongiisiinde, oda sicakligi 20+3°C de kafeslerde muhafaza
edildi. Hayvanlara uygulama sirasinda, (Ulusal Saglik

Enstitiileri) NIH tarafindan belirlenen hayvan haklar1 ile
ilgili dlctitlere bilingli olarak uyuldu. Calisma etik kurul
izni alinarak gergeklestirildi. Deneyde kullanilan tiim
kimyasallar Sigma (Almanya) firmasindan satin alindi.
Uygulamalara bir ay siire ile devan edildi. Uygulamalar
sona erdikten sonra hayvanlar, kas ici ketamin (70 mg/kg,
Ketalar, Parke-Davis, Eczacibasi, Istanbul) ve ksilazin (5
mg/kg, Rompun, Bayer, istanbul) uygulanarak anesteziye
alind1 ve kalpten kan alma yolu ile canliliklar1 sonlandirildi.
Deney gruplarindaki hayvanlardan karaciger ve bobrek
dokular1 ¢ikarilarak analize kadar derin dondurucuda
bekletildi. Doku drneklerinden lipidlerin ekstraksiyonu
3:2 (v/v) hekzan izopropanol karisimin kullanildigi Hara
ve Radin (1978) metoduyla yapildi (15).

Yag Asidi Metil Esterlerinin Hazirlanmasi

Lipitler i¢inde bulunan yag asitlerinin gaz kromatografik
analizinin yapilabilmesi i¢in polar olmayan ugucu ve
kararli yaprya sahip olan metil esterleri gibi tiirevlerine
doniistiiriilmesi gerekir (16). Metil esteri hazirlamak igin
hekzan/izopropanol fazi i¢indeki lipit ekstraktt 30 ml’lik
sizdirma yapmayan deney tiiplerine alindi. Uzerine % 2’lik
metanolik siilfirik asitten 5 ml ilave edildi, vorteks ile iyice
karigmalar1 saglandi. Bu karigim 50 °C lik etiivde 15 saat
siire ile metillesmeye birakildi. Tiipler etiivden ¢ikarildi oda
sicakligina kadar sogutuldu ve 5 ml % 5 lik sodyum kloriir
ilave edilerek iyice karistirildi. Tiipler icinde olusan yag
asidi metil esterleri 5 ml hekzan ile ekstrakte edildi ve
hekzan fazi pipetle alinarak, 5 ml % 2 lik KHCO3 ile
muamele edildi ve fazlarin ayrilmasi icin 4 saat bekletildi.
Daha sonra metil esterlerini iceren karisim, 45 °C de ve azot
akimi altinda ¢oziiciisii uguruldu, 1 ml hekzan ile ¢oziilerek
2 ml’lik agz1 kapakli otosampler vialleri i¢ine alinarak gaz
kromatografisinde analiz edildi.

Yag Asidi Metil Esterlerinin Gaz Kromotografik Analizi
Lipit ekstrakti icindeki yag asitleri metil esterlerine
dontistiiriildiikten sonra SHIMADZU GC 17 Ver. 3 gaz
kromatografisi ile analiz edildi. Bu analiz i¢in 25 m
uzunlugunda, 0,25 um i¢ capinda ve PERMABOND 25
mikron film kalinligina sahip Machery-Nagel (Germany)
kapiller kolon kullanildi. Analiz sirasinda kolon sicakligi
120- 220 ©C, enjeksiyon sicakligir 240 °C ve dedektor
sicakligr 280 oC olarak tutuldu. Kolon sicaklik programi
120 °C’den 220 °C’ye kadar ayarlandi. Sicaklik artis1 200
0C’ye kadar 5 °C /dk ve 200 °©C’den 220 °C’ye kadar 4 oC
/dk olarak belirlendi. 220 ©C’de 8 dakika tutuldu ve toplam
siire 35 dakika olarak belirlendi. Tastyic1 gaz olarak azot
gaz1 kullanildi. Analiz sirasinda orneklere ait yag asidi
metil esterlerinin analizinden dnce, standart yag asidi metil
esterlerine ait karigimlar enjekte edilerek, her bir yag
asidinin alikonma siireleri belirlendi. Bu islemden sonra
gerekli programlama yapilarak 6rneklere ait yag asidi metil
esterleri karigimlarmin analizi yapildi. Sonuglar toplam yag
asitleri icinde her bir yag asidi i¢in % miktar olarak
belirlendi. Hesaplamalar GC Solution 2.3 programi
kullanilarak yapildi. Cihazda pompa olarak LC-10ADVP,
UV dedektor olarak SPD-10AVP, kolon firini olarak CTO-
10ASVP, otosampler olarak SIL-10ADVP, degasser olarak
DGU-14AVP iiniteleri (Shimadzu, Kyoto Japan) kullanildi.
Hesaplamalar Class VP software (6.12 SP 5) programu ile
yapildi.
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Istatistiksel Analiz

Analizlerin istatistiksel degerlendirmeleri SPSS (software
for Windows, v.10, Chicago, IL) programinda yapildi.
Sonuglarda, standart sapma =+ ortalama olarak ifade edildi.
Varyans analizi ile tespit edilen farkliliklar p<0,05 anlaml
farklilik olarak kabul edildi. Uygulama ve kontrol gruplari
arasinda onemli farkliliklar Tukey’s honest post-hoc testi
ile degerlendirildi.

BULGULAR

Deney Gruplarinin Karaciger Dokusunda Bulunan Yag
Asit Degerleri

Yapilan analizlerin karaciger dokusuna ait 6rneklerinde
C14:0 ile C22:6n3 aras1 yag asit degerleri (%) tespit edildi.
Biitiin deney gruplarina ait 6rneklerde, en yiiksek oranda
C18:0 yag asidi tespit edildi (Tablo 1). Deney gruplari
arasinda yapilan karsilastirma sonucunda, C14:0, C15:0,
C16:0, C17:0, C18:0, C18:1n9, C18:2n6, C20:3n6,
C20:5n3 ve C22:5n3 yag asit degerlerinde istatistiksel
olarak anlamli farklilik tespit edilemedi (p>0,05). Ancak,
Fe grubunda bulunan C18:1n7, C20:4n6 ve C22:6n3 yag
asit degerleri K ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli azalmalar hesapland1 (p<0,05). FeLL grubundaki
ayni1 yag asitlerin degerleri K grubu ile karsilastirildiginda

anlamli farklilik gozlenmezken (p>0,05), Fe grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli artiglar
hesaplandi (p<0,05) (Tablo 1).

Deney Gruplarinin Bobrek Dokusunda Bulunan Yag
Asit Degerleri

Deney gruplarina ait bobrek dokusunda yapilan analiz
sonucunda, C14:0 ile C22:6n3 aras1 yag asit degerleri (%)
tespit edildi. Biitiin deney gruplarina ait 6rneklerde, en
yliksek oranda C20:4n6 yag asidi tespit edildi (Tablo 2).
Bobrek dokusuna ait deney gruplar1 arasinda yapilan
karsilastirma sonucunda, C14:0, C15:0, C16:0, C18:0,
C18:1n7, C18:1n9, C18:2n6, C20:3n6 ve C20:5n3 yag
asitleri degerlerinde gruplar arasi istatistiksel anlamli
farkliliklar tespit edilemedi (p>0,05). Bobrek dokusunun
Fe grubunda bulunan C16:1n9, C20:4n6, C22:5n3 ve
C22:6n3 yag asitleri K grubuna gore daha az degerde
hesapland1 (p<0,05). FeL grubundaki C16:1n9, C20:4n6,
C22:5n3 ve C22:6n3 yag asitlerin degerinde Fe grubuna
istaistiksel bir artig tespit edilirken, ayn1 grubun C16:1n9,
C20:4n6 ve C22:6n3 yag asitleri bakiminda K grubuna gore
anlamli farklilik gozlenmedi (p>0,05). Ayrica, FeL
grubundaki sadece C22:5n3 yag asit degerinde K grubuna
gore azalma tespit edildi (p<0,05) (Tablo 2).

Yag Asitler: K (%) Fe (%) FeL (%)
C14:0 0.20=0,03 0.29+0,02 0.25+0,01
C15:0 0.16=0,02 0.14=0,02 0.14+0,04
Cl16:0 20.56= 1,26 2113085 20.68+1.02
C17:0 0.37=0,01 0.34=0,03 0.34=0,02
C18:0 2537+ 1,73 26.62+1 38 2545018

C18:1n7 4,76 0,10 2060242 3,95£0,23 &b
C18:1n9 5.62+ 031 7.27+1.01 7.12+0,53
C18:2n6 15,18+ 0,26 16.68+0.47 16.45+1.04
C20:3n6 0.59=0,04 0.50=0,05 0.49+0,01
C20:4n6 20,54+ 1,52 15,48+0.64 2 19.81£026"
C20:5n3 0.35=0.06 0.36=0.01 0.31=0,05
C22:5n3 0.79+0,05 0.98+0,01 0.83=0,06
C22:6n3 5.29+ 0,68 3210442 4.78+£0.13 b
¥ Dovmus 46 660,02 49 32+0 .46 46 .86=0.25
» Dovmamus 33.12+1.03 4654=+1.02 2 53.74+087 0"
YMUFA 10.38+0.65 9.33=1.06 11.07+1.12
YPUFA 43.04+0,43 37.21+£0.212 42.67£0.,64 B
a- p=0.05 b-p=0.01 c-p=<0.001 d-p=<0.0001

Tablo 1. Deney Gruplarina Ait Karaciger Dokusundaki Yag Asidi Degerleri (%)
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Yag Asitleri K (%) Fe (%) FeL (%)
C14:0 0.46=0,02 0.39+0,04 0.43=0,01
C15:0 0.21=0.02 0.20+0.01 0.20=0,02
C16:0 2263039 24.61+0,09 23,42 +0.12
C16:1n9 1.41+0.21 0,500,052 1,.24£0,11%

C18:0 16,18+ 1,26 17,211,350 15,94+0,84
C18:1n7 3.21+£ 0,11 3.61=0,20 3.48+0.65
C18&:1n9 10,21+ 1,28 12,02+0,14 9.85=1,02
C18:2n6 1541047 14.36x0.63 14.85=1,03
C20:3n6 0.78=0,06 0.98=0,02 0.75%0,11
C20:4n6 24 64=2.16 20,071,142 23.32+161%
C20:5n3 0.54=0.01 0.83=0.03 0.72+0,01
C22:5n3 0.36=0,03 0120012 0,29£0,04 =b
C22:6n3 4.07£0.18 2,24+0,15 2 4,68+£1230
¥ Dovmamig 39 48+0.23 42 41+1.05 39.99=+0.61
¥ Dovmamis 60.17x0.14 534731242 59.18£047 0
SMUFA 14 83+0,24 16.13+0,14 14.57+0,32
YPUFA 4634035 38.6x0,07 2 45,610,025
2 p<0.05 b-p<0.01 c-p=0.001 d-p<0.0001

Tablo 2. Deney Gruplarina Ait Bébrek Dokusundaki Yag Asidi Degerleri (%).

TARTISMA VE SONUC

Omega—3 yag asitleri hiicre membraninin énemli
komponentlerinden olup membranin biitinligi ve
akiskanligi, hiicresel hareketleri, reseptdrlerin yerlesimini
diizenledigi belirtilmektedir (17,18,19). Bazi metaller veya
agir metallere maruz kalan canlilarda yag asit degerlerinde
etkilenme oldugu bildirilmistir (20). Buna paralel olarak
bazi arastirmalar da demir molekiliiniin lipid
peroksidasyonunu baslattigi belirtilmektedir (21). Ek
olarak, belirli miktarda FeCI2 uygulanmasi ile hiicre
canliliginda degisime ve hiicrelerde lipid peroksidasyonunu
artirarak nekrozis ve apoptosiz durumunun olustuguna
isaret edilmektedir (3,22, 23). Reaktif oksijen tiirleri (ROT)
ve diger prooksidan ajanlar, hem in vitro hem de in vivo
olarak memebran fosfolipitlerinden omega-3 ve omega-6
coklu doymamis yag asitlerinin (PUFA)  oksidatif
bozulmasma sebep oldugu belirtilmektedir (24,25).
Oksidatif hasara ugrayan hiicrede lipit peroksidasyonunun
aldehidik son driinleri malondialdehyde (MDA), 4-
hidroksi-2,3-nonenal (4-HNE) ve diger
4-hidroksi-2,3-alkenal (4-HAKSs) molekiilleridir(24). Chun
ve arkadaglar1 (1998) FeCl2 ‘lin sican karacigerinde lipit
peroksidasyonuna sebep oldugu isaret etmislerdir (26). Jin

ve arkadaglart (2005) ise FeCl2—askorbik asit karisiminin
sican karacigerinde lipit peroksidasyonunun indikatorii
olan malondialdehit (MDA) miktarin1 stimiile ettigi
belirtilmistir. Demir molekiilii normal hiicre fonksiyonunda
gorevli olmakla beraber asir1 dozda uygulanmasi veya
alinmasi baz1 metabolik anomalilere sebep olmaktadir (27).
Connor ve arkadaslarmin (2001) yaptig1 ¢alismada demir
molekiilii lipit hidropperksitlerle reaksiyona girerek serbest
radikal olusturduklari, dolayisi ile de beyin hiicrelerinde
ndronal hasara sebep oldugu bildirilmistir (28). Benzer
sekilde, Zhang ve arkadaslar1 (2003) tarafindan in vitro
FeSO4 uygulanmasinin, hiicre membran hasarina sebep
oldugu ve hiicre 6liimlerine neden oldugu gosterilmistir
(29). Ayrica, Huang ve arkadaslart (2002) demir
molekiiliniin uygulanmasiyla meydana gelen serbest
radikal olugsumunun beyin ddemlerine sebep oldugunu
ifade etmistir (30). Nakamura ve arkadaglarinin (2004) ise
FeCI2 uygulamasi sonucunda oksidatif stresin sebep
oldugu DNA hasari isaret edilmektedir (31). Anderson ve
arkadaslar1 (1985) c¢aligmalarinda ise demir molekiiliiniin
lipit peroksidasyonunu artirict etkisi isaret etmistir (32).

Daha 6nce yapilan bir¢ok ¢aligmaya paralel olarak mevcut
calismada, FeCI2 uygulanmasi ile karaciger ve bobrek
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dokularinda da 6zellikle hiicre membran yapisinda yogun
olarak bulunan ve serbest radikallerin hedefi olan ¢oklu
doymamis yag asitlerinden C20:4n6, C22:5n3 ve C22:6n3
yag asidi degerlerinde azalmalar tespit edilmistir.
Geleneksel tipta yogun olarak kullanilan Linalool bir
monoterpen bilesiktir ve yogun olarak Lamiaceae,
Lauraceae, Rutacea familyasindaki bitkilerden ekstrakte
edilmektedir (9, 33). Celik ve ark. linalool molekiiliiniin
kobay beyin dokusunda lipit peroksidasyonunu azaltici
etkiye sahip oldugunu isaret etmislerdir (34). Onceki
calismalara paralel olarak mevcut ¢alismada da linalool
uygulanan deney gruplarindaki uzun zincirli yag asitlerin
degerleri kontrol ile yakin degerde hesaplandi. Ek olarak
linalool uygulanan gruplardan hesaplanan PUFA degerleri
kontrole yakin degerler elde edildi. Calismada linalool
molekiiliiniin, FeCl2’ {in olusturdugu hasara kars1 koruyucu
bir 6zellik gosterdigi tespit edildi. Sonug olarak, demir
kloriir uygulanan gruplarda uzun zincirli yag asit
degerindeki azalmanin, demir kloriir bilesiginin canlt
sistemde olusturdugu lipit bozulmasindan ve viicutta
normal demir reaksiyonlarini etkileyerek ve oksidatif stresi
artirarak hidroksil radikal tiretiminin artigindan ileri geldigi
diistiniilmektedir. Ayrica, linalool molekiiliiniin demirin
olusturdugu hasara kars1, 6zellikle uzun zincirli yag asidi
seviyelerini korudugu tespit edildi.
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