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ÖZET

Bu araştırmada, Wistar albino cinsi erkek sıçanlarda kadmiyum klorür (CdCl2)’ün bazı dokulardaki yağ asiti değerlerine olan etkisine vitamin C6 palmitat (VC6P)’ın etkisi araştırldı. Çalışma, kontrol (serum fizyolojik), kadmiyum klorür (1 mg/kg, CdCl2) ve kadmiyum klorür-vitamin C6 palmitat (1 mg/kg, CdCl2-10 mg/kg, VC6P) olarak üç gruba ayrıldı. Uygulamalardan sonra hayvanlar dekapite edildi ve hayvanların karaciğer, testis ve böbrek dokuları çıkarıldı. Dokular homojenize edildi ve dokularda lipit ekstraksiyonu işlemi yapıldı. Ekstraksiyonlar gaz kromatografisinde (GC) analiz edildi. Dokulardan elde edilen bulgulara göre, kadmiyu-mun doymamış yağ asitlerinin miktarında meydana getirdiği olumsuz değişiklikleri VC6P’ın engellediği veya azalttığı gözlendi. Sonuçta, VC6P’ın, yağ asiti zincir uzama reaksiyonunda görevli enzimlerin etkisini artırdığı sanılmaktadır. 
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THE EFFECT OF VITAMIN C-6 PALMITATE (VC6P) TO SOME RATS TISSUES FATTY ACID AMOUNTS ON HEAVY METALS APPLICATION

ABSTRACT

In this research, effects of vitamin C6 palmitate (VC6P) was investigated to  effects of cadmium clorur (CdCl2) on fatty acid values in some tusues of Wistar species rats. The experimental works was saperated to three groups as control (serum physiological), cadmium clorur (1 mg/kg, CdCl2)  and cadmium clorur- vitamin C6 palmitate (1 mg/kg, CdCl2-10 mg/kg, VC6P). After aplication, animals was decapitated and liver, testis and kidney of animals was taken out. The tissues was homogenized and lipid extraction was prepared from rat tissues. These extaction was analized by gas choromatography (GC). According to results, VC6P attenuates to negative effects of cadmium on long chain unsaturated fatty acids. Finally; we thing for VC6P that it increased to some enzym of fatty acids chain extend reactions.
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1. GİRİŞ
Vitamin C-6-palmitat, askorbat palmitat (AP) olarak da adlandırılmaktadır. VC6P yağda çözünebi-len bir askorbik asit esteridir. VC6P yaygın olarak besin maddelerinin korunmasında kullanılmaktadır (1). Aynı zamanda, kozmetiklerde ve benzeri işlem-lerle ilgili ürünlerde antioksidan olarak da kullanıl-maktadır(2). Benzer şekilde, toksik uygulamalarda multivitaminlerin ve benzeri ilaçların bir parçası olarak da VC6P yer almaktadır(3). VC6P vücutta bulunan biyolojik bariyerleri geçmekte ve nöral do-kuların içine geçiş yapabildiği belirtilmektedir(4) ve eritrosit membranlarında da bulunmaktadır(5). 

Askorbik asitin lipofilik türevleri, lipit bari-yerleri ve lipit peroksidasyonunda protoplazmanın yapısal parçalarını oksidatif hasardan korumaktadır. VC6P’ın insan bağırsak sisteminde hidrolize olduğu ifade edilmektedir. Tespit edilen etkiler bu madde-nin oral alımı ile değil, deri altı uygulamaları ile gözlenmiştir(6).


Kadmiyum(Cd) esensiyel olmayan bir ele-menttir ve karaciğerde bulanan metal bağlayıcı pro-teinlere bağlanmaktadır(7). Değişik yollarla insan vücuduna giren çözünebilir kadmiyum tuzlarının başta karaciğer ve böbrek olmak üzere testis, beyin, akciğer gibi organlarda hasarlara neden olabileceği belirtilmiştir. Tüm dokularda sisteinden zengin olan metallotionein (MT, MA 7000-10000 da) adlı bir proteine bağlandığı ve bu şekilde depolandığı belir-tilmektedir(7,8). Cd’un, canlı organizma dokuların-da lipit peroksidasyonuna neden olduğu farklı çalışmalarda gösterilmiştir(9,10). Bu çalışmada da kadmiyumun karaciğer, böbrek ve testis dokularında bulunan yağ asiti miktarında meydana getirdiği değişikliğe VC6P’ın etkisi araştırıldı.

2. MATERYAL VE METOD

Çalışmada, 2-3 aylık ve ağırlıkları 180-220g arasında değişen Wistar cinsi erkek sıçanlar kulla-nıldı. Çalışma, kontrol (serum fizyolojik), kadmi-yum klorür (1 mg/kg CdCl2) ve kadmiyum klorür (1 mg/kg CdCl2)+VC6P (10 mg/kg) olmak üzere üç gruba ayrıldı ve her grupta on hayvan olmak üzere toplam 30 hayvan kullanıldı. Deney gruplarına uy-gulamalar intraperitonal ve bir ay süre ile gün aşırı olarak yapıldı. Uygulamalar sonunda hayvanlar de-kapite edilerek karaciğer, böbrek ve testis dokuları çıkarıldı. Total lipitlerin hayvansal dokulardan elde edilmesi (ekstraksiyonu) lipit olmayan safsızlıkların uzaklaştırılması yağ asitlerinin elde edilip gaz kro-matografik analizler için uygun türevlerinin hazır-lanması Hara ve Radin (1983) metoduyla yapılmıstır (11).

Lipitler içindeki yağ asitlerini, metil esterleri gibi türevlerine dönüştürülmesi Christie’nin(12), metoduna göre yapıldı. Lipit ekstrakt içindeki yağ asitleri metil esterlerine dönüstürüldükten sonra SHIMADZU GC 17 Ver. 3 gaz kromatografisi ile analiz edildi. Bu analiz için 25 m uzunluğunda, 0,25 µm iç çapında ve PERMABOND 25 mikron film kalınlığına sahip MACHERY-NAGEL (Germany) kapiller kolon kullanıldı. Analiz sırasında kolon sı-caklığı 130-220 ºC’de enjeksiyon sıcaklığı 240 ºC ve dedektör sıcaklığı 280 ºC olarak tutuldu. Taşıyıcı gaz olarak azot gazı kullanıldı. Analiz sırasında ör-neklere ait yağ asiti metil esterlerinin analizinden önce, standart yağ asiti metil esterlerine ait karışım-lar enjekte edilerek (0.5-1 µl) her bir yağ asitinin alıkonma süreleri belirlendi. Bu islemden sonra gerekli programlama yapılarak örneklere ait yağ asi-ti metil esterleri karışımlarının analizi yapıldı.

Bütün gruplar arasında Kruskal Wallis var-yans analizi yapıldı ve farklılıklar olduğunda da Mann-Whitney U testi ile alt gruplar karşılaştırıldı. Veriler ortalama ± standart hata olarak verilmistir. P<0.05 olan değerler istatistiki açıdan önemli olarak kabul edildi[13].

3. BULGULAR

Deney gruplarına ait bütün dokularda yapılan analizler sonucunda; C16:0, C18:0, C18:1n7, C18: 1n9, C18:2n6, C20:4n6, C22:6n3 yağ asitleri tespit edildi. Ancak, tespit edilen aynı tür yağ asiti  farklı dokularda miktarı bakımından farklılık gösterdiği gözlendi (Tablo 1,2,3).
3.1. KARACİĞERE AİT YAĞ ASİTİ DEĞER-LERİ

Karaciğer dokusuna ait yağ asitlerinden C18: 1n7 yağ asitinin değeri kadmiyum grubunda kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı bir azalma gözlendi (p<0.05). Ayrıca C18:1n7 yağ asitinin de-ğeri VC6P uygulama grubunda kadmiyum grubuna göre anlamlı bir artış gözlendi. Bu dokuda tespit edilen diğer yağ asitlerinin miktarıları bakımından hem kontrol hem de kadmiyum grubu arasında an-lamlı farklılık tespit edilmedi (p>0.05) (Tablo 1). 

Tablo 1. Karaciğere Ait Yağ Asiti Değerleri (%).

	Yağ Asiti
	Kontrol
	Cd
	Cd-VC6P

	C16:0
	23,52± 0,23        
	23,32±0,53             
	22,94± 0,28

	C18:0
	25,44± 1,98
	25,62±1,56
	24,84± 0,82

	C18:1n7
	5,27± 0,26
	3,01±0,14*
	5,86± 0,33a

	C18:1n9
	5,58± 0,22
	6,34±1,24
	6,53± 0,82

	C18:2n6
	14,16± 1,23
	14,28±0,56
	15,18± 0,69

	C20:4n6
	18,78± 1,14
	19,37±0,48
	18,26± 1,61

	C22:6n3
	5,37± 1,46         
	5,48± 0,52
	5,63± 0,87


* : İstatistiksel olarak aynı satırdaki kontrol grubuna göre anlamlı farklılık (P<0.05)

a : İstatistiksel olarak aynı satırdaki Cd grubuna göre anlamlı farklılık (P<0.05)

3.2. TESTİS DOKUSUNA AİT YAĞ ASİTİ DE-ĞERLERİ


Deney gruplarının testis dokularında yapı-lan analiz sonuçlarına göre, kadmiyum grubunda C18:1n7 ve C18:1n9 yağ asit miktarlarında kontrol grubuna göre anlamlı bir artış gözlenirken, C20:4n6 yağ asiti değerinde bir azalma tespit edildi (p<0.05). VC6P uygulanan grupta C18:1n7 ve C18:1n9 yağ asit miktarları kontrol grubuna göre anlamlı bir artış gözlenirken, aynı gruba ait C20:4n6 yağ asit değeri kadmiyum grubuna göre anlamlı bir azalma tespit edildi (p<0.05). Bu dokuda tespit edilen diğer yağ asiti miktarlarında gruplar arası farklılık istatistiksel olarak anlamsız olduğu belirlendi(p>0.05)(Tablo 2).  
Tablo 2.Testis Dokusundaki Yağ Asiti Miktarları (%).

	Yağ Asiti
	Kontrol (%)
	Cd (%)
	Cd-VC6P

	C16:0
	27,24±0,25
	23,18±1,31
	25,68± 1,81

	C18:0
	8,21± 1,06
	6,93± 1,82
	6,74± 1,62

	C18:1n7
	3,68± 0,16
	6,84± 0,38*
	6,98± 0,50 *

	C18:1n9
	10,47±1,25
	20,43±1,02*
	19,14±1,62*

	C18:2n6
	10,21± 1,17
	14,62±2,21
	12,54± 2,78

	C20:4n6
	17,65±0,85
	9,86±1,51*
	15,32±0,93a

	C22:6n3
	4,22± 0,63
	4,52± 0,97
	3,85± 1,24


* : İstatistiksel olarak aynı satırdaki kontrol grubuna göre anlamlı farklılık (P<0.05)

a : İstatistiksel olarak aynı satırdaki Cd grubuna göre anlamlı farklılık (P<0.05)

3.3. BÖBREK DOKUSUNA AİT YAĞ ASİTİ DEĞERLERİ

Deney gruplarının böbrek dokularında yapı-lan analiz sonuçlarına göre; kadmiyum ve VC6P uygulama grubundaki C18:1n9 yağ asiti miktarı kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı bir artış tespit edildi(p<0.05). Kadmiyum grubunda C20:4n6 yağ asiti miktarı kontrol grubuna göre anlamlı azalma gözlendi. VC6P uygulanan gruptaki C20:4n6 yağ asit miktarı kadmiyum grubuna göre istatistiksel olarak azalma gözlendi (p<0.05). Doku-da tespit edilen diğer yağ asit miktarları bakımından gruplar arası farklılık istatistiksel olarak anlamsızdı (p>0.05) (Tablo 3).

Tablo 3.Böbrek Dokusundaki Yağ Asiti Miktarları (%).

	Yağ Asiti
	Kontrol (%)
	Cd (%)
	Cd-VC6P

	C16:0
	19,69±0,39
	21,65±0,53
	20,43± 0,64

	C18:0
	11,27± 2,56
	13,15±2,32
	12,79± 0,83

	C18:1n7
	4,18± 0,17
	3,78± 0,31
	3,24± 0,23

	C18:1n9
	9,21± 0,42
	15,23±1,65*
	14,96±1,74*

	C18:2n6
	13,52±0,27
	13,56±1,68
	14,56±0,76

	C20:4n6
	28,52±0,69
	21,74±1,61*
	27,96±0,45a

	C22:6n3
	3,56± 0,94
	3,73±1,34
	3,72± 0,54


* : İstatistiksel olarak aynı satırdaki kontrol grubuna göre anlamlı farklılık (P<0.05)

a : İstatistiksel olarak aynı satırdaki Cd grubuna göre anlamlı farklılık (P<0.05)

4. TARTIŞMA VE SONUÇ
Bir çok çalışmada, kadmiyum uygulanması hayvansal dokularda veya kan değerlerinde lipit pe-roksidasyonuna sebep olarak oksidatif hasar meyda-na getirdiği bildirilmiştir(9,14,15). Kadmiyumun li-pit peroksidasyonunda, özellikle hücre membranın-da bulunan uzun zincirli doymamış yağ asitlerinin oluşumuna ve miktarlarına etki ettiği belirtilmekte-dir(16). Bu çalışmada da, kadmiyum karaciğer, böb-rek ve testis dokularında özellikle uzun zincirli doy-mamış yağ asit miktarlarında değişime sebep olduğu belirlendi. 

Organizmaya giren kadmiyumun büyük bir kısmı ilk 6 saat içerisinde karaciğere gelerek burada metallothionein adlı sisteinden zengin proteine bağ-landığı daha sonra başta böbrekler olmak üzere be-yin, testis, akcigerler ve kalp gibi organlara dağıl-dığı ve yarılanma ömrünün oldukça uzun olduğu bildirilmektedir(17). Uzun zincirli doymamış yağ asitleri moleküler oksijen veya peroksitlerin bozucu etkisine duyarlıdırlar. Dokularda lipit peroksidasyo-nundaki artışın, çesitli metal iyonlarının aracılık et-tiği linoleik asitin katalitik peroksidasyonunun art-masından kaynaklandığı belirtilmektedir(18). Yapı-lan bazı çalışmaların sonuçlarına göre, kadmiyumun belli dozlarda uygulanması sonucu glutatyon (GSH), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon redüktaz (GSSG-R) ve glukoz-6-fosfat dehidrojenaz (G6PDH) gibi antioksidan özelliğe sahip bazı en-zimlerin değerlerinin azaldığı ifade edilmektedir. Benzer şekilde, kadmiyum uygulaması sonrası lipit peroksidasyonu (LPO)’nun bir göstergesi olan ma-londialdehit (MDA)’in dokularda arttığı gözlenmiş-tir(10). 

Çalışmada kullanılan VC6P’ın farklı çalışma-larda antioksidan kapasiteye sahip olduğu belirtil-mektedir(1,6). Bu çalışmada da, kadmiyum uygu-lanması ile lipitlerin peroksidasyonu sonucu doyma-mış yağ asitlerinin miktarının azaldığı tespit edildi. Aynı çalışmada VC6P uygulanması ile kadmiyumun yağ asit değeri bakımından meydana getirdiği nega-tif etkileri azalttığı veya ortadan kaldırdığı gözlendi. Sonuç olarak bu durumda; VC6P’ın uzun zincirli doymamış yağ asitlerinin zincir uzama reaksiyonun-da görevli enzimlerin aktivitelerini ve transkripsiyo-nunu artırdığı veya kadmiyumun bu enzimlere olan negatif etkisini azalttığı düşünülmektedir.
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