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Ozet

Bircok faktore bagl olarak gelisen kanserin etiyolojisinde reaktif oksijen turlerinin neden oldugu oksidatif stres énemli yer
tutmaktadir. Calismamizda parakarsinojen 7,12-dimetilbenz-[a]lantrasen (DMBA) uygulanan kobaylarda (Guinea Pig)
antioksidan &zelliklere sahip alfa-lipoik asit'in (a-LA) makro ve eser element degisikliklerine karsi beyinde koruyucu roll
arastirildi. Deneylerde; kontrol, DMBA, a-LA ve DMBA+a.-LA gruplarinda esit sayida toplam 24 erkek kobay kullanildi. Kobaylarin
beyinlerinde ICP-AES ile yapilan analiz neticesinde, makro elementlerden kalsiyum’un kontrol grubuna gére DMBA grubunda
arttigi (P<0.01) ve DMBA+a.-LA grubunda ise azalarak (P<0.01) kontrol grubu ile ayni diizeylere indigi tespit edildi. Magnezyum
diizeyi; DMBA grubunda kontrol grubuna gére azaldigi (P<0.01), DMBA+a-LA grubunda kontrol grubu seviyesine yakin
yukseldigi gérildu. Eser elementlerle ilgili olarak ise, bakir seviyesinin kontrol grubuyla kiyasla DMBA grubunda azaldigi
(P<0.01), DMBA+a-LA grubunda ise kontrol grubu ile ayni seviyede oldugu belirlendi. Cinko dizeyleri incelendiginde, DMBA
grubunda kontrole gére azaldigi (P<0.01) ve DMBA+a-LA grubunda arttigi (P<0.01) gézlemlendi. Ayrica demir ve mangan
dizeyleri arasinda anlamsal farklarin olmadigi tespit edildi (P>0.05). Sonug olarak, Beyin gibi énemli organlar oksidatif stresten
korumak icin makro ve eser element yéniinden a-LA'nin néroprotektif etki gésterdigi sdylenebilir.

Anahtar soézcikler:DMBA, 7,12-dimetilbenz-[ajantrasen, o.-Lipoik asit, Eser Element, ICP-AES, Beyin, Kobay

Effect of Lipoic Acid on the Some Elements in Brain Tissue
of DMBA-Induced Guinea Pigs

Summary

The oxidative stress, depending on many factors in the etiology of developing cancer caused by reactive oxygen species, plays
an important role. In our study, 7, 12-dimethylbenz-[a]anthracene (DMBA) was applied in Guinea Pigs, the alpha lipoic acid (o.-
LA) has antioxidant properties was investigated protective role against to levels of macro and trace elements in brain. In
experiments; totally 24 adult male Guinea Pigs were randomly divided into 4 equal groups (control, DMBA, o-LA and DMBA+o.-
LA) containing same numbers. As a result of the analysis in Guinea Pigs brain with the aid of ICP-AES; it was found that the level
of calcium from macro elements in DMBA group increased according to control group (P<0.01) and decreased in DMBA+a-LA
group (P<0.01), that was in the same levels with control group. Magnesium decreased in DMBA group according to control
group (P<0.01) and DMBA+a-LA group and increased in close level of control group. Regarding trace elements, it was seemed
that copper levels compared with the control group decreased in DMBA group (P<0.01) and DMBA+o.-LA group, it was same
level with control group. It was observed that the level zinc decreased according to control group in DMBA group (P<0.01) and
increased in DMBA+o.-LA group (P<0.01). In addition, it was obtained that levels of iron and manganese in between groups were
not significant (P>0.05). As a result, it can be said that from the point of macro and trace elements, the lipoic acid (o.-LA) was
indicated neuroprotective effect for protection of important organs such as brain from the oxidative stress.
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GIRIS

Deneysel olarak uygulanan ve polisiklik aromatik hid-
rokarbonlar olarak taninan DMBA ¢esitli dokularda gig-
10 oksidatif hasar olusturmaktadir *. Son yillarda yapilan
bir cok arastirmada yuksek dozda uygulanan DMBA'nin
bazi dokularda tiimér olusumunu da indiikledigi ileri stiriil-
mektedir >. DMBA’nin rat karacigerinde serbest radi-
kallerin seviyesini 6nemli 6lclide yukselttigi 3, kisa ve
uzun sireli olarak ratlara verildiginde karacigerde hidro-
peroksitleri artirdigi bildirilmistir *. Serbest radikaller,
kanserin baslangig, ilerleme ve gelisme safhalarinda
etkili olmakla beraber bu etki ilerleme safhasinda daha
belirgindir *. a-LA ise antioksidan 6zellikleri olan ve bu
yoniyle serbest radikallere karsi metabolizmada koru-
yucu etkilere sahip énemli bir reaktiftir. Metaboliz-
mada vitamin E ve glutatyonu rejenere ederek aktif
hale getirir. a-LA antioksidan olarak suda ve yagda
¢6zUndUgl icin 6nem arz etmektedir. Bu yoniyle suda
¢Ozlinen vitamin C ve yagda ¢ozlinen vitamin E gibi
hem hiicre disinda hem de hiicre membraninda koru-
yucu etkileri oldugu belirtilmektedir ®. Oksidatif metabo-
lizmadaki a-LA; lipoamid gibi mitokondrideki a-keto-
asid dehydrogenase komplekslerinin temel kofaktorii
olarak bilinir 7. Yapilan galismalarda a-LA tiirevi olan
lipoatin; serbest radikallere karsi koruyucu etkilere sa-
hip oldugu bildirilmektedir *°. Benzer sekilde, oksida-
tif hasarin olusturdugu karaciger patolojisinde *°, agir
metal toksiditesinde ** ve diyabetik polinéropatide ** olu-
san hasarlara karsi a-LA koruyucu rol Gstlenmektedir.

Enzimatik reaksiyonlarin aktivasyonu veya inhibis-
yonu kapsayan biyolojik streclerde eser elementlerin
onemli rol oynadigi bilinmektedir. Bu nedenlerle eser
elementlerin oksidadif stres ve kanser hastaliklariyla
iliskileri yapilan ¢calismalarda bildirilmistir *.

Hiicrede oksidatif hasar sonucu bozulan eser ele-
ment dengesi, yasa bagl olusan patolojik durumlara
da sebep olmaktadir. Ayrica, metal dengesinin bozul-
masi ile olusan serbest radikaller DNA baz modifikas-
yonuna, lipit peroksidasyonunun artmasina ve protein
oksidasyonuna sebep olmaktadir **.

Merkezi sinir sisteminin yapisinda bulunan anti-
oksidan sistemlerin diger dokulara gére daha zayif
olmasindan dolayi serbest radikallerin indukledigi
oksidatif hasardan etkilenmesi muhtemel 6nemli
organlardan biri beyindir. Calismamizda DMBA’ ya
maruz kalma sonucunda beyinde olusacak patofiz-
yolojik surecin; a-LA uygulanmasiyla makro ve eser
elementler agisindan nasil etkilendiginin ortaya
konulmasi amaglanmistir.

METARYAL ve METOT

Hayvanlar, Bakim ve Besleme

Calismada ortalama 460-640 gr agirhginda olan 24
adet, saglikh, ergin 12 aylik beyaz renkli kobaylar
(Guinea Pig) kullanildi. Kobaylar denemelere baslama-
dan 7 glin 6nce her biri 6’sar hayvan iceren kafeslere
ayrilarak gruplarin glinlik ortalama yem ve su tike-
timleri belirlendi. Kobaylara verilen yem kompozis-
yonu Tablo 1'de gosterilmistir. Hayvanlarin laboratuar
sartlarinda 12 saat aydinlik/karanlik periyodunda ve
oda sicakhginda (20+3°C) barinmalari saglandi. Calis-
mada kullanilan hayvanlar; Firat Universitesi Aras-
tirma Fonu (FUNAF-395) kapsaminda Elazig Hayvan
Saghgi ve Arastirma Enstitlsi'nden temin edildi.
Deney siiresince hayvan haklari ile ilgili olarak NIH
(National Institutes of Health) tarafindan belirlenen
kriterlere 6zenle uyuldu.

Tablo 1. Diyet Kompozisyonu
Table 1. Diet Compositions

Icerik Bilesim (%) (w/w)
Melasl seker pancari posasi 65.0
Kuru yonca 16.2
Saman 16.1
Nisasta 1.0
Sodyum siilfat 0.1
Vitamin mineral karisimi ® 0.6

aVit. A, Bs,E, K3, B, Bz, Bs, Biz, nicotinamide, folic acid, biotin, Calpan,
Niasin, Mn, Fe, Zn, Cu, I, Co, Se, antioxidant ve Ca

Calisma Prosediirii

Deneyde, kontrol grubu, DMBA grubu, a-LA grubu
ve DMBA+ a-LA grubu olmak Uzere 4 grup olustu-
ruldu. DMBA ve a-LA misir6zi yaginda ¢ozildi. En-
jeksiyonlar kobaylara intraperitonal olarak giin asiri
uygulandi. Kontrol grubuna sadece misirézi yagi,
DMBA grubuna 6 mg/kg/giin DMBA, a-LA grubuna 6
mg/kg/giin a-LA, DMBA+a-LA grubuna (6 mg/kg/gln
DMBA+6 mg/kg/giin a-LA) olacak sekilde uygulandi.
30 gunlik stire sonunda kobaylar dekapite edildi ve
total beyinleri cerrahi islemlerle ¢ikarildi. Kobaylarin
on beyinlerden (forebrain) 1’er gram alinarak izotonik
tuz ¢ozeltisi (0.9% v/w) ile yikandi ve homojenles-
tirildi. 0.30 gram homojenlestirilmis 6rnek alinarak
Gzerine 1,5 mL HNOs3 (%65 w, Merck, Darmstadt), 1.5
mL HCIOs (%60 w, Merck, Darmstadt) ve 2 mL H20:
(%30 w, Merck, Darmstadt) ilave edilerek mikrodalga
firinda, kapal sistem PTFE (politetrafloretilen) kaplar-
da ¢ozlnirlestirme islemleri gergeklestirildi. Mikro
dalga firinda pargalama programi 250 W, 5 dak; 800
W, 10 dak ve 450 W, 5 dak olacak sekilde uygulandi.



Elde edilen berrak karisimin hacmi 0.1 mol L* HNOs
¢ozeltisi ile 10 mL'ye tamamlandi. Beyin ornegi icer-
meyen blank ¢ozeltisinede ayni islemler uygulandi.
Metal tayinlerinde atomik emisyon spektrometrisi
(Perkin Elmer 3100 ICP-AES) kullanildi. Standart metal
¢Ozeltileri analitik saflikta (Merck) 1000 mg L* kon-
santrasyonlarindaki atomik absorpsiyon spektrometri-
sinin standart ¢ozeltilerinden hazirlandi.

Verilerdeki istatistiksel analiz, gruplar arasinda
triplicate ANOVA (SPSS) kullanilarak varyans analizi ile
degerlendirildi. Gruplara ait veri ortalamalari arasin-
daki farkliliklar Duncan testi ile karsilastirildi. Karsi-
lastirma gruplarina ait veriler 0.01 giivenlik esigine
gore istatistiksel analize tabi tutuldu. Ortalama deger-
ler xtSD olarak verilmistir.

BULGULAR

Kalibrasyon egrileri, farkli konsantrasyonlarda ¢ali-
silan metallerin ¢ozeltileri kullanilarak belirlendi. Elde
edilen grafiklerde konsantrasyon degerlerinin lineer
oldugu araliklar tespit edildi. Elementlere ait dogru
denklemleri ve konsantrasyon araliklari

Caigin Y=32.3X-5.3, R’>=0.999 (1.0-5.0 mg L*)
Cuigin Y=44.6X+1.4, R2=0.998 (1.0-5.0 mg L-1)

Mg icin Y=164.91X+50.07, R*=0.999 (0.25-3.0 mg L")
Fe igcin Y=9.6X-1.4, R>=0.997 (1.0-5.0 mg L")

Mn igin Y=64.6X-5.3, R*=1 (0.5-2.5 mg L")

ve Zn igin Y=161.5X-5.3, R>=0.999 (0.2-1.0 mg L")

olarak bulundu.

Analiz edilen 6rneklerdeki metal dizeyleri Tablo
2'de verilmistir.

Tablo 2. Beyin dokusu eser element diizeyleri (ug.g-1) (n=6)
Table 2. The levels of trace element in brain (ug.g-1) (n=6)
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parcalama islemi uygulandi. Analizlerden sonra geri
kazanim (recovery) degerleri %93.8 ile %102.7
arasinda bulundu. Bu geri kazanim degerleri, calisilan
yontemin kabul edilebilen sinirlarda sonucglar
verdigini gostermektedir.

Kontrol grubu kalsiyum dizeyi ile a-LA grubu Ca
dizeyi arasinda istatistiksel fark olmadigl saptandi
(P>0.05). Kontrol grubuna gére DMBA grubunda kal-
siyum dizeyinin yukseldigi tespit edildi (P<0.01). a-LA
etkisiyle a-LA+DMBA grubunda kalsiyum diizeyinin
DMBA grubuna gore distiigu saptandi (P<0.01).

DMBA grubundaki magnezyum diizeyi kontrol ve
a-LA gruplarina gore anlamli bir fark olusturacak sekil-
de azalmistir (P<0.01). Gruplar arasinda demir ve man-
gan diizeyleri arasinda istatistigi farklarin olmadigi
tespit edildi (P>0.05). Bakir ve ¢inko dizeylerinin
kontrol grubuna gére DMBA grubunda azaldig bulun-
du (P<0.01). Kombinasyonlu grupta bakir diizeyi kont-
rol grubu bakir diizeyiyle anlaml bir fark olustur-
madigl bulundu (P>0.05). DMBA grubunda disik olan
¢inko dizeyinin a-LA+DMBA grubunda yiiksek oldugu
gorulda (P<0.01).

TARTISMA ve SONUC

Eser elementler, organizmada katalitik, enzimatik
ve yapisal faaliyetlere katilan, besin ve su ile disaridan
alinmasi gereken anorganik maddelerdir. Organiz-
maya alinan eser elementler gesitli kan proteinlerine
baglanarak bitlin dokulara dagilirlar. Eser element
miktarlari beslenme, yas, hastalik, cevre gibi gesitli
faktoérlerle yakindan ilgilidir. Ozellikle Zn, Cu ve Mn

Gruplar Ca Mg Cu Zn Fe Mn

Kontrol 99.27£16.30 * 27.68+5.54 " 5.80+0.93® 15.98£1.60 © 8.50+2.02 * 0.270.10*
a-LA 92.80+14.42 28.02+7.55°* 4.80+1.37 ° 12.50+1.52* 9.24+1.30° 0.30+0.11 °
DMBA 131.77+18.73¢  20.35+4.40° 3.65%£1.03* 8.93+2.20* 8.14+1.20° 0.30+0.11 °
a-LA+DMBA 116.67+20.02°>  24.56+3.33° 5.67+1.78"* 13.20+1.80°* 7.72£1.04* 0.30+0.10*

a,b,c,d: Ayni stitun icerisinde farkh harfler gruplar arasindaki istatistiksel 5nemi gostermektedir (P<0.01)
o-LA: Alfa-lipoik asit grubu, DMBA: 7,12-dimetilbenz-[a]antrasen grubu,

o-LA+DMBA: Kombinasyonlu grup

Yontemin dogrulugunu test etmek amaciyla geri
kazanim deneyleri uygulandi. Bu deneylerde, her
birinde 0.30 g kobay beyin 6rnegi bulunan
numunelere, calisilan metallerin standartlarindan
farkh miktarlarda (50 pug Ca, 20 ug Mg, 3 ug Cu, 5 ug
Zn, 10 ug Fe ve 0.3 ug Mn) eklenerek mikrodalga

enfeksiyon hastaliklarinda imminite faktéri olmala-
rinin yaninda, oksidadif stres ve kansere karsi koru-
yucu 6zellik gosterirler. Eser elementlerin dokulardaki
normal degerlerinden eksik olmasi cesitli hastaliklara
yol actigi gibi yliksek konsantrasyonda bulunmalari ise
toksik reaksiyonlara sebep olmaktadir **. Ornegin,
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Alzheimer hastaliginda beyin dokusunda metal kon-
santrasyonunda anormal artisin gozlenmesi *¢, Par-
kinson hastaliginda demir birikiminin dopaminerjik
bozukluklara sebep olmasi ¥’ ve Menkes ve Wilson
hastaliginda *® bakir bagli proteinlerin seviyesinin
azalmasi gibi patofizyolojik durumlar olusmaktadir.

Calismamizdaki beyin 6rneklerinde Cu ve Zn
dizeylerinin DMBA'nin etkisiyle azalmasi ile ilgili ola-
rak, Donma ve arkadaslari ** kanserli cocuklarin sag 6r-
neklerinde yaptiklari ¢calismada; Cu ve Zn dizeylerinin
kanser olmayanlara gére oldukga disiik oldugunu bil-
dirmislerdir. Ayni sekilde, Piccinini ve arkadaslari *
akciger kanserli hastalarda, Yao ve arkadaslari * ise
osteomali hastalarda Cu ve Zn seviyelerinin saghkl
bireylere gore disiik oldugunu rapor etmislerdir. Bun-
larla birlikte, Zn; merkezi sinir sisteminde 6zellikle
beyinde antioksidan olarak davrandigi literatlirde
belirtilmektedir. Diger yumusak dokulara gore, beyin
anlamli olarak daha fazla ¢inkoya ihtiya¢ duymaktadir.
Sinir sistemi hastaliklari, ruhsal bozukluklar, keskin
duyu kayiplari, bilissel engellilik durumlarinda Zn
eksikliginin olustugu tespit edilmistir 2. Noceworthy
ve Bray #®‘in ratlar Gizerinde yaptig calismada, Zn’ nun
oksidadif strese karsi kan beyin bariyer sistemini koru-
dugu, norolojik rahatsizliklarin gelisimini onledigi ra-
por edilmistir.

Literatiirdeki bu veriler ve ¢alismamizda kontrol
grubuna gére DMBA grubunda Cu ve Zn diizeylerin-
deki azalmalarla elde ettigimiz bulgular; oksidadif
strese ve kansere neden olan DMBA'nin beyin lzerin-
deki olumsuz etkilerini 6nlemek igin organizmanin Cu
ve Zn'ya ihtiyaci oldugunu géstermektedir.

Kobay beyin drneklerinin analizinde Ca seviyesi
DMBA grubunda artis gostermis ve a-LA+DMBA uygu-
lanan grupta a-LA'nin etkisiyle azalarak kontrol grubu
degerine yaklasmistir. Ca ve oksidadif stres iliskisini
hedef alan ¢alismalarda bu elementin seviyesinin nor-
mal organlara kiyasla hasar gormis doku veya organ-
larda daha yuksek oldugu bildirilmektedir. Bu duru-
mun DMBA'nin serbest radikal {iretimini artirarak olus-
turdugu disinilmektedir. Benzer sekilde Orrenius ve
ark.nin ** yaptig1 calismalarda hiicrede serbest kalsi-
yum miktarinin artmasiyla kalsiyuma bagl savunma
sistemi enzimlerinin aktive oldugu ve serbest radikal
Uretimin ile birlikte de kalsiyumun hiicre iginde arttig
ifade edilmektedir. Ayrica multiple myeloma hastala-
rinda da Ca seviyesinde artis oldugu bildirilmektedir *.
Kanserli dokudaki asiri Ca artisinin beyinde homo-
statik dengeyi bozarak fizyolojik seviyenin lizerine ¢ik-

t1g1 ve boylece bu organi da etkiledigi goriilmektedir.
Beyin icin 6nemli fonksiyonlar Ustlenen bu elementin
ylksek seviyelerinin toksik oldugu bilinmektedir .
DMBA’nin neden oldugu asiri Ca artisinin a-LA uygula-
maslyla azalarak normal sinirlara yaklasmis olmasi a-
LA'nin patofizyolojik durumlarda néroprotektif 6zel-
lige sahip olabilecegini teyit etmektedir 7.

Arastirmamizda Fe ile ilgili olarak gruplarin higbi-
rinde anlamli bir degisiklik tespit edilmemistir. Ancak
konuyla ilgili olarak yapilmis calismalarda malign
endometrium, kanserli boyun dokularinda, malign
prostat ve kolorektal polipler gibi durumlarda Fe sevi-
yesi saglikli kontrol gruplarina gore daha yliksek bu-
lunmustur %, Bunlara ilave olarak DMBA ile olustu-
rulmus deri tumorogenesis 6rneklerinde demir olduk-
ca fazla miktarda bulunmustur *. Ayni sekilde, ratlar-
da DMBA ile olusturulmus meme timérlerinin demir
eksikliginde daha yavas gelistigi bildirilmistir *. Bitin
bu g¢alismalardan elde edilen veriler Fe’nin tumoroge-
nesisi ve oksidadif stresi artirici role sahip olabile-
cegini gostermektedir. Epidemiyolojik insan ¢alismala-
rindan elde edilen sonuglar da Fe’nin kanser gelisi-
minde risk faktorl olabilecegine isaret etmektedir **%.
Calismamizda Fe ile ilgili olarak beyinde anlamli bir degi-
siklik elde edemememizin nedeni DMBA'nin neden ol-
dugu oksidadif stres neticesinde Fe artisinin hasar goren
organ veya dokularda olmasindan kaynaklanabilir.

Calismamizda, DMBA uygulamasinin, beyinde Mg
seviyesini kontrole gore disirdigl ve bu azalmanin
a-LA+DMBA uygulanan grupta kontrol grubu degerine
yaklasacak sekilde yukseldigi gorilmustir. Mg’nin in
vivo sartlarda kansere karsi koruyucu 6zelliginin oldugu
bildirilmektedir ****. DMBA uygulamasi neticesinde
azalan Mg diizeyinin a-LA uygulamasiyla artis goster-
mesi bu maddenin anti kanserojen etkinlik bakimin-
dan 6nemli potansiyele sahip oldugunu gosteren
delillerden birisidir.

Sonug olarak, oksidatif strese neden olan DMBA’
nin Guinea pig’lerde uygulanmasiyla, beyninde makro
ve eser element diizeylerinin Mn ve Fe harig, olumsuz
etkilendigi gorllmustir. a-LA uygulanmasiyla beyinde
makro ve eser element diizeyinin DMBA'nin olumsuz
etkilerinden korunabildigi belirlenerek, a-LA'nin noro-
protektif 6zellikleri teyit edilmistir.
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