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ONSOZ

Bu ¢alismada, kanserojenik etkisi oldugu bilinen dietilnitrozoamin (DEN)’in toksik
etkisine karsi bir antioksidan olan f-karotenin koruyucu etkisinin nitrik oksit (NO) ve
malondialdehit (MDA) diizeylerine etkisi incelenmek istenmistir. Materyal olarak 21 adet, 5—
7 aylik Yeni Zelanda irki tavsan kullanilarak, agirliklarina gore her bir grupta 7 tavsan olmak
{izere toplam 3 grup olusturuldu. Tek doz % 0.9°luk NaCl soliisyonu verilen kontrol grubu,
DEN verilen grup ve DEN+f-karoten verilen grup olmak {izere toplam 3 grup iizerinden
deneyler yapilmistir. DEN verildigi zaman NO ve MDA diizeylerinin arttig1i, DEN+B-karoten
verildigi zaman ise NO ve MDA diizeylerinin azaldig tespit edilmistir. Bu azalisin sebebi ise
muhtemelen B-karotenin siiperoksit anyonlarini inhibe ederek doku hasarini azaltmasindan
kaynaklanabilecegi duistintilmektedir.

Yiksek lisans egitimim boyunca her tiirlii yardim ve fedakarhigi saglayan, bilgi ve
deneyimlerini sabirla paylasan, saygideger danisman hocam Dog. Dr. Oguz MERHAN’a,
aldigim egitim siiresince deneyimlerinden faydalandigim ve desteklerini hi¢bir zaman
esirgemeyen degerli kiirsii hocalarim Prof. Dr. Saban MARASLI’ya, Prof. Dr. Ayla
OZCAN’a, Prof. Dr. Mahmut KARAPEHLIVAN’a, Prof. Dr. Emine ATAKISIye, Dog. Dr.
Metin OGUN’e ve tezimin hazirlanmasi sirasinda beni cesaretlendiren, destegini her zaman
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IX

OZET

Bu g¢alismanin amaci dietilnitrozamin (DEN) verilen tavsanlarda B-karotenin nitrik
oksit (NO) ve malondialdehit (MDA) diizeylerine etkisinin arastirtlmasidir. Materyal olarak
kullanilan 21 adet, 5-7 aylik Yeni Zelanda irki tavsan, her birinde 7 adet olacak sekilde 3
gruba ayrildi. Kontrol: Tek doz % 0,9°luk NaCl soliisyonu intraperitoneal (IP), Grup I: Tek
doz 100 mg/kg DEN (iP), Grup II: Tek doz 100 mg/kg DEN (IP) + 2 mg/kg/giin B-karoten 7
giin boyunca oral yolla verildi. DEN verilen gruplarda NO ve MDA diizeylerinin kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli arttigi (p<0.01), DEN+p-karoten verilen gruplarda
ise NO ve MDA diizeylerinin DEN verilen gruba gore istatistiksel olarak anlamli azaldig:
(p<0.01) belirlenmistir. Sonug¢ olarak, DEN’in toksik etkisine karsi f-karotenin NO ve MDA

tizerinde koruyucu etkisinin olabilecegi kanisina varilmistir.

Anahtar Kelimeler: B-Karoten, Dietilnitrozamin, Malondialdehit, Nitrik Oksit
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The Investigation of the Effect of f-Carotene on Nitric Oxide and Malondialdehyde
Levels in Rabbits Given Diethylnitrosamine

SUMMARY

The aim of this study was to investigate the effect of p-carotene on nitric oxide (NO)
and malondialdehyde (MDA) levels in rabbits given diethylnitrosamine (DEN). Twenty-one
New Zealand race rabbits at 5-7 months of age were divided into 3 groups each having 7
ones. Control group received single dose of 0.9 % NaCl solution intraperitoneally (IP);
Group 1 received single dose of 100 mg/kg DEN (IP); Group 2 received both 100 mg/kg
DEN (IP) and 2 mg/kg/day B-carotene orally for 7 days. NO and MDA levels were found to
be statistically significantly increased (p<0.01) compared to control group and NO and MDA
levels were found to be statistically significant (p<0.01). As a result, B-carotene may have a

protective effect on NO and MDA against toxic effects of DEN.

Keywords: -Carotene, Diethylnitrosamine, Malondialdehyde, Nitric Oxide



1.GIRIS ve AMAC

Dogada ¢ok ¢esitli ve yaygin olarak bulunan nitrozaminler kanserojenik bilesiklerdir.
Sularda ve sebzelerde yiiksek miktarda bulunan nitrat, birgok gelismis ve gelismekte olan iilke
i¢in ciddi bir halk sagligi sorunudur. Bunun yanisira viicuda disaridan alinan veya viicutta
olusan nitrit, sekonder ve tersiyer aminlerle tepkimeye girerek nitrozaminleri olusturur
(Cooney ve ark. 1987, Morselli 1995). Nitrozamin olusumu igin gerekli sekonder aminlerin
balik tirlinleri, ¢ay, tahil, sigara ve sigara dumaninda ve birgok ilacin yapisinda bulundugu
bildirilmistir (Atakisi ve Merhan 2017). Nitrozaminlerin olusumunda etkili olan nitritlerin
kimyasal maddeler, zirai ilaglar, su ve bitkilerde biiylik oranda bulundugu bilinmektedir. Son
yillarda yogun kimyasal giibre kullanimindan dolay1r cevrede nitrat diizeyinde artis
gozlenmistir. Dogada yaygin olarak bulunan nitrat, bakteriler tarafindan nitrite indirgenir
(Gough 1977). Nitrozaminlerin metabolizmasi oncelikle karacigerde gergeklesir. Ancak, basta
dietilnitrozamin (DEN) olmak {izere nitrozaminler toksik etkilerini dncelikle kanda ama
ozellikle karacigerde olustururlar. Cesitli arastirmalarda deney hayvanlarma farkh
nitrozaminler verildiginde basta karaciger olmak lizere diger organ ve doku tiimérlerine neden
oldugu gosterilmistir (Vendemiale ve ark. 2001, Thirunavukkarasu ve Sakthisekaran 2001).
Nitrozaminler iginde en zararl olanlari DEN, dimetilnitrozamin ve nitrozopirolidin’in dogada
¢ok yaygin olarak bulunan mutajenik ve kanserojenik bilesikler oldugu saptanmistir (Atakisi
ve Merhan 2017).

Fizyolojik ve patolojik olaylarda merkezi bir rol oynayan 6nemli bir molekiil olan
nitrik oksit (NO), arjininin nitrik oksit sentaz (NOS) tarafindan oksitlenmesiyle ya konstitutif
ve kalsiyuma bagimli olarak ya da indiiklenebilir ve kalsiyumdan bagimsiz olarak sentez
edilir. Endojen olarak iiretilen NO, immun sistemi regiile etmesinin yani sira, vaskiiler
tonusun ve noronal iletinin diizenlenmesi de dahil olmak tizere pek ¢ok fizyolojik olayda da
onemli bir rol oynar. NO; suda ve yagda ¢oziinebilen, soliisyon iginde yarilanma omri 30
saniye olan ve kolaylikla nitrit (NO2") ve nitrata (NO3") okside olabilen renksiz ve stabil bir
gazdir. Diisiik konsantrasyondaki NO, O,’e nazaran hemoglobine 3000 kat daha fazla affinite
ile baglanir. Hemoglobin oksi formunda iken, NO’yu kisa stirede NO;™ "a oksitler. Ozellikle
dolasimdaki oksihemoglobin NO i¢in kuvvetli bir inhibitérdiir (Tiirkoz ve Ozerol 1997,
Kuyumcu ve ark. 2004). Dokularda fizyolojik ve patolojik birgok olayda degisik biyolojik
etkilere sahip aktif bir molekiil olan NO’nun siiperoksit radikali ile reaksiyonu sonucu
peroksinitrit radikalinin olusumuna yol acarak oksidatif streste rol aldigi bildirilmektedir
(Rubbo ve ark. 1994).



Malondialdehit (MDA) enzimatik olmayan oksidatif lipid peroksitlerinin pargalanmasi
sonucu meydana gelen toksik etkili son iiriinlerden birisidir. Ikiden ¢ok ¢ift bag bulunduran yag
asitlerinin otooksidasyonunda veya eikozanoid sentezinde serbestlesen halkali endoperoksitler
MDA’nm asil kaynagini olusturmaktadir. MDA diizeyinin 6lg¢timii, lipid peroksit miktarlarinin
saptanmasinda siklikla kullanilmaktadir. Bununla birlikte, peroksidasyon sirasinda meydana gelen
dien konjugatlarinin &lgiimiide in vivo lipid peroksitlerinin seviyesini belirlemektedir. Lipid
peroksidasyonunun; hiicre zarinin lipid yapisindaki olusturdugu degisiklikler sonucu hiicre zari
islevinin bozulmasi, olusan serbest radikallerin, enzimler ve diger hiicre bilesenleri iizerine etkisi,
son {riinler olan aldehitlerin sitotoksik etkileri gibi farkli yollarla hiicre hasarma neden oldugu
sanilmaktadir (Ogiis ve ark. 2004).

Karotenoidlerin glutation-S-transferaz ve glutation peroksidaz gibi kanserojenleri
detoksifiye eden enzimlerin aktivitelerini de arttirdig1 bildirilmektedir (Hughes 2000).
Karotenoidlerin kanseri ¢nleyici etkisinin, antioksidan ¢zelliklerinin yani sira hiicreler arasi
bosluk baglanti iletimlerini uyarici ve bagisiklik sistemini giliclendirici etkilerinden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir (Stahl ve Sies 1996). Saglik agisindan birgok Onemli
fonksiyonu bulunan B-karoten, A vitamininin 6n maddesi (provitamini) dir (Merhan 2017).
Karotenoidlerce zengin meyve ve sebze tiiketiminin bazi kanser tiirlerinin, kalp-damar
hastaliklarinin ve katarakt gibi gz hastaliklarimin gériilme sikligimi azalttigi ve bagisiklik
sistemini giiclendirdigi bildirilmektedir (Dietmar ve Bamedi 2001). Biyolojik antioksidan
olarak da karotenoidler son zamanlarda bir¢ok ¢alismanin ilgi odagr olmustur (Kalt 2005).
Epidemiyolojik ¢alismalar karotenoidce zengin meyve ve sebze tiketiminin kanser
(McKevith 2005), kalp-damar hastaliklar1 ve gdz hastaliklari riskini azalttigini bildirmektedir
(Dietmar ve Bamedi 2001). Nitekim p-karoten alimi ile akciger ve mide kanserleri gibi bazi
kanser tiirlerinin goriilme siklig1 arasinda zit bir iliski oldugu belirlenmis ve karotenoidlerin
antikarsinojenik ozellikleri ortaya konmustur (Di Mascio ve ark. 1988). p-karotenin destek
besin 8gesi olarak alinmasi ozellikle kanserin ilerleme asamasinda tiimor hiicrelerinin
gelisimini engelleyen veya tlimdrii yok eden dogal oldiiriicti hiicrelerin aktivitesini de
arttirmaktadir (Astorg 1997).

Bu ¢alismanin amaci, DEN verilen tavsanlarda p-karotenin NO ve MDA diizeylerine

etkisinin arastiriimasidir.



2.GENEL BILGILER
2.1.Serbest Radikaller

Elektron transferi, enerji liretimi ve pek ¢ok diger metabolik islevde temel olusturan
serbest radikaller, son yoriingelerinde eslenmemis elektron bulunduran ve bu agigi
kapatabilmek i¢in baska bilesiklerin elektronlarini paylasmaya calisan yiiksek aktiviteli
kimyasal yapilardir. Serbest radikaller diisiik molekiil agirlikh, kisa omiirli ve kararsiz
yapilardir (Thomas 2000, Halliwell 2009). Bu ¢iftlenmemis elektron serbest radikallere biiyiik
bir reaktiflik kazandirarak protein, lipid, DNA ve niikleotid koenzimler gibi birgok biyolojik
materyale zarar vermelerine neden olmaktadir (Diplock 1998). Oksidasyona neden olan
serbest radikaller temel olarak oksijen kaynakli metabolitler; siiperoksit anyonlar (O),
hidrojen peroksit (H,0»), hidroksil radikali (OH"), hipoklorik asit, kloroaminler, azotdioksit,
ozon ve lipit peroksitlerdir (Zasadowski ve ark. 2004). Bunlar organizmalar tarafindan hiicre
icinde mitokondriyal solunum zincirinde ya da hiicre disinda ozellikle fagositler tarafindan
olusturulur. Serbest radikaller kontrolsiiz bir davranis gosterirse hiicrede hasarlara neden olur
(Kaur ve Kapoor 2001, Halliwell 2009, Kumar 2011).

Atomik ya da molekiiler yapilarda ortaklasmamis tek elektron bulunduran ve baska
molekiiller ile kolayca elektron alisverisine giren molekiillere serbest oksijen radikalleri ya da
reaktif oksijen radikalleri de denilmektedir (Koca ve Karadeniz 2014).

Serbest radikaller, nerede ve nasil tiretildiklerine bakilmaksizin 3 yolla meydana
gelmektedirler.

1. Kovalent baglarda homolitik kirilma: Yiksek sicaklik (500-600 °C) ve yiiksek
elektromanyetik dalgalar kimyasal baglari kirmaktadirlar. Bu kirilma esnasinda bag yapisinda
bulunan iki elektronun ayri ayri atomlarda kalmasina homolitik kirilma denilmektedir.
Atomlar {izerinde kalan elektronlar eslesmemis elektronlardir. Homolitik kirilan organik
molekiillerde bulunan baglar zit yiikli reaktif iyon ciftleri olusturmaktadirlar.

2. Normal bir molekiilin elektron kaybetmesi: Serbest radikal 6zelliginde olmayan bir
molekiil elektron kaybederek dis orbitalinde eslesmemis elektron kalmasi ve radikal
formunun olusmasidir. Ornegin, GSH radikalleri indirgemesi sirasinda tiyil radikali (RS-)
olusmaktadir. Tepkimeye giren iki tiyil radikali sonucunda meydana gelen tiir ise glutatyonun
oksitlenmis formudur (GSSG).

3. Normal bir molekiile elektron transferi: Serbest radikal 6zelliginde olmayan bir molekiile
elektron eklenmesi sonucu olusan bu yol biyolojik sistemlerde yaygin olarak meydana geldigi

icin oldukga dnem arz etmektedir (Akkus 1995).



Sonugta iiretilen serbest radikaller pozitif yiiklii, negatif ylikli ya da notr olabildigi
gibi organik ya da inorganik molekiiller olabilmektedirler. Demir (Fe), bakir (Cu), ¢inko (Zn),
kobalt (Co), mangan (Mn), nikel (Ni), krom (Cr) ve molibden (Mo) gibi elementlerde
eslesmemis elektron bulundurmasina ragmen serbest radikal olarak kabul edilmemektedirler.
Bu elementler canlilarin oksijen kullanabilmesi igin gerekli oldugundan gecis elementi ya da
gecis metalleri olarak adlandiriimaktadirlar (Diplock 1998).

Serbest radikaller organizmada metabolik olaylar sirasinda olusabildigi gibi
radyasyon, ilaglar ve kimyasal maddeler gibi dis etkenler nedeniyle de olusur. Biiyiik
cogunlugu oksijen ve azot kaynakli olan bu radikallerin organizmada karbon ve kiikiirt

kaynakl olanlari da vardir (Akkug 1995).

Tablo 1. Sik karsilasilan radikaller, simgeler ve 6zellikleri (Diindar ve Aslan 2000)

Radikaller Simgeler Ozellikleri

Hidrojen H' Bilinen en basit radikal

Stiperoksit 0, Oksijen metabolizmasinin ilk ara tiriinii

Hidroksil OH" En toksik (reaktif) oksijen metaboliti radikal

Hidrojen Peroksit H,0, Reaktivitesi ¢ok diisiik, molekiiler hasar
yetenegi zayif

Singlet Oksijen 0, Yarilanma omrii hizh, giiclii oksidatif oksijen
formu

Perhidroksi radikal HO,” Lipidlerde hizhi coziinerek lipid
peroksidasyonunu artirir

Peroksil radikal ROO™ Perhidroksile oranla daha zayif etkili, lipidlere
lokalize olur

Triklorometil CCL4 CCl; metabolizmas trtint karacigerde tiretilen
bir radikal

Tiyil radikali RS" Siilfurli ve giftlenmemis elektron igeren tiirlerin
genel adi

Alkoksil RO" Organik peroksitlerin yikimi ile tretilen oksijen
metaboliti

Nitrojen oksit NO L-arjinin amino asitinden in vivo Uretilir

Nitrojen dioksit NO; NO’in oksijen ile reaksiyonundan tretilir

2.1.1.0ksidatif Stres

Viicutta dogal metabolik yollarla olusan serbest radikaller normalde radikal pargalayan
antioksidan sistemlerle ortadan kaldirilmaktadir. Ancak, ¢esitli nedenlerle reaktif oksijen
tiirlerinin artmasi ve antioksidan mekanizmalarin yetersiz kalmasi sonucu oksidatif stres adi
verilen bir dizi patolojik olay meydana gelmektedir. Oksidatif stresin, farkli mekanizmalar ile

DNA iizerinde baz ve seker modifikasyonlari, tek ve ¢ift zincir kiriklar1 ve DNA-protein




capraz baglanmasi gibi bir takim lezyonlara neden olarak hasara yol agtigi bilinmektedir

(Cooke ve ark. 2003).

2.1.2.Nitrik Oksit

Son yillarin en ilgi ¢ekici molekiilti olan NO iki atom igeren, 30 molekiil agirliginda,
membranlardan kolayca difiize olabilen, gaz yapisinda bir serbest radikaldir (Synder ve Bredt
1992, Moncada ve ark. 1997). NO oda 1sisinda, atmosferik basing altinda gaz durumundadir.
Ancak biyolojik sistemlerin ¢ogunda ¢dziinmils nonelektrolit bi¢imindedir, diger bir deyisle
islevlerini olustururken ¢ogu kez gaz durumunda degildir. Bununla birlikte akciger ve
paranasal sinlis havasinda gaz olarak bulunur. Sulu ortamda diftizyon hizi saniyede 40
mikrondur. Suda ¢oziintirligli ¢ok diisiik olan NO membran ve hiicrelerin lipid fazinda
selektif olarak coziintir. NO paylasilmamis elektron tasir ve paramagnetiktir. NO’nun
biyolojik sistemlerdeki kimyasal etkilesimleri bu paylasilmamis elektronun stabilazasyonu ile
karakterizedir. Bir radikal olarak siiperoksit, hidroksil gibi radikallerden daha az reaktiftir
vani daha stabil paylasilmamis elektron tasiyicisidir. Biyolojik aktivitesi molekiiliin seklinden
¢ok molekiilin kiigiikliigiine, reaktivitesine, diflizibilitesine baghdir. Yartlanma &mrii 3-10
saniyedir (Synder ve Bredt 1992, Dawson ve Dawson 1995, Kroncke ve ark. 1995, Yun ve
ark. 1996).

Nitrik oksit, nitrik oksit sentazlar (NOS)’in (EC: 1.14.13.39) L-arjinini okside ederek
L-sitrullin olusturmasiyla sentezlenmektedir (Porasuphatana ve ark. 2003, Férstermann 2010,
Kopincova ve ark. 2011, Atakisi ve Merhan 2017). NO bakterilerden memelilere kadar
biyolojik dneme sahip bir molekiildiir. Organizmada NO sentezini saglayan mekanizmalar son
derece kisithdir. Organizmaya giren nitro bilesiklerinin metabolize edilmesi sonucu olugan
NO bir tarafa birakilacak olursa endojen NOolusturan tek kaynak NOS enzimidir (Droge
2002). Memelilerin, damar endoteli, beyin, makrofaj, tiriner sistem gibi farkli dokularindan
noronal (nNOS), uyarilabilir (iNOS) ve entoteliyal (eNOS) olmak iizere ii¢ farkli tip NOS
izoformu izole edilmistir (Porasuphatana ve ark. 2003, Daff 2010). Néronal NOS (nNOS,
NOSI1) merkezi ve periferik sinir sistemindeki hiicrelerde ve ¢izgili kaslarda bulunan, Ca™
bagimh, 166 kDa agirhginda bir enzimdir (Kopincova 2011). indiiklenebilen NOS (iNOS,
NOS2) Ca’dan bagmmsiz, bazi sitokinler (IL-1, TNF, IF-y) veya bakteriyel endotoksinlerle
uyarilabilen ve ilk kez aktive olmus makrofajlardan izole edilen 130 kDa agirhiginda bir
enzimdir (Choudhari ve ark. 2013). Endotel NOS (eNOS, NOS3) vaskiiler endotel hiicreleri,
hipokampus sinir hiicreleri, pulmoner ve renal epitel hiicreleri ile kardiyak miyositlerde

lokalize olup 135 kDa agirliginda, Ca*™*/kalmodulin bagimli bir enzimdir (Kopincova 2011).



Entoteliyal NOS araciligiyla sentezlenen NO, saglam damarlari aterosklerotik stirecten
koruyan onemli bir faktordiir. NO substrati olan L-arjininle kronik tedavinin, ateroskleroz
olusan hayvanlarda, aterosklerotik lezyon olusumunu inhibe ettigi gosterilmistir (Aji ve ark.
1997). Deneysel modellerde, eNOS’un genetik olarak eksikliginde, aortada aterosklerotik
lezyon olusumunun tetiklendigi bildirilmistir (Kuhlencordt ve ark. 2001).

Noronal NOS, beyinde davranis ve bellek gibi fonsiyonlari etkileyen NO {iretiminden
sorumludur (Christopherson ve Bredt 1997). NO, ayrica enflamatuvar hiicre &liimiiniin
reglilasyonunda cGMP’den bagimsiz yollarla etki gostermektedir (Sessa 2005). NO’nun mast
hiicrelerinde ve trombositlerde proenflamatuvar mediyatérlerin  yapimini inhibe ederek
antiadezif etki gosterdigi saptanmistir (Kurose ve ark. 1994).

Nitrik oksit sentezlenirken NOS disinda, molekiiler oksijene ve dort tane kofaktore
gerek duyulur. Bunlar; Hem, FAD, FMN ve tetrahidrobiyopterin (BH4) dir (Cekmen ve ark.
2001). Bu mekanizma, L-arjininin L-ornitine doniisimi ile sonuglandiginda, NO yerine
arjinaz enziminin ortaya ¢iktigi ve arjinazin da arjinin kullaniminda NO ile yarisip NO
Uretimini azalttigi belirtilmistir (Pendurthi ve ark. 1999). NO, damar tonusunun fizyolojik
olarak diizenlenmesinde &zellikle kan basinci ve kan akiminin ayarlanmasinda onemli rol
oynamaktadir (Davies 1995).

Nitrik oksitin belirli kosullarda enflamasyonu arttirici etki gésterdigini ileri stirmiistiir.
Bu hipoteze gore NO molekiilii siiperoksit ile reaksiyona girerek peroksinitriti olusturmakta
ve oldukea gliclii olan bu reaktif oksijen bilesigi de doku hasarint arttirmaktadir (Connelly ve
ark. 2005).

2.1.2.1.Nitrat ve Nitrit

Bir azot atomuna bagh iki oksijen atomundan olusan, antimikrobiyal 6zellige sahip
olan ve suda ¢ok iyi ¢6zilinen nitrit (NO,") ¢evrede siklikla bulunmaktadir. Ayrica nitrit iyonu,
nitratin (NO3") kimyasal veya biyolojik yollarla indirgenmesi sonucunda da olusmaktadir.
Nitritin hizla ve nitrata yiikseltgenmesinden dolay1 ¢evrede normal olarak nitrata oranla daha
az miktarda bulunmaktadir. Bir azot atomuna bagh {i¢ oksijen atomundan olusan nitrat, suda
cok iyi c¢oziinen, 1siyla bozunan ve ylikseltgen ozelligi olan billur yapili katilardir.
Patlayicilarin yapiminda oksitleyici etken olarak ve cam imalatinda saf potasyum nitratin
eldesinde kullanilmaktadir. Sularda bulunan baslica azot bilesikleri azalan ylikseltgenme
basamagina gore nitrat azotu (NO3--N), nitrit azotu (NO;--N), amonyak azotu (NH3;-N) ve
organik azot (organik-N) seklinde siralanmaktadir (Singhal ve Kulkarni 2004).



Tablo 2. Nitrit ve nitratin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (Singhal ve Kulkarni 2004)

Asitlik Coziiniirlik Reaktiflik Azot Doniistimii
Nitrit Zayif Asit; HNO, Suda iyi ¢bzliniir | Reaktif (Hemoglobindeki | 1 mg NO27/L =
pKa=34 Fe'yi Fe'™e oksitler veya | 0,304 (NO2-N)/L
cesitli amin bilesiklerini
nitrozolar.
Kuvvetli asit; HNO; | Suda iyi ¢oziiniir | Reaktif degil 1 mg NO37/L =
Nitrat pKa=-1,3 0,226 (NO3™-N)/L

Nitrojen yasam icin gerekli; aminoasit, protein ve niikleik asitlerin kurucu elementidir.
Nitrojen atmosferde (nitrojen gazi N, formunda) en bol bulunan element olmasina ragmen,
fiksasyona ugramadigi siirece hayvanlar ve bitkiler tarafindan kullanilamaz. Fiksasyon
formlari nitrojen siklusunun énemli bir pargasidir. Bu siklusta N,, amonyum ve ¢esitli nitrojen
oksitlere ¢evrilir. Olusan daha yiiksek nitrojen oksitler sonunda asamali olarak indirgenir.
Tekrar olusan nitrojen atmosfere salinir ve bodylece siklus tamamlanir. Bakteriler farkli
nitrojen oksitlerin karsilikli birbirlerine dontisiimlerini de igeren herbir basamag katalize
ettiklerinden siklusta dnemli bir rol oynarlar. Nitrat (NO3 ), nitrit (NO> ") ve nitrik oksit (NO)
hepsi nitrojen siklusunun denitrifikasyon kisminda zorunlu ara {irinlerdir ve sirasiyla nitrat,
nitrit ve NO rediiktazlar tarafindan katalize edilirler (Lundberg ve Weitzberg 2010).
Bakteriler bu substratlar1 oksijen yoklugunda terminal elektron alicilar1 olarak kullanir.
Nitrojen oksitlerin {iretimi ve metabolizmasi memelilerde de meydana gelir. Nitrat
memelilerde bakteri ve memelilere ait enzimlerin etkisiyle kolayca nitrite ¢evrilir. Nitrit ise
amin, amid ve aminoasitlerle kanserojenik olabilen N-nitroso bilesiklerini olusturmak iizere
reaksiyona girebilir (Atakisi ve Merhan 2017).

Nitrit ve nitratlar, insanlar tarafindan tiiketilen sebze ve meyvelerde ve ozellikle
hayvan yemlerinde olusabilirler (Horita ve ark. 1997). Sebze ve meyveler, nitrit ve nitratt
genellikle bulunduklari topraktan almaktadirlar. Toprak igerisinde nitrit ve nitratin varligi
bir¢cok etkene baghdir. Bunlar arasinda kuraklik, don, zararli ot miicadelesinde kullanilan
herbisitler, topragin azot ve fosfor yoniinden zengin olusu, bitkilerin geng¢ olusu ve 1s1k
yetersizligi sayilabilir. S6z konusu bu faktérler hem bitki koklerinin topraktan azot almasini
kolaylastirict hem de bitkilerin biiytimesini sinirlayici bir etkiye sahiptir (Pasquali ve ark.
2007). Bitkilerde goriiniim ve verimi arttirmak i¢in fazla miktarda kullanilan azotlu giibreler
sonucunda, bitkiler ihtiyacindan fazla miktarda nitrat depolamaktadirlar. Aliman nitrat miktari
fazla oldugunda, amonyaga indirgenme sinirlanmakta ve ara metabolizma {iriinii olarak nitrit

birikmektedir (Pennington 1998).



2.2.Malondialdehit

Lipit peroksidasyonu; fosfolipit, glikolipit, gliserid ve steroidlerin yapisinda bulunan
doymamis yag asitlerinin oksidan maddeler tarafindan alkol, aldehit, hidroksi asit, etan ve
pentan gibi Uriinlere yikilmasini saglayan zincir reaksiyonu olmasindan dolayr (Yerer ve
Aydogan 2000) oksidatif stres ile birlikte yag dokusunu etkileyerek, obezite ve metabolik
sendromla iliskili oldugu belirlenmistir (Daniels ve ark. 2005). Uzun zincirli doymamis yag
asitleri birden ¢ok ¢ift bag icerir ve metilen gruplari bulundururlar. Metilen gruplar1 oksidan
maddelere karsi yiiksek reaktiviteye sahip olup uzun zincirli doymamis yag asitlerinin
oksidasyonuyla ilk iirtin olarak peroksil radikal olustururlar. Serbest radikaller bir¢ok
molekiillerle reaksiyona girerler ve iki radikal ajan bir araya gelirse elektronlarini paylasarak
kovalent bag olustururlar. MDA’nin hiicre membranlarinin  gegirgenligini arttirdig,
membranlarin iyon aligverisine etki ederek hiicre i¢i iyon dengesini bozdugu, enzim
aktivitelerinin bozulmasina, DNA’nin yapisinda kirtlmalara ve baz degisimlerine neden

oldugu gosterilmistir (Rio ve ark. 2005).

2.3.Sekonder Aminler

Aminler azot atomuna bagh alkil ya da aril grubunun sayisina gore; primer (R-NH,),
sekonder (R;-NH) ve tersiyer (R3-N) olarak siniflandirilirlar. Aminler orta polarhikta
bilesiklerdir. Kaynama noktalari benzer molekiil kiitleli alkanlardan yiiksek, alkollerden
diistiktiir. Primer ve sekonder aminlerin molekiilleri birbiriyle ve suyla gii¢lii hidrojen baglari
olusturabilirler. Tersiyer aminlerin molekiilleri birbiriyle hidrojen baglarnn yapamaz ve bu
nedenle tersiyer aminler sekonder ve primer aminlerden daha dusiik sicaklikta kaynarlar.
Ucgucu aminler ¢ok keskin ve genellikle ¢ok k&tii bir kokuya sahiptirler. Aril aminler, alkil
aminler gibi kétii kokulu degildirler fakat anilin gibi aril aminler zehirlidir ve cilde temas
ettiklerinde tehlike olustururlar (Solomons ve Fryhle 1998).

Aminler sulu ¢ozeltide zayif bazdirlar ve tersinir bir asit-baz tepkimesiyle sudan bir
proton kopartirlar. Azot atomu tizerindeki alkil grubu gibi elektron verici bir grup, katyon
tizerindeki pozitif yiikiin dagilmasina neden olur ve bazlik kuvvetini arttirir. Bu nedenle
bazlik NH3;, CH3NH,, (CH3),NH sirasina gore artmaktadir. Fakat salvasyondan dolayi tersiyer
aminlerin bazlig1 diistiktiir (Wade 2006).

2.3.1.Nitrozaminler
N-nitrozo bilesikleri; nitrozamidler ve nitrozaminler olmak {zere iki gruba
ayrilmaktadir. Nitrozamidler; amid, guanidin, karbamat, karboksamid gibi maddelerin

tiirevleridirler. Nitrozaminler 100 yilin tizerinde bir siire dnce tanimlanmis bir sinif kimyasal



bilesiklerdir. Genel formiilleri RjR;NN=0 seklindedir. R3 ve R; alkil veya aril gruplardan
olusabilmektedir. Bu bilesikler insanlar tarafindan tiiketilen gida maddelerinde yaygin olarak
bulunabilen ve diger ¢evre sartlarinda olusabilen genetik etkili kimyasal kansorejenlerin
biiyiik bir grubunu olustururlar. Nitrozaminler karsinojenik ve mutajenik bilesiklerdir.
Cevresel kaynaklardan alinabilecegi gibi memeli midesinden de 6nciilleri olan ikincil amin ve
nitritlerden olustugu gdzlemlenmistir (Honikel 2008).

Kiirlenmis etlerde, sigara dumaninda ve kauguk endiistrisinde karsimiza g¢ikabilen
nitrit ve nitratin aminlerle reaksiyonu sonucu olusan N-nitrozaminlerle ilgili yapilan
¢alismalar bu molekiillerin karsinojenik etkilerini ortaya koymaktadir. Nitrit, karsinojenik
etkiye sahip N-nitrozo bilesiklerinin prekiirsér maddesidir (Parnaud ve ark. 2000, Atakisi ve
Merhan 2017). Nitritler asidik ortamda nitroz aside doniisiir, nitroz asit de sekonder yapili

aminler ile reaksiyona girerek nitrozamin bilesiklerini olustururlar.

H R1
NOs —» NOy —» NO™ + Ri-N-R; —» >N-N=0
Rz
Nitrat Nitrit Nitrozil Sekonder Nitrozamin
iyonu amin

Nitrozaminler ise genel formiilleri asagida gosterilen kimyasal bilesiklerdir.

R1
>N—N=O
R>

Nitrozaminler bazi kozmetik, pestisit ve ¢ogu kauguk iirtiniiniin imalatinda kullanilir.
Nitrozaminler, lateks {irtinlerinde, tahil, ¢ay bircok gidada, sigara ve sigara dumaninda
bulunur. Ayrica dogada yaygin olarak bulunan nitratin bakteriler tarafindan nitrite
ingirgenmesi ile de olusmaktadir. Toksikasyon olusturmak amaciyla en yaygin kullanilan N-
nitrozo bilesikleri, dimetilnitrozamin (N-nitrozodimetilamin=NDMA), dietilnitrozamin
(DEN=N nitrozodietilamin=NDEA), N-nitrozoprolidin (NPYR) ve N-nitrozopiperidin
(NPIP)dir (Atakisi ve Merhan 2017).

Nitrozamin olusumu i¢in gerekli sekonder aminler balik tiriinleri. tahil, ¢ay, sigara ve

sigara dumaninda mevcuttur. Ayrica bir ¢ok ilag yapisinda ikincil amin bulundugu
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bildirilmistir (Ekici ve ark. 2008). Nitrozaminlerin olusumunda etkili olan nitritlerin kimyasal
maddeler, zirai ilaglar, su ve bitkilerde biiylik oranda bulundugu bilinmektedir. Ayrica dogada
yaygin olarak bulunan nitratin bakteriler tarafindan nitrite indirgemesiyle de olusmaktadir
(Parthasarathy ve Bryan 2012). Calisilan biitiin deney hayvanlarinda nitrozaminlerin
mutasyonlara neden oldugu tiimdr olusumunu arttirdigi, karsinojenik ve mutajenik etkisini
cogunlukla mikrozamal sistem tarafindan aktive edildikten sonra gosterdigi bildirilmistir

(Vendemiale ve ark. 2001).

2.3.1.1.Dietilnitrozamin

Dietilnitrozamin (DEN), tarimda kullanilan kimyasallardan ve nitrattan sekillendigi,
sigara dumaninda bulundugu, kauguk endiistrisi gibi is sahalarinda, sigara dumani, alkollil
icecekler ve islenmis et iriinlerinde bulunmaktadir. Insektisitlerden, zirai kimyasallardan ve
nitritten, gesitli nitrozolu bilesiklerin olustugu saptanmustir. Bu bilesiklerden birisi de
dietilnitrozamindir. DEN ¢evre Kirleticisi olarak dogada yaygm olarak bulunur, sigara ve

besin maddelerinde de mevcuttur (Matsuda ve ark. 2005).

CHs — CH>
™~ N-N=O
CHs — CH, .~

Sekil 1. Dietilnitrozaminin kimyasal yapis1 (Atakisi ve Merhan 2017)

Dietilnitrozaminler elektrofilik maddeler olmalart nedeniyle niikleik asit ve
proteinlerdeki niikleofilik atomlara baglanirlar. Karsinojenik elektrofiller tarafindan
proteinlerde degisiklige ugratilan niikleofilik atomlar, methionin ve sisteindeki kiikiirt,
histidindeki halka azot ve tirozindeki 3. karbon atomu olarak belirlenmistir (Golkar ve
Bergmark 1988, Atalay 1989). Dietilnitrozaminin metabolitleri, DNA’ya bir ya da iki
oksidasyon saglayan elektron ile kovalent baglanarak tiimér promotorlerinin baglanmasina
aracilik eder (Ma ve ark. 2003). Tiimér promotdrii bir siiperoksit anyonu indiikleyicisi olarak
gbrev yaparak reaktif oksijen molekiilleri ve hidrojen peroksit olusumunu saglar. Bunun
sonucunda siiperoksit ve hidrojen peroksit birikimi gergeklesir. Bu birikim, koruyucu
antioksidan mekanizmanin azalmasi ve yiiksek oranda reaktif hidroksil radikali olusumunu
saglar. Bunun sonucunda DNA'nin yapisinda kopma ve deoksiriboz par¢alanmasi ortaya

cikar. Reaktif hidroksil radikalleri ayrica, lipid membran yag asitlerinin hidrojen atomlarini
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ayirir. Hidroperoksit radikalleri, hidrojen atomlari ile doymamis ¢ok karbonlu yag asitlerinin
karbonil gruplariyla birlesme saglayarak, lipid hidrojenperoksit diizenlenmesindeki zincir
reaksiyonundan hidrojeni ayirir. Dolayisiyla siiperoksit ve hidroperoksit radikalleri lipit
peroksidasyonunun artmasina neden olur ve hiicre membraninda hasar artis1 ortaya g¢ikar

(Thirynavukkarasu ve Sakthiesekaran 2003, Tharappel ve ark. 2008).

2.4.Antioksidanlar

Antioksidanlar, serbest radikallerin olusumunu engelleyerek veya mevcut radikalleri
siiptirerek hiicrenin zarar gormesini engelleyen ve yapisinda genellikle fenolik fonksiyon
tasiyan molekiillerdir (Kahkonen ve ark. 1999). Antioksidanlar viicut hiicreleri tarafindan
tiretildikleri gibi, gidalar yoluyla da alinabilmektedir. Gidalarda mevcut olan ve insan
viicudunu zararli serbest radikallerden koruyan baglica dogal antioksidanlar, esas olarak
vitaminler (C, E ve A vitaminleri), flavonoidler, karotenoidler ve polifenollerdir. Cogu
arastirmada meyve ve sebze tiiketimi ile belirli kanser ve kalp hastaliklarinin olusumu

arasinda ters orantili bir iliski oldugu saptanmistir (Rice-Evans ve Miller 1997).

Antioksidan savunma:

1-Radikal metabolit tiretiminin 6nlenmesi,

2-Uretilmis radikallerin temizlenmesi,

3-Olusan hiicre hasarlarinin onarilmasi,

4-Sekonder radikal tireten zincir reaksiyonlarinin durdurulmasi,

5-Endojen antioksidan kapasitenin arttirilmasi olarak ayrimlanan bes deisik blokta yiiriir

(Gutteridge 1995, Rice-Evans ve Miller 1997).

Tablo 3. Antioksidanlar ve reaksiyonlar1 (Diindar ve ark. 2000)

Antioksidan Reaksiyonu

SOD Siiperoksidin giderilmesi reaksiyonlarinda katalizér

Katalaz H,0, nin yiiksek konsantrasyonlarinin giderilmesini katalizler
GSH-Py H-O’nin diisiik konsantrasyonlarinin giderilmesinde kullanilir
Vitamin E Membran lipidlerinde ¢oziinerek peroksidasyon zincirini kirar
-Karoten Radikal tiirleri toplar, ayrica singlet oksijen olusumunu inhibe eder
Askorbik asit Hidroksil radikal giderici ve tokoferolii indirgeyici vitamin
Transferin Serbest demir iyonlarini baglayarak fenton reaksiyonunu inhibe eder
Laktoferrin Diisiik pH’l1 ortamlardaki demir iyonlarmni baglar

Haptoglobin Hemoglobin baglayarak ‘hem’in salinmasini 6nler

Hemopeksin Ortamdaki hem proteinlerini baglayarak oksidasyonu inhibe eder
Albiimin HOCL radikalini toplar, hem proteini ve bakir metal iyonlarini baglar
Seruloplazmin Siiperoksit radikalini nétralize eder, bakir iyonlarini baglar

Bilirubin Onemli bir peroksil radikali toplayicisidir

Mukus Hidroksil radikali toplayici olarak islev yapar
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Antioksidanlar kiiglik miktarlarda, kolayca okside olabilen maddelerin oksidasyonunu
biiyiik dlglide geciktiren ya da engelleyen maddeler olarak tanimlanmaktadir. Antioksidanlar
yapilarma gore enzim olanlar [Siiperoksit dismiitaz “SOD”, glutatyon peroksidaz (GPx),
katalaz (CAT), glutatyon-S-transferaz (GST)] ve enzim olmayanlar [Rediikte glutatyon
(GSH), vitamin E, vitamin C, vitamin A, melatonin] seklinde siniflandirilabildigi gibi hiicre
lokalizasyonlarina gére de intraselliiler antioksidanlar (SOD, CAT, GPx), ekstraselliiler
antioksidanlar (albiimin, vitamin C, iirat) ve membran antioksidanlari (vitamin E, vitamin A)

olarak siniflandirilabilir (Akkus 1995, Gutteridge 1995).

Tablo 4. Biyolojik sistemlerde antioksidan savunma sistemi (Akkus 1995)

Enzimatik Antioksidanlar Nonenzimatik Antioksidanlar

Siiperoksit dismiitaz (SOD) Glutatyon (GSH) Seruloplazmin

Katalaz (CAT) a-Tokoferol (vit E) Transferin

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Askorbik asit (vit C) Ferritin
Glutatyon-S-Transferaz(GST) B-Karoten Laktoferrin

Glutatyon rediiktaz (GSSG-R) Flavonoidler Melatonin

Fosfolipid  hidroperoksit  glutatyon | Urat Sistein

peroksidaz (PLGSH-Px)

Paraoksonaz Bilirubin Kafeik asit fenetil ester (CAPE)

2.5.Karotenoidler

Terpenler, izopren zincirlerinden tliremis yapilardir. [zopren molekiiliiniin kimyasal
formiili CH,=C(CHj3)-CH=CH, (2-metil-1,3-butadien)’dir. Molekiilde iki ¢ift bag vardir ve
bu baglar konjugedir. 5 karbonlu izopren molekiilleri polimerize olduklarinda terpenler adi
verilen bilesikler tiiremis olur. Bu gruba biyolojik ydnden ¢ok onemli maddeler girer.

Bunlardan bazilari, likopen, karoten, vitamin A, squalen gibi maddelerdir (Merhan 2017).

=

Sekil 2. izopropenin kimyasal yapisi (Atakisi ve Merhan 2017)

Terpenler biyosentetik olarak izopropen birimlerden tiiretilirler, bu birimin kimyasal
formiilii CsHg olup terpenlerin temel molekiiler formiilleri de bunun katlaridir, yani (CsHs), (n
birlestirilmis izopren birimlerinin sayisidir). [zopren birimler bas-kuyruk seklinde baglanarak
diiz zincirler olusturabilirler veya halkalar olusturabilirler. Izopren birim dogada ¢ok yaygin

olarak kullanilan bir yapi tasidir. Terpenlerin en &nemli grubu, 8 izopren birimi igeren bir
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tetraterpen olan CyoHgs molekiil formiiliine sahip karotenoidlerdir. Karotenoidler; 5 karbonlu
izopren molekiillerinin baglanmasiyla olugan terpen grubu maddeler olup izopren
molekiillerinin kondenzasyonu ile meydana gelen diiz zincir yapihidir. Agik saridan koyu
kirmiziya kadar degisen renklerini tasidiklar ¢ift baglardan alan karotenoidler diger lipidler
gibi organik ¢oziiciilerde ve yaglarda ¢oziiniirler (Iriti ve Faoro 2009, Merhan 2017). 700°den
fazla dogal karotenoid tanimlanmistir ve her yil yeni karotenoidler eklenmistir (Arvayo-
Enriquez ve ark. 2013, Amorim-Carrilho ve ark. 2014, Mezzomo ve Ferreira 2016).
Karotenoidler kirmizi, sari ve turuncu renkli meyve ve sebzelerin yanisira tiim yesil yaprakh
sebzelerde de bulunmaktadir (Gomez-Garcia ve Ochoa-Alejo 2013). Karotenoidler; bitkisel
dokularda serbest halde (kristal veya amorf) veya yagh ortamda ¢oziinmiis olarak bulunurlar.
Ayrica yag asitleriyle esterlesmis halde veya seker ve proteinlerle kompleks halde de
bulunabilirler (Sajilata ve ark. 2008). Karotenoidlerin sahip oldugu konjuge ¢ift bag yapisi, bu
bilesiklerin karakteristik rengini belirledigi gibi (Britton 1995), fotosentez sirasinda 15181
absorbe etme, enerji transferi ve hiicreleri 15181n zararli etkilerinden koruma gibi biyolojik
fonksiyonlarini da belirlemektedir (Krinsky 1994, Deming ve Erdman 1999).

Karotenoidler yapilarina gére hidrokarbon karotenoidler ve ksantofiller olmak tizere
iki smifa ayrilmaktadir. Karotenler olarak da adlandirilan apolar 6zellikteki hidrokarbon
karotenoidlerin baslicalari; a-karoten, f-karoten, y-karoten ve likopendir. Ksantofiller ise,
daha polar &zellikte olup yapisinda metoksi, hidroksi, keto, karboksi ve epoksi formunda
oksijen igermektedir. Ksantofillere ornek olarak, lutein, zeaksantin, P-kriptoksantin,
astaksantin ve fukoksantin verilebilir (Jaswir ve ark. 2011, Eldahshan ve Singab 2013,
Merhan 2017). Karotenoidler ayrica zincir uglarinda halka grubu igerip igermemesine gore de

halkali ve halkasiz karotenoidler olarak da gruplandiriimaktadir (Eldahshan ve Singab 2013).

2.5.1.p-Karoten

Hidroaromatik halkaya sahip olan karotenoidlere, karotenler ad1 verilir. Bu halkalar 4
izopren molekiiliiniin iki ucunda yer alir. Yani her bir karoten molekiiliinde 2 hidroaromatik
halka vardir. Bu hidroaromatik halkalara iyonon halkalari denir ve ti¢ iyonon halkasi vardir.
Bunlar o, B ve pseudo iyonon halkalaridir. o ve p iyonon halkalari, kapali halkalar olup,
valniz bir ¢ift bag tasirlar. Cift bagin yeri oo ve p iyonon halkalarinda farkli yerlerdedir.
Pseudoiyonon halkasi ise, 2 ¢ift bag tasir ve agiktir. Karoten, 8 izopren birimden
biyokimyasal olarak sentezlenen bir terpendir. Baslica fig tlirti vardir, bunlar a-karoten, B-

karoten ve y-karotendir (Merhan 2017).
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Sekil 3. f-Karotenin kimyasal yapist (Merhan 2017)

B-karoten, A vitaminin on maddesi olup viicuda alinimu ile birlikte bagirsaklar ve
karacigerde vitamin A’ya doniismektedir. En az 80 provitamin bilinmesine karsin bunlarin en
aktif ve en yaygin olani B-karotendir. Saf B-karoten kirmizi, eriyik hali sarimsi turuncu
renklidir ve A vitamini gibi suda erimez, ancak yagda ve yag eriticilerinde erirler (Maenpaa
ve ark. 1988, Tek ve ark. 2002). Retinoliin n maddesi olan p-karoten 2 retinal molekiilliniin
aldehit uglarindan birlesmesiyle olusan sari renkli pigmentlerdir (Kankofer ve Albera 2008).
Viicuttaki en &nemli B-karoten rezervuari kan plazmasi ve bunu takiben karaciger ve yag
dokularidir. En yogun f-karoten konsantrasyonu korpus luteumda (sar1 cisim) bulunur ve

dokuya sar1 rengi veren f3- karotendir (Akar ve Gazioglu 2006).

Tablo 5. Bazi viicut sivi ve dokularindaki f-karoten konsantrasyonu (Akar ve Gazioglu 2006)

Serum Plazma Folikiil stvist | Korpus luteum | Karaciger
(ug/100ml) | (ng/100ml) (ng/100ml) | (u/g) (w/g)
300-400 2774 37" 7631 7.01"7
1297 940" 2.497 142" 3.00"°
1257 230.0%

100.67° 94-1587

182.0-188.6™ | 169-178°

141-545%

B-karotenin bol miktarda alinmasi durumunda A vitamini ihtiyaci da kargilanmis olur.
B-karoten, havug, brokoli, yesilbiber, patates ve 1spanak gibi sebzeler ile hint kirazi, karpuz,
portakal, kavun ve kayisi gibi meyvelerde bulunmaktadir (Okonkwo 2009). En iyi karoten
kaynaklar1 yesil ¢ayirlar olup kurutma islemi boyunca dnemli kayiplar gerceklesmektedir.
Silajda ise kayip ¢ok az diizeydedir (Mangles ve ark. 1993, DSM 2005).

Tablo 6. Yaygin B-karoten kaynaklari (Mangles ve ark. 1993, DSM 2005)

Sebzeler (mg/100 g) Meyveler (mg/100 g)

Havug (1.8-14.7) Hint kirazi (0.1-3.7)
Brokoli (0.5-1.1) Karpuz (0.2)
Yesil biber (0.1-0.3) Portakal (0-0.5)
Ispanak (3.0-6.7) Kayisi (0.6-6.4)
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Son wyillarda bitkilerde bulunan karotenoidlere olan ilgi sadece A provitamini
aktivitelerinden dolay1 degil, ayn1 zamanda oksijen radikallerini yakalayarak organizmada
oksidatif stresi azaltmalarindan yani antioksidan etkilerinden de kaynaklanmaktadir (Rao ve
Agarwal 1999, Merhan 2017). Strese bagli doku hasar1 ve enflamasyonun patogenezinde
serbest oksijen radikallerinin 6nemli rolleri vardir. Koruyucu ve hasar verici mekanizmalar
arasindaki dengesizlik notrofil infiltrasyonunun eslik ettigi akut enflamasyonla sonuglanir
(Mittal ve ark. 2002). Nétrofillerin olusturdugu stiperoksit radikalleri ise lipitlerle tepkimeye
girerek lipid peroksidasyonuna neden olurlar (Valko ve ark. 2006). Karotenoidler, aktif
radikalleri elektron transfer ederek, hidrojen vererek ya da radikale baglanarak inhibe
edebilmektedir (Kopsell ve Kopsell 2006).

Yapisindaki konjuge c¢ift bag sayisi karotenoidlerin siiperoksit inhibe edici etkisi ile
yakindan iligkilidir (Stahl ve Sies 2005, Eldahshan ve Singab 2013). Karotenoidler, reaktif
oksijen ftiirlerinden singlet oksijenleri ve peroksil radikallerini ortadan kaldirdi1 gibi aym
zamanda olusumunu da engellemektedir (Young ve Woodside 2001). Karotenoidlerin hiicre
yenilenmesi ve transformasyonunu engelleyebildigi ve belirli kanser tiirlerinin olusumunu
onlemede rol oynayan gen ekspresyonunu diizenledigi belirtilmektedir. Buna karsin
karotenoidlerin bazi durumlarda kanseri uyarabildigini gosteren ¢alismalar da mevcuttur.
Ornegin, sigara igenlerde akciger kanseri ve kardiyovaskiiler hastaliklara karsi sentetik (-
karotenin koruyucu dzelligi olmadig gibi hastaligi daha da arttirdig1 rapor edilmistir (Tapiero
ve ark. 2004, Merhan 2017).
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3.MATERYAL ve METOT

Calismaya baslamadan once, deney hayvanlari igin Kafkas Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulundan (KAU-HADYEK-2012/9) onay alindi. Bu ¢alismada
materyal olarak 21 adet, 5-7 ayhk Yeni Zelanda irki tavsan kullanildi. 2 hafta siireyle
yaklasik olarak 25 °C’lik oda sicakliginda, 12 saat aydinlik-karanlik déngiisii ayarlanabilen ve
havalandirmasi mevcut bir ortamda muhafaza edilerek ad-libitum olarak beslenen hayvanlarin
ortama adaptasyonu saglandi. Agirliklarina gére her bir grupta 7 tavsan olmak iizere toplam 3
grup olusturuldu.
Kontrol: Tek doz % 0,9’luk NaCl soliisyonu (IP)
Grup I: Tek doz 100 mg/kg DEN (IP)
Grup II: Tek doz 100 mg/kg DEN (IP) + 2 mg/kg/giin B-karoten (Sigma) 7 giin boyunca
glinliik oral gavajla verildi.
Biyokimyasal analizler i¢in enjeksiyondan sonraki 1., 4. ve 7. giinlerde vena auricularis’ten

alinan kan orneklerinin serumlari ayrilarak analizler yapilincaya kadar -20 “C’de saklandi.

3.1.MDA Tayini

Serumda MDA tayini Yoshioka ve ark.’nin (1979) bildirdigi yonteme gore olgiildii.
Prensip: Tiyobarbiitirik asit (TBA) tepkimesinde lipit igerik, diisik pH ve TBA varliginda
isitildiginda 535 nm’de maksimum pik olusturan stabil kirmizi-pembe renk meydana gelir.
Kirmizi-pembe renk, MDA molekiilii ile iki TBA molekiiltiniin birlesmesi sonucu olusan

kromojenden dolayidir.
3.1.1.Deneyde Kullanilan Cozeltiler

Triklorasetik asit (% 20): 20 g triklorasetik asit (TCAA) distile suda ¢dziildli ve hacim 100

ml'ye tamamlandi.

Tiyobarbiitirik asit (% 0,67): 1,675 g tiyobarbiitirik asit (TBA) distile suda ¢oziildii ve

hacim 250 ml' ye tamamland1.

Stok Standart Cézelti (20 mmol/L): 0,494 ml 1,1,3,3-tetraetoksipropan (d:0,92; % 97; MA:
220,3) 100 ml alkolde ¢oziilerek, 20 mmol/L'lik stok standart ¢tizelti hazirlandi.

Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi: 20 mmol/L’lik Stok Standart Cozeltiden 0,1 ml

alinarak hacmi 100 ml'ye tamamlandi ve 20 mmol/L'lik standart ¢ozelti elde edildi. Bu ¢ozelti
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ile10-5-2,5-1,25-0,625 - 0.3125 umol/L'lik diliisyonlar hazirlanarak asagida aciklandig:
sekilde ¢alisildi. 535 nm’de kore karsi optik dansiteleri okundu ve kalibrasyon egrisi ¢izildi.

3.1.2.Deneyin Yapilisi

Test ve kor olarak isaretlenen cam deney tiipleri alindi ve test tiiptine 0.5 ml serum,
kor tiiptine 0.5 ml distile su pipetlendi. Biitiin tiiplere 2,5 ml %20’lik TCAA ve 1 ml TBA
ilave edildi. Tiipler 90 °C’lik su banyosunda 30 dakika inkiibe edildi, sogutuldu ve iizerine 4
ml n-biitanol pipetlenerek 3000 rpm'de 10 dakika santrifiij edildi. Daha sonra n-biitanol
tabakasi baska bir tiipe aktarilarak 535 nm’de kore karsi testin absorbansi spektrofotometrede

okundu.

Tablo 7. MDA o&l¢iim yontemi

Kaér Test
Serum - 0.5ml
Distile su 0.5 ml
TCAA 2.5 ml 2.5ml
TBA 1 ml 1 ml

90 °C'de 30 dakika inktibe edildikten sonra tiipler su altinda sogutuldu.

n-Biitanol 4 ml 4 ml
3000 rpm'de 10 dakika santrifiij edildi. Olusan tabaka ayrilarak 535 nm'de kore karsi optik

dansiteler okundu.
3.1.3.Sonuclarin Hesaplanmasi

Sonuglar kalibrasyon egrisinden hesaplanarak bulundu.



18

MDA Standart Grafigi
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Grafik 1. MDA diizeyinin saptanmasinda kullanilan kalibrasyon egrisi

3.2. Nitrik Oksit Tayini

Nitrik oksit diizeyleri Miranda ve ark.’nin (2001) bildirdikleri yéntemle tayin edildi.

Prensip: Nitrat, vanadyum (I1I) kloriir ile nitrite doniistiiriiliir. Nitritle stilfanilamidin asidik
ortamda N-(1-Naftil) etilen diaminedihidrokloriir ile reaksiyonu sonucu kompleks diazonyum
bilesigi olusur. Olusan bu renkli kompleks 540 nm’de 6lgiiliir. Nitrit ve nitrat 6lglimleri ayri

ayn yapildiktan sonra ikisinin toplami NO diizeylerini gosterir.
3.2.1.Deneyde Kullanilan Cozeltiler
Cinko Siilfat (% 10): 10 g cinko siilfat distile suda ¢oziilerek hacim 100 ml”ye tamamlandu.

Sodyum Hidroksit (0,3 M): 1,2 g sodyum hidroksit distile suda ¢oziilerek hacim 100 mI’ye

tamamlandi.

1 M HCI: 8.29 ml HCI (d: 1,19; %37; MA: 36,46) i¢inde bir miktar distile su bulunan balon

jojede ¢oziilerek hacim 100 ml’ye tamamlandr.

Vanadyum (IIT) Kloriir (% 0,8): 800 mg vanadyum (III) kloriir 1 M HCI'de ¢oziilerek

hacim 100 ml’ye tamamlandi.

Siilfanilamid (% 2): 2 g siilfanilamid % 5°’lik HCI'de ¢oziilerek hacim 100 ml'ye

tamamlandi.
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Naftil Etilen Diamin Dihidrokloriir (% 0,1): 100 mg 1-Naftil etilen diaminedihidrokloriir
(NEDD) distile suda ¢oziilerek hacim 100 ml’ye tamamlandi.

Griess Ayraci: 50 ml % 0,1 NEDD ve 50 ml % 2 siilfanilamid esit miktarda karistirildi.

Stok Nitrit Cozeltisi (1 mM): 6,9 mg NaNO, distile suda ¢oziilerek hacim 100 ml’ye

tamamlandi.

Stok Nitrat Cozeltisi (1 mM): 8,5 mg NaNO; distile suda ¢oziilerek hacim100 ml’ye

tamamland.

Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi: 1 mM’lik stok nitrit ve nitrat ¢ézeltilerinden 100 - 50
-25 - 12,5 - 6,25 - 3,125 pM’lik diliisyonlar hazirlanarak nitrat ve nitrit analizlerindeki

islemler gergeklestirildi. 540 nm’de kore karsi optik dansiteleri okundu ve kalibrasyon egrisi

cizildi.

Nitrat Standart Grafigi
120
R?*=0,999
100
80
60
40

20

Konsantrasyon (pmol/L)

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8
Absorbans

Grafik 2. Nitrat diizeyinin saptanmasmda kullanilan kalibrasyon egrisi

3.2.2.Nitrat Analizinin Yapilis1

Mikroplak kuyucuklarina 100 pl serum pipetlendi. Tiim kuyucuklara 100 pl VaClsve
100 pl griess ayract ilave edildi. 30 dakika 37°C* de etlivde inkiibe edildikten sonra 540 nm

dalga boyunda absorbanslar okundu.



Tablo 8. Nitrat l¢iim yontemi

20

Koér Test
Distile su 100 pl -
Serum - 100 pl
Vanadyum (III) Klortir | 100 pl 100 ul
Griess Ayract 100 pl 100 ul

3.2.3.Nitrit Analizinin Yapihs
Mikroplak kuyucuklarina 100 pl numune ve 100 ul griess ayiraci pipetlendi. 30 dakika

37°C’de etiivde inkiibe edildikten sonra absorbanslar 540 nm dalga boyunda okundu.

Tablo 9. Nitrit dl¢lim ytntemi

Kor Test
Distile Su 100pul -
Serum - 100l
Griess Ayraci 100ul 100pl

37 C’de 30 dk inkiibe edildikten sonra 540 nm’de okundu.

Nitrit Standart Grafigi
120
100 R?=0,9992
80
60

40

Konsantrasyon (pmol/L)

20

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8
Absorbans

Grafik 3. Nitrit diizeyinin saptanmasinda kullanilan kalibrasyon egrisi

Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi: 1 mM’lik stok nitrit ve nitrat ¢ozeltilerinden 100 - 50

<25 - 12,5 - 6.25 - 3,125 uM’lik diltsyonlar hazirlanarak nitrat ve nitrit analizlerindeki
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islemler gerceklestirildi. 540 nm’de kore karst optik dansiteleri okundu ve kalibrasyon egrisi
cizildi.
3.2.4.Sonuclarin Hesaplanmasi

Kalibrasyon egrisinden hesaplanarak bulunan nitrat ve nitrit konsantrasyonlari
toplandi ve NO konsantrasyonu bulundu (Miranda ve ark. 2001).
NO (uM) = Nitrat (uM) + Nitrit (uM)

3.3.istatiksel Analiz

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi SPSS for Windows 16.0.2 paket program
kullanilarak yapildi. Deney verilerinin istatistik degerlendirmesinde kontrol ve deney gruplari
arasindaki fark One Way ANOVA ve gruplar arasindaki farkin derecesi Student-Newman
Keul’s Test (SNK) uygulanarak belirlenmistir. Sonuglar, ortalama + standart hata olarak

verilmistir.
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4. BULGULAR

Gruplar arasi karsilastirmada; DEN verilen grupta (1. grup) 1., 4. ve 7. giinlerde NO
ve MDA diizeylerinin kontrol grubuna gére istatistiksel olarak anlamli arttigi (p<0.01), NO ve
MDA’ nm en yiiksek degerlerine ise 7. glinde ulastig1 belirlenmistir. DEN+B-karoten verilen
grupta (2. grup) ise 1., 4. ve 7. giinlerde NO diizeyinin DEN verilen gruba gotre istatistiksel
olarak anlamli azaldigi (p<0.01) belirlenmistir. DEN+B-karoten verilen grupta (2. grup) 1.
giinde MDA diizeyinin DEN verilen gruba gore istatistiksel olarak anlamh azaldigi (p<0.01),
fakat 4. ve 7. glinlerde MDA diizeyindeki azalisin ise istatistiksel olarak anlamli olmadigi
belirlenmistir.

Giinler arasi karsilastirmada; DEN verilen gruplarda 1. giine gére NO ve MDA
degerlerinin 4. giinde azaldigi, 7. giinde ise artig1 ancak istatistiksel olarak anlamli olmadigi
belirlendi. DEN-+[B-karoten verilen gruplarda ise, 1. giine gore NO degerinin 4. giinde arttigi,
7. giinde ise azaldig1 ancak istatistiksel olarak anlamli olmadigi ve MDA diizeylerinin ise

DEN’e goére 4. ve 7. glinlerde anlamlr olarak arttigi (p<0.05) belirlenmistir.

Tablo 10. DEN verilen tavsanlarda NO ve MDA diizeyleri

Zaman (giin)

Gruplar P
Parametreler 1 4 7]

Kontrol 74.67+1.87" 76.12+1.80" 77,08+1,84" NS

DEN 176.42£1.99%" | 173.13£1.52** [ 178.10+2.20*° NS
NO (pumol/L)

DEN-+p-Karoten | 151.81+2,28*" | 156.90+£2.01*" | 148.70+2.21*" NS

P P<0.01 P<0.01 P<0.01

Kontrol 1.33+0.09" 1312007 1.35£0.06" NS

DEN 6.27+£0.33"* 6.13+0.28"" 6.32+0.12** NS
MDA (umol/L)

DEN+p-Karoten | 4.86+0.11% 5.96+0.16"* 6.07+0.08"° P<0.05

P P<0.01 P<0.01 P<0.01

% Aym satirda farkl harf tagtyan gruplar istatistiksel olarak onemlidir (p<0.05)

Xy.Z

NS: Onemsiz

: Ayni siitunda farkh harf tagiyan gruplar istatistiksel olarak énemlidir (p<0.01)
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5.TARTISMA ve SONUC

Gidalar hastaliklar1 énlemede oldugu kadar hastalik sebebi olarak da ¢nemli bir rol
oynamakta, bir yandan beslenme ihtiyacini karsilarken, diger yandan saglik riski
yaratabilmektedir. Hem gidalarla alinan hem de g¢evrede bulunan N-nitrozaminlerin bu
risklerden biri oldugu kaydedilmektedir (Bayraktar ve ark. 1998). Et ve et iirlinlerine
koruyucu amagla ilave edilen nitrozaminlerin bir¢ok dokuda kansere sebep olduklari ileri
stiriilmekte fakat kanserlerin olusumunda nitrozaminlerin roliiniin mekanizmasi hala
agtklanamamis bir soru olarak kalmaktadir (Jimenez-Colmenero ve ark. 2001, Palamutoglu ve
Saricoban 2012). Gidalara koruyucu amagla ilave edilen nitrozaminlerin énemlilerinden biri
DEN olup metabolizmasi sitokrom P-450’ye bagli monooksijenaz sisteminin enzimleri
tarafindan katalizlenmektedir. DEN biyoaktivasyonu sonucu olusan siiperoksit anyonu gibi
reaktif ara iiriinleri hiicre bilesenleriyle kovalent baglar olusturabildikleri, bu sekilde
mutasyon, kanser ve nekrozun baslamasini uyardiklari éne siiriilmektedir (Yamada ve ark.
2006, Atakisi ve Merhan 2017).

Normal kosullarda, organizmada oksidan ve antioksidanlar denge halindedir. Ancak
yangi, enfeksiyon ve stres gibi durumlarda bu denge oksidanlar lehine bozularak hiicre ya da
dokularda hasara neden olabilen oksidatif stres olusturmaktadir (Tabakoglu ve Durgut 2013).
Oksidatif streste konsantrasyonu artan serbest radikaller; lipid, karbonhidrat, protein ve
niikleik asit gibi molekiilleri etkileyerek oksidatif hasara neden olurlar (Gutteridge 1995).
Hiicre zarindaki doymamis yag asitlerinin peroksidasyonuna neden olan serbest oksijen
radikalleri, bir taraftan zardaki yag asitlerini etkileyerek yeni radikallerin olusumuna neden
olurken diger taraftan acgiga cikan hidrojen atomlarini alarak lipid peroksitlerine donistiiriirler
(Tabakoglu ve Durgut 2013). Lipid peroksitlerden en iyi bilineni arasidonik asidin
oksijenasyonu ya da doymamis yag asitlerinin oksidatif yikim1 sonucu olusan MDA dir (Katz
ve ark. 1996).

Latief ve ark. (2018) tarafindan yapilan calismada ratlara tek doz 100 mg/kg DEN ve
koruyucu olarak da B-karoten verilmistir. Hepatik dokuda DEN’in MDA’y1 arttirarak
karaciger hasari olusturdugu ve bununla birlikte giinde 3 kez 2 hafta siireyle verilen -
karotenin koruyucu etkisi oldugunu bildirmislerdir.

Atakisi ve Ozcan (2005) yaptiklari bir galismada ratlara koruyucu olarak omega-3 (w-
3) vag asidi igeren balik yagi ve toksik dozda (150 mg/kg) DEN verilmistir. Sadece DEN
verilen grupta karaciger dokusunda MDA miktarinin arttigini tespit etmislerdir. Balik
yagindaki ®-3 yag asitlerinin ratlarda karaciger kanseri olusumu asamasinda lipit

peroksidasyonunu diisiirerek koruyucu bir rol oynayabilecegini ileri siirmiislerdir.
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Karaca ve Baysu Sozbilir (2007)’in yaptiklar1 bir calismada ratlara a-lipoik asit ve tek
doz 150 mg/kg DEN verilmistir. DEN’in lipid peroksidasyon tirlinii olan MDA y1 arttirdigini
ve karaciger hasarida o-lipoik asidin koruyucu etkisi oldugunu tespit etmislerdir.

Agrawal ve ark. (2008) yapmis olduklar1 bir ¢alismada ratlara 2 hafta boyunca haftada
1 defa olmak tizere 200 mg/kg DEN verilen grupta MDA miktarinin arttigini, enflamasyon ve
karaciger hastaliklarinin tedavisinde kullanilan Asparagus racemosus (kuskonmaz) sulu
ekstraktinin DEN ile birlikte 20 giin boyunca verildikten sonra ise oksidatif stresin ve
DEN’den kaynaklanan hepatotoksisitenin azaldigini ileri siirmiislerdir.

Yukarida yapilan ¢alismalarla uyumlu olarak, calismamizda da DEN verilen grupta
lipit peroksidasyonu tirlinii olan MDA miktarinin 6nemli derecede arttig1 ve koruyucu olarak
verilen B-karotenin antioksidan &zelliginin DEN’in toksik etkisini azaltarak 1. giinde MDA
diizeyini dusiirdligii tespit edilmistir. Fakat 4. ve 7. giinlerdeki MDA diizeyinde ise anlamli bir
azalis olmadigi belirlenmistir.

Aslinda serbest bir radikal olan NO hem hiicresel hem de viicuda ait fizyolojik
olaylarda ¢nemli roller iistlenmektedir. Normal kosullarda kiigiik miktarlarda iiretilen NO
guanilat siklazin uyarilmasi, kan damarlarinin gevsemesi, iyon kanallarinin agilip kapanmasi
gibi gorevleri Ustlenirken, stirekli ve yiiksek miktarlarda NO fiiretimi hiicre 6liimiine kadar
gidebilecek toksik etkiye sahiptir (Onger ve ark. 2011). NO’nun olusturdugu peroksinitritin
DNA hasart ve enzim fonksiyon bozukluklarina neden olan zararli etkileri oldugunun
kaydedilmesinin yani sira antioksidanlar gibi oksidatif hasara karsi koruyucu ve diizenleyici
olarak etki gosterdigi de bildirilmistir (Laspina ve ark. 2005, Singh ve ark. 2008).

Atakisi ve ark. (2013) yaptiklart bir calismada ratlara 7 giin boyunca 0,4 g/kg n-3 yag
asitleri (n-3 FA) ve 150 mg/kg DEN vererek NO diizeylerini arastirmislardir. DEN verilen
ratlarda NO konsantrasyonunun kontrol grubuna gore arttigimi, DEN+n-3 FA verilen grupta
ise DEN verilen gruba gore azaldigini tespit etmislerdir. Calismalarinin sonunda, n-3 FA’larin
serbest radikal temizleme aktivitesiyle DEN'in toksik etkilerini iyilestirebilecegi kanisina

varmislardir.

Liu ve ark. (2016) ratlara, Paris polyphylla bitkisinde bulunan anti-timér etkilerinden
sorumlu aktif bir bilesen olan Rhizoma Paridis saponin (RPS) ve DEN vererek yaptiklar1 bir
calismada karaciger dokularindaki NO diizeyini arastirmislardir. DEN verilen grupta NO
diizeyinin arttigini belirledikten sonra, 20 hafta boyunca ratlara RPS vermislerdir. Calismanin
sonunda RPS’nin ratlarin karaciger dokularindaki DEN’in toksik etkisini azaltarak NO

diizeyini diistirdiglinli tespit etmislerdir.
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Ertekin ve ark. (2008) tavsanlara 0.2 ml/kg isirgan otu ekstresi ve 0.5 ml/kg/giin
dozunda % 10’luk 7,12-dimetilbenzantrasen (DMBA) vererek NO oksidasyon tirtinleri, lipit
peroksidasyon firiinleri ve antioksidan madde diizeyleri lizerine etkilerini incelemislerdir.
DMBA ve DMBA-+isirgan otu verilen gruplarda nitrit ve nitrat diizeylerinde artis tespit

etmislerdir.

Calismamizda DEN verilen grupta siiperoksit radikali ile reaksiyonu sonucu
peroksinitrit radikalinin olusumuna yol agan ve oksidatif streste rol alan NO miktarinin
onemli derecede arttigi ve [-karotenin antioksidan ozelliginin DEN’in toksik etkisini
azaltarak NO diizeyini diisiirdiigi tespit edilmistir.

Yapilan bu galismada; bir antioksidan olan, B-karotenin toksik bir madde olan DEN’in
meydana getirdigi zararli etkilere karsi koruyucu olup olmadiginin arastiriimasi
amaglanmistir. NO ve MDA nin anlamli derecede artisinin tavsanlara verilen DEN’in sebep
oldugu ve DEN’in toksik etkilerine bagli olarak lipit peroksidasyonu artisina sebep
olabilecegi diistinlilmiistiir. DEN’in olusturdugu bu hasari azaltmak amaciyla DEN ve j-
karoten birlikte verilmistir. DEN ile birlikte verilen (B-karotenin, NO ve MDA serum
diizeylerini DEN verilen gruba gore dusiirdiigii belirlenerek P-karotenin koruyucu etkisinin
olabilecegi diistiniilmiistiir. Muhtemelen bu distisiin, B-karotenin siiperoksit anyonlarmi
inhibe ederek doku hasarini azaltmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Sonug olarak yapilan bu ¢alismada, ekzojen B-karoten takviyesinin oksidatif stresi

azaltarak, DEN toksisitesine kars1 koruyucu etkisi olabilecegi kanisina varilmistir.



26

6. KAYNAKLAR

Agrawal A, Sharma M, Rai SK, Singh B, Tiwari M, Chandra R: The effect of the aqueous extract of the roots of

asparagus racemosus on hepatocarcinogenesis initiated by diethyInitrosamine, Phytotherapy Research Phytother
Res, 22, 1175-1182, 2008.

Aji W, Rawalli S, Szabolcs M: L-arginine prevents xantoma develeopment and inhibits atherosclerosis in LDL

receptor knockout mice. Circulation, 95: 430-437, 1997.

Akar Y, Gazioglu A: Relationship between vitamin A and B-carotene levels during the postpartum period and

fertility parameters in cows with and without retained placenta. Bull Vet Inst Pulawy, 50, 93-96, 2006.

Akkus I: Serbest radikaller ve fizyopatolojik etkileri, Mimoza yayinlari, Konya, 1995,

Amorim-Carrilho KT, Cepeda A, Fente C, Regal P: Review of methods for analysis of carotenoids. Trends in
Analytical Chemistry, 56: 49-73, 2014.

Arvayo-Enriquez H, Mondaca-Fernandez I, Gortarez-Moroyoqui P: Carotenoids extraction and quantification: a

review. Analytical Methods, 5:2916-2924. DOI: 10.1039/C3AY26295B, 2013.

Astorg P: Food carotenoids and cancer prevention: An overview of current research. Trends in Food Science and
Technology, 8, 406413, 1997,

Atakisi E, Ozcan A: Dietilnitrozamin verilen ratlarda omega-3 yag asitlerinden zengin balik yagmin koruyucu

roliinlin arastirilmasi, Tiirk Biyokimya Dergisi, 30: 279-284, 2005.

Atakisi O, Atakisi E, Ozcan A, Karapehlivan M, Kart A: Protective effect of omega-3 fatty acids on
diethylnitrosamine toxicity in rats, European Review for Medical and Pharmacological Sciences, 17: 467-471,
2013.

Atakisi E, Merhan O: Nitric Oxide Synthase and Nitric Oxide Involvement in Different Toxicities, Nitric Oxide
Synthase - Simple Enzyme-Complex Roles, Dr. Seyed Soheil Saeedi Saravi (Ed.), InTech, DOI:
10.5772/intechopen.68494, 2017.

Atalay A: Nitrosaminlerin proteinlerle etkilesimi, Biyokimya Dergisi, 14(3): 30-33, 1989.

Bayraktar N, Gokce R, Ergiin O: Gidalarda nitrat ve nitrit kalintilarinin insan sagligi tizerine etkileri. Ekoloji, 28,
28-30, 1998.

Britton G: Structure and properties of carotenoids in relation to function. FASEB Journal, 9, 1551-158,1995.



27

Choudhari SK, Chaudhary M, Bagde S, Gadbail AR, Joshi V: Nitric oxide and cancer: A review. World Journal
of Surgical Oncology, 11: 118, 2013.

Christopherson KS, Bredt DS: Nitric oxide in excitable tissues: physiological roles and disease. J Clin invest,
100: 2424-2429, 1997.

Connelly L, Madhani M, Hobbs AJ: Resistance to endotoxic shock in endothelial nitric-oxide syntase (eNOS)
knock-out mice: a pro-inflammatory role for eNOS-derived no in vive. J Biol Chem, 280(11): 10040-10046,

2005.

Cooke, M.S, Evans, MD, Dizdaroglu M, Lunec J: Oxidative DNA damage: Mechanism, mutation and disease.
FASEB I, 17(10): 1195- 214, 2003.

Cooney RV, Ross PD, Bartolini GL, Romseyer J: Nnitrosamine formation: Factors influencing the aqueous

reactions of nitrogen oxide with morfoline. Environ Sci, 21: 77-83, 1987.

Cekmen MB, Turgut M Tiirkéz Y, Aygiin D, Goziikara EM: Nitrik oksit (NO) ve nitrik oksit sentaz (NOS)’1n
fizyolojik ve patolojik dzellikleri. T Klin Pediatri, 10: 226-236, 2001.

Daff S: NO synthase, Structures and mechanisms, 23: 1-11, 2010.
Daniels SR, Arnett DK, Eckel RH, Gidding SS, Hayman LL, Kumanyika S, Robinson TN, Scott BJ, St Jeor S,
Williams CL: Overweight in children and adolescents: pathophysiology, consequences, prevention, and

treatment Circulation. 111(13): 1999-2012, 2005.

Dawson VL, Dawson TM: Physiological and toxicological action of nitric oxide in the central nervous system,
Adv Pharmacol, 34: 323, 1995.

Davies PF: Flow-mediated endothelial mechanotransduction. Physiol Rev, 75: 519-560, 1995,

Deming DM, Erdman JW: Mamalian carotenoid absorption and metabolism, Pure and Applied Chemistry, 71:
2213-2223, 1999.

Dietmar EB, Bamedi A: Carotenoid esters in vegetables and fruits: A svreening with emphasis on j-

cryptoxantnthin esters, Journal of Agricultural and Food Chemistry, 49: 2064-2067, 2001.

Di Mascio P, Murphy C, Ullrey E, Chenoweth W, Michelakis A, Malone W, Boone C, Fink G: Bioavailability of

B-carotene in humans, American Journal of Clinical Nutrition, 48: 298-304, 1988.



28

Diplock A: Healty lifestyles nutrition and physical activity: Antioxidant nutrients. ILSI Europe concise

monograph series, 59 p. Belgium, 1998.

Droge W: Free radicals in the physiological control of cell function. Physiol. Rev, 82: 47-95, 2002,

DSM: Beta-carotene. A healthy color. DSM Nutritional Products, DSM Nutritional Products Inc, USA, 20035.

Diindar Y, Aslan R: Hekimlikte oksidatif stres ve antiokasidanlar. Afyon Kocatepe Universiresi Yayinlari,

Ankara; Yayin No: 29 (1): 5-52, 2000.

Ekici K, Aliyasarli M, Sancak YC: Peynir cesitlerinde nitrit ve nitrozaminler. Y.Y.U. Veteriner Fakiltesi
Dergisi, 2: 71-72, 2008.

Eldahshan OA, Singab ANB: Carotenoids. Journal of Pharmacognosy and Phytochemistry, 2: 225-234, 2013.
Ertekin A, Tiirel I, Oto G, Celikezen FC, Yasar S: Isirgan otunun dimetilbenzantrasen uygulanan tavsanlarda
lipit peroksidasyonu, antioksidan maddeler ve nitrit-nitrat diizeyleri iizerine etkisi, Y.Y.U. Veteriner Fakiiltesi

Dergisi, (2): 11-15, 2008.

Forstermann U: Nitric oxide and oxidative stress in vascular disease. Pflugers Arch - Eur J Physiol, 459: 923—
939, 2010.

Golkar SO, Bergmark E: Alkylation of haemoglobin, plasma proteins and DNA in the mouse by
diethylnitrosamine. Carcinogenesis, 9(11): 1915-1917, 1988.

Gomez-Garcia Mdel R, Ochoa-Alejo N: Biochemistry and molecular biology of carotenoid biosynthesis in chili

peppers (Capsicum spp.). International Journal of Molecular Sciences, 14: 1902519053, 2013.

Gough TA: An examination of foodstuffs for the presence of volatile nitrosamines J.S.F.A. 28: 345-351, 1977.

Gutteridge JM: Lipid peroxidation and antioxidants as biomarkers oftissue damage. Clin. Chem., 41(12): 1819-
1828, 1995.

Halliwell B: The wanderings of a free radical. Free Radical Bio Med, 46: 531-542, 2009.

Honikel KO: The use and control of nitrate and nitrite for the processing of meat products. Meat Science, 78(1-
2): 68-76, 2008.



29

Horita K, Wang G, Satake M: Spectrophotometric determination of nitrate and nitrite in soil and water samples
with a diazotizable aromatic amine and coupling agent using column preconcentration on naphthalene supported

with ion-pair of tetradecyldimethylbenzylammonium and iodide. Analytica Chimica Acta, 350: 295-303, 1997.

Hughes DA: Dietary antioxidants and human immune function, Nutrition Bulletin, 25: 35-41, 2000,

Iriti M, Faoro F: Chemical diversity and defence metabolism: how plants cope with pathogens and ozone

pollution. International Journal of Molecular Sciences, 10: 3371-3399, 2009.

Jaswir I, Noviendri D, Hasrini RF, Octavianti F: Carotenoids: sources, medicinal properties and their application

in food and nutraceutical industry. Journal of Medicinal Plants Research, 5: 7119-7131, 2011.

Jimenez-Colmenero F, Carballo I, Cofrades S: Healthier meat and meat products: Their role as functional foods.
Meat Sci, 59: 5-13, 2001,

Kahkonen MP, Hopia Al, Vuorela HJ, Rauha JP, Pihlaja K, Kujala TS, Heinonen M: Antioxidant activity of
plant extracts containing phenolic compounds. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 47: 3954-3962,
1999,

Kalt W: Effects of production and processing factors on major fruit and vegetable antioxidants. Journal of Food
Science, 70: 11-19, 2005.

Kankofer M, Albera E: Postpartum relationship of beta carotene and Vitamin A between placenta, blood and

colostrum in cows and their Newborns. Exp Clin Endoc Diabetes, 116: 409-412, 2008,

Karaca, EG, Baysu Sozbilir N: Dietilnitrozamin verilen ratlarda alfa lipoik asidin koruyucu etkilerinin

arastirilmasi. Kocatepe Tip Dergisi, 7: 11-17, 2007.

Katz D, Mazor D, Dvilansky A, Meyerstein N: Effect of radiation on red cell membrane and intracellular

oxidative defense systems. Free Radic Res, 24: 199-204, 1996.

Kaur C, Kapoor HC: Antioxidants in fruits and vegetables-the millennium’s health. Int. J. Food Sci. Tech. 36:

703-725, 2001,

Koca F, Karadeniz F: Serbest radikal olusum mekanizmalar1 ve viicuttaki antioksidan savunma sistemleri. Gida

Miihendisligi Dergisi, 32-27, 2014.

Kopincova I, Puzserova A, Bernatova I: Biochemical aspects of nitric oxide synthase feedback regulation by

nitric oxide. Interdisciplinary Toxicology, 4: 63—-68, 2011.



30

Kopsell DA. Kopsell DE: Accumulation and bioavailability of dietary carotenoids in vegetable crops. Trends in
Plant Science, 11, 499-507, 2006.

Krinsky NI: The biological properties of carotenoids. Pure and Applied Chemistry, 66, 1003-1010, 1994,

Krioncke KD, Fehsel K, Kolb-Bachofen V: Inducible nitric oxide synthase and its product nitric oxide, a small

molecule with complex biological activities, Biol Chem Hoppe-Seyler, 376: 327, 1995.

Kuhlencordt PJ, Gyurko R, Han F: Accelerated atherosclerosis, aortic aneurysm formation and ischemic heart
disease in apolipoprotein E/endothelial nitric oxide synthase double knock out mice. Circulation, 104: 448-454,
2001.

Kumar S: Free radicals and antioxidants: Human and food system. Adv Appl Sci Res, 2: 129-1335, 2011,

Kurose I, Wolf R, Grisham MB, Granger DN: Modulation of ischemia/reperfusion-induced microvascular

dysfunction by NO. Circ Res, 74(3): 376-382,1994.

Kuyumcu A, Diizgiin AP, Ozmen MM, Besler HT: Travma ve enfeksiyonda nitrik oksidin rolii. Ulus Travma

Derg, 10(3): 149-159, 2004.

Laspina NV, Groppa MD, Tomaro ML, Benavides MP: Nitric oxide protects sunflower leaves against Cd-
induced oxidative stres. Plant Science, 169: 323-330, 2005,

Latief U, Husain H, Ahmad R: pB-Carotene supplementation ameliorates experimental liver fibrogenesis via

restoring antioxidant status and hepatic stellate cells activity. Journal of Functional Foods, 49: 168-180, 2018.

Liu J, Man S, Li J, Zhang Y, Meng X, Gao W: Inhibition of diethylnitrosamine-induced liver cancer in rats
byRhizoma paridis saponin. Environmental Toxicology and Pharmacology 46: 103-109, 2016.

Lundberg JO, Weitzberg E: The biological role of nitrate and nitrite, Nitric Oxide, 22: 61-63, 2010.

Ma XD, Ma X, Sui Y, Wang WL, Wang C: Signal transduction of gap junctional genes, connexin 32, connexin
43 in human hepatocarcinogenesis, World J Gastroenterol, p 9-950, 2003,

Maenpaa PH, Pirhonen A, Koskinen E: Vitamin A, E and D Nutrition in Mares and Foals During the Winter
Season; Effect of Feeding two different Vitamin-Mineral Concestrates. J.Anim. Sci, 66, 1424-1429, 1988.

Mangels A, Holden J, Beecher G, Forman M, Lanza E: Carotenoid content of fruits and vegetables: An

evaluation of analytic data. ] Am Diet Assoc, 93, 284-296, 1993,



31

Matsuda M, Nakamoto Y, Suzuki S, Kurata T, Kaneko S: Interferonc-mediated hepatocarcinogenesis in mice

treated with diethylnitrosamine, Laboratory Investigation, 85, 655-663 p, 2005.

McKevith B: A carrot a day to keep cancer away, Nutrition Bulletin, 30: 117-119, 2005.

Merhan O: The Biochemistry and Antioxidant Properties of Carotenoids, Carotenoids Dragan J. Cvetkovic and
Goran S. Nikolic, IntechOpen, 2017.

Mezzomo N, Ferreira SRS: Carotenoids functionality, sources, and processing by supercritical technology: a

review. Journal of Chemistry. Article ID 3164312, 16 pages. DOI: 10.1155/2016/3164312, 2016.

Miranda KM, Espey MG, Wink DA: A rapid, simple spectrophotometric method for simultaneous detection of
nitrate and nitrite. Nitric Oxide: Biol Chem, 5(1): 62-71, 2001.

Mittal G, Kaur M, Soni G: Impact of hypercholesterolemia on in vitro toxicity on N-nitrosodiethylamine: effect

on lipidperoxidation of blood and tissue. Indian J Exp Biol, 40, (9): 1071-1073, 2002.

Moncada S, Higgs A, Furchgott R: XIV. International Union of Pharmacology Nomenclature in nitric oxide

research, Pharmacol Rev.49: 137, 1997.

Morselli PL: Drug metabolism in vitro: Role of drug metabolism in drug disposition and effects. In: Pacifici GM,
Fracchia GN (Editors). Advances in Drug Metabolism in Man. Luxenbourg: European Commission, Office for

Official Publications of the European Communities, 3-34, 1995,

Okonkwo JC: Effects of breed and storage duration on the beta-carotene content of egg yolk. Pakistan J Nutr, 8
(10): 1629-1630, 2009.

Ogiis E, Yilmaz FM, Yilmaz H, Duranay M, Yiicel D: Hemodiyaliz ve periton diyalizi hastalarinda serum
malondialdehit diizeyleri ve oksidasyona yatkinlik, Tiirkiye Klinikleri Journal of Medical Sciences, 24: 316-322,
2004.

Onger ME, Genc H, Tan F: Effects of NOS inhibitors applied with cadmium sulphate on total lipid and protein
quantities in central nervous system of rat (Wistar albino). J Exp Clin Med, 28: 175-181, 2011.

Palamutoglu R, Sarigoban C: Et {iriinlerinde nitrat ve nitrite alternatif dogal kiirleme maddeleri. Gida

Teknolojileri Elektronik Dergisi, 7: 46-58, 2012,

Parnaud G, Pignatelli B, Peiffer G, Tache S, Corpet DE: Endogenous N-nitroso compounds, and their precursors,
present in bacon, do not initiate or promote aberrant crypt foci in the colon of rats. Nutrition and Cancer, 38: 74—
80, 2000.



32

Parthasarathy DK, Bryan NS: Sodium nitrite: the “cure” for nitric oxide insufficiency. Meat Science, 92(3): 274—
9,2012.

Pasquali CEL, Hernando PF, Alegri JSD: Spectrophotometric simultaneous determination of nitrite, nitrate and

ammonium in soils by flow injection analysis. Analytica Chimica Acta, 600: 177-182, 2007.

Pendurthi UR, Williams JT, Rao LV: Resveratrol, a polyphenolic compound found in wine, inhibits tissue factor
expression in vascular cells: a possible mechanism for the cardiovascular benefits associated with moderate

consumption of wine. Arterioscler Thromb Vasc Biol, 19: 419-426, 1999.

Pennington JAT: Dietary nitrates exposure models for and nitrites. Food Control, 9: 385-395, 1998.

Porasuphatana S, Tsai P, Rosen GM: The generation of free radicals by nitric oxide synthase. Comparative

Biochemistry and Physiology C Toxicology & Pharmacology, 134: 281-289, 2003.

Rao AV, Agarwal S: Role of lycopene as antioxidant carotenoid in the prevention of chronic diseases: a review.

Nutrition Research. 19: 305-323, 1999,

Rice-Evans CA, Miller NJ, Paganga G: Antioxidant properties of phenolic compounds. Trends in Plant Science,
2:152-159, 1997.

Rio DD, Stewart Al, Pellegrini NA: A review of recent studies on malondialdehyde az toxic molecule and

biological marker of oxidative stress. Nutr. Met. Cardiovasc Dis. 15(4): 316-328, 2005.

Rubbo H, Radi R, Trujillo M, Telleri R, Kalyanaraman B, Barnes S, Kirk M, Freeman BA: Nitric oxide
regulation of superoxide and peroxynitrite-dependent lipid peroxidation. Formation of novel nitrogen-containing

oxidized lipid derivatives. J. Biol. Chem, 269, 26066-26075, 1994,

Sajilata MG, Singhal RS, Kamat MY: The carotenoid pigment zeaxanthin—a review. Comprehensive Reviews
in Food Science and Food Safety, 7: 29-49, 2008

Sessa WC: Regulation of endothelium derived nitric oxide in health and disease. Mem Inst Oswaldo Cruz,

100(1): 15-18, 2005.

Singh HP, Batish DR, Kaur G, Arora K, Kohli RK: Nitric oxide (as sodium nitroprusside) supplementation
ameliorates Cd toxicity in hydroponically grown wheat roots. Environmental and Experimental Botany, 63: 158-
167, 2008.



33

Singhal RS and Kulkarni PR: Preservatives: Permitted Preservatives; Nitrate and Nitrite. Encyclopedia of Food

Microbiology, 7: 1762-1769, 2004.

Solomons G, Fryhle C: Organic Chemistry Seventh Edition John Wiley&Sons. Inc USA, 1998.

Stahl W, Sies H: Perspectives in biochemistry and biophysics, Arch. Biochem. Biophys, 336(1): 1-9, 1996.

Stahl W, Sies H: Bioactivity and protective effects of natural carotenoids. Biochim. Biophys. Acta. 1740, 101-
107, 2005.

Synder SH, Bredt D: Biological roles of nitric oxide, Scientific Amer, 5: 28, 1992,

Tabakoglu E, Durgut R: Veteriner hekimlikte oksidatif stres ve bazi &nemli hastaliklarda oksidatif stresin
etkileri. AVKAE Derg, 3: 69-75, 2013.

Tapiero H, Townsend DM, Tew KD: The role of carotenoids in the prevention of human pathologies. Biomed
Pharmacother, 58: 100-110, 2004.

Tek S, Kiligarslan MR, Tek C, Sabuncu A: Tavsanlarda beta karoten’in fertilite {izerine etkisi. Tr J Vet Anim
Sci, 26: 497502, 2002.

Tharappel JC, Spear BT, Glauert HP: Effect of phenobarbital fenobarbital on hepatic cell proliferation and
apoptosis in mice deficient in the p50 subunite of NF-xB, Toxicol Appl Pharmacol, 226, 3, 338-44 p, 2008.

Thirunavukkarasu C, Sakthisekaran D: Effect of selenium on N-nitrosodiethyl-amine-induced multistage
hepatocarcinogenesis with reference to lipid peroxidation and enzymic antioxidants. Cell Biochem. Funct, 19
(1): 27-35, 2001.

Thomas MJ: The role of free radicals and antioxidants. Nutrition, 16: 7-8, 2000.

Tiirkéz Y, Ozerol E: Nitrik oksitin etkileri ve patolojik rolleri, ] Turgut Ozal Medical Center. 4(4): 453-461,
1997.

Valko M, Rhodes CJ, Moncol J, Izakovic M, Mazur M: Free radicals, metals and antioxidants in oxidative

stress-induced cancer. Chem. Biol. Interact, 160, 1-40, 2006.

Vendemiale G, Grattagliano [, Caruso ML: Increased oxidative stress in dimethylnitrosamine induced liver

fibrosis in the rat: effect of nacetylcysteine and interferonalpha. Toxicol Appl Pharmacol, 175(2): 130-139, 2001.



34

Yamada K, Yamamiya I, Utsumi H: /n vivo detection of free radicals induced by diethylnitrosamine in rat liver

tissue. Free Radical Biol Med, 40: 2040-2046, 2006.

Yerer MB, Aydogan S: Oksidatif stres ve antioksidanlar, Erciyes Univ. Saghk Bilimleri Dergisi, 9(1): 49-53,
2000.

Yoshioka T, Kawada K, Shimada T, Mori M: Lipid peroxidation in maternal and cord blood and protective

mechanism againist active-oxygen toxicity in the blood. Am J Obstet Gynecol., 135: 372-376, 1979.

Young IS, Woodside JV: Antioxidants in health and disease. J. Clin. Pathol. 54, 176 186, 2001.

Yun HY, Dawson VL. Dawson TM: Neurobiology of nitric oxide, Crit Rew Neurobiol 10: 291, 1996.

Wade JrLG: Amines. Organic Chemistry, 6th Edition, Chapter 19, 2006.

Zasadowsk iA, Wysocki A, Barski D, Spodniewska A: Some aspects of reactive oxygen species (ROS) and

antioxidative system agent’s action. Short review. Acta Toxicol, 12: 5-19, 2004,



35

7.0ZGECMIS
Cansu DEMIR MERKIT, 1986 yilinda Ardahan’da dogdu. Ilkokulu Kars Ismet Pasa
[lkogretim Okulu, orta ve lise 6grenimini Kars Anadolu Lisesi’nde tamamlayip 2004 yilinda
mezun olduktan sonra ayni yil Karadeniz Teknik Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya
Bolimiinii kazandi. 2010 yilinda mezun olduktan sonra 2012 yilinda Kars Belediyesi Igme
Suyu Aritma Tesisi’nde kimyager olarak ise basladi ve ayn1 y1l Kafkas Universitesi Saglk
Bilimleri Enstitiisii Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali’nda lisansiistii egitimine

basladi. Evli ve Demir isminde bir erkek ¢ocugu annesidir.



