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1. GIRIS ve AMAC

Ulkemizde yaygm olarak tiiketilmekte olan sucuk, salam, sosis, pastirma vb. gibi et
iiriinlerine fireticiden tiiketiciye ulagma siiresi igerisinde, dayanikliligim1 korumak iizere bazi
kimyasal katki maddeleri katilmaktadir. Tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de bu katki
maddelerinin baginda nitrit ve nitrat yer almaktadir.

Nitrit ve nitratlar, ilk olarak 1600’li yillarda renk verme ya da varolan rengi
koruma amact ile gidalarda kullanilmaya baslanmigstir. Giinlimiizde nitrit ve nitratlar
gidalara sodyum ( Na ) ya da potasyum ( K ) elementlerinin nitrit ya da nitrat tuzlar olarak
katilmaktadirlar. Beyaz kristalize toz halinde olan ve suda kolay eriyen bu kimyasallar
gidalarda arzu edilen rengin ve aromanin olusumunda ve iiriniin dayanma siiresinin
uzamasinda 6nemli rollere sahiptirler. Nitrit ve nitratlar agirlikh olarak et iiriinlerinde ve
deniz iiriinlerinde kullanilmaktadir. Nitritler deniz iriinlerinde 6zellikle gram-pozitif ve
gram-negatif koklarin, Serratia ve Pseudomonas tiirlerinin iiremesini inhibe eden
kimyasallardir, ayrica nitritler et {iriinlerinde ise psikotrof ve laktik asit bakterilerinin ve
mayalarin iiremesini 6nemli 6lgiide engellemektedir. Besin zehirlenmelerinde 6nemli bir
role sahip olan Clostridium botilinum™u da nitritler etkisiz hale getirmektedirler. Etin ve et
tiriinlerinin rengi depolama agamalarinda bazi biyokimyasal tepkimeler ile bozulmaktadur.
Tiiketici tarafindan istenmeyen bu durumu engellemek i¢in yine nitritler kullanilmaktadir.

Ancak nitrit ve nitratlanin kontrolsiiz kullanimi istenmeyen sonuglara neden
olabilmektedir. Insanlarm nitrit alim1 giinliikk 0.4 mg/kg’1, et iiriinlerine katilan nitrit ve

nitratlarin dozu ise 0.02 mg/kg’1 gegmemelidir.

Kontrolsiiz olarak kullamlan nitrit ve nitratlar viicuda fazla miktarlarda
alindiklarinda, amin gruplan ile reaksiyona girerek nitrozamin bilesikleri ve nitrik oksid
( NO ) olusturmakta, dolayisi ile kan ve dokularda serbest radikal gruplarinin olugumunu
stimiile ederek kanserojen etki meydana getirebilmektedirler. Bu etkiler genotoksik ve
sitotoksik olup kanserojen nitroso bilesikleri ve NO tarafindan olusturulmaktadir.

Ozellikle mide ve barsak kanserlerinin etiyolojisinde nitrit ve nitratlarn rollerinin
Onem arz ettigi bilinse de nitrit ve nitratlanin hangi kogullarda ve hangi mekanizma ile

nitrozaminleri olugturdugu bugiin bile tam olarak bilinmemektedir. Nitrozaminler araciligi



serbest radikaller olugtuktan sonra hiicrelerde ¢esitli yollarla degisik hasarlar olugmaktadur.
En onemli etkilerinden bir tanesi de hiicrenin DNA’sim etkileyerek, karsinogenesis

mekanizmasinin baslangic evresini olusturmalandir.

MDA konsantrasyonu non-enzimatik oksidatif lipid peroksid dekompozisyonu
neticesidir. Lipid peroksidasyonu doku hasarimin bir gostergesidir. Iki serbest radikal
karsilaghginda ciftlesmemis elektronlarimi birlestirerek bir kovalan bag olusturur. Bu
sekilde siiperoksit ve nitrik oksit cok hizli reaksiyonlasir ve peroksinitrit olusur.

Fizyolojik pH’da peroksinitrit direkt olarak proteinlerde hasar olugturur ve
nitronyum iyonu, nitrojen dioksid gazi ve OH radikali gibi toksik etkili bilesiklere
pargalamir. Bu sekilde fazla NO’nun toksisitesi oksijen ile etkilesimine baghdir. Katalaz,
tiim hiicre tiplerinde degisik konsantrasyonlarda bulunan bir hem-enzimdir.

Biz de bu galigmayi, gidalar ile alinan nitrit ve nitratlarin organizmada artigmin,
karaciger ve kandaki malondialdehit ( MDA ), ve nitrik oksit ( NO ) olusumu ile karaciger

kalataz enzimi tizerine etkisini incelemek amaciyla planladik.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Gidalarda Nitrit ve Nitrat Kullanimm

Nitritler birkag yiizyildir et ve liriinlerinde katki maddesi olarak kullanilan kimyasal
maddelerdir. Ancak son yillarda nitrit ve nitratlar olusturduklarn karsinojen nitrozamin
bilesikleri nedeni ile sorgulanmaktadirlar. Nitratin antimikrobiyel etkisi az oldugundan
birgok uygulamada onun yerine daha diigiik konsantrasyonlarda nitrit kullanilmamaktadir.
Ayrica, daha iyi hijyen kogsullar nitrite olan gereksinimi azaltmaktadir (140). Giiniimiizde
nitrit ve nitratlar gidalara sodyum (Na) ya da potasyum (K) elementlerinin nitrit ya da nitrat
tuzlar1 olarak katilmaktadirlar. Beyaz kristalize toz halinde olan ve suda kolay eriyen bu
kimyasallar gidalarda arzu edilen rengin ve aromanin olugumunda ve iiriiniin dayanma
sliresinin uzatilmasinda 6nemli rollere sahiptirler (91). Etlerde gerek kesim Oncesinde, ve
gerekse kesimden sonraki prosesler boyunca primer ve sekonder kaynakli mikroflora
olusumu goriilmektedir. Mikroflorayr olusturan bakterilerden bazilar1 besinlerde .
bozulmaya, bazilari da, gida enfeksiyonu ve / veya gida entoksikasyonuna neden
olmaktadirlar. Baz: bakteriler ise starter kiiltiir olarak kullanilmaktadirlar (152).

Gida enfeksiyonu ve / veya entoksikasyonuna neden olan baglica

mikroorganizmalar agagida siralanmaktadir:

= Escherichia coli

»  Proteus spp.

»  Salmonella spp.

= Staphylococcus spp.
»  Pseudomonas spp.

= Streptococcus spp.
®  Bacillus spp.

= Clostridium spp.

Nitritler, et iriinlerinde ise psikotrof ve laktik asit bakterilerinin ve mayalarm

iiremesini Onemli Ol¢iide engellemektedir (119). Ayrica nitritler besin zehirlenmelerinde



6nemli bir role sahip olan Clostridium botilinum’u da etkisiz hale getirmektedirler (72).
Nitritler deniz iirlinlerinde 6zellikle gram-pozitif ve gram-negatif koklarin, Serratia ve
Pseudomonas tiirlerinin liremesini inhibe ederler (138). Nitritler, botilismus ismi ile taninan
gida zehirlenmesine neden olan Clostridium botilinum’u inhibe etmektedirler. Béylece
lireyemeyen etken, toksin de iiretememektedir (113). Nitritler, gerek Bacillus gerekse
Streptokok suslannin aerobik {iremesini inhibe edememektedir. Ancak Bacillus suglarmin
anaerobik iiremelerini inhibe edebilmektedir. Bu durum, zamanla nitrit seviyesinin, oksijen
varhiginda azalmasindan kaynaklanmaktadir (8). Escherichia coli, Micrococcus ve
Staphylococus suslan ise, nitrati nitrite indirgemektedirler (152). Aynica Escherichia
coli’nin patojen suslarimin da nitrit varliginda hem 1s1 islemi gérmiis hem de 1s1 isglemi
gérmemis et iirlinlerinde iiremelerinin anlamh sekilde inhibisyona ugradify gézlenmistir
(66). Proteus suslan nitrit varhginda iireyememekte, ancak Pseudomonas’in anaerobik ya

da fakiiltatif anaerob suglar1 ise nitrit ve nitrat varligindan etkilenmemektedirler (21).

Mikroorganizmalarin iiremelerinin durdurulmasi ve normalde olusan fiziksel,
kimyasal ve biyokimyasal olaylann miimkiin oldugu kadar kisitlanabilmesi i¢in gida
maddelerinin iiretim agamasindan itibaren sogukta muhafazasi gerekmektedir. Nitritlerin
mikroorganizmalar iizerine inhibisyon etkilerinin diisiik 1s1 derecelerinde daha fazla oldugu
belirlenmistir. Sabit pH ve yliksek 1s1 derecelerinde gidalardaki nitrit seviyesinin 1s1ya bagh
olarak azaldign gozlemlenmistir (79). Diyetteki nitratlarin ¢ogu, bir dereceye kadar da
topragin yapist ve giibre kullanimi gibi faktorlere bagh olarak bitkilerde bulunur (62,99).

Etin ve et iiriinlerinin rengi depolama asamalarinda bazi biyokimyasal tepkimeler ile
bozulmaktadir. Tiiketici tarafindan istenmeyen bu durumu engellemek igin yine nitritler
kullanilmaktadir.

Nitritler, miyoglobin ve hemoglobin gibi renkli pigmentler ile birleserek
nitrosopigmentleri olusturmakta ve bdylece dogal renk korunmaktadir.

Mide icerifi oldukga asidiktir ve diyetteki NO7,  nitroz asid (HNO,)
olusturabilmektedir. Bu da azot oksidlerine pargalanabilir. Ayrica tiikkriik bezleri,
plazmadan NO7; konsantre eder ve NO’’ yi tikkrikk salgisina verir. Burada NO';, agiz
bakterileri tarafindan NO7,’ ye indirgenir. A¢likta, ortalama tiikriik nitrat diizeylerinin 100
uM oldugu belirtilmistir. Olas1 nitrik oksid olusumu; midede antibakteriyel bir mekanizma



ile meydana gelmektedir (38). Nitrdz asid deaminasyona neden olan giiclii bir ajandir ve
onun mutajenik etkisi bir tartigma konusu olmustur. NO", hayvanlarda biiyiik bir olasilikla,
hemoglobin ile etkilegerek hizla oksitlenir ve NO’; ile methemoglobin olusturur (62).

Nitritlerin yoklugunda etin rengi kararmaktadir. Ciinkii miyoglobindeki Fe*? - hem
oksitlenerek kahverengi kirmizi renkli metmiyoglobini olugturur. Nitrik oksid, miyoglobine
baglanarak, kirmizi renkli bir kompleks olusturur ki bu da reaksiyonu yavaglatir (62).

MbFe?-0,+ NO * — MbFe"?NO + 0, (12)

Ingiltere’de, 15-74 yaslan arasinda 747 kiside yapilan bir ¢calismada diyetle alinan
nitratlarin % 90’indan fazlasinin sebzelerle, nitritin ise %65’ inin et ve et iriinleri ile
alindigx gosterilmigtir. Su ile alinim ise toplam alinimin yaklagik %12’sini olusturmakta ve
su-nitrat konsantrasyonuna bagli olarak yaygin dagilim géstermektedir (81).

Ancak nitrit ve nitratlann kontrolsiiz kullanimi istenmeyen sonuglar
dogurabilmektedir. Insanlarin nitrit alum giinliik 0.4 mg/kg’1, et iiriinlerine katilan nitrit ve
nitratlarin dozu ise 0,02 mg/kg’1 gegcmemelidir (152,138).

Birgok avantajlarina ragmen, nitritlerin kullanimi ile géze alinmasi gereken
seylerden biri, nitritlerin, sekonder aminler ile reaksiyona girerek, nitrozaminleri
olusturabilmeleridir (62).

RoNH+HNO, - Ry -N-N=0 +H;0 (12).
(sekonder amin) (nitrozamin)

Nitrozaminler olduk¢a karsinojenik bilesiklerdir. N-nitrozo bilesikleri, gidada nitrit
veya nitrat, aminler ve aminoasidler gibi 6nciil molekiillerin varliginda olugabilir. Bunlarnn
sentezi, teknolojik proses, depolama ve pisirme sirasinda meydana gelebilir. Bu bilesikler,
in vivo ortamda, midenin asid ortaminda, sindirim strasmda veya barsaktan gegis sirasinda
bakterilerin etkisi ile sentezlenebilir (140,81).



Nitrat, nitritin daha stabil bir hali olmasina ragmen, nitrit deposu olarak etki
gosterebilir. Bu nedenle et iiriinlerinin kalite ve giivenliginin saglanmasinda hem nitritin,

hem de nitratin dikkatli bir sekilde kullanilmasina gereksinim vardir (126).

Sosislerin 1s1 isleminden 6nce su ile S dakika muamele gérmesi nitrosodimetilamin
olusumunu yaklasik %52 oraminda azaltmaktadir. Sosislerin daha uzun siire su ile muamele

edilmesi (17 saate kadar ) aym: sonuglan vermektedir (110).

Hollanda’da 1986 yilinda yapilan bir ¢caligmaya gére 16 farkli tiir et iiriiniinden
alinan 140 O6mekte nitrit ve N — nitrozamin kalntilarimin varhig aragtinlmigtir. Nitritin
varligy siilfanilamid / naftiletilendiamin reaksiyonu varhginda kolorimetrik yontemleri ile
belirlenmistir. Buna gore 6 adet 6rnekte nitrite rastianmazken ( > 1 mg sodyum nitrit / kg ),
geri kalan 6meklerde 1 — 140 mg sodyum nitrit / kg saptanmustir. Bu 6rneklerde ortalama
deger 6.8 mg / kg’dir. 46 6rekte, N — nitrozamin saptanamazken 75 6mekte 0.1 — 0.9
mikrogram / kg N — nitrozamin saptanmustir . Bu 75 &rnekte, ortalama 0.3 mikrogram /
kg’dir. (41)

1985°te Ingiltere Tamm, Su Urlinleri ve Gida Bakanhg tarafindan yapilan
belirlemeye gére Ingiliz halkinda tahmin edilen giinliik nitrat alim ortalama 54 mg., tahmin
edilen giinliik nitrit alimi ise 2.4 — 4.2 mg.’dir. (119)

Kanath etlerinde, et {iriinlerinde ve yumurtalarda bulunan nitrat, nitrit ve
nitrozaminlerin seviyeleri kaynatma ve kizartma ile anlamh derecede azaltilabilmektedir. ( p
< 0.05 ). Nitrit seviyeleri de yine aym islemlerle anlamli derecede azaltilabilmektedir (p <
0.05) . Bu islemlerden kaynatma, kizartmadan daha etkilidir (108).

Nitrit, nitrat ve tuzlarinin sosis imalatinda istenmeyen florayr ( enterobakteriler ve
psikotroflar ) anlamli derecede azalttifi (p < 0.01 ) ancak starter kiiltiirlere ¢ok fazla etkisi
olmadig1 belirlenmistir. Buna gore sosis imalatinda nitrit kullamminn hijyene bagh riskleri
azalttig1 sGylenebilmektedir (119).

Ispanya’da, 1997 yilinda yapilan bir calismada, 4 adet ticari markanin 145 giin
boyunca 3’ C’de muhafaza edilen sosisleri incelenmistir. Bu markalardan iki adedi
tiriinlerinde hem nitrit, hem de nitrat kullandifini belirtmesine ragmen, diger iki adedi



tirtinlerinde sadece nitrit kullandigim belirtmis, ancak yapilan incelemeler sonucunda nitrat
kullamlmadig belirtilen iiriinlerde de 36 mg / kg ‘dan 88 mg / kg’a varan dozlarda nitrata
da rastlanmistir (112).

Nifritler, giinliik diyetler igerisinde, igme suyu, sebze, et ve et iriinleri gibi farkl
gidalar vasitas: ile alinmaktadir. Nitritler, ayrica et {irlinlerine katki maddesi olarak da
katilmaktadirlar. Nitritin 6nemli etkilerinden bir tanesi de Clostridium botulinum gibi
toksin olusturan bakterileri inhibe etmesidir. Nitritlerin kimyasi, nitritten tiireyen bilesikler
ve bunlarin bakteriler ile ilgisi kangsiktir. Ancak gidalardaki bakterisid etkiyi nitrit sadece
kendi basina degil, gidalardaki hazirlanma prosesleri esnasinda nitritten tiireyen
kimyasallarin da yardimi ile olusturmaktadir. Nitritten tiireyen kimyasallardan olan nitrozil
bilesikleri Clostridium sporogenes’ in inhibisyonunda Gnemli bir géreve sahiptir. Bu
bilegik, gidarda bozulma olugturan aerobik ve anaerobik bakterilere karsi da inhibit6r
etkilidir (22).

Cevre kirlenmesi, siit ineklerinin i¢me su kaynaklarinda nitritlerin miktarinda artiga
neden olmaktadir. Bu nedenle siit ve siit iiriinlerindeki nitrit miktarlannin da dikkate
alinmas1 gerekmektedir. igme suyu ile 0- 180 mg / litre dozajinda nitrit alan siit ineklerinin
stitlerinde yapilan arastirmada siitlerde anlamli derecelerde nitrit artisina rastlanamamistir.
Bu dozda, igme suyu ile nitrit alan siit ineklerinin siitleri ve bu siitler kullanlarak imal
edilen siit iiriinlerinde halk saghg agisindan bir tehlike unsuru bulunmamakla beraber, rutin
analizlerin yapimi devam etmelidir (76).

Yogunlastinlmis ya da kurutulmus siitlerdeki nitrat icerikleri bazen anormal
derecede yiiksek olabilmektedir. Endiistriyel 1s1 islem prosesleri, nitrat ve tiirevlerinin
konsantrasyonunu  yikseltebilmektedir. = Yapilan incelemelerde kisa  zaman
pastérizasyonundan sonra nitrat seviyesinin bu liiriinlerde ikiye, pastorizasyon ve
sterilizasyon sonrasi ise dorde katlandig: goriilmektedir. 90 * C’de 120 dakika 1sitilan %2’
lik kazein soliisyonunda nitrata benzer maddelerin seviyesi 14.7’den 30.8 mg / kg’a
cikmustir. Bu arada siit proteinlerinin biiire ¢6zeltisi ile reaksiyona girmeleri de
hizlanmistir. 106 mg nitrat / kg igeren siit tozunun diyalizi g6sterir ki varolan nitratlarin %
95’1 serbest haldedir. Bagh nitratlann seviyesi ¢6ziiniir proteinlerde kazeine kiyasla 4 kat
daha fazladir (56).



Yan yumusak peynirlerin teknolojisinde nitrat, 6zellikle Clostridia’larn tliremesini
engellemek i¢in kullanilmaktadir. Normal teknolojik sartlar altinda bu islem tiiketici igin
risk tagimamaktadir. Ancak eger peynir alti suyu ya da siitiin sivi kismu tekrar tekrar
kulanilacak ise buradaki nitrit ve nitrat igeriklerinin kontrolii gerekmektedir (34).

Fransa’da 1980 yilinda yapilan bir ¢aligmada en popiiler gesitlerden secilen 1256 et
tiriinli ( 435 sosis, 226 Strazburg sosisi, 165 Frankfurter sosisi, 430 pates de Campagne —
koy tipi et dilimleri - ) incelenmistir. Ortalama degerler izin verilen kullanim dozlarinin
altindadir. Ancak ¢ogu iiriin nitrat kullanimu agisindan genis bir dozaj dagilim
gostermektedir (37).

Slovakya’da 2000 yilinda yapilan bir ¢aligmada nitrit ve nitratlanin, Emmental
peyniri iiretimindeki etkilerini incelemek amaglanmigtir. Buna gbre ¢ig siit, pastOrize .
edilmis siit, pastérizasyon sonrasi nitrat eklenmis siit, peynir.alt1 suyu, olgunlagmakta olan
peynir, ve olgunlasmis peynirden olmak iizere iiretimin alt1 farkli kademesindeki
iiriinlerden 6rnekler alinmustir. Cig ve pastorize siitteki ortalama sodyum nitrit degerleri 0.1
- 0.2 mg / kg veya litre, ortalama sodyum nitrat degerleri ise 0.9 mg / kg veya litre olarak
saptanmstir. Nitritler 6zellikle siit ve siit iiriinlerinlerinde iiremesi olasi patojenleri inhibe
etmek i¢in kullamlir. Nitrat eklenmis siit analiz edildiginde ise ortalama deger 81.2 mg /kg
veya litre, maksimum deger ise 90 mg / kg veya litre sodyum nitrat olarak belirtilmistir.
Presleme sonrasi peynir alt1 suyunda yapilan analizlerde ise ortalama deger 20.6 mg / kg
veya litre sodyum nitrat olarak saptanmigtir. Olgunlagmakta olan peynirde ise kayda deger
derecede nitrat gectigi goriilmektedir ( 67 mg / kg veya litre sodyum nitrat ). Olgunlagmas
peynirdeki analizlerde ise nitrit ve nitrat konsantrasyonunun azaldigi anlasilmaktadir ( 3.3
mg / kg veya litre sodyum nitrat, 0.2 mg / kg veya litre sodyum nitrit ) (86)

Nitritler ve nitrozo bilesikleri baz1 peynirlerde anormal renklenmelere ( pembe —
kahverengi ¢izgilerin olugmasi1 ) ve cukurcuklarin olusmasina neden olabilmektedir.
Nitritler, peynirlerde nitrozo bilesiklerinin olugmasina neden olmaktadirlar. Nitrozo
bilesiklerinin mayalarda bulunan bir enzim vasitasi ile dekompoze olmasi olasidir. Bu
enzim aym zamanda nitrozo bilesiklerin dekompoze etmesi ile birlikte ortami da
detoksifiye etmektedir. Peynir {iretimi esnasinda ortama maya eklenmesi anormal renklerin
kaybolma hizinin artmasini stimiile etmektedir (70).



2.2. Saghk Agsindan Nitrit ve Nitratlarin Onemi

Nitrit ve nitratlarin kontrolsiiz kullanimi istenmeyen sonuglar dogurabilmektedir.
Insanlanin nitrit ahm giinliik 0.4 mg/kg’1, et iiriinlerine katilan nitrit ve nitratlarin dozu ise
0,02 mg/kg’1 gegmemelidir (152).

Kontrolsiiz olarak kullamlan nitrit ve nitratlar viicuda fazla miktarlarda
alindiklaninda, amin gruplan ile reaksiyona girerek nitrozamin bilesikleri ve nitrik oksid
(NO) olusturmakta, dolayis: ile kan ve dokularda serbest radikal gruplarimin olusumunu
stimiile ederek kanserojen etki meydana getirebilmektedirler. Bu etkiler genotoksik ve
sitotoksik olup kanserojen nitroso bilesikleri ve NO tarafindan olusturulmaktadir.

Ozellikle mide ve barsak kanserlerinin etiyolojisinde nitrit ve nitratlarin rollerinin
Onem arz ettigi bilinse de nitrit ve nitratlarin hangi kogsullarda ve hangi mekanizma ile
nitrozaminleri olusturdugu bugiin bile tam olarak bilinmemektedir. Nitrozaminler aracihf
ile serbest radikaller olustuktan sonra hiicrelerde ¢esitli yollarla degisik hasarlar
olusmaktadir. Nitrozaminlerin en 6nemli etkilerinden bir tanesi de hiicrenin DNA’sim

etkileyerek, karsinogenesis mekanizmasinin baslangi¢ evresini olusturmalandar.

1986 yilinda, yaslan 9, 12, 15, 18, 21, 24 olan 1212 Finli’nin giinliik diyetlerindeki
nitrit ve nitrat alimlan incelenmigtir. Bu ¢aligmada yiyeceklerin yamisira su ile alinan nitrit
ve nitratlar da dikkate alinmigtir. Buna gére, yiyeceklerle alinan nitrat ve nitritler sirasi ile
54 mg. ve 1.4 mg. iken su ile alinan nitrat 1 — 2 mg arasi su ile alinan nitrit ise 0 — 0.2 mg.
arasinda bulunmustur. Bu ¢alismaya gére nitrat alimimnin % 86’smin sebzelerden, nitrit
aliminin ise % 69’unun et iiriinlerinden kaynaklandig: belirlenmistir (88).

Sodyum nitritin, gidalarda g¢ok yliksek dozda kullamilmasi akut gida
entoksikasyonlan olusturabilmektedir. 1997 yilinda Ingiltere’de bir kasabm iic gocugu
yiiksek doz sodyum nitrit kullanilarak iiretilmis sosislerden yemis ve bunu takiben gocuklar
entoksikasyon semptomlann gostermis, zehirlenen g¢ocuklara methemoglobinemi teshisi

konulmustur. Tehlikenin biiyiimemesi igin etler toplatilarak imha edilmistir (2).

1996 — 1997 willarinda Polonya’da yapilan bir ¢alismada 6 adet hastanenin

meniilerinden ahinan Srneklerdeki nitrit ve nitrat seviyeleri aragtinlmistir. Bu arastirma 2



adet farkli metod kulanilarak yiiriitiilmiistiir. Bu metodlar sirasi ile analitik ve hesaplama
metodlandir. Analitik metoda gore hastalannn kigi bagi giinliik nitrat alimi 85 mg,
hesaplama metoduna gore ise kisi bas: giinliik nitrat alim1 65 mg olarak saptanmistir (15).

2001 yilinda, Ingiltere’de yapilan bir ¢ahismaya gore 6 adet erkek goniilliide
diyetteki nitrit varyasyonuna gdre metabolik faaliyetler incelenmistir. 10 giin boyunca
giinliik diyetlerdeki et miktan1 0 gr’dan sirasi ile 60, 240 ve 420 gr’a ¢ikanldiginda fekal
bakida N- nitrozo bilesikleri ve nitrit diizeylerinde anlamli artiglar saptanmistir (sirasi ile
p< 0.0001 ve p= 0.046 ). Fekal bakida, diyette et bulunmazken nitrit ve N — nitrozo
diizeyleri 54 + 7 mikrogram / giin iken, bu degerler siras1 ile diyetlere 60 gr et eklendiginde
52 + 11 mikrogram / giin, diyetlere 240 gr et eklendiginde 159 = 33 mikrogram / giin,
diyetlere 420 gr et eklendiginde ise 199 + 36 mikrogram / giin olarak degisiklik gostermigtir
(69).

Nitratlann inek siitiinde, anne siitiinde ve siit bazl1 bebek mamalarindaki miktarlan
205 nm’deki direkt kromotografi ve iyon kromotografi yontemleri ile saptanabilmektedir
(99).

Nitrit tiirevlerinden &zellikle volatil N — nitrozaminin anne siitiinde olma olasilig1 da
arastiricilann ilgisini gekmektedir. 16 farkli emziren anneden alinan 175 adet siit 6rneginin
analizi sonucunda, bu drneklerin % 76.5’inde 0.2 ppb N — nitrozodimetilamin saptanmustir.
Bu, minimum ©&lgiilebilen deger simirinda bir sonugtur. Diyetlerinde jambon bulunan ve
yemek yedikten 6 saat sonra emzirme islemine baglayan goniillii annelerin siitleri analiz
edildiginde, siitlerde nitrozamin artigina rastlanamamigtir. Diyetlerinde jambon ile birlikte
yilksek dozda nitrit iceren sebze yiyen annelerin siitlerindeki N- Nitrozodimetilamin
miktarlan ise nadiren yiiksek seviyelere ¢ikabilmektedir (89).

Federal Alman Cumhuriyeti’nde, halkin giinliik nitrit ve nitrat alimi siras: ile 3.3 mg
/ giin ve 75 mg / giin olarak hesaplanmistir. Bu hesaplamalarda nitrat icermeyen igme
sulan i¢ildigi baz alinmistir. Yine Almanya’da 1971 yilina bakildiginda ise kisibagi giinliik
tikketim 49 mg nitrat ve 1.7 mg nitrit degerlerini g6stermektedir. Aradaki degerlerdeki
farkliligin ise market kiiltiiriiniin yogunlagsmas: sonucu gidalar ile alinan nitrit ve nitratin
artigindan meydana geldigi yiiksek bir olasiliktir. Bunun yaninda nitrat aluminin sadece gida
ile degil de, igme suyu ile de alindifx ve hesaplanan deZerlerdeki artigin paymnda igme
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sulanindaki nitrat varlifmin da oldugu disiliniilmektedir. Almanya’da nitrit ve nitrat
aliminin en ¢ok patates, sosis ve et tiiketimi ile gerceklestigi bildirilmektedir (121).

Danimarka, Finlandiya, Norveg ve Isveg gibi iilkelerde siit iiriinlerinde kullaniimas:
gereken nitrat miktar1 150 — 200 mg / litre potasyum nitrat olarak belirlenmistir. Ancak
nitrat kaynakli non volatil N — nitrozamin bilesiklerinin olugum potansiyeli, potasyum
nitratin {iretici firmalar tarafindan tercih edilmemesine neden olmaktadir. Nitratlarin bazi su
{iriinlerine katimma halen Danimarka, Finlandiya ve Isvigre’de izin verilmesine ragmen bu
uygulamaya birkag yil icinde son verilecegi diisiiniilmektedir. Nifritlerin su iiriinlerinde
katki maddesi olarak kullanilmasi ise sozkonusu iilkelerde yasaklanmgtir. Nitratlarin,
Norveg ve Isveg’te et ve et iiriinlerine katki maddesi olarak katimina izin verilmemektedir.
Finlandiya ve Danimarka’da ise nitratlarin kullanimi azaltilmaktadir. Nitrit ve nitratlardan
olusabilen N — nitrozo bilesiklerinin karsinojen etkileri ve tiiketici saghg diisiiniilerek
sozkonusu iilkelerdeki nitrit ve nitrat kullammnin planli olarak azaltilmasina neden
olmaktadir (114).

Siitteki yiiksek nitrat konsantrasyonlar1 sadece insan ve bebek saghig igin tehlikeli
olmakla kalmayip aym: zamanda teknolojik olarak bir takim problemlere de neden
olmaktadir. Zemplinka Teplica Veteriner Arastirma Merkezi’ne ait 6 adet siit ineginde
nitrat yiiklemesi ardindan, bu ineklerin siitlerindeki nitrit ve nitrat miktarlar incelenmigtir.
Caligmanimn baslangicinda, ineklerin siitleri, yemleri ve i¢me sularindan incelenmek iizere
ornekler alindiktan sonra, igme sularina potasyum nitrat katilmis ineklere peroral olarak
iki hafta araliklarla siras: ile 150; 75; 37.5; 18.75; 9.5 gram dozlarinda aksam sagimindan
iki saat 6nce uygulanmistir. Siitteki olasi nitrit ve nitrat kalintilan ineklere potasyum nitrit
uygulanmasindan sirasi ile 2, 14, 26, 38, ve 50 saat sonra incelenmigtir. Sagimlar manuel
olarak yapilmigtir. 150 gram potasyum nitrat uygulanmasindan iki saat sonra, siitteki
ortalama nitrat kalintis1 34.6 mg / litre olarak bulunmustur. Bu artmis degerler potasyum
nitrit uygulanmasindan 38 saat sonraki yapilan sagimda da stabil kalmigtir. Uygulamadan
50 saat sonraki sagimda da residiiel nitrat degerleri hemen hemen 2 ve 38. saatteki sagimlar
ile aym degerlerde kalmaya devam etmektedir (5).
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2.3. SERBEST RADIKALLER

2.3.1. Serbest Radikallerin Tanimi, Cesitleri ve Kaynaklari

Radikal, bir veya daha fazla sayida ortaklanmamis elektron igeren atom ya da
atomlar grubudur (85). Radikal, formiiliiniin sag iist kismina bir nokta isareti konularak
belirtilir ( Orn : HO"). Radikali belirten nokta isaretinden sonra yiikii belirten isaret konulur
(Om: 0y ") (85).

Reaktif oksijen tiirleri bilimadamlan tarafindan siklikla kullanilan kollektif bir terim
olup sadece siiperoksid radikali ( O," ~ ) ve hidroksil radikali ( OH ) gibi oksijen
radikallerini degil, aym1 zamanda oksijenin radikal olmayan tiirevlerini de kapsamaktadir
(62).

Tablo 1- REAKTIF OKSIJEN TURLERI

RADIKALLER NON- RADIKALLER
Siiperoksid  (0;7) Hidrojen peroksid ( H,0,)
Hidroksil (OH) Hipoklérdz asid (HOCI)
Peroksil (ROy) Ozon (03)
Alkoksil ____(RO') Singlet oksijen (" Ag)
Hidroperoksil ( HO, ) Peroksinitrit (ONOO")

Reaktif, kuskusuz relatif bir terimdir; ne O~ ne de H,0; sulu ¢ézeltilerde reaktif
degildir. Bu nedenle bazi yazarlar “ oksijen tiirevleri ” terimini kullanmaktadirlar. Diger bir
popiiler terim ise “ oksidanlar “ dir. Bununla beraber O, ve H,0; sulu ¢6zeltilerde farkls
sistemlerde hem indirgen hem de yiikseltgen ajanlar olarak etki edebildiklerinden bu terim
pek tercih edilmemektedir (62).

Radikaller, hem organik hem de anorganik molekiiller halinde bulunurlar ve
olduk¢a reaktif 6zellik gosterirler. Normal metabolizmanin iiriinleri seklinde agiga ¢ikan
radikaller, ayrica organizmanin iyonize edici radyasyona, oksitleyici 6zellik tagiyan ajanlara
(baz1 antitiiméral ilaglara) ve ksenobiyotiklere maruz kaldigi durumlarda da meydana
gelebilirler (130). Canliigin devammnin zorunlu bir pargasi olan oksijen radikalleri ¢ok
sayida enzimatik reaksiyon ve biyolojik fonksiyonlar igin gereklidirler. Ancak herbir
radikalin yapisi ve etkili oldugu yere gore hiicresel hedefler risk altindadir. Bu nedenle
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radikallerin hiicresel kaynaklari, rol aldiklant reaksiyonlar ve hiicresel savunma
mekanizmalarinin heniiz agiklik getirilmemis bazi klinik durumlarin patogenezine de 151k
tutabilir (77).

2.3.2. Radikallerin Hiicre ici Kaynaklan

Bir molekiill oksijenin tamamen indirgenebilmesi i¢in dort adet elektron
gerekmektedir. Bu indirgenme eger tek degerlikli reaksiyon adimlan yolu ile ilerlerse
siiperoksid radikali ( O, ), hidrojen peroksid ( HO, ) ve hidroksil radikali ( OH") gibi ara
iiriinler meydana gelmektedir (49).

Aerobik hiicreler i¢in radikallerin baglica kaynag1 molekiiler oksijendir. Oksijenin
bir elektron alarak indirgenmesi ve aerobik hiicrelerin enzimatik oksidasyonu sirasimnda

negatif yiiklii bir ara iiriin olan siiperoksid radikali agiga ¢ikar (48).
20, +2H > H0,+ 0

Siiperoksid radikalinin yer aldigi bir dizi reaksiyon sonucu, 6zellikle mitokondri
i¢inde hidroksil radikali meydana gelir (106). Normal metabolizmanin yamsira hiperoksi,
doku iltihab1 ve radyasyonla artan oksijen metabolizmas1 O,~, OH ve H,0; olusumunu
arttinir (77). Tedavi amaca ile kullanilan birgok preparat, dzellikle antineoplastik ajanlar ve
aktiviteleri i¢in kinon gruplan ve bazi metallere gereksinim duyan antibiyotikler oksijen
radikalleri ag18a ¢ikarabilirler. Bu preparatlarin kemoterapétik etkilerinin ve sitotoksik yan
etkilerinin gogu oksijeni, O,~, OH ve H0,’ ye indirgeme 6zellikierine baglanmaktadir
(75).

Organizmanin elektromanyetik radyasyona (x isinlari, gama 1ginlar) ve partikiillii
radyasyona (elektronlar, protonlar, nétronlar, alfa ve beta partikiilleri) maruz kalmasi
sonucu primer radikaller agiga ¢ikar. Ayrica fotokimyasal hava kirleri, hiperoksi, sigara
duman, anestetikler ve genel olarak aromatik hidrokarbonlar gibi ¢esitli cevresel ajanlar da

radikallerin meydana gelmesine yol agarlar (94).

Eksojen Kaynaklar

] Antineoplastik ilaglar
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Paraquat

Alloksan

Oksidan ilaglar

Sigara dumam

fyonize edici radyasyon
Giines 151nlar1

Isik soku

Glutatyonu oksitleyici maddeler

Endojen Kaynaklar

Coziinebilir 6zelligi olan ve ndtral sivi ortamda redoks reaksiyonlarina girebilen
hiicre bilesenlerinin gogu hiicre icinde radikaller olustururlar. Bunlar arasinda tiyoller,
hidrokinonlar, ketakolaminler, flavinler ve tetrahidropterinler bulunur (98,100,4,43). Bu

maddelerin tiimii dioksijenin indirgenmesini saglarken primer olarak siiperoksid

Mitokondriyel elektron transport zinciri

Kloroplast elektron transport zinciri

Oksidan enzimler

Indolamin dioksijenaz
Triptofan dioksijenaz
Galaktoz oksidaz
Siklooksijenaz
Lipooksijenaz
Mononamin pksidaz

Fagositik hiicreler
Notrofiller

Monosit ve makrofajlar
Eozinofiller

Endotelyal hiicreler

Otooksidasyon reaksiyonlari
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radikallerinin meydana gelmesine neden olurlar. Radikal olusturan enzimlere rnek olarak

ksantin oksidaz, flavoprotein dehidrojenaz ve triptofan dioksijenaz 6mek verilebilir (47).

Aerobik hiicrelerde oksijen konsantrasyonunun artmas: ile birlikte O, olusum hizi
da artar (46,105). Fagositoz sirasinda oksijen kullammi arttifindan oksijenden O,
olusumu ve dolayisi ile H,O; ag18a ¢ikisi da artar (39). H,O,, membranlarn hemen hemen
su molekiilii kadar kolay gecebilir. Stiperoksid radikalleri de transmembran anyon kanallan
ile hiicre icine ulasir (78). Fagositlerin olusturdugu bu radikaller bakteri membranlarim
harap ederek bazi bakteri suslarimin Sldiiriilmesinde etkin bir rol oynamaktadirlar (31).
Bakteri membranlan ¢ok diisiikk konsantrasyonlarda ¢ok doymamus yag asidleri igerirler. Bu
nedenle burada etkili olan radikal, H,0,’den ¢ok O, sisteminde olusan OHdir. Ciinkii
OH’, her organik molekiille yiiksek bir hizda reaksiyona girer (144). Fagositoz sirasinda

olusan radikaller, normal olarak hiicre disina bazen de endositik vakuollerin i¢ine salinirlar

@)

Membrana bagh siklooksijenaz tarafindan aragidonik asidin enzimatik oksidasyonu
ile radikaller agiga cikmaktadir (95). Siklooksijenazin katalizledigi aragidonik asidin
metabolizmast siwrasinda olusan radikalin OH® oldugu ve prostoglandin G, ( PGG; )
lizerindeki hidroperoksidin pargalanmasi sonucu agiga ¢iktig: ileri siiriilmektedir (40,74).

Endoplazmik retikulum ve nukleus membraninda, membrana bagl sitokromlarin
oksidasyonu sonucu radikaller meydana gelirler. Olusan radikaller, hem organel iginde ve
hem de sitozolde etkisini gosterebilirler. Endoplazmik retikulum ve nukleus membranlarn
sitokrom P4s0 ve bs icerdiklerinden doymams yag asidlerini indirgeyebilirler (1,23). Ayrica
flavoprotein igeren sitokrom rediiktazlar da otooksidasyon ile O, ve H,0; olustururlar
(136). Sigan karaciger mikrozomlarinda da OH' radikalinin olustugu saptanmustir (77).

Peroksizomlar, hidrojen perokisidin hiicredeki en o©nemli kaynagidir.

Peroksizomlarda bulunan D- aminoasid oksidaz, iirat oksidaz, L- alfa hidroksi asid oksidaz

enzimleri hidrojen peroksid agiga ¢ikarici 6zellige sahiptirler (96).

Plazma membram bircok nedenden dolayl, radikal reaksiyonlar igin kritik bir
yerdir. Membranda bulunan fosfolipidler, glikolipidler, steroller, doymamg yag asidleri ve
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kolayca okside olabilen aminoasidleri i¢eren transmembran proteinleri, radikal harabiyetine
agiktir. Ayrica, radikallerin baglattifa lipid peroksidasyonu ya da membran yapisinda
bulunan proteinlerin oksidasyonu, tfransmembran iyon gradientinin bozulmasina, salgilama

fonksiyonlariin kaybina ve hiicre i¢i metabolik olaylarin inhibisyonuna yol agabilir (77).

Radikallerin reaktif ézelligi bashca difiizyon mesafesi ile iliskilidir. Omegin OH
son derece yiiksek reaktif dzellikte oldugundan, olustugu hiicre boliimiinden daha uzaga
diftizyona gerek kalmadan derhal olustufu yerde reaksiyona girer. Ancak, bu difiizyon

hiicre igindeki siiperoksid dismutaz enziminin yiiksek konsantrasyonlan ile simrhdir (77).

2.3.3. Radikallerin Biyolojik Kaynaklarn

Radikallerin biyolojik reaksiyonlarim genel bir baghk altinda incelemek oldukca
zordur. Ciinkii organizmamin yagam boyunca karsilastifi radikal tiirleri siirekli olarak
degisiklik gosterir. Bilindigi gibi bir ya da birden fazla tek sayili elektron igeren radikaller,
hiicrede gecis metallerinden oksijen tiirlerini elektron transferinden agiga ¢ikarlar. Daha
sonra radikal reaksiyon dizileri baglar ki bunlar atom transferlerini igerirler. Hiicre i¢inde
bir diger 6nemli radikal reaksiyonu doymamis baglara ( yag asidleri ve aromatik halkalara )
radikal katilmasidir. Radikal reaksiyonlan ilerleyerek hiicresel tahribat ile sonuglanabilir.
Bu tiir reaksiyonlar, bir reaksiyonlar dizisi halinde devam edebilecegi gibi, radikal etkisini
ortadan giderici molekiiller tarafindan sona erdirilebilirler (77).

Oksijen radikalleri; aminoasidler, proteinler, lipidler, lipoproteinler, karbohidratlar
ve niikleik asidler dahil tiim biyokimyasal molekiillere geri doéniisiimlii veya geri
doniisiimsiiz olarak hasar verici etkiler yapabilirler. Bu radikaller aym1 zamanda membran
fonksiyonu, metabolizma ve gen ifadesi gibi hiicre aktiviteleri fizerine de etkilerini
gosterebilirler (27). Oksijen radikalleri hiicreler igin ciddi tehdit olugtururlar ve biiyiik bir
olasilikla hiicre ve doku hasani, DNA modifikasyonu ve bir¢ok hastahigin patojenezinden
sorumlu olabilirler (27,25,50).

Oksijen radikali O,™ ve hidrojen peroksid olusumundaki artiglar direkt olarak hiicre

hasarina neden olabilirler. Bunlar uygun gecis metalleri ile etkilesime girerek oldukca
reaktif 6zellikte olan OH’ ve diger oksidan iiriinleri meydana getirirler (35,65). Bu primer
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hasar NADH, indirgenmis glutatyon ve ATP’nin azalmasina ve sitozolik kalsiyum

iyonlarinin artmasina ve bunlar da sonugta hiicre hasarina neden olabilir (61).

Hidrojen peroksid fazla reaktif 6zellikte olmamasina ragmen biyolojik membranlari
kolayca gegebilir. Yiikli olan O, ‘ nin membrandan gegebilmesi igin membranda anyon
kanallarina gereksinim vardir. Aksi takdirde O, ‘nin membrandan gegisi daha yavas olur
(92,135). Eritrosit membranlarinda bdyle bir kanal oldugu bilinmektedir. Damar endotel
hiicrelerinde de O, i¢in anyon kanallari bulunmasi miimkiindiir (92).

Hidrojen peroksidin hiicre ve hiicre organellerine farkli toksik etkileri
bulunmaktadir. Bazi1 bakteriler ve hayvan hiicreleri mikromolar diizeyde hidrojen
peroksidden zarar gordiikleri halde, diger bazi bakteriler ve fotosentez yapabilen algler
Onemli miktarlarda hidrojen peroksid olustururiar (111).

Sulu ¢ozeltilerde O~ ve H;O,’ nin reaktivitelerinin ilimli olmas1 nedeni ile
hiicreye hasar verici etkilerinin direkt olarak O, ve H,O, tarafindan olmadifim
diigiindiirmektedir. Bununla beraber O, ‘nin dihidroasid dehidratazi, kalp dokusundaki
kreatin kinazi inhibe ettigi belirlenmistir (87). Bununla beraber genel olarak hiicrelere O,
ve Hy0,’nin hasar yapict etkisi onlarin biiyiikk bir olasilikla g¢ok daha reaktif iiriinlere
d6niigiimii nedeni ile olmaktadir. O, ‘nin protonlanmasi ile hidroperoksil radikali ( HO"; )
olusur, bunun herhangi bir biyolojik sistemde sitotoksik rolii oldugunu gésteren bir kanit

olmamasina ragmen, HO';’nin potansiyel 6nemi su iki faktdrden kaynaklanmaktadir (14).

1- HO>’nin polaritesi O, ‘den daha azdir ve bu nedenle biyolojik

membranlan hidrojen peroksid kadar kolay gegebilir.

2- HO';, O, ‘den daha reaktiftir ve O, ‘den farkli olarak yag asidleri
ile direkt olarak etkilesime girebilir (62)
HO';’nin etkisi ile esansiyel amino asidlerin peroksidlere doniistiigii kanitlanmigtir

(10). Jeesup ve arkadaslari’'na  gore (7) HO’,’nin, LDL’nin lipid bilesiklerinin
peroksidasyonunu baglatabilecegi dnerilmektedir.
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Su molekiilii, yiiksek enerjili iyonizan 1§inlara maruz birakildiginda OH' olugur. OH’
oldukca reaktif ozellikte olup olustugu yerde veya olustufu yere yakin kisimlarda hizla
reaksiyona girer (120). Bu nedenle hiicre hasarinin tipi bu radikalin olusum yerine bagimlt
olacaktir. Omegin; DNA’ya yakin OH" olugumu, piirin veya pirimidinlerin modifikasyonu
veya DNA ipliklerinin kirilmasina neden olur. OH ’nin biyolojik bir molekiille reaksiyonu
daha az reaktif 6zellikte baska bir radikal olusturabilir. Bunlar da olusum yerinden daha
uzaga difiizlenerek spesifik biyomolekiiller ile reaksiyona girebilirler (80).

Iyonizan 1ginlara asin maruz kalinmanin diginda organizmada olusan OH" *min gogu

hidrojen peroksidin metale bagh yikimi ile olusur.

M™ + H,0, - M™V + OH + OH

Bu reaksiyonda M™, metal iyonu olup titan, demir veya kobalt olabilir (57,101). Fe
(1) ‘ye bagamli H>O, yikilimu ile OH' olusumu Fenton reaksiyonu olarak bilinir (65,64).

Fe'? + H,0, — Fe™ + OH' + OH~

Metal iyonlan1 ve kompleksleri tarafindan katalizlenen Haber — Weiss reaksiyonu ile
OH’ olustuguna inanilmaktadir (14,29,44,59,84).
Mn++02-—_) M(ﬂ—l)++02 (1)
M @-D* 4 H,0, > M™ + OH + OH' )

Toplam Reaksiyon: O, +H;0; — O, +OH "+ OH’

O, ‘nin siiperoksid diismutaz enzimi tarafindan dismutasyonu ile, sitotoksik OH’
olusumu 6nlenebilmektedir (53).

2.3.4. Radikal Harabiyeti Riski Altindaki Hiicre Komponentleri

1-Proteinler: Sulu fazda radikal olusturan sistemlerin proteinler iizerine etkileriyle
ilgili ¢ok sayida literatiir yayinlanmustir (3,30,33,52,128,147,148). Lipid radikallerinin
proteinler iizerine hasar yapici etkilerinin olabilecegi de bilinmektedir (31). Membran
bilesenlerinden monoamin oksidaz ve membran transport proteinlerine radikallerinin hasar

verici etkileri ¢cok Onemlidir (33,117). Roger T. Dean ve arkadaglarmin (32) elde ettigi
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bulgulara gére proteinler iizerine radikallerin etkileri; radikallerin olusum yerine, hedef
molekiillere ve antioksidanlara bagimhdir. Ornegin : Lipid peroksidasyonuna yol acan
radikaller membranlarin veya lipoproteinlerin hidrofobik kisimlarinin proteinleri iizerine
etkili olabilirler (33,73). Hidrofilik radikaller, ¢Oziiniir haldeki veya membrana bagli
proteinleri ilizerine daha etkilidirler (32). Triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metionin ve
sistein gibi aminoasidleri igeren proteinler radikallerden kolayca etkilenirler. Gliseraldehid
— 3 — fosfat dehidrojenaz gibi aktiviteleri yukaridaki aminoasidlere bagimli olan enzimler,
radikaller tarafindan inhibe edilirler (18). Sitoplazmik proteinler ve membran proteinleri de
oksidan ajanlara maruz kaldiklarinda radikallerle proteinlerin amino asid kalintilar1 arasinda
geri doniisiimsiiz reaksiyonlar meydana gelir. Prolin ve lizin amino asidleri ile protein
yapisimu olusturan peptid baglart da oksijen radikallerinden etkilenebilir. Bu radikallerin
etkisiyle nonenzimatik olarak prolin ve lizin hidroksilasyonu meydana gelebilir (137) .

Proteinlerin, radikallerin hasar yapici etkilerinden ne derecede etkilenecegi onlarin
amino asid igeriklerine bagimlidir. Proteinin hiicresel lokalizasyonuna ve radikalin

sitotoksik giicline gore protein harabiyetinin boyutlan degisebilir (77).

2- Niikleik Asidler ve DNA: Iyonize edici 1smlarm etkisi ile olugan radikaller,
DNA’ w1 etkileyerek hiicrede mutasyona ve 6liime yol agarlar (11,14). Sitotoksik etki ya
niikleik asidlerdeki bazlarn modifikasyonuna ya da DNA’daki diger bozukluklara baglidir.

3-Sitozolik Molekiiller: Sitozoldeki proteinler radikallerin etkisi ile degisime
ugrarlar. Hemoproteinler ( Orn: Oksihemoglobin ), O, ‘nin ya da H,O; ‘nin demir ( II)
ile reaksiyonu sonucu methemoglobine doniigiir (143). Bir diger &nemli sitoplazmik
hemoprotein olan katalaz, O, tarafindan inhibe edilir (83). O, ‘nin dismutasyon iiriinii
olan H,0O,, siiperoksid dismutaz enziminin +2 degerlikli bakirin1 +1 degerlige indirgeyerek
enzimi inhibe edebilir (68).

4-Membran Lipidleri: Membran kolesterol ve yag asidlerinin doymamis baglan,
radikaller ile reaksiyona girerek peroksidasyon olustururlar. Lipid peroksidasyonu sirasinda
¢ok doymamis yag asidleri hidrojenini kaybeder ve molekiiler oksijen ile reaksiyona girer.
Baz1 metallerin varlifinda peroksidasyonun siddeti arttirilabilir (122).
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2.3.5. Lipid Peroksidasyonu

Serbest radikaller hiicre membranlarindaki ¢ok doymamus yag asidlerini etkileyerek
lipid peroksidasyonuna neden olmaktadir (104). Lipid peroksidasyonu, serbest radikaller
tarafindan baglatilan ve membran yapisindaki ¢ok doymamus yag asidlerinin oksidasyonunu
iceren kimyasal bir olay olarak tamimlanmaktadir. Bu olay, baglama, ilerleme ve sonlanma
basamaklarini igerir. (104,97).

Lipid peroksidasyonu, organizmada olusan kuvvetli oksitleyici bir radikalin zar
yapisindaki ¢ok doymamis yag asidi zincirindeki alfa — metilen gruplanindan hidrojen
atomu uzaklagtirilmasi ile baglamaktadir. Serbest radikal etkisi ile yag asidi zincirinden
hidrojen atomunun uzaklasmasi, yag asidi zincirinin radikal haline doniismesine neden
olmaktadir. Olusan bu lipid radikali (L) dayaniksiz bir bilesik olup, molekiil igi ¢ift bag
aktarilmasi sonucunda dien konjugatlarina déniismektedir. Daha.sonra lipid radikalinin -
molekiiler oksijen ile reaksiyona girmesi ile lipid peroksid (LOO.) radikali olugmaktadir.
Bu lipid peroksid radikalleri de zar yapisindaki ¢ok doymams yag asidlerini etkileyerek
yeni lipid radikallerinin olusumunu saglamakta, kendileri de agifa c¢ikan hidrojen
atomlarim alarak lipid hidroperoksidlerine ( LOOH. ) déniismektedir. Boylece reaksiyonun
otokatalitik bir bi¢imde yiiriimesi saglanmaktadir (104,97).

Lipid peroksidasyonunun, membran yapisinda olusturdugu degisiklikler nedeni ile
membran islevinin bozulmasi ve son iiriinler olan aldehidlerin sitotoksik etkileri gibi farkli

yollar ile hiicre hasarina neden oldugu diisiiniilmektedir (51).

Lipid peroksidasyon liriinlerinden malondialdehid (MDA), membran
komponentlerinde ¢apraz baglanma ve polimerizasyona yol agarak esneklik, iyon
transportu, enzim aktivitesi gibi intrinsik membran &zelliklerini etkileyebilir ve DNA’nin
azotlu bazlar ile de reaksiyona girebilir. Bu 6zellikleri ile malondialdehid mutajenik kiiltiir
hiicreleri i¢in ise genotoksik ve karsinojenik etkilidir (102).
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2.3.6. Radikallerin Etkilerine Kars1 Hiicreyi Koruyucu Enzimler

Aerob hiicrelerin tiimiiniin, serbest radikallerin olusumunu en az diizeye indirecek
ya da alternatif olarak serbest radikaller olusur olusmaz bunlart hizla pargalayacak
koruyucu mekanizmalar gelistirdikleri bilinmektedir (42).

Organizmada siirekli bir bicimde serbest radikal niteliginde bilesikler olusmasina
ragmen, giiclii savunma sistemlerinin varligi bu bilesiklerin lipid peroksidasyonunu

uyarmasini 6nlemektedir (20).

Radikallerin etkilerine kars1 organizmada antioksidan adi verilen koruyucu savunma
sistemleri enzimatik ve radikal tutucu maddeler olmak iizere iki grupta toplanmaktadir
(104).

Enzim sistemleri, siiperoksid dismutaz ( SOD ), katalaz ( CAT ) ve gulutatyon
peroksidaz (GSH — Px ) “dir. kinci grup radikal tutucu maddeler arasimda E ve C
vitaminleri, beta karoten, retinoik asid, ubikinon, iirik asid, albiimin, seriiloplazmin,
transferrin, glutatyon ( GSH ) sayilmaktadir (104). Saglikli organizmalarda oksidanlar ve
antioksidanlar denge igerisindedirler. Patolojik durumlarda denge bozulmakta ve kontrol
edilmez ise hiicre hasarina yol agmaktadir (97).

2.3.6.1. Katalaz

Katalaz bilinen en eski enzimdir. 1901 yilinda Loew tarafindan bu isim verilmistir
(125). Enzim, 2H,0, — 2H,0 + O, reaksiyonunu Katalizler. Hidrojen peroksid, O, “nin
dismutasyonu ile olugur. Birkag¢ bakteri diginda aerobik hiicrelerin ¢ogunda katalaz bulunur.
Katalaz hayvanlarda organlarnin ¢ogunda Ozellikle de eritrositlerde ve karacigerde bolca
bulunmaktadir. Katalaz, eritrositlerde hemoglobinin otooksidasyonu sonrasinda meydana
gelen O, “nin dismutasyonu ile olugan hidrojen perokside karg: hiicreyi korumada yardimci
olabilir. Eritrositler kolayca difiizyona ugrayan hidrojen peroksidi absorbe ederek diger
dokulan da oksidatif hasara karg1 koruyabilirler (146).

Hiicre alt fonksiyonlan diizeyinde katalaz, peroksizomlarda %80 oraninda, sitozolde

ise yaklasik %20 oraminda bulunmaktadir. Dokularn katalaz aktivitesi fazlasi ile
degiskendir. Beyin, kalp, iskelet kasi karacigere gére daha diigiik diizeylerde katalaz
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icermektedir. Katalaz aktivitesi karaciger ve bobrekte yiiksek iken, bag dokusunda
diigiiktiir. En yiiksek aktivite eritrositlerde olup, plazmadan 3600 kat daha fazladir.
Dokularda ¢ogunlukla mitokondri ve peroksizomlarda kismen bagl olarak bulunur. Serum
katalaz aktivitesi ile eritropoez arasinda bir korelasyon vardir. Bu korelasyon hemolizden
etkilenir (54,93,131,149).

Katalaz doért adet protein alt biriminden ibarettir. Her bir alt birim aktif merkezine
bagl bir ferrik hem grubu igerir. Hem gruplar1 nonpolar cepler igerisinde sakli olup
molekiil yiizeyine dar kanallar ile baglanirlar, boylece hidrojen peroksidden daha biiyiik
molekiillerin gegisini dnlerler. Enzim depolandiginda, dondurulup ¢oziildiigiinde veya asid
ya da alkaliye maruz birakildiginda alt iinitelerine aynlir, bu da aktivite kaybina neden olur
(127). Inhibitdrleri; siyaniir, 3 - amino -1,2,4, - tirazol, indirgenmis glutatyon (GSH ) ve
ditiyotrietoldiir (131).

Katalazin reaksiyon mekanizmasi siiperoksid dismutaz’a benzer bir sekilde esas
olarak bir dismutasyondur. Bir hidrojen peroksid, suya indirgendiginde digeri oksijene
oksidlenir.

Katalaz- Fe (IIT ) + H,O, — bilesik I + H,O

Bilesik I + H,0, — katalaz — Fe (IIT ) + H,O + O,

Sican karaciger katalazi igin k; ve k hiz sabitleri sirast ile 1.7 x 10" M!s!ve 2.6
10" M s “dir. Bilesik I, H,0,’den iki elektron alarak tekrar ferrik katalaz1 olusturur.

Katalazi H,0; ile doyurmak olduk¢a zordur. Enzimin H,O,’nin yikimi igin Viyax
degeri olduke¢a yiiksektir. Ancak H>O,’nin tam olarak uzaklastirilmasi i¢in iki molekiil
H>0,’nin katalaz enziminin tek bir aktif kismu ile etkilesmesi gerekmektedir. Bu H,0,
konsantrasyonu diistiikk¢e azalir. Katalaz ve H;0O, karigiminda bilesik I’in miktar1 bunlarin

konsantrasyonlarina ve k; ve k, hiz sabitlerine baghdir (24).
Kono ve Fridovich (83) siiperoksid radikallerinin katalazi inhibe ettigini

bildirmislerdir. Hidrojen peroksidin, katalazi inhibe ettigZi uwzun zamandan beri -
bilinmektedir. Hidrojen peroksid tarafindan katalazin inaktivasyonu NADPH’nin 6nledigi
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gbstermistir. Indirgenmis glutatyonun ( GSH ) katalazi dozaja bagiml olarak inhibe ettigi
gosterilmigstir (145).

2.3.7. Nitrik Oksid’in Temel Kimyasi ve Fizyolojik Rolleri

Nitrik oksid ( NO ) renksiz bir gaz olup suda ¢6ziiniir bir 6zellige sahiptir. Organik
¢oziiciilerde ¢ok daha fazla ¢6ziiniir. Nitrik oksid, hiicreler arasinda ve hiicre iginde kolayca
difiizlenebilir. Nitrik oksid ortaklanmamis elektrona sahiptir, bu nedenle bir serbest
radikaldir. Eger ortaklanmanmug elektron, bir elektron oksidasyonu ile uzaklagtirilir ise
nitrozamin katyonu ( NO") olugur. Bir elektron indirgenmesiyse nitroksil katyonunu ( NO")
olusturur. Nitroksil reaktif ve kisa omiirlii bir iiriindiir, nitrik oksid ile reaksiyona girerek
nitréz oksid ( N2O) ve muhtemelen hidroksil radikali olugturur (62).

NO +NO"— ONNO'~
ONNO'~+NO"— N;O + NO;~

ONNO'~+H'" — N,O + OH
NO~, aym1 zamanda oksijen ile reaksiyona girerek peroksinitrit olusturabilir (62).
NO ™+ 0, — ONOO~

Nitritk oksid, havada bulunan oksijen ile reaksiyon vererek nitrojendioksid ‘i
(NO: ") olusturur. Bu, nitrik oksidden ¢ok daha fazla reaktif bir serbest radikaldir (62)

2NO" + O, — 2NOy

Nitrik okside olan ilgi, onun ¢ok sayida 6nemli fizyolojik rollerinin kesfi ile
artmustir. Nitrik oksid, baz1 metal iyonlarina kolayca baglanir ve onun fizyolojik etkilerinin
gogu guanilat / siklaz enzimindeki Fe*> hem gruplarina baglanmasi sonucu meydana gelir.
Omegin kan damarlanmin i¢ kisminda uzanan damar endotel hiicreleri tarafindan
sentezlenen nitrik oksid biitiin yonlere difiizlenebilir, fakat bir kismi alttaki kas tabakasina
uzanarak guanilat siklaz1 baglayarak aktifler. Bunun sonucu olarak daha fazla siklik GMP

olusur, bu da intraselliiler serbest kalsiyum diizeyini azaltir ve kas gevsemesine, damar
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dilatasyonuna ve kan basincinin azalmasina neden olur. In vivo ortamda olusan nitrik
oksidin ¢ogu hemoglobinin hem grubu ile etkilesim sonucu kaybolur. Nitrik oksid F e ve
deoksihemoglobin gibi bilesikler ile stabil kompleksler olusturur (62).

Fe'2 + NO' o Fe?2 + NO

Oksihemoglobin ile eser miktarda NO" tiyol gruplarina baglanabilir. Daha fazla
miktardaki nitrik oksid, hemoglobinin methemoglobine ve nitrata oksidasyonuna yol agar.
Nitrik oksid, bir kere eritrosite girdiginde yar1 Oomril bir milisaniyeden daha az olacaktir.
Hiicreler nadiren en yakin kan damarina 10 mikro metreden daha uzaktadir. Nitrik oksidin
difiizlenmesi bir saniyeden daha kisa siirmektedir. insanda bazal plazma NO;~ diizeyi,
diisiik NO™ diyetinde yaklasik olarak 30 mikro molardir. Fakat NO;~ ‘den zengin gida alimu
ile hizla artabilir. Bu bazal diizey muhtemelen nitrik oksidin metabolizmas: sonucudur
(145).

Nitrat, sonunda idrarla atilmaktadir. Mikrozomal bir enzim olan sitokrom P4s¢ ‘nin
hem grubuna nitrik oksidin baglanmasi enzimin aktivitesinin inhibisyonuna neden olabilir.
Nitrik oksid hem Fe'?, hem de Fe* seklindeki “hem demirine” geri doniigiimlii inhibisyona
neden olabilir (62).

Canli organizmalarda nitrik oksid, nitrik asid sentaz’lar ad1 verilen bir grup enzimin

etkisi ile arginin amino asidinden sentezlenmektedir. (62).

NO’, O;" ve OH' ‘in DNA Bazlan Uzerine Etkileri

Siiperoksid, nitrik oksid veya hidrojen peroksid fizyolojik diizeylerde DNA veya
RNA bazlarmnin herhangi biri ile veya, riboz ya da deoksiriboz sekerler ile anlaml hizlarda
reaksiyona girmemektedir. Ancak oldukga reaktif olan hidroksil radikalinin DNA’ ya
maruz birakilmasi, beklendigi gibi sekerler, piirinler ve pirimidinlere hizla etki ederek ¢ok
sayida lirlin olusturur (16,141).

Nitrik oksid, genellikle radikal olmayan bilesiklerin gogu ile reaksiyona girmez.

Omegin tiyol ( -SH ) bilesikleri ile reaksiyon hiz1 diisiiktiir. Nitrozotiyolleri olusturabilmesi
icin, nitrik oksid genellikle 6nce N,Oj3 veya peroksinitrite doniistiiriilmektedir (6,116).
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ONNO~, NO’, NO,Cl1 gibi ¢esitli reaktif azot tiirlerinin hem serbest, ve hem de
proteinlerde bulunan tirozin iizerine etki etmesi 3 — nitrotirozin olusumuna yol agar (71).
Nitrotirozin metabolitleri insanda idrar ile atimaktadir (107). Nitrotirozin olusumu,
siklikla ONOO ~ ‘nun proteinler iizerine etkisinin bir kanit1 olarak ele alinmaktadir. Fakat
diger reaktif azot tiirleri tirozini nitratlayabilir. Saglikli hayvanlarda ve insanlarda gevredeki

NO,’ diizeylerinin anlamli derecede tirozin nitrasyonuna neden olmadif gériilmektedir.

Nitrik oksid, diger radikallerin ¢ogu ile hizh bir sekilde reaksiyona girer, 6rnegin
tirozil radikali ile reaksiyon hiz sabiti 10° M s ‘den daha biiyiiktiir. Tirozil radikalleri
Ozellikle riboniikleotidrediiktaz gibi bazi enzimlerin aktif kisimlarinda esansiyeldir. Asir
diizeydeki nitrik oksidin hiicreler iizerine toksik etkilerinden biri bu enzimin inhibisyonu
olabilir. Ciinkii nitrik oksid katalitik aktivite igin gerekli olan tirozil radikali ile reaksiyona
girer. Nitrik oksid aym zamanda siiperoksid radikali ( Oz~ ) peroksil radikalleri ( RO,") ve
hidroksil radikali ( OH ) tirozinden bagka triptofan gibi diger aminoasidlerden olusan
radikaller ile ve hidrojen peroksid ile iglem gbren hem proteinlerinden olusan ferril hem
tiirleri ile hizla reaksiyona girer (17,123).

0, +NO'— ONOO~ k>107p!s?
( peroksinitrit )
RO, + NO"— ROONO k>10°pts?
(alkil peroksinitrit)
NO' + OH' — HNO, k>10° p! s

Nitrik oksidin RO;’ ile ve hem protein / hidrojen peroksid sistemi ile reaksiyonlari,
bu tiirevlerin hasar yapici etkilerini inhibe edebilir ve bu nitrik oksidin bir antioksidan etkisi
olarak degerlendirilebili. ONOO™ ve ROONO’nun biyolojik éneminin anlagilmas: reaktif
azot tiirevleri gibi 6nemli bir aragtirma alanimn dogmasina neden olmustur. Omegin
hiicrelerin agin nitrik okside maruz birakilmas: gliseraldehid — 3 — fosfat dehidrojenaz
iizerindeki - SH gruplannin kovalan modifikasyonu ve mitokondrideki demir — siilfiir
proteinlerinin hasarina yol agabilir. Bununla beraber, etkilerin ikisi de biiyiik bir olasilikla
nitrik oksidin kendisinden ¢ok tiirevleri olan N,O3;, ONOO" gibi oksidasyon iiriinleri nedeni
iledir. Asin nitrik oksidin direkt toksik etkileri riboniikleotid rediiktazin ve sitokrom
oksidazin inhibisyonunu kapsar. Nitrik oksid, bu esansiyel mitokondriyel multi enzim
kompleksini oksijene baglanarak kompetatif olarak inhibe eder (17). Nitrik oksid, aym
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zamanda ferro sitokrom c ile reaksiyona girerek Fe ( III ) sitokrom c ve nitrik oksid

olusturur, bu da oksijen ile reaksiyona girerek ONOQ" olusturabilir (123).
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. MATERYAL

Bu caligmada Istanbul Universitesi Cerrabpasa Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlan
Uretim ve Aragtirma Laboratuvarindan temin edilen geng eriskin Wistar albino soyu 50
adet sican kullanildi. Siganlar bes gruba aynldi. Her deney grubu 10 saghkli disi sigan
secilerek olusturuldu. Siganlarmn agirhiklan 200-230 gram arasinda degisiklik
gostermekteydi.

3.2. DENEY GRUPLARI

Grup 1: Kontrol grubu olup (n=10), hergiin igme sular: degistirildi ve %21 protein
igeren pellet yem ( Eris Yem Sanayii ve Tic A.S.) ile ad libidum beslendi.

Grup 2: I¢me sularna 0.4 mg / L sodyum nitrit alan grup olup; (n=10), hergiin
igme sularina 0.4 mg / L olacak sekilde sodyum nitrit eklendi ve %21 protein igeren pellet

yem ile ad libidum beslendi.

Grup 3: I¢me sularina 1 mg / L sodyum nitrit alan grup olup (n=10), hergiin i¢me
sularina 1 mg /L olacak sekilde sodyum nitrit eklendi ve %21 protein iceren pellet yem ile
ad libidum beslendi.

Grup 4: Yemlerine kg viicut agirlif1 basina 0.4 mg sodyum nitrit olacak sekilde
pellet toz yeme sodyum nitrit eklenen grup olup (n=10), hergiin igme sulann hergiin
tazelendi.

Grup S: Yemlerine kg viicut agirlifn bagimna 1 mg sodyum nitrit olacak sekilde
pellet toz yeme sodyum nitrit eklenen grup olup (n=10), hergiin i¢me sulann hergiin

tazelendi.

3.3. METOD

Sodyum nitrit ( Sodium Nitrite - Carlo Erba ) her giin diizenli olarak belirtilen
sekilde verilmeye baglandiktan 110 giin sonra siganlar eter anestesi altinda sakrifiye edildi,
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kalbin sag ventrikiiliinden alinan heparinli kan 6meklerinden santrifiij ile plazma elde
edildi. Aynca karaciger dokusu ¢ikanldi, plazma ve karaciger dokulan analiz giiniine kadar
biyokimyasal incelemeler igin —70°C derin dondurucuya kaldirildi. Kan ve karaciger

6rneklerinin alimi sirasinda normal cerrahi setleri kullanildi ve antisepsi kurallarina uyuldu.
3.3.1. BIYOKIMYASAL OLCUMLER

Yag agirhiklan 0.4001- 0.5250 gram arasinda degisim gosteren doku o6rnekleri,
hassas terazi ile tartildiktan sonra, pH 7.4 fosfat tamponu igerisinde, Potter tipi cam
homojenizatér ( Heidolph - RZR 2021 ) kullanilarak homojenize edildi ve %20°lik ( % 20
gr. / ml ) homojenatlar hazirlandi. Elde edilen doku homojenatlar orta siddette ve 30 saniye
siire ile 2 kez sonike edildi ( MSE, Kod:11-73, Seri: PG597 ). Homojenizasyon ve
sonikasyon islemleri +4 °C’de yapildi. Homojenatlar daha sonra, 1500 rpm’ de 15 dakika
boyunca santrifiije edildi. Elde edilen siipernatantlarda NO ve. MDA, katalaz diizeylerine
bakildi. Biitlin analizler aym kosullarda ve aym giin uygulandi.

3.3.1.1. Lipid Peroksidasyonu Analizi

MDA ile lipid peroksidasyonunun tayininde, Buege ve Aust’un tanimladig1 yéntem
kullanilmigtir (19). Cok doymamis yag asidlerinin yikimindan olusan MDA, peroksidasyon
reaksiyonunun sonunu belirlemede yaygin olarak kullamlan bir indekstir MDA;
tiyobarbitiirik asidle reaksiyona girerek 535 nm dalga boyunda reaksiyon veren kirmiz
renkli tirlinler olusturan lipid peroksidasyonunun firiinleri olarak identifiye edilmisgtir.

Reaktifler

Stok TCA — TBA - HCl1 : %15 gr / ml trikloroasetik asid; % 0.0375 gr / ml
tiyobarbitiirik asid; 0.25 N hidroklorik asid. Bu ¢6zelti tiyobarbitiirik asidin ¢ziinebilmesi

icin orta derecede 1sitilabilir.

Yapihisi

1 ml plazma ve %20’lik karaciger doku homojenati 2 ml TCA — TBA — HCI reaktifi
ile kanstinldi. Kaynar su banyosunda 15 dakika 1sitildi. Sogutulduktan sonra olusan ¢6zelti
1000 g’de 10 dakika santrifiij edilerek uzaklagtinldi. Omegin absorbansireaktif igeren
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blank’e karsi 535 nm dalga boyunda saptandi. Omegin malondialdehid ( MDA )
konsantrasyonu diliisyon fakt6rleri dikkate alinarak plazmada nmol / ml, dokuda ise nmol /

gram yas doku olarak belirtildi.

3.3.1.2. NO Analizi

Son yillarda nitrik oksidin ¢ok sayida biyolojik olarak Onemli fonksiyonlari
gosterilmigstir. Molekiil, genis bir fizyolojik etki spektrumu ile ( 6regin; kan basincinin
regiillasyonu ve norotransmitter fonksiyonundan immiin sistem ile iligkisine kadar ) ile

hiicre i¢i ve hiicreler aras1 mesaj tagiyan madde olarak etki etmektedir.

Memelilerin hiicrelerinde nitrik oksid, bazik bir amino asid olan L — arjinin substrati
ile ko - substrat olarak molekiiler oksijenden nitrik oksid sentaz enziminin katalizérliigiinde
sentezlenir. Biyolojik sivilarda nitrik oksid, ¢ok hizli bir sekilde oksidasyon ile
aktivasyonunu kaybederek nitrit ve nitrata déniigiir. Bu yéntemde nitrik oksid oksidasyon
iiriinleri , fotometrik olarak tayin edilerek saptanmistir. Nitrik oksid, biyolojik sivilarda
olusan nitrit yolu ile saptanabilir. Ornekte bulunan nitrat; nitrat rediiktaz enzimi ( NR )
varliginda NADPH ile nitrite indirgenir.

Nitrat + NADPH + H" — Nitrit + NADP" + H,0O
(NR)

Olusan nitrit siilfanil amid ve N — ( 1 — naftil ) — etilendiamin hidrokidriir ile kirmizi
menekse renkli diazo boya olusturur.
Nitrit + siilfanamilamid + N—(1 — naftil)—etilendiamin + hidrokli6riir — Diazo boyas1

Diazo boyasinin absorbanst 550 nm dalga boyunda 6l¢iiliir.

Yapihsi

300 pl plazma veya %20°lik karaciger homojenat: alinarak normal testprosediirii
uygulandi. Blank, test ve standard tiiplerinin absorbans degerleri spektrofotometrede (
Schimatzu UV - VIS 1201, Japan ) 550 nm dalga boyunda Oolgiilerek standardin
konsantrasyon degerlerinden yararlanilarak Grneklerin nitrit diizeyleri belirlendi. Birimler
dokuda pM / gr yas doku, plazmada ise pM olarak ifade edildi.
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3.3.1.3. Karacigerde Katalaz Aktivitesi Tayini

Katalaz aktivitesinin tayininde modifiye Aebi yontemi kullanildi (150). Bu
yontemde reaksiyon hizi, 240 nm’de hidrojen peroksidin absorbansindaki azalma hizi ile

belirlenmektedir.
Plazmada
Test (mL)
Plazma 0.005
Fosfat tamponu ( pH: 7) 0.395
Hidrojen peroksid 0.2

Reaksiyonun basladig an 0. dakika olarak kabul edildi.ilk absorbans 6lgiildii,

tiipler 30 C “’de 5 dakika inkiibe edildi ve son absorbans 5lgiildii.

Dokuda
Test (mL)
Doku ( %20’1lik homojenat ) 0.005
Fosfat tamponu ( pH: 7) 0.395
Hidrojen peroksid 0.2

Hesap : Aktivite (kU/L)=AA/dkx(600/5)x1/0.04
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4.BULGULAR

Elde edilen bulgular istatiksel olarak Anova tek yonlii varyans analizi ile
degerlendirildiginde biitiin gruplar arasinda anlamh farklar bulundu. Gruplarin herbirini
kendi arasinda ayr1 ayn degerlendiren Bonferroni testi uygulandiginda ise asagida belirtilen

sonuglar elde edildi.

Tablo 2 - Karaciger ve Plazma Orneklerinde Saptanan MDA ( nmol /ml ), NO
(nm / gr yas doku ve pM) ve Katalaz ( iinite /gr yas doku) diizeyleri

Karaciger
MDA
diizeyleri  89.68+20.16"  103.09+31.67"  130.70+37.48"  106.47+24.00"  164.90+29.58"

Plazma
MDA 9.24+1.03™ 8.76+1.05" 10.04+2,07" 11.10£2.11° 10.09+1.79""

diizeyleri

Karaciger

NO A
diizeyleri 0.9+0.11° 0.94+0.09" 1.02£0.15* 1.00£0.12%° 1.07+0.18"

Plazma

NO
diizeyleri  61.51+7.72" 62.7+£7.25" 70.9+6.77" 69+7.54"" 67.89+6.79""

Karaciger

Katalaz

diizeyleri  586.03+161.96" 368.52+133.79" 477.43+123.01" 504.25£134.6°" 422.46+110.13""
b

* - Her bir satirda farkli harf tagtyan gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki bakimdan énemlidir

(p<0.05).
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Gruplarin aralarindaki farklari grafiksel olarak gosteren tablolar ise asagidaki

gibi olusturulmustur.

Grafik 1 - Karaciger dokusu MDA diizeyleri (nmol/gr. yas doku)
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Grafik 2 - Plazma MDA Diizeyleri (nmol / ml )
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Grafik 3 - Karaciger Dokusu NO Diizeyleri (nm/gr.yas doku)
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Grafik 4 - Plazma NO Diizeyleri (pM)
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Grafik 5 - Karaciger Dokusu Katalaz Diizeyleri (Unite/gr.yas doku)
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5. TARTISMA ve SONUC

Sodyum nitrit, tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de et, balik ve peynir iiriinleri
gibi gidalarin raf omiirlerini uzatmak, renk, koku ve aroma olusumunu saglamak amaci ile
katki maddesi olarak yaygin bir bi¢imde kullanilmaktadir. Bu ¢alijma Diinya Saglik
Orgiitii’niin gidalarda kullanimina izin verdigi en yiiksek doz olan 0.4 mg / kg viicut
agirhigy olacak sekilde (152), ayrica daha yiiksek doz olan 1 mg / kg viicut agirlig1 olacak
sekilde digi Wistar albino soyu geng eriskin disi siganlarin bir grubunun yemlerine ve bir
grubunun da igme sularmna sodyum nitrit eklenmistir. Bu dozajlarin 110 giin boyunca
uygulanmas: sonucu plazma ve Karacigerde bazi oksijen ve nitrik oksid radikallerinin
olusumu iizerine, ayrica karaciger dokusunda hidrojen peroksidin detoksifikasyonunda
gbrev yapan en 6nemli enzimlerden biri olan katalaz aktivitesi iizerine etkisini incelemek

amaci ile gergeklestirilmistir.

Biyomedikal literatiir, serbest radikal ve diger reaktif iiriinlerin insanlarda g¢egitli
hastaliklan ile iligkisini gosteren iddialar ile doludur (60,129). Bunlarin romatoid artrid ve
kardiyomiyopati ile hemorajik sok ve kistik fibrozis’den, gastrointestinal iskemi, AIDS ve
hatta erkeklerdeki pattern kellige ( pattern baldness ) kadar yiizden fazla durumla iligkisi
gosterilmigtir. 1984 yilinda, bu genis dagilim gosteren insanlardaki hastaliklarin hepsinde
olmasa da gogunda, bu maddelerin artisinin doku hasanna eslik ettigi bildirilmigtir (63).
Bunun nedeni, oksidatif stresin, doku hasarina yol agmasidir (60).

Nitrik oksid, viicutta en bol bulunan serbest radikallerden biridir ve damar
fizyolojisi ve patolojisinde 6nemli oldugu bildirilmektedir (62).

Nitrik oksid, hem normal homeostazi saglamada, hem de gesitli hastaliklarin
patojenezinde 6nemli bir rol oynar. Nitrik oksidin biyolojik yarnt émrii kisa olup hizla stabil
metabolitleri olan nitrit ve nitrata doniistiiriiliir. Plazmada nitrit hizla nitrata oksidlenir ve
bizim de ¢aliymamizda uyguladifimiz gibi viicut sivilarinda da nitrit ve nitrat tayini nitrik
oksid olusumu belirteci olarak yaygin bir bigimde kullanilir (62).

Lipid peroksidasyonu, hem bitkilerde, hem de hayvanlarda meydana gelen
kompleks bir proses olarak bilinmektedir. Lipid radikallerinin olusumu ve artigi, oksijen

alinimi1 ( uptake ), doymamus lipidlerdeki ¢ift baglarin yeniden diizenlenmesi, ve alkoller,
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ketonlar, aldehidler ve eterleri gibi gesitli yikim iiriinlerinin olugumunu kapsamaktadir.
Sadece linoleik asidin peroksidasyonu 20°den fazla yikim {iriinliniin olusumuna neden
olmaktadir. Biyolojik membranlarda genellikle yag asidleri boldur ve oksijenden zengin bir
ortamda bulunur. Bu nedenle membran lipidlerinin peroksidatif hasara yatkinlig: siirpriz

degildir.

Elde ettigimiz bulgulara gore gerek plazmada ve gerekse karacifer dokusunda
oksidatif stresin bir gostergesi olan lipid peroksidasyon iiriinii malondialdehid (MDA)
olusumunda, 2. grubun plazma degerleri disinda genel olarak bir artiy saptanmustir.

Hall ve Chambers (58) Wistar soyu siganlara tek doz 5 mg / 100 gr canhi viicut
agirligi olacak sekilde sodyum nitrit verilmesinin lipid peroksidasyonunun siddetlenmesine
yol agtigini bildirmislerdir.

Bizim ¢aliymamizda da plazma ve karaciger dokusu nitrik oksid diizeylerinde lipid
peroksidasyonuna benzer sekilde kontrol grubuna gore nitrit verilen gruplarda artig
saptanmigtir.

Yiiksek konsantrasyondaki nitrik oksidin patolojik etkilerinin ve biyokimyasal
mekanizmalaninin bir kismu molekiiliin direkt etkilerine bagimlidir. Bu etkilerden biri,
normal substrati oksijen olan sitokrom c oksidaz gibi mitokondriyel solunum zinciri

enzimlerinin inhibisyonunu kapsamaktadir (62).

Nitrik oksid, lipid tiirevi peroksi radikalleri ile hizla reaksiyona girerek lipid
peroksidasyonunu inhibe etmek igin yeterince stabil iiriinler olusturur. Nitrik oksidin lipid
peroksil radikalleri ile hizla reaksiyona girmesi, lipidde ¢oziiniir 6zelligi ve endotelyal
nitrik oksid sentaz tarafindan sabit bir sekilde olusturulmasi, onun arter duvarinda bir
antioksidan roli olabilecegini diisiindiirmektedir. Genel olarak radikal — radikal
sonlandirma reaksiyonlarinin iiriinleri, daima stabil omayip bunlann pargalanms: baglangig
molekiillerinden daha toksik mediyatérler olusturabilir. Buna iyi bir 6rnek olarak nitrik
oksidin siiperoksid radikali ile reaksiyonu verilebilir (62).

NO + 0, — ONOO" (peroksinitrit) k=7x10°M!s?
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Bu reaksiyon oldukga hizlidir. Nitrik oksid ile siiperoksid radikalinin reaksiyonu
biyolojik olarak 6nemlidir. Nitrik oksid ve stiperoksid radikali birbirlerinin biyolojik

etkileri lizerine antagonisttirler (62).

Nitrik oksid, baz: sistemlerde lipid peroksidasyonunu inhibe edebilir . Peroksinitrit,
hiicre, doku veya viicut sivilarinda hizla protonlamir. Bunu tiyol gruplarinin ve diger
antioksidanlann tiikenmesi ve lipidlerin oksidasyonu, DNA iplik kinlmasi, DNA bazlarinin
( 6zellikle guaninin ) nitrolanmast ve deaminasyonu ve proteinlerdeki aromatik amino
asidlerin nitrolanmasi izler (151). Tirozin kalimtilarinin nitrolanmas: glutatyon rediiktaz gibi
baz1 antioksidan enzimlerin inaktivasyonuna ve sinyal iletisinde interferenslere yol agabilir
(9,45,55). Protonlanmig peroksinitritin hedefleri arasinda glutatyon transferaz, siiperoksid
dismutaz, aktin ve noroflament L ve seruloplazmin gibi proteinler bulunmaktadir.
Nitrotirozin toksik etkisini sinyal ilgtisi ile, interferens yaparak veya mikrotlibiil prote@ni
olan tubulinin yapisina dahil olarak ve hiicre iskeletini bozarak hiicre Sliimiine yol agarak
gosterir (62).

Peroksinitrit, bir seri kompleks mekanizma ile biyolojik hasara yol acar. Bununla
beraber agin miktarda nitrik oksid varligi, bazen peroksinitritin neden oldugu hasan inhibe
edebilir. Omegin nitrik oksid ve siiperoksid radikali esit artiglar gosteriyor ise lipid
peroksidasyonunun peroksinitrit olusumu yolu ile stimiile edebilir, nitrik oksid / siiperoksid
radikali oraninin yiiksekligi ise nitrik oksidin peroksil ve alkoksil radikallerini temizleme
6zelliginden dolay: lipid peroksidasyonunu azaltabilir (62).

Bulgularimiz i¢in Pearson - regresyon korelasyon analizi yapildiginda sadece 4.
grup icin karaciger malondialdehid diizeyi ile nitrik oksid diizeyi arasinda ters yénde
gegerli bir bagmti bulundu ( r = - 0.7681, p<0.001 ). Buna gére, oksidatif stresin ve bir
Olctide stiperoksid radikal olusmunun dolayli bir géstergesi olan lipid peroksidasyonu,
nitrik oksid bulgulan ile birlikte degerlendirildiginde, yukaridaki bilgiler 1s1g1nda yiiksek
nitrik oksid diizeylerinin lipid peroksidasyonunu inhibe edebilecegi, bu durumda olusan
hasarin 6nemli bir kisminin peroksinitrit olusumu yolu ile daha gok enzim ve proteinlere
etkileri lizerinden olabilecegi g6z 6niinde bulundurulmalidir.
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1991 — 1995 willann arasinda Polonya’da yapilan bir calismada diyetle alinan
nitratlarin %94 - %98’inin sebzeler ile, nitritin ise %98 et liriinleri ile alindify gosterilmigtir

(142).

Normalde yavag olan hemoglobinin otooksidasyonu bazi1 toksinler ile
hizlandmnlabilir. Bunlardan biri, nitrit iyonudur ( NO7 ). Bazi1 kirsal alanlarda agin
miktarda inorganik giibrelerin kulanilmas: nedeni ile su kaynaklarinda asir1 miktarda nitrit
( NO3 ) varlign bebeklerde problemlere neden olabilir. Sudaki nitrat, beslenmede
kullanildiginda barsak bakterileri tarafindan nitrite indirgenir, bu sonra emilir ve viicut
dokularinin oksijenlenmesi ile interferens yapmak iizere methemoglobin olusumuna neden
olur (62).

Oksidatif stres in vivoda karaciger fibrozu ve Kuppfer hiicresinin aktivasyonu ile
iligkilidir. Bununla beraber oksidan stresin hepatik stellat hiicre aktivasyonuna dogrudan
dogruya m1 yoksa hasarli hepatositler tarafindan parakrin bir stimiilasyon yolu ile mi
katkida bulundugu hala geligkilidir (132).

Plazma nitrik oksid ve ALT diizeylerinin kronik hepatit B ve aktif siroz hastalarinda
olgiildiigiinde, bu iki parametre arasinda pozitif bir korelasyon oldugu gosterilmistir. Bu
durumda arastirmacilar, nitrik oksid diizeyinin yiikselmesinin karaciger hasarinin giddeti ile

iligkili oldugunu 6nermektedirler (134).

Sosis imalat: sirasinda stafilokok tiirleri tarafindan katalaz ve nitrat rediiktaz
olusturulmasimin lipid oksidasyonundaki roliinii arastirmak amaci ile farkhh kosullarda
gogaltilan stafilokoklarin silipernatantlarinda ve istirahat sirasindaki hiicrelerde bu
enzimlerin aktiviteleri 6l¢iilmiistiir. Biiylime ortamina nitrat ilavesi katalaz sentezini ve

ayn1 zamanda katalazin salinimint arttumagtir (133).

Shimizu ve arkadaglan1 (124), beyaz farelerin sodyum nitrit ile entoksikasyonunun
eritrosit antioksidan enzimlerinden siiperoksid dismutaz ve katalaz aktivitesinin azalmasina
neden oldugunu, ayrica sodyum nitrit alan fare gruplarinda eritrosit lipid peroksidasyon
diizeyinin de kontrol grubuna goére yiiksek bulundugunu géstermislerdir. Bizim
calismamizda da Shimizu ve arkadaslarimin yaptigi ¢alismaya paralel olarak karacigerde
yaptigimiz katalaz aktivitesi dl¢limiinde, kontrol grubuna gore tiim gruplarda doku enzim
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aktivitelerinde azalmalar saptanmustir. Bu azalmalar sadece ikinci grup i¢in anlaml:
bulunmugstur ( p< 0.005 ). Karacigerde katalaz aktivitesinin azalmasinin olas1 nedenlerinin
reaktif oksijen ve azot tlirlerinin etkisi ile doku harabiyeti sonucu enzimin hiicre digina
cikismin artmasi ve / veya radikal etkisi ile enzim aktivitesinin inhibisyonu olabilecegi

kamsindayiz.

Cocukluk cagi kanserlerinden &lim nedenlerinden birini de beyin tiimérleri
olusturur. Deneysel olarak diisiik dozlarda sistemik uygulama ile beyin tiimérlerine yol
acan baz1 kimyasallar bilinmektedir. Bunlardan &zellikle N — nitrozo bilesikleri,
nitrozamidler ( Ozellikle nitroziireler ) bir grup olusturur. Sodyum nitrit gibi nitrozamid
Onciil molekiillerin gebe hayvanlara verilmesi, yavrularinda sinir sistemi tiimérlerinin
insidansimin yiikksek olmasma neden olur. Amerika Birlesik Devletleri’nde 1984-1991
yillan1 arasinda primer beyin tiimorii teshisi konulan 20 yasin altindaki 540 cocugun
annesinde ve 801 kontrol grubunda yapilan bir ¢aligmamin sonuglarina gére islenmis et
tiriinlerinin yenme sikligy, tiiketilen etin veya etteki nitritin miktarnin yiikselmesi ile risk
artmaktadir. Buna gore bugiine kadar yapilan annenin beslenmesi 6zellikleri ile
¢ocuklarmnda olusan beyin tiimérlerinin iliskisini gosteren en kapsamli ¢alisma gebelik
sirasinda endojen olarak olusan nitrozo bilesiklerine maruz kalmanin timér olusumu ile
iligkisi olabilecegini diigiindiirmektedir (115).

Benzer sekilde 1987-1988 yillarinda giineybati Almanya’da yapilan bir ¢aligmada
islenmis et ve peynir ile N - nitrozamin almimi gliom ve menenjiom riski arasinda pozitif

bir korelasyon bulunmustur (13).

Daha 6nceki bebeklerinde dogumsal kusurlar olan 123 annede yapilan ¢aligmada
noral tip defektine katkida bulunan faktorlerin iginde gebelik sirasinda litrede 10
miligramdan daha fazla nitrat bulunan i¢gme sularmin tiiketilmesinin de oldugu

gosterilmigtir (90).

Farkh N — nitrozo bilesiklerinin karsinojenik etkiye sahip oldugunu gésteren gesitli
hayvan g¢alismalan bulunmaktadir. N — nitrozo dimetilamin’den zengin gidalarin tiiketimi,
iist solunum — sindirim yollan, kanser riskinde %79’luk bir art1s ile iliskilidir. Nitrit iceren
etlerin giinliik alimmnin ise 6zofagus kanser riskini arttirdig: bildirilmektedir (118).
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Cin’de 6zofagus kanserinin yiiksek oldugu bir bolgede 538 kiside yapilan bir
calismada hasta gruplarinda idrar nitrat diizeylerinin saglikli kontrol gruplarina gére
anlamli derecede yiiksek oldugu bulunmustur (26).

Knekt ve arkadaslann (82), 9995 Finlandiya’lh kadin ve erkekte gastrointestinal
sistem kanserleri riski ile nitrit, nitrat ve N — nitrozodimetilamin ( NDMA ) alimmu
arasindaki iliskiyi incelemislerdir. Calismaya katilanlarin total diyetini kapsayan ve bir
yilhk diyet verilerinden elde edilen sonuglardan yararlanarak nitrat, nitrit ve N-
nitrozodimetilamin almim ile kolerektal kanserlerin ortaya c¢ikmasi arasinda anlamh
derecede pozitif bir iliski saptanmgtir. N — nitrozodimetilamin ile bas boyun ve mide
kanserleri arasinda ve nitrit veya nitrat almmu ile gastrointestinal kanser riski arasinda
anlamh bir iliski bulunmamistir. Elde edilen bulgular N — nitrozo bilesiklerinin insanlarda
kolerektal kanserleri indiikleyecegi fikri ile uyum gostermektedir.

Mide kanserinin indiiksiyonunun 6nemli komponentleri invivo’da gésterilen nitratin
nitrite, bakterilerin etkisi ile indirgenmesi ve mide igerisinde mutajenik / karsinojenik
nitrozo ve olasilikla nitro bilesenlerinin olusumudur. Amerika Birlesik Devletleri’nde
yapilan bir caligmada 1925 yilindan 1972 yilina kadar mide kanseri mortalitesinde 3 kat
azalma bulunmustur. Mortalitedeki bu azalma, mide nitrit yiikiinde yaklasik olarak 4 kathk
bir azalma ile paralellik g6stermektedir. 1972’den sonra Amerika Birlesik Devletleri’nde
nitrat / nitritin agin alum ortaya ¢ikmistir. Bunun nedeni, et iiriinlerindeki ¢ok yiiksek nitrit
/ nitrat icerigidir (67).

Kanser nedeni olarak diisiiniilen diyet faktdrleri biiyiik bir olasilikla diyetle alinan
veya midede olusan karsinojenik maddelerin etkilerinin karsinojenezin ikinci agamasinda
promotérieri olarak etki edebilirler. Omegin mide kanserinin nedeni midede nitrozamin
olusumu olabilir. Bunu, diyetle alinan nitrit ve nitrat hizlandirir, buna kargilik, nitratlarla
bakterilerin olusturdugu aminlerin birlesmesini 6nleyen vitamin C reaksiyonu inhibe eder.
Bu nedenle C vitamini ve tiirevleri bircok gelismis iilkede, gidalarda antioksidan katki
maddesi olarak kullanilirlar (28).

Mide 6zsuyunda yiiksek nitrit konsantrasyonu ve artmis pH’nin mide kanserinin

onctilleri ile iligkili oldugu bulunmustur. Nitritin inkllizyonu ile ya da inkliizyonu olmadan

midede endojen olugumun mu yoksa daha $nceden olusan karsinojenlerin aliniminin m
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tiimorii baslatan ( inisiyator ) veya ilerleten ( promotdr ) maddelerin en 6nemli kaynag
oldugu hala agik olarak bilinmemektedir. Bu proseste etin hazirlanmasi ve / veya

korunmasi 6nemli bir rol oynar (12).

Polonya’da, mide kanser riski yiiksek olan bir bolgede yapilan bir ¢aligmada idrar
nitrat diizeylerinin diisiik risk bolgesindeki kisilere gére 1.4 kat daha yiiksek oldugu
saptanmig, fakat tiiketilen et {irlinleri ya da sebze tiplerinin miktan ile nitrat diizeyleri
arasmda korelasyon bulunamamugtir. Idrar nitrat diizeyleri ile nitrozo amino asidler arasinda
iligki bulunmaktadir. Buna gore nitrozamin olusum potansiyeli yiiksektir, muhtemelen de
bu, intragastrik nitrozolanma ile olmaktadir (153).

Nitritli biftek ekstratlarimin reaksiyonu ile olusan liriinler, Salmornella / mikrozom
mutajenite testi ile incelenmek amaci ile siganlara, oral yolla nitrozolanmis sigir ekstrakt
seklinde verilmistir. Safra sivisi, mide, idrar, ince barsak ve kan O&mekleri. almp
calisildiginda, mutajenik 6zellik mide ve ince barsakta bulunmustur. Elde edilen bulgulara
gore sigir ekstraktinin nitrozo {iriinii safraya verilmemektedir fakat dogrudan dogruya mide
ve ince barsaktan gegmektedir (103).

1967-1972 willan arasinda Finlandiya’da 5304 eriskin erkek ve 4750 erigkin
kadinda yapilan, diyetle nitrit, nitrat ve N — nitrozodimetilamin alimim ile ilgili cabigmada
sebzeler, meyveler, peynir, et ve balik iirlinlerinden alman bu bilesiklerin miktan
hesaplanmustir. Bu ¢alismada igme sularindan alinan nitrit ve nitrat g6z 6niine alinmamstir.
Islenmis et firiinleri ve tiitsiilenmis ve tuzlanmig baliklar, N — nitrozodimetilamin’in énemli
kaynaklan arasindadir. S6zkonusu ¢aligmada kadin ve erkeklerin giinliik nitrat alinimi
benzer bulunmugtur. Oysa nitrit ve N — nitrozodimetilamin alimm erkeklerde daha yiiksek
bulunmustur. Bireysel diizeyde diyetle nitrat, nitrit ve N — nitrozodimetilamin alimminin
tahmin edilmesinin epidemiyolojik ¢aligmalarda bu bilesiklerin saglik {izerine etkilerini
degerlendirmede faydal: olacag: 6nerilmektedir (36).

Bu calismada ortalama omiirleri yaklasik 40 ay kadar olan Wistar soyu disi
sicanlann 3 aylik yani geng erigkin bireyleri kullamldi.Bu si¢anlar insanlarin, yaklasik geng
eriskin donemine karsilik donemleri temsil etmekteydiler. Ortalama Smriin 1 / 10°u kadar
bir siire boyunca ( 110 giin ) diizenli nitrit tiiketiminin gerek plazmave gerekse en 6nemli
fonksiyonlarindan birisi ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu olan karacigerde, oksidatif
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stresi, baz1 gruplarda anlamli olmak iizere, genel olarak arttirdifl, buna kargilik hidrojen
peroksid detoksifikasyonun en 6nemli enzimlerinden katalazin dokudaki aktivitesinin genel

olarak azalmasina yol agtig1 bulunmustur.

Sonug olarak, nitrat, nitrit ve N- nitrozo bilesiklerinin saglik iizerine potansiyel
tehlikeli etkileri olmasi diislincesi, bu bilesiklere maruz kalmanmin kronik etkilerinin
diisiiniilmesi ve normal popiilasyonlarda kullamm dozlarimin hesaplanmasimi zorunlu
kilmaktadar.
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6. OZET

Bu ¢alismada; gidalarda raf dmriinii uzatmak, istenilen koku ve aromayi elde etmek
ve bazi patojenleri inhibe etmek amaci ile siklikla kullanilan bir katki maddesi olan nitritin,

organizmada serbest radikal olusumu iizerine etkileri aragtiriimgtir.

Calismanin deneysel kisminda 50 adet Wistar albino soyu 3 aylik geng erigkin digi
sigan kullanmilmistir. Her bir grupta 10 adet sigan olmnak iizere 5 gruba ayrilan siganlarin 4
grubu deney, bir grubu kontrol amaci ile segilmistir. Kontrol grubuna her giin diizenli
olarak %21 protein igeren pellet yem ( Eris Yem Sanayii ve Tic A.S. ) ile ad libidum
beslenmistir ve ¢esme suyu verilmistir. Ikinci gruba, %21 protein igeren pellet yem ad
libidum verilmis ancak i¢me sularina Diinya Saglik Orgiitii’niin nitrit kullaniminda iist stnir
olarak belirledigi doz olan 0.4 mg / L sodyum nitrit ( Carlo-Erba ) diizenli olarak her giin
katilmigtir. Ugiincii gruba, %21 protein igeren pellet yem ile ad libidum verilmis, ancak
icme suyuna 1 mg / L sodyum nitrit diizenli olarak her giin katilmigtir. Dérdiincii gruba ,
0.4 mg / kg canli agirhik dozunda sodyum nitrit iceren toz yem ile beslenmis ve igme suyu
verilmis, besinci grup ise, 1 mg / kg canli agirlik dozunda sodyum nitrit i¢eren toz yem ile
beslenmis ve igme suyu olarak da ¢esme suyu igmislerdir. Deney 110 giin devam etmistir.

Planl1 beslenmeden 110 giin sonra siganlardan almman kan ve karacifer doku
omekleri biyokimyasal analizlere tabi tutulmus ve plazmada ve malondialdehid ( MDA ),
nitrik oksid ( NO ) ve karaciger dokusunda MDA, NO ve katalaz ( CAT ) olmak iizere 5

adet parametre incelenmigtir.

Elde edilen bulgular, istatistiksel olarak Anova tek yOnlii varyans analizi ile
degerlendirildiginde biitlin gruplar arasinda anlaml farklar bulunmustur. Gruplarin
herbirini kendi arasinda ayri ayn degerlendiren Bonferroni testi uygulandiginda ise
karaciger dokusu MDA degerlerinde Grup 5 ile Grup 1, Grup 2 ve Grup 3 arasinda, plazma
MDA degerlerinde Grup 2 ve Grup 4 arasinda, karaciger NO diizeylerinde Grup 1 ve Grup
5 arasinda, plazma NO diizeylerinde Grup 1 ve Grup 3 arasinda, ve karaciger dokusu CAT

diizeylerinde ise Grup 1 ve Grup 2 arasinda anlaml farklar bulunmugtur.

Bu c¢alismada ortalama Omiirleri yaklasik 40 ay kadar olan Wistar soyu disi

siganlarin, insanlarn, yaklagik geng¢ erigkin donemine karsilik yasi olan donemlerinde ( 3
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aylik geng eriskin disi Wistar soyu si¢anlar kullanilmustir ), ortalama émriin 1 / 10’u kadar
bir siire boyunca ( 110 giin boyunca ) diizenli nitrit tiiketiminin gerek plazmada ve gerekse
en 6nemli fonksiyonlarindan birisi ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu olan karacigerde,
oksidatif stresi, baz1 gruplarda anlamh olmak iizere, genel olarak arttirdigi, buna karsilik
hidrojen peroksid detoksifikasyonun en Onemli enzimlerinden katalazin dokudaki

aktivitesinin genel olarak azalmasina yol a¢tig1 bulunmustur.

Sonu¢ olarak, nitrat, nitrit ve N- nitrozo bilesiklerinin saglik iizerine potansiyel
tehlikeli etkileri olmas1 diigiincesi, bu bilesiklere maruz kalmanin kronik etkilerinin
diistiniilmesi ve normal popiilasyonlarda kullamm dozlarmin hesaplanmasim zorunlu
kilmaktadir.



7. SUMMARY

In this study the free radicals existing in the metabolism caused by nitrites that is
widely used for providing expected colour and odor, for inhibiting some pathogens and for

extending the shelf life of the foods are explored

In the experimantal part of the study 3 months aged of 50 young adult female
Wistar albino rat strains are used. The rats are seperated into 5 groups and each gorup
included 10 rats. One of the groups is determined as control group whereas four other
groups are chosen as experimental groups of the study. The control group is regularly fed
ad libidum with pelleted feed containing 21 % protein and they are given tap water. The
second group is also regularly fed ad libidum with pelleted feed containig 21 % protein but
0.4 mg / liter sodium nitrite which is indicated as the up limit dose of usage of nitrites in
foods by the World Health Organization ( WHO ) is added to the tap water that is given to
the rats. The third group is regularly fed ad libidum with pelleted feed containig 21 %
protein and 1 mg / liter sodiun nitrite is added to the tap water. The fourth group is
regularly fed with powder feed containing 21 % protein containing 0.4 mg / live weight of
kg and tap water is given. The fifth goup is regularly fed with powder feed containing 21
% protein and 1 mg / live weight of kg and tap water is given. The experimental part of the
study continued 110 days.

At the end of the experimental part, blood and liver tissue samples that are taken
from the rats are analysed biochemically; malondialdehyde ( MDA ), nitric oxide ( NO )
levels are studied in the plasma and MDA, NO and catalase ( CAT ) are studied in the liver

tissues. As a result five parameters are analysed totally.

When the results are interpreted statistically by Anova unidirectional variation
analysis significant differences are found among all the groups for each parameter. Also
the Bonferroni test is applied to the groups to compare the differences among the groups

one by one. According to the Bonferroni test, significant differences are found :
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a at liver tissue MDA levels, between Group 1 and Group 5 , Group 2 and Group 5,
Group 4 and Group 5;

0 at plasma MDA levels , between Group 2 and Group 4 ;

a at liver NO levels , between Group 1 and Group 5 ;

a atplasma NO levels , between Group 1 and Group 3 ;

o at liver tissue CAT levels , between Group 1 and Group 2.

In this study, 3 months aged (which corresponds approximately to the adolescence
period of the humans) of female Wister rat strains whose average life span is 40 months are
used . It’s observed that in some groups the regular consumption of the nitrites during 110
days ( which is approximately 1/10 th of their life span) caused a significant increase in the
oxidative stress in the plasma and in the liver which has a very important function in
detoxifying xenobiotics; whereas this also caused é decrease in the activity o‘f the catalase (
in the tissue ) which is a very important enzyme that works in hydrogen peroxide

detoxification.

Finally, because of the potential dangerous effects of nitrate, nitrite and N-nitroso
compounds on human health and regarding the chronic effects of these compounds due to
their consumption , there should be an obligation in determining the dosage of them in food

in the population .
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