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Oz

Nitrozaminler glinlik yagamda siklikla maruz kalinan karsinojenik bilesiklerdendir ve en bilindik Gyesi dietilnitrozamin (DEN) olup, hepatik
karsinoma neden olmaktadir. Dietilnitrozaminin erken donem etkileri serbest radikal ve lipit peroksidasyonundaki artisi ile karakterizedir.
B-karoten ise DEN’in hepatik hasarlarina karsi koruyucu etkileri oldugu distnilen bir karotenoid tlrevidir. Bu calismada DEN
toksikasyonuna karsi B-karoten uygulamasinin serum nitrik oksit (NO) ve malondialdehit (MDA) degerleri Uzerindeki etkilerinin
belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla 21 Yeni Zelanda irki tavsan 3 gruba ayrilmis ve ilk grup kontrol grubu olarak degerlendirilmistir.
Dietilnitrozamin toksikasyonu olusturulan gruptaki hayvanlara (2. grup) intraperitonal yolla 100 mg/kg oraninda DEN uygulanmistir. Diger
gruptaki hayvanlara (3. grup) ise 100 mg/kg oraninda DEN toksikasyonunun ardindan 7 giin boyunca 2 mg/kg/gtin oraninda B-karoten oral
olarak verilmistir. Deneyin 1, 4 ve 7. glnlerinde kan 6rnekleri alinarak serumlarindan NO ve MDA degerleri belirlenmistir. Nitrik oksit
seviyeleri B-karoten uygulanan grupta yalnizca DEN uygulanan gruba kiyasla istatistiksel olarak azalmis (P<0.01) ve 1, 4 ve 7. giinlerde
benzer trendini korumustur. Ancak 4 ve 7. glinlerdeki MDA seviyeleri 1. giin MDA seviyelerine kiyasla artis gostermistir. Sonug olarak, -
karotenin DEN toksikasyonunda serum MDA ve NO seviyelerini istatistiksel olarak dislrdigi gortlmustir. Bu yizden, DEN’in toksik
etkisine karsi B-karotenin NO ve MDA lizerinde koruyucu etkisinin olabilecegi kanisina varilmistir.

Anahtar Kelimeler: B-karoten, dietilnitrozamin, oksidatif stres

The Investigation of the Effect of B-Carotene on Nitric Oxide and Malondialdehyde Levels in Rabbits Induced
with Diethylnitrosamine

Abstract

Nitrosamines are carcinogenic compounds that are frequently exposed in daily life and the most well-known member is
diethylnitrosamine (DEN) which causing hepatic carcinoma. Early effects of DEN are characterized by the increase in free radical and lipid
peroxidation. B-carotene is a carotenoid derivative thought to have protective effects against DEN's hepatic damage. In this study, it was
aimed to determine the effects of B-carotene administration against DEN intoxication on serum nitric oxide (NO) and malondialdehyde
(MDA) values. For this purpose, 21 New Zealand rabbits were divided into 3 groups and the first group was evaluated as the control group.
100 mg/kg of DEN was administered intraperitoneally to the animals in the group of DEN toxication (2. group). The animals in the other
group (3. group) were given-carotene orally at a rate of 2 mg/kg/day for 7 days after 100 mg/kg DEN toxicity. Blood samples were taken
on the 1st, 4th and 7th days of the experiment and NO and MDA values were determined from their serum. NO levels decreased in the
B-carotene treated group compared to the DEN only group and maintained a similar trend on days 1, 4 and 7. However, MDA levels on
days 4 and 7 increased compared to MDA levels on day 1. In conclusion, B-carotene was found to decrease serum MDA and NO levels in
DEN intoxication. Therefore, B-carotene may have a protective effect on NO and MDA against toxic effects of DEN.
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GiRIS

Asidik ortamda nitroz aside doniisen nitritler, karsinojenik
etkiye sahip N-nitrozo bilesiklerinin prekirsoridir. Sekon-
der yapiliaminler, nitroz asitle reaksiyona girerek nitrozamin
bilesiklerini olustururlar. Dogada yaygin olarak bulunan nit-
rozaminler karsinojenik bilesiklerdir. Bazi kozmetik, pestisit
ve ¢ogu kauguk Urilinlerin imalatinda kullanilan nitrozamin-
ler; lateks Uriinlerinde, tahil, cay, bircok gidada, sigara ve si-
gara dumaninda bulunur. Dietilnitrozamin (DEN) ise

nitrozaminlerin en bilindik Gyesidir ve hepatik karsinoma ne-
den olabilmektedir (1). Bu yontyle DEN glincel olarak deney-
sel karaciger kanseri olusturmak icin kullanilan kanserojenik
ajanlardan biridir (2). Karacigerde metabolize edildiginde
DNA alkilasyonuna ve oksidatif strese neden olarak kansero-
jenik etki gbstermesi nedeniyle DEN’in erken donem kanse-
rojenik etkileri, doku ve plazma diizeyinde serbest radikal ar-
tisi ve lipit peroksidasyonunun indiiksiyonu ile izlenebilmek-
tedir (3-6).
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Karotenoidler yapilarinda seri karbon ¢ift bag 6zellikleri
sayesinde antioksidan yetenege sahip pigment grubudur. Di-
ger karotenoidlerden farkl olarak, fotosentez kaynakli oksi-
datif etkilere karsi koruyucu oldugu bilinen B-karotenin ise
ayni zamanda insan saghgi Gzerindeki 6nemi bir¢ok arastir-
mayla ortaya konulmustur (7, 8).

Nitrik oksit (NQ), arjininin nitrik oksit sentaz tarafindan
oksitlenmesiyle ya kalsiyuma bagimli olarak ya da kalsiyum-
dan bagimsiz olarak sentezlenebilmektedir. Endojen olarak
Uretilen NO’in pek ¢ok fizyolojik olayda énemli bir rol oyna-
masindan ziyade, sliperoksit iyonuyla reaksiyona girerek epi-
telyal hiicrelere karsi oldukc¢a toksik olan bir reaktif oksijen
ve azot tiirl olan peroksinitriti olusturdugu da bilinmektedir
(9). Peroksinitrit ise epitelyuma cesitli sekillerde zarar vere-
bildigi bildirilmistir (10). Malondialdehit (MDA) ise enzimatik
olmayan oksidatif lipid peroksitlerinin pargalanmasi sonucu
meydana gelen son Uriinlerden biridir ve bu yonuyle MDA,
lipid peroksidasyonunun bir belirteci olarak gesitli ¢alisma-
larda degerlendirilmektedir (11, 12).

Bu calismanin amaci, serbest radikal ve lipit peroksidas-
yonu artisina neden olan DEN uygulamasina maruz birakilan
tavsanlarin kan serum 6rneklerinde B-karotenin NO ve MDA
diizeylerine etkisinin arastiriimasidir.

MATERYAL VE METOT

Bu calismada 21 adet 5-7 aylik (ortalama 3750 g agirliginda)
Yeni Zelanda irki tavsan kullanilmistir. Hayvanlar yaklasik
25°C'lik oda sicakhginda, 12 saat aydinlk karanlik dongtdeki
laboratuvar kosullarinda ad libitum beslenmis ve tim deney
asamalarina hayvanlarin iki haftalik adaptasyon sireleri so-
nunda baslanmistir. Arastirma igin Kafkas Universitesi Hay-
van Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan HADYEK-2012/9 numa-
raliizin alinmustir.

Deney gruplari her bir grupta 7 tavsani (n=7) iceren 3
grup seklinde olusturulmustur. ilk grup kontrol grubu olarak
degerlendirilmis ve bu gruptaki hayvanlara tek doz % 0,9’luk
NaCl uygulamasi yapilmistir. ikinci grup DEN grubu olarak de-
gerlendirilmis ve bu gruptaki hayvanlara tek doz 100 mg/kg
oraninda DEN uygulamasi yapilmistir. Ugilinci grup ise
DEN+B-karoten grubu olarak degerlendirilmis ve bu gruptaki
hayvanlara tek doz 100 mg/kg DEN uygulamasi yapildiktan
sonra 7 glin boyunca oral olarak 2 mg/kg/gtin oraninda B-ka-
roten (Sigma) uygulamasi yapiimistir. DEN ve NaCl enjeksi-
yonlarinin tamami eszamanh olarak intraperitonal yolla ya-
piimistir.

Kan 6érnekleri, enjeksiyonu takip eden 1, 4, ve 7. glin-
lerde vena auricularis’ten antikoagiilansiz tiiplere alinmis ve
+4°C’de 4000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek elde edilen
serumlar ivedilikle -20°C’de stoklanmustir.

Biyokimyasal Analizler

Serumda NO diizeyleri, Miranda ve ark. (13) bildirdikleri yon-
temle tayin edilmistir. Bu yontemde nitrat, vanadyum (lll)
kloriir ile nitrite indirgenir ve daha sonra asidik ortamda nit-
rit renkli diazonyum bilesigi Gretmek igin stlfanilamid ile re-
aksiyona sokularak 540 nm’de 6lg¢tlmektedir. Nitrit ve nitrat
olgiimleri ayri ayr belirlendikten sonra ikisinin toplami NO
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miktari olarak belirlenmektedir. MDA tayini ise Yoshioka ve
ark. (14) yontemine goére olctilmistiir. Bu yontem tiyobarbi-
tirik asit ile lipit peroksidasyonunun son urin{ olarak (reti-
len MDA arasindaki reaksiyona dayanmakta ve 535 nm'de
spektrofotometrik olarak élglilmektedir.

istatiksel Analiz

Spektrofotometrik analizler sonucu elde edilen veriler IBM
SPSS 16.0.2 yazilimina aktarilarak veri seti olusturulmustur.
Veri setindeki tim parametrelere oncelikle Shapiro-Wilk
normallik testi ve Levene homojenlik testi uygulanmistir. Bu
testlerden elde edilen sonuglar dogrultusunda tim paramet-
relere One-Way ANOVA testi uygulanarak anlamhligin bulun-
dugu parametrelere Student-Newman Keul’s Test (SNK)
posthoc testi uygulanmistir. Yapilan tim istatistiksel analiz-
lerde p<0.05 anlamli kabul edilmistir. Parametrik verilerin
analiz sonuglarinin gorsellestirilmesinde kullanilan grafikler
ise ortalama ve standart hata degerleri kullanilarak hazirlan-
migstir.

BULGULAR

Yapilan istatistiksel analizler sonucu, DEN ve DEN+fB-karoten
gruplarinin serumlarinda NO seviyelerinin kontrol grubuna
kiyasla anlamh bir sekilde arttigi gérilmustir (p<0.01). Ek
olarak B-karoten uygulamasinin, yalnizca DEN aracili olarak
artan serum NO seviyelerini istatistiksel olarak p<0.01 diize-
yinde anlaml bir sekilde azalttigi tespit edilmistir. Deney
gruplarinin 1, 4 ve 7. giin serum NO seviyeleri arasinda ise,
istatistiksel olarak anlaml bir artma veya azalma trendi tes-
pit edilmemistir (Sekil 1).
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Sekil 1. Kontrol, DEN, DEN+B-Karoten grubu tavsanlara ait NO di-
zeyleri (2¥2p<0.01).

Elde edilen serum MDA seviyelerinde ise DEN uygula-
masi yapilan her iki gruptaki (DEN ve DEN+B-karoten) artisin,
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak p<0.01 diizeyinde
anlamli oldugu tespit edilmistir. Ek olarak DEN uygulamasi-
nin yaninda B-karoten uygulanan grubun serum MDA seviye-
lerinin, 4 ve 7. ginlerde yalnizca DEN uygulanan grup deger-
lerine ulastigl fakat istatistiksel olarak anlaml olmadigi belir-
lenmistir. Yapilan istatistiksel analizlerde ise DEN+B-karoten
uygulanan grubun 1. glin serum MDA degerleriile 4 ve 7. glin
serum MDA degerleri arasinda p<0.05 diizeyinde istatistiksel
olarak anlamli bir artis tespit edilmistir (Sekil 2).
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Sekil 2. Kontrol, DEN, DEN+B-Karoten grubu tavsanlara ait MDA d-
zeyleri (¥*2p<0.01, *p<0.05).

TARTISMA VE SONUC

Gidalar, hastaliklari 6nlemede oldugu kadar hastalik sebebi
olarak da 6nemli bir rol oynamaktadir (15). Gidalara koru-
yucu amagla ilave edilen nitrozaminlerden biri DEN olup, me-
tabolizmasi monooksijenaz enzimleri tarafindan katalizlen-
mektedir. Dietilnitrozamin biyoaktivasyonu sonucu olusan
sliperoksit anyonu gibi reaktif ara Urinlerin ise hicre bile-
senleriyle kovalent baglar olusturabildigi ve nekrotik etkileri-
nin yani sira DNA mutasyonlarina da neden olarak, basta he-
patokarsinom olmak lzere kanser patogenezinde yer aldigi
bilinmektedir (2, 4, 5).

Organizmada fizyolojik olarak oksidan ve antioksidan
seviyesi dengede tutulmaktadir, fakat stres, kronik hastalik
ve enfeksiyonlar immin sistemi uyarmakta, bunun bir so-
nucu olarak da serbest radikal miktarinin artmasi nedeniyle
doku hasari ve yangi olusmaktadir (16). Serbest radikaller,
viicut icin gerekli miktari asinca lipidler, karbonhidratlar, pro-
teinler ve nikleik asitler gibi molekillerle etkilesime girerek
oksidatif hasara neden olurlar (17). Serbest radikallerin olus-
turdugu hasari 6nlemek amaciyla gérev yapan sistem de an-
tioksidan sistem olarak tanimlanmaktadir (18). Son vyillarda,
bitkilerde bulunan karotenoidlere olan ilgi sadece A provita-
mini aktivitelerinden dolayi degil, ayni zamanda oksijen radi-
kallerini yakalayarak organizmada oksidatif stresi azaltmala-
rindan yani antioksidan etkilerinden de kaynaklanmaktadir
(29).

Yapilan in vivo galismalar DEN’in gesitli derecelerde he-
patik hasarlara neden oldugunu gostermektedir (4, 6, 20). Li-
pit peroksidasyonunun bir belirteci olan MDA’nin DEN uygu-
lamasi ile deney hayvanlarinin karaciger dokularindaki mik-
tarinin yikseldigi cesitli calismalarla gosterilmistir (21, 22).
Mevcut ¢alismada da bu bilgilere paralel olarak, DEN uygula-
masina maruz birakilan tavsanlarin serum 6rneklerinde MDA
miktarlarinin yaklasik 4,7 kat artis gosterdigi, ancak bu artisin
zamana baglh olarak trendini bozmadigi goriilmistir. Bu yo-
niyle, literatiirde DEN aracili yiikselen hepatik MDA miktar-
larinin, serum MDA seviyeleri ile pozitif korelasyon goster-
digi soylenebilir (23), ancak serumda gerceklesen bu artisin
extrahepatik veya intrahepatik kaynakli mi gerceklestigi agik
degildir.
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Yapilan gesitli calismalardan elde edilen veriler ayni za-
manda cesitli koruyucu takviyelerin DEN aracili olusturulan
hepatik hasara karsi koruyucu etkiler gosterdigini isaret et-
mektedir (23-25). B-karoten’in de DEN aracili hepatik hasar-
lara karsi koruyucu etkilerinin olabilecegi Latief ve ark. (22)
tarafindan yapilan ¢alismada ortaya konulmustur. Sunulan
calismada elde edilen veriler ise B-karoten’in, DEN aracili
meydana gelen serum MDA artisini ilk gin énemli olglide
azalttigini, ancak B-karoten takviyesinin devam etmesine
kargin, bu etkinin ilerleyen giinlerdeki MDA miktarlarina yan-
simadigini gostermektedir.

Nitrik oksit ise fizyolojik gbrevlerinin disinda oksidan
ajan olarak degerlendirilen bir molekildir. Normal kosul-
larda kiiglk miktarlarda tretilen NO guanilat siklazin uyaril-
masi, kan damarlarinin gevsemesi, iyon kanallarinin agilp ka-
panmasi gibi gorevleri Ustlenirken, strekli ve yiksek miktar-
larda NO Uretimi hiicre 6lumuine kadar gidebilecek toksik et-
kiye sahiptir (26). Cesitli arastirmacilar tarafindan yapilan ¢a-
lismalarda da DEN uygulamasinin NO diizeyleri tizerinde art-
tirici etkilerinin oldugu ve gesitli bitkisel takviyelerin ise DEN
aracili NO artisini baskiladigi gésterilmistir (21, 27, 28). Bu ¢a-
lismada elde edilen veriler de B-karoten’in diger bitkisel tak-
viyeler gibi NO miktarlari Gzerinde baskilayici etkilerinin ol-
dugunu gostermektedir.

Sonug olarak, B-karotenin DEN toksikasyonunda serum
MDA ve NO seviyelerini istatistiksel olarak distrdigu gorul-
mistlr. Bu ylzden, DEN’in toksik etkisine karsi B-karotenin
NO ve MDA lizerinde koruyucu etkisinin olabilecegi kanisina
varilmistir.
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