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Ozet

Nevsehir/Hacibektas ilcesinde kuyulardan alinan su érneklerinde, Ankara Refik Saydam Hifzisihha Merkezinde analizi neticesinde,
sularda normalin Ustiinde nitrat oldugu anlasilmistir. izleme calismalar kapsaminda Yalnizagil mevkiindeki 3 kuyudan alinan su
numunelerinde 69.7 mg/L, 56.8 mg/L ve 59.4 mg/L oranlarinda nitrata rastlanmistir. Bu calismanin amaci, igme sularinda yliksek diizeyde
nitrat bulunan Akkaraman koyunlarinda serum seruloplazmin, paraoksanaz ve nitrik oksit diizeylerindeki degisimleri arastirmaktir.
Calismada bdlgedeki Akkaraman koyunlari materyal olarak kullaniimistir. icme sularinda yiiksek oranda nitrat bulunan koyunlardan
kan ornekleri alinarak serum seruloplazmin, paraoksanaz ve nitrik oksit diizeyleri analiz edilmistir. Serum seruloplazmin, paraoksanaz
ve nitrik oksit diizeyleri spektrofotometrik olarak dl¢lilmistir. Serum seruloplazmin, paraoksanaz ve nitrik oksit diizeyleri kontrol ve
calisma gruplarinda sirasiyla 10.68+0.14 uM; 10.80+0.32 uM: 151.36+£14.95 U/ml; 142.57+17.85 U/ml ve 2.01+0.30 U/ml; 0.99+0.11
U/ml bulunmustur. Serum seruloplazmin diizeyleri ¢alisma grubunda kontrol grubuna gore istatiksel olarak 6nemli dlizeyde diisiik
bulunmustur. Serum paraoksanaz ve nitrik oksit diizeyleri gruplar arasinda istatiksel dnemli farklilik géstermemekle birlikte serum
paraoksanaz duzeyleri calisma grubunda daha disiik diizeylerde Ol¢lilmistir. Bu sonuclar dogrultusunda, Akkaraman koyunlarda
nitratin olumsuz etkilerinin mevcut konsantrasyonlarda meydana geldigi diistintilmektedir.

Anahtar sozciikler: Seruloplazmin, Paraoksanaz, Nitrik oksit, Akkaraman, Nitrat

Serum Ceruloplasmin, Paraoxanase and Nitric Oxide Levels in
Akkaraman Sheep with High Nitrate in Drinking Water

Summary

The data obtained by Ankara Refik Saydam Hifzisihha center, in the scope of the routine monitoring works carried out at Nevsehir/
Hacibektas regions'wells were found high nitrate content. Nitrate values of three well water sampling points in the province of Yalnizagil
obtained from the monitoring works 69.7 mg/L, 56.8 mg/L and 59.4 mg/L nitrate ratios were found. The purpose of this study is to
investigate the changes of serum ceruloplasmin, paraoxonase and nitric oxide levels in Akkaraman sheep with high nitrate in drinking
water. In this study, Akkaraman sheep which is the animal population of region were used as material. The blood samples collected
from Akkaraman sheep were analyzed in terms of ceruloplasmin, paraoxonase and nitric oxide levels by spectrophotometry. Serum
ceruloplasmin, paraoxonase and nitric oxide levels was found, 10.68+0.14 uM; 10.80+0.32 uM: 151.36+14.95 U/ml, 142.57+17.85 U/ml
and 2.01+0.30 U/ml, 0.99+0.11 U/ml by means of control and study groups respectively. Statistically, Serum ceruloplasmin levels were
significantly lower in the study group compared with control group. In addition, although paraoxanase and nitric oxide levels in serum
were not show significant differences between groups, measurments reveal that paraoxanase levels were lower in study groups. These
results suggest that adverse effects of nitrates on Akkaraman sheep occur at concentrations present in the fields.
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yonu 1991 yilinda nitrat direktif uygulamalarini kabul
etmistir. Sularda 50 mg/l nitrat konsantrasyonu veya 10
mg/L nitrat-N nitrat kirliligi olarak kabul edilmektedir ©.
Hacibektas ilcesinin su ihtiyacinin karsilandidi kuyulardan
alinan su orneklerinin, Ankara Refik Saydam Hifzisthha
Merkezinde analizi neticesinde, sularda normalin Ustlinde
nitrat oldugu anlasilmistir. ilcenin su ihtiyacinin karsilayan
ve 15 kilometre uzaklikta bulunan Yalnizagil mevkiindeki
kuyulardan alinan su numunelerinde 69.7 mg/L, 56.8
mg/L ve 59.4 mg/L oranlarinda nitrata rastlanmasi Gzerine
bu kuyulardan sebekeye su verilmesi durdurulmustur ©.,

Seruloplazmin bir a-2 glikoprotein olup karbonhidrat
icerigini sialik asit olusturur ). Seruloplazmin; plazmada
bakir tasinmasinda gorevli temel protein olup toksik ferro
demirin, toksik olmayan ferri demire oksitlenmesini saglar.
Ayni zamanda demirle iliskili serbest radikal yaralanma-
lardan dokulari korur ve daha baska antioksidatif ve sito-
protektif aktivitelerde de goérev alir®.,

Paraoksonaz (PON1), hem arilesteraz (E.C. 3.1.1.2) hem
de paraoksonaz (E.C.3.1.8.1) aktivitesine sahip, glikoprotein
yapisinda olan kalsiyum badimli bir ester hidrolazdir ©.
PON1‘in, LDL'nin hicre kaynakli oksidasyonuna karsi
koruyucu oldugu gosterilmistir "%, PON1in bu antioksidan
kapasitesinden 284. pozisyondaki serbest sisteinin sorumlu
oldugu bildirilmistir ',

Nitrik oksit, cok énemli biyolojik fonksiyonlari yerine
getirmek (izere Uretilen nitrojen merkezli bir radikaldir.
Antioksidan ve antienflamatuvar etkileri yaninda bir cok
dlzenleyici role de sahip olan NO'in, yiiksek yogunlukta
bulundugu durumlarda, DNA hasarina ve lipid peroksi-
dasyonuna sebep olmak, antioksidanlari tiiketmek, en-
zim inhibisyonu yapmak ve bir ¢ok toksik etkene du-
yarliligi arttirmak gibi zararli etkileri de mevcuttur.
Dislik konsantrasyonlarda 6nemli fizyolojik fonksiyon-
lara sahip olan NO, stabil Grlinleri olan nitrit ve nitrata
okside olur 1'%,

Bu calismanin amaci, igme sularinda yiksek diizeyde
nitrat bulunan Akkaraman koyunlarinda serum serulo-
plazmin paraoksanaz ve nitrik oksit duizeylerindeki degis-
imleri arastirmaktir.

MATERYAL ve METOT

Hayvan Materyali

Bu calisma, Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurul'ndan Etik Kurul Karari (Karar no: 2012-4-15)
esaslarina uygun olarak ylrutilmustr.

Calismada, belediyenin veteriner hizmetleri kapsaminda
Hacibektas yoresinde ylksek nitrat tesbit edilen kaynak
sularini icme suyu olarak kullanan 30 adet Akkaraman
koyunundan kan 6rnekleri alindi. Kontrol grubu olarak
belediyenin veteriner hizmetleri kapsaminda yaptigi analiz-

lerde, sularinda nitrat diizeyi diisik olarak tesbit edilen,
ayni bolgedeki farkll kdyden 10 adet saglikh Akkaraman
koyundan kan alindi. Kan 6rnekleri, en kisa zamanda
laboratuvara getirilerek 10 dak. 2.500 devirde santrifij
edilerek serumlari ¢ikarldi. Elde edilen serum &rnekleri,
seruloplazmin, paraoksanaz ve nitrik oksit analizlerinde
kullanild.

Orneklerin Analizi

Seruloplazmin diizeyleri Ceron ve Suibela-Martinez
tarafindan bildirilen yontemle 6lctldi " pH 5.2 ve 37°C
kosullarinda asetat tamponunda hazirlanan P-fenilen diamin
diklorid (PPD) serum oOrnekleri ile olusan renkli Grinin
absorbansi spektrometrede 550 nm'de okunarak serum
seruloplazmin dl¢iimleri incelendi .

Paraoksanaz aktivitesi Armstrong tarafindan bildirilen
yontemle 6lcilda ", Bu yontemle, 1 mM CaCl, ve 4 mM
paraokson ihtiva eden 50 mM glisin; pH 10.5 tamponu
kullanilarak paraoksonazin enzimatik hidrolizi sonucu olusan
p-nitrofenoliin 412 nm'deki optik dansiteleri 6lculerek,
paraoksonaz aktiviteleri incelendi.

Nitrik-oksit konsantrasyonu Gilliam ve ark.'® tarafindan
bildirilen yontemle 6l¢tld.

Toplam nitrit, her bir 6rnegin 550 nm’de optik
yogunlugunun okunmasiyla degerlendirildi. Nitrik oksit
konsantrasyonu, bir potasyum nitrat standart egrisiyle (0
ile 80 uM arasinda) karsilastirma yapilarak belirlendi 1'®.

istatistiksel Analiz

Gruplar arasi farkliik bagimsiz gruplarda t testi kulla-
nilarak incelenmistir "7, Elde edilen veriler aritmetik
ortalama ve standart hata seklinde verilmistir. istatistiksel
olarak 6nemlilik P<0.05 seklinde ifade edilmistir.

BULGULAR

Serum seruloplazmin, paraoksanaz ve nitrik oksit
diizeylerine ait sonuglar Tablo 1 ve Sekil 1'de gosterilmistir.

Serum seruloplazmin diizeyleri, deneme grubunda
0.9940.11U/ml; kontrol grubunda 2.01+0.30 U/ml olarak
tespit edilmis (Tablo 1, Sekil 1b) ve gruplar arasindaki
fark, istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0.001).
Serum paraoksanaz dizeyleri ise, deneme grubunda
142.57+17.85 U/ml; kontrol grubunda 151.36+14.95 U/
ml olarak tesbit edilmistir (Tablo 1, Sekil 1c). Deneme
grubu paraoksanaz diizeyleri kontrole gore diisiik olmakla
birlikte, gruplar arasindaki fark, istatistiksel olarak Gnemsiz
bulunmustur (P>0.05).

Serum nitrik oksit diizeyleri, deneme grubunda 10.80+
0.32 pmol/ml, kontrol grubunda 10.68+0.14 umol/ml
olarak tesbit edilmistir (Tablo 1, Sekil 1a). Gruplar arasindaki
fark, istatistiksel olarak dGnemsiz bulunmustur (P>0.05).
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Tablo 1. Kontrol ve calisma grubu Akkaraman koyunlarina ait serum seruloplazmin, paraoksanaz ve nitrik oksit diizeyleri

Table 1. Serum ceruloplasmine, paraoxanase and nitric oxide levels of control and study group Akkaraman sheeps

Kontrol Grubu Deneme Grubu
Olgciilen Parametre P
n X+Standard Hata n X+Standard Hata
Seroplazmin (U/ml) 10 2.01+0.30 28 0.99+0.11 P<0.001
Paraoksanoz (U/ml) 10 151.36+£14.95 28 142.57+17.85 P>0.05
Nitrik mg/mlasit 10 10.68+0.14 30 10.80+0.32 P>0.05

Seruloplazmin Paraoksanaz

unit/ml

unit/ml

Dereme Deneme

wm/ml

Nitrik Oksit

Sekil 1. Serum seruloplazmin, paraoksanaz
ve nitrik oksit diizeyleri

Fig 1. Serum ceruloplasmine, paraoxanase
and nitric oxide levels

Deneme

TARTISMA ve SONUC

Diinyadaki yeralti sularinin en yaygin kimyasal kirle-
ticisi nitrattir. Nitrat, genotoksik bilesiklerin bir sinifi olan
ayni zamanda hayvanlarda karsinojen etkili N-nitrozo
bilesiklerin olusumunda bir 6n maddedir ', Nitrat, ciftlik
hayvanlarinda toksik etki gostermemekle birlikte, alinan
nitrat rumen bakterilerince nitrite donustirulmektedir.
Nitrit ise ylksek dizeyde toksik etkiye sahiptir ve daha
ileri okside olarak amonyaga donusdur. Yiksek dizeyde
nitrat alimi sonucu kanda toksik diizeyde nitrit birikimi
olusur. Bunun sonucunda, hemoglobinin yapisinda yer
alan demir iyonu ferr6z (Fe*?) formdan ferrik (Fe*®) forma
donisir ve methemoglobin olusur. Hemoglobindeki
demirin Fe** sekli eritrositlerin oksijen tasima kapasitesini
disarir. Nitrat tosisitesinin belirtileri hemoglobinin %20’
sinin methemoglobine donustliginde gordlir. Rumende
olusan nitritin kan dolasimina transferinde, alinan nitrat
miktari, yemlerin sindirim hizi, nitratin nitrite dontsim
hizi ve rumenden nitritin absorpsiyonuna bagh degisim
gosterir. Nitrat/nitrit toksikasyonunda maruz kalma siresi
ve hizi yaninda bireysel tolerans ve metabolizma kapasitesi
de etkilidir ™. Sularda artan nitrat konsantrasyonu, cevre
ve saglik problemlerine neden oldugundan, Avrupa Birligi
Komisyonu 1991 yilinda nitrat direktif uygulamalarini
kabul etmistir. Sularda 50 mg/L nitrat konsantrasyonu
veya 10 mg/L nitrat-nitrojen, nitrat kirliligi olarak kabul
edilmektedir. Nevsehir'in Hacibektas ilcesindeki kuyulardan
alinan su orneklerinin, Ankara Refik Saydam Hifzisihha
Merkezindeki analizi neticesinde, sularda normalin Gstlinde
nitrat oldugu anlasiimistir. izleme calismalan kapsaminda
Yalnizagil mevkiindeki 3 kuyudan alinan su numunelerinde
69.7 mg/L, 56.8 mg/L ve 59.4 mg/L oranlarinda nitrata

rastlanmistir. Calismada, icme sularinda yuksek nitrat
bulunan Hacibektas yoresi Akkaraman koyunlarin serum
orneklerinde antioksidan etkili seruloplazmin, paraoksanaz
ve nitrik oksit aktiviteleri belirlenerek kontrol grubu ile
karsilastinlmistir.

Kontrol ve calisma grubu Akkaraman koyunlarinda
serum nitrik oksit diizeyleri bakimindan, gruplar arasinda
istatistiksel olarak fark énemsiz bulunmustur (P>0.05).
Organizmada ¢ok dusuk yari dmre sahip olan NO, stabil
Urdnleri olan nitrit ve nitrata okside olmaktadir "2, Yiiksek
nitrat alimina bagh serum nitrik oksit diizeylerinde bekle-
nen artisin gorilmemesi, yuksek nitrat alimina karsi koyun-
larda fenotipik varyasyonlarin oldugu, bir cok karaciger
enziminin genetik ekspresyonunun nitrat toksikasyonuna
farkl yanitlar verdigi bildirilmektedir 2. icme sularina 100
mg/L, 250 mg/L ve 500 mg/L konsantrasyonlarinda nitrat
katilan ratlarla yapilan ¢alismada, 250 mg/L ve 500 mg/L
dizeyindeki ylksek dozlarda nitrat iceren icme sularini
tiketen ratlarda NO diizeyi nitrat konsantrasyonundaki
artisa paralel artis gostermistir. Fakat 100 mg/L nitrat
iceren sulardan tlketen ratlarda NO diizeyi degisim gos-
termemistir 2", Ratlarla yapilan deneysel calismanin NO
sonuglar calismamizla uyumlu goérilmektedir. Haci Bektas
yoresi kaynak sularinda nitrat diizeyi 100 mg/L ge¢gmedigi
ve koyunlarin serum NO diizeyinde de 6nemli bir degisim
olmadigi goézlenmistir. Koyunlar, nitriti amonyaga donus-
tirmede daha etkili olduklarindan, sidirlara gore nitrit/
nitrat zehirlenmesine daha az duyarlidirlar 22,

Kontrol ve calisma grubu Akkaraman koyunlar serum
seruloplazmin dUzeylerinde gruplar arasindaki fark ista-
tistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0.001). Serum
paraoksanaz duzeyleri ise, ¢alisma grubu paraoksanaz
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dizeyleri kontrole gore dusuk olmakla birlikte, gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak énemli bulunmamistir
(P>0.05). Nitrat/nitrit toksikasyonlarinda antioksidan etkili
molekullerde azalma/enzimlerde inhibisyon bildirilmekte-
dir. Yuksek reaktivitede peroksinitrit olusumunun antioksi-
dan enzimlerde azalmaya neden oldugu bildirilmektedir 2.
icme sularina yiiksek konsantrasyonlarda nitrat katilan
ratlarla yapilan calismada, oksidatif stres olusturularak
lipid peroksidasyon belirteci olan MDA duizeylerine bakil-
mistir. Serum MDA duizeyinde bir degisim gdzlenmezken
karaciger doku MDA diizeyinde artis gozlenmistir. Yuksek
dozlarda nitrat aliniminin serum MDA dizeyini etkileme-
mesi, kan plazmasindaki mevcut antioksidan sistemlerinin
serum MDA dilzeylerini dislirmede etkili olabilecekleri
ileri strdlmusttr 24, Calismadaki antioksidan seruloplazmin
ve paraoksanaz aktivitelerindeki duistiklik, icme sularindaki
ylksek nitratin olusturacagi oksidatif strese karsi kullanil-
mis olmalarindan ileri gelebilir.

Sonug olarak, Akkaraman koyunlarda nitratin olumsuz
etkilerinin mevcut konsantrasyonlarda meydana geldigi
dustnilmektedir.

Ciftlik hayvanlarinda subakut ve kronik nitrat toksi-
kasyonuna bagli biyobelirteclerin gelisimi icin bir temel
saglamasi acisindan ve belirli sinirlarda nitrata maruz kalma
ve ilgili saglik etkileri degerlendirmek icin daha kapsamh
ve kontrollu ¢alismalara ihtiyag vardir.
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