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OZET

Calismada tavsan karacigerinden ve bébreklerinden izole edilen Glutatyon-S-  Transferazin
kanserojen etkili bir madde olan N-nitrozoprolidin ile etkilesimi incelendi.

Glutatyon -S-Transferaz enzimi in vitro sartlarda degisik dozlarda N-nitrozoprolidin ile muamele
edilerek, reaksiyonlart gozlendi. Bulgular 1 kloro 2 ,4 dinitro benzen (KDNB) substrat olarak
kullanildiginda bulunan aktivite ile karsilastirildi.  Regresyon ve korelasyon analizi yapildi. Sonuglar
spesifik aktivite olarak verildi.

Anahtar Kelimeler: N-nitrozoprolidin, Glutatyon -S-transferaz

ABSTRACT

We analyzed the interaction of glutation- S- transferase, which is isolatedfrom the liver and kidney

of rabbits with  N-nitrosopyrollidine which is an effective carsinojenic.
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Glutathione-S-transferase enzymes were treated with N-nitrosopyrollidine in vitro conditions at
various doses, and the reactions were recorded. The activities observed were
compared with that of the activity observed in the presence of 1 chloro 2, 4 dinitrobenzen as a substrate
and a regression analysis was performed to investigate the correlation. The result were expressed as
spesific  activities.
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GiRIsS

Siklik bir nitrozamin olan N-nitrozoprolidin (N-Npry) havada, sigara dumaninda, et ve
balik Urlinlerinde bulunur (1). Bir¢ok nitrozamin gibi N-Npry' de sitokrom P-450 tarafindan
metabolize edilir (2). P-450IIE1' in metabolik aktivitesinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir
(2). Nitrozo bilesikleri konusunda bir cok arastirmalar mevcuttur. Ratlarda yapilan
aragtirmalarda dimetil nitrozoprolidinin karacigerde, 3,4 dikloro nitrozoprolidinin ise 6zafagusta
timore neden oldugu (3 ), oral yolla ratlara verilen 1- nitrozo-piperidin ise karaciger ve
ozafagusta DNA hasarina yol actig1 bildirilmistir (4) Yine ratlardaki bir ¢alismada N-Npry'nin
mutasyon yaptigi ve GC - AT transversiyonuna neden oldugu belirlenmistir (5). Bazi
¢alismalarda N-Npry' nin laktat dehidrogenaz (6), piruvat kinaz (7), Na /K- ATPaz (8)
enzimlerini inhibe ettigi bildirilmistir.

Glutatyon-S-transferaz (GST) detoksifikasyonda gorevli bir enzimdir. Insan dokularinda
farkli substrat oOzgiilligli gosteren GST tipleri mevcuttur. Potansiyel olarak zehirli bazi
elektrofilik ksenobiyotikler ile GSH (glutatyon)' in SH (stlfidril) gruplarinin konjuge olmasini
saglar. Bunlar ¢ok islevli enzim gruplaridir, sadece GSH konjugasyonunu katalizlemez; steroid
yapil1 hormonlarla tiroid hormonlarini ve bazi1 ksenobiyotikleri de baglar ve yigilimimi azaltarak
sitotoksik etkilerini engeller (6-9). Bir arastirmada GSH' in nitrozo bilesikleri ile etkilenen
DNA iplikciklerinin hasar gormesine engel olamadig: bildirilmistir (10). Bagka bir ¢alismada da
benzer sekilde dimetilnitrozamin'in bobrek proksimal ve distal tiibiillerinde yaptig1 hasari
GSH'n engelleyemedigi gorilmiistiir (11).

Calismada, Insanlarin besin zinciri yoluyla ve cevresel sartlar nedeni ile siirekli etkilendigi
N-nitrozoprolidin'in, tavsan karacigeri ve bobreklerinden izole edilen GST enzimi ile in vitro

sartlardaki etkilesiminin arastirilmasi amaclandi.
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MATERYAL- METOD

Ketamin anestezisi ile tavsanlarin karacigerleri ve bobrekleri c¢ikarildi. Tartilip
agirliklarinin t¢ kati izotonik swvi (0,15 M KC1) ilave edilip homojenize edildi (B.Braun Tip 85
3202.). Homojenat 1,5 saat 1000 g'de santrifiij edilip (Beckman Model J2 santrifij JA 21 rotor)
siipernatan DEAE-seliiloz kolondan gecirildi. Aktivitenin gorildiigli kisma amonyum siilfat
¢oktiirmesi yapildi. Presipitat potasyum fosfat tamponunda ¢oziillip diyalizlendi. Dialize edilen
materyal CM-seliiloz kolondan gecirildi (12,13). Kolondan ¢ikan ve aktivite gozlenen kisimlar
GST enzim kaynagi olarak kullanildi ve aktivite saptandi (13). GST enziminin tepkime
karistmi-substrat glutatyon, recipient 1 kloro 2,4 dinitro benzen (KDNB) - varliginda bobrek
homojenatinda 12,5 mM'dan 600 mM’' a kadar, karaciger homojenati ise 50 mM' dan 600 mM'a
kadar bir skala icerisinde her bir tepkime karisimina inhibitor olarak 0,ImM ve 0,05 mM
hazirlanmis N-nitrozoprolidin ¢6zeltisi eklenerek belirlendi. Aktiviteler spektrofotometrede
(Shimadzu UV-1201,UV-Vis, Niive BM 101 benmari atasman) kinetik olarak ol¢uldii. Her
molaritede, her bir doz icin beg olgiim yapildi. Bulunan enzim aktivite degerleri, kontrol (N-
nitrozoprolidin icermeyen KDNB'li tepkime karigimi) degerleri ile karsilastirildi. Protein
tayini Lowry yontemi ile yapild1 (14).

Arastirmanin istatistiksel analizi SPSS (7.5 Ver) programui ile yapildi ve degerlendirilmede

regresyon, korelasyon analizleri ve Kruskal Wallis waryans analizi uyguland1 (15).

SONUC VE TARTISMA
Aragtirmamizda bobrek ve karaciger homojenatinda saptanan spesifik aktivite degerleri

(U/mg protein) ve lineer regresyon analizi sonuclari tablo 1 ve 2 ' de verilmistir.

Tablo 1: KDBN ve-N nitrozoprolidin'in Belirli Konsantrasyonlarinda Tavsan Bobrek GST
Enziminin Spesifik Aktivite Degerleri (U/mg protein)

KDNB mM
12,5 25 50 75 100 150 200 250 300 600 X+Sh Medya
0,1 M 0,93 1,119 1,679 2,052 | 2,238 | 2,798 | 2,798 | 2,985 | 2,985 | 2,900 r=0,72 2,24+0,24 2,51
N- Npry
0,05M 0,74 1,119 1,865 2,425 2,425 3,171 3,358 3,358 3,544 3,573 r=0,75 2,55+0,32 2,80
N-Npry
Kontrol 0,74 1,305 1,679 2,238 | 2,425 | 2,798 3,171 3,171 3,544 | 3,544 r=0,79 2,46+031 2,61

KW=1,36,p>0,05
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Bobrek homojenati verilerine logaritmik donlsim yapilarak  regresyon yontemi
uygulandiginda, KDNB doz miktarlarina bagh olarak 0,1 M ve 0,05 M N-nitrozoprolidin
¢ozeltisi verilen gruplar ile N-nitrozoprolidin uygulanmayan kontrol grubunun GST aktiviteleri
arasinda asagida regresyon denklemleri verilen dogrusal bagintt  bulunmustur.

*kont = 1,695+0,004 X KDNB (Kontrol -N-nitrozoprolidin igermeyen)

y0,1 = 1,68 + 0,003 X KDNB (0,1M -N-nitrozoprolidin)

y0,05 = 1,73 + 0,004 X KDNB (0,05 M -N-nitrozoprolidin)

Bobrek homojenati calismasinda, KDNB doz miktart ile 0,1 M N-nitrozoprolidin
uygulanan grubun GST degerleri arasinda ayni yonli korelasyon gozlenmistir. KDNB doz
miktar1 arttiginda GST aktivite degerleri yiikselmektedir (r=0,72). Ayn yonlii korelasyon 0,05
M N-nitrozoprolidin ¢ozeltisi icin (r=0,75) ve kontrol grubu icin de saptanmuistir (r=0,79). Bu

u¢ korelasyonda istatistiksel olarak onemlidir (p<0,05).

Tablo 2: KDBN ve -N nitrozoprolidin'in belirli Konsantrasyonlarinda Tavsan Karaciger GST
Enziminin Spesifik Aktivite Degerleri (U/mg protein)

KDNBmM

50 100 200 300 600 X+Sh Medyan
0,1 M 2,602 | 3,857 | 4,920 (6,123 7,348 r=0,99 | 4,97+0,83 4,92
N-Npry
0,05 M 2,270 | 3,674 | 5919 6,950 7,685 r=0,98 | 529+1,01 591
N-Npry
Kontrol | 2,541 | 4268 | 4,901 5,909 6,827 r=0,97 | 4,77+0,66 4,90

KW=0,37,p>0,05

Ayni logaritmik donilisim iglemleri karaciger homojenati verileri icin de yapilmis ve deney
grubu ile kontrol grubu arasinda dogrusal baginti bulunmustur. Regresyon denklemleri asagida

verilmistir.

Vion: = -2,98 +3,44 X KDNB (kontrol, N-nitrozoprolidin icermeyen)
¥, = - 3,004 + 4,43 X KDNB (0,1 M N-nitrozoprolidin)

Yo.05= -6,747 +5,35 X KDNB (0,05 M N-nitrozoprolidin)
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Karaciger homojenatinda da bobrek de oldugu gibi GST aktivite degeri KDNB doz
miktar artist ile ylikselmektedir. KDNB doz miktar ile 0,1 M N-nitrozoprolidin verilen grupta
(r=0,99), 0,05 M N-nitrozoprolidin verilen grupta (r=0,98) ve kontrol grubunda (r=0,97) ayni
yonde korelasyon izlenmistir. Ug korelasyon da istatistiksel olarak énemlidir (p<0,05).

Bobrek ve karaciger homojenatinda 0,1 M. ve 0,05 M N-nitrozoprolidin ¢ozeltisi
uygulanan gruplar ile-N-nitrozoprolidin verilmeyen kontrol grubuna ait GST aktivite degerleri
Kruskal Wallis varyans analizi ile karsilastirildiginda gruplar arasi farklihlk Onemsiz
bulunmustur (p>0,05) (Tablo 1,2).

Nitrozoprolidin sigara dumaninda, kirli havada, tiiketime sunulan bir cok gida maddesinde
bulunmasi nedeni ile bir ¢cok arastirmaya konu olmustur. Mc Coy ve arkadaslar1 hamsterlerde
yaptiklar: bir denemede 0,33 mmol N-Npry'nin tek dozda solunum yollarinda tiimore neden
oldugunu bildirmistir (16). Bir baska arastirmada ise N-Npry'nin karacigerde tiimore, genital
organda mezotelyamaya yol actig1r rapor edilmistir (17). 5120 adet kemirgende yapilan bir
arastirmada ise N-Npry ve N-nitrozo dimetilamin'nin doza bagh olarak karaciger ve 0zafagusta
kansere yol actig1 bildirilmistir (18). Oral yolla 40 mg/kg dozunda verilen 1-nitrozo piperidinin
karacigerde hasara neden oldugu ve uygulama siiresine bagli olarak da aym organda kansere
neden oldugu izlenmistir (4). Kemirgenlerde kanserojen etkili olan N-Npry'nin ayni zamanda
mutasyon etkisinin de oldugu ve GC-AT transversiyonuna yol actigi saptanmistir (5). Nitrozo
bilesiklerinin DNA tlizerinde GC-AT transversiyonuna neden olmast veya DNA iplikcigi
uzerinde hasara neden olmasi karsinojenik etkisinin bir gostergesi olarak dustintlebilir. Yapilan
baz1 arastirmalar ise detoksifikasyonda gorevli bir enzim olan GST' nin, nitrozolu bilesiklerle
etkilestirilen karaciger ve bobreklerde olusan sitotoksik DNA hasarini engelleyemedigini
gostermektedir (10,11). Lash ve Wooods bazi kimyasallarin sican bobreklerinde distal ve
proksimal tiibill hiicrelerinde olusturabilecegi hasari tesbit icin metil vinil keton, allil alkol ve
N-Dimetil nitrozamini bobrek tiibul hiicrelerine inkiibe etmis ve sonugta metil vinil keton ve
allil alkoliin GSH ile baskilandigini, N-Dimetilnitrozaminin ise etkilenmedigini bildirmislerdir
(11). N-Dimetilnitrozaminle yapilan bir diger ¢alismada da 0,2 mg/kg N-Dimetilnitrozamin
gavaj yolu ile ratlara verilmis ve GSH etkilesimi izlenmis, verilis stiresi ve doza bagl olarak

hasarin arttig1 bildirilmistir (10). Cesitli arastirmalarin sonug¢larinda N-Npry 'nin laktat
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dehidrogenaz enzimini (19) ve Na/K-ATPaz enzimini % 20 oraninda (20), piruvat kinaz
enzimini % 73 oraninda (21) inhibe ettigi bildirilmistir. In vitro sartlarda N-Npry ile etkilenen
lenfosit kiiltiirlinde ise kromozomlarda satellit separasyonu ve bircok anomali saptanmig, DNA
ve protein sentezinde inhibisyon rapor edilmistir (22). N-Npry calismalarinda hedef organin
karaciger oldugu belirlenmistir (20,23).

Arastirmamizda in vitro sartlarda N-Npry'nin 0,1 M ve 0,05 M konsantrasyonunda
hazirlanan dozlarinin karaciger ve bobrekten izole edilen GST' nin aktivite degerlerinde kontrol
(KDNB) degerlerine gore degisime neden olmadigi bulunmustur. Bulgularimiz nitrozo
bilesiklerinin detoksifikasyonunda GST' nin rol almadigini bildiren literatiir bilgileri ile
uyumludur (4,5,10,11). Ancak bu bulgunun ileri arastirmalarla desteklenmesi gerektigi

kanisindayiz.
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