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1. GIRIS VE AMAC

Her gecen giin kimyasallarla daha fazla kirlenen diinyada, insan viicudu da
gerek besin zinciri, gerek solunum, gerekse gidalarda kullanilan katki maddeleriyle
cok c¢esitli karsinojenik ve mutajenik etkiye sahip kimyasal maddeyle
etkilesmektedir. Bu maddeler organizmada birikerek genetik yapida degisik
oranlarda hasara yol acabilir. (1, 2, 3).

Bu ¢alismanin konusu olan N-Nitrozopirolidin (Npyr) hem endojen hem de
ekzojen kaynaklardan insanlara ulagir. Tiitiin dumani; igiciler ve pasif igiciler
tarafindan viicuda ekzojen kaynaktan alinir. Bunun yami sira saklama amaciyla
sosis, salam, sucuk ve salamura yapilmis ve dumanlama ile pisirilmis et ve balik
iriinleri Npyr iceren besin maddeleridir. Ayrica Npyr, baharat katilarak hazirlanmis

ve pisirilmis etler araciligiyla da viicudumuza girmektedir (4, 5, 6, 7).

Npyr endojen olarak da olusabilen bir maddedir. Npyr olusumu tiikiiriikte,
mide 6zsuyunda, kanda ve idrarda ikincil aminlerin nitrozo’lu bilesiklere doniismesi

sonucu meydana gelir (8).

Nitrat ve nitrit endojen Npyr olusumunda 6nciil maddelerdir (9). Insanlar
nitrat1 baglica yiyeceklerden ve igme suyundan alirlar. Nitrat toksik olmayan bir
maddedir. Insan viicudundaki toplam nitratin %5’i toksik olan nitrite déniisiir.
Kandaki nitritin hemoglobin ile tepkimesi sonucu yeni doganlarda methemoglobin
olusur ve olusan bu molekiil, hemoglobin gibi oksijen baglama yetenegine sahip

degildir (10, 11,12).

Hayvansal kaynakli besin maddelerinde de koruyucu madde olarak nitrat
(E251) ve nitrit (E250) kullanilmaktadir (13). En Onemli nitrat kaynagi ise
bitkilerdir. Insanlarda giinliik ortalama nitrat alimmin %85’i bitkilerden, kalan

%15i ise igme suyundan saglanir. Igme suyundaki nitrat oram bitkilerdekine



oranla ¢ok daha diisiiktiir ve igme suyunun cinsine bagli olarak degisir. Diinya
saglik orgiitii verilerine gore; son on yilda suni giibre, tarimsal ilaglar ve bunlarin
yogun ve kontrolsiiz kullanimi sonucu yilizey ve kaynak sularindaki nitrat

diizeyinin artmasi insanlar i¢in risk olusturmaktadir. (10,11).

Viicutta nitrat diizeyine paralel olarak artan nitrit belirli bir periyotta
nitrozaminleri olusturmak iizere ikincil aminlerle tepkimeye girer. Olusan
nitrozamin tiirevleri (Nitrozodimetilamin, Nitrozopirolidin, Nitrozomorfolin,
Nitrozonornikotin, Nitrozoanatabin gibi) organizmada karsinojenik etki
gosterebilmektedir. Nitrozopirolidin de siklik bir nitrozamindir (9). Yapilan
caligmalarda askorbik asit, tokoferoller ve laktik asitin endojen nitrozasyonu

inhibe ettigi bildirilmistir (10, 11, 13).

N-Npyr gibi toksik maddeler karaciger hiicreleri Endoplazmik Retikulum
(E.R.) Oksidasyon Sistemi tarafindan yikilir. E.R. Oksidasyon Sisteminde
bulunan enzimler sitokrom P- 450 olarak bilinirler ve elektron transport zincirinin
en son basamagindaki enzimlerdir. Birgok nitrozamin gibi N-Npyr de sitokrom P-
450 enzim sistemi tarafindan metabolize edilir. Detoksifikasyon mekanizmalari
Faz I ve Faz II tepkimeleri olarak ikiye ayrilir. Faz I; oksidasyon, hidroliz ve
kopma tepkimelerinin gerceklestigi basamaktir. Faz II ise Faz I reaksiyonlari
sonucunda olusan polar bilesiklerin konjugasyon tepkimelerinin gerceklestigi
basamaktir. Glutatyon-S-Transferaz (GST)’lar, Faz II tepkimelerinde rol oynayan
onemli bir enzim ailesidir. GST’ler ekzojen ve endojen orjinli elektrofilik

bilesiklerin biiyiik bir kisminin metabolize olmasini saglarlar (14, 15, 16).

Kaynak taramalarimizda GST ile N-Npyr’ nin etkilesimi ile ilgili daha

once in vivo olarak diizenlenmis herhangi bir ¢alismaya rastlanmamustir.

Bu calisma Nitrozopirolidin’in detoksifiye edilmesinde rol oynadigini
diistindiigiimiiz  GST enzimlerinin Nitrozopirolidin’den nasil etkilendigini

aragtirma amacina yoneliktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. NITROZOPIROLIDIN

=°

T
N

J

Sekil 1: Nitrozopirolidin (C4HgN, 0)

Insan viicudu, yasami boyunca pek cok kimyasal ile etkilesmektedir. Bu
kimyasallarin biiyiik bir ¢ogunlugu besinler araciligiyla viicuda alinirlar. Besinler
kullanma ve saklama teknigine gore g¢esitli islemlerden gegirilirler. Gida
maddelerinde kullanim sirasinda uygulanan pisirme, kizartma, kavurma ve
besinleri saklama amaciyla yapilan dumanlama (tiitsiilleme) ve salamura gibi
islemler sirasinda insanlarin saglhigini ciddi bi¢cimde etkileyebilecek karsinojenik
etkili cok sayida toksik madde olusabilmektedir (3). Npyr de bu toksik

bilesenlerden bir tanesidir.
2.1.1. Nitrozopirolidin’in Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Npyr kimyasal arastirmalarda kullanilan ve kimya endiistrisi diginda ticari
amacla tUretilmeyen sar1 renkli bir stvidir. Npyr ilk defa 1888 yilinda pirolidinin
potasyum nitratla hidroklorik asit soliisyonunda bir haftalik siiredeki reaksiyonu

sonucu olusmustur.

Nitrozopirolin’in 185- 200 ° C ye kadar 1sitilmasi sonucu da Npyr

meydana gelir.



Npyr 1s1 ve 1s18a duyarli bir maddedir, 1sitilirsa ve 1siktan korunmazsa
bozulur ve toksik nitrojen oksit gazi aciga ¢ikar. Npyr ozellikle UV 1sinlarindan
cok etkilenir. Gii¢lii oksidanlarla etkilestiginde amin ve hidrazine, hidrolize karsi
¢ok dayanikli olmasina ragmen hidrojen bromid ile etkilesti§inde ise asetik asite

indirgenebilir (5,17).
2.1.2. Nitrozopirolidin Metabolizmasi

Ratlara 6mg/kg oraninda [2,5- '*C] veya [3.4- '*C] — Npyr intraperitonal
olarak uygulandiginda bu bilesiklerden % 18- 25 'inin 6 saat iginde '*CO, 'e
dontistiigii, kalan radyoaktif bilesiklerin % 7 'sinin iirin, %1- 2 'sinin ise gaita ile
atildig1 tespit edilmistir. [2,5- "*C] — Npyr 4mg/kg ik oral dozunun % 77 'si
C0O, 'e doniisiirken, 650 mg 'lik oral dozunun yalmzca % 14 ‘i 24 saat iginde

C0, 'e déniismiistiir (5).

2.1.3. Ekzojen ve Endojen Nitrozopirolidin Olusumu

Npyr viicudumuza tiitiin dumani, sosis, salam, sucuk ve salamura yapilmis
et ve balik iiriinleri, baharat katilarak hazirlanmig ve pisirilmis etler araciligiyla
ekzojen kaynaklardan almir (4, 5, 6, 7). Tiirk sucuklar1 ile yapilan bir ¢alismada
kizartma sicakligi arttikga olusan Npyr miktarinin da ayni oranda arttigi
gorlilmiistiir (18). Bir bagka calismada kizartilmis domuz etinde 4- 25 pg/kg
Npyr’e rastlanirken, kizartilmamis domuz etinde Npyr bulunamamustir (12).
Yemeklerde kullandigimiz kirmizibiberde de 29 ng/kg gibi yiliksek oranda Npyr
tespit edilmistir (4). 1994 yilinda Tayland’da yapilan bir calismada salamura balik

ve konserve sebzelerde Npyr’e rastlanmistir (19).

Kimyasal endiistride, lastik ve deri endiistrisinde, dokiimhane ve metal
isleme tesislerinde c¢alisan insanlar da yogun olarak Npyr ve benzeri

nitrozaminlerle etkilesmektedir (7).



Siklik bir nitrozamin olan Npyr endojen olarak nitrit ile bazi ilaglarin
etkilesimi yoluyla meydana gelebildigi gibi insanda tiikiiriikte, mide 6zsuyunda,
kanda ve idrarda ikincil aminlerin nitrozolu bilesiklere donilismesi sonucu

olusabilmektedir (sekil 2) (1,8).

NOj ----—--—> NOp ——->NO +R-N-R >R-N-R

2 2

H N=0
Nitrat Nitrit Ikincil amin Nitrozamin

Sekil 2: Nitrozaminlerin olusumu

Hayvansal kaynakli besin maddelerinde ( et, balik, sucuk gibi ) koruyucu
madde olarak nitrat ve nitrit kullanilmaktadir. Bu gidalarin uzun siire bekletilmesi
ve pisirilmesi sonucunda ¢esitli nitrozaminler meydana gelebilmektedir (13). Cok
sayida bakteri tliriiniin sekonder amin ve nitrit varliginda nitrozamin olusumunu
katalize ettigi bilinmektedir. Bunun yani sira alinan sebze veya diger besinlerdeki
nitrat miktar1 yliksek olsa bile eger bunlarla birlikte vitamin C, vitamin E ve bazi
fenolik ve siilfirli bilesikler de alindiginda N-nitrozo bilesiklerinin olusumu
inhibe olmaktadir. Yapilan bir ¢alismada pismis sebze yedikten sonra prolinin
nitrozasyonunda onemli derecede artis saptanmis ama ¢ig sebze yedikten sonra
cok diislik seviyede bir artis gozlenmistir. Bunun olasi nedeni askorbik asitin

parcalanmasi ama nitratin bozulmamasidir (1, 11, 20).

Insan tiikiiriigiinde ve mide salgisinda bulunan tiyosiyanat nitrozasyonu
arttirmaktadir. Sigara icenlerin tiikiiriiklerindeki tiyosiyanat miktarinin sigara

igmeyenlere gore 3- 4 kat fazla oldugu saptanmustir (11).



2.1.4. Nitrozopirolidin ve Mutagenez

Npyr’nin mutajenik etkileri metabolitlerinin DNA’ya kovalent olarak
baglanmasiyla (guanin ve adenin baz bolgeleri) ortaya ¢ikar. DNA’nin bu haline
DNA addukt (adduct) adi verilmektedir. DNA addukt Npyr gibi serbest
radikallerin veya bunlarin metabolitlerinin DNA’ya baglanarak olusturdugu artik
DNA’y1 ifade etmektedir. Boylece DNA’nin baslangi¢ fazi doniisiimsiiz olarak
boliinmekte ve DNA’daki bu degisiklik ilerleme fazina ge¢ildiginde malign

fenotipe doniisiimiin ilk basamagini olusturmaktadir (21).

Npyr ratlarda kovalent addukt meydana getirir ve bu addukt "2 -amino-
6,7,8,9-tetrahydro-9-hydroxypyrido[2,1-f]purine-4[3H]one"olarak tanimlanmustir.
Npyr uygulanan fare, rat ve hamsterlerin karaciger, bobrek ve akcigerlerinde bu
yap1 olugsmaktadir. 56- 900 mg/kg viicut agirligi oraninda oral yoldan Npyr verilen
ratlarda  7,8-pyridoguanine  adduktlar1  ortaya  ¢ikmaktadir.  P-450
monooksijenazlarin Npyr’nin bu alkilleyici ajaninin metabolik aktivasyonuna
kars1 ¢ok az etkisi olmustur. Mikrozomal amin oksidazin inhibitorii olan imidazol
ve aldehid dehidrogenazin inhibitorii olan disulfiram, Npyr’nin alkilleyici etkisini
azaltmaktadir (22). Yapilan baska bir caligmada ise Npyr metabolizmasinin ilk
tiriinii ve karsinojenik etki gosteren formu olan alfa- asetoksi- N-nitrozopirolidin
ile yine Npyr’nin bir metaboliti olan krotanaldehid’in DNA adduktlar1 meydana
getirdigi saptanmistir (23).

Npyr uygulanmig ratlarla yapilan bir baska c¢alismada N7,C8 guanin
oraninin RNA’da DNA’ya gore iki kat daha fazla oldugu goriilmiistiir. N7,C8
guanin olusumu Guo ile dGuo’ya gore sekiz kat daha fazladir. Bunlarin % 51 1

hicbir degisiklige ugramadan {irin ile atilmaktadir (24).

ml3mp2 faj DNA’sina Npyr ve UVA 1s1m1 beraber uygulandiginda faj
DNA’sinda 8-oksodGuo meydana gelir ve buda GC--> AT transversiyonuna
neden olmaktadir (25). Ratlarda yapilan benzer bir ¢aligmada Npyr uygulanan



ratlarda hepatokarsinogenezise bagli genotoksik siiregte 6zgiill DNA adduktlari
olusmus ve buna bagl olarak %49,3 oraninda AT-->GC transisyonu meydana

gelmistir (26).

Insan lenfosit kiiltiirlerinde N-Npyr’nin kromozom anomalileri ve satellit
separasyonuna sebep oldugu, DNA, RNA ve protein sentezinde inhibisyona yol

actig1 bildirilmektedir (27).

2.1.5. Nitrozopirolidin ve Karsinogenez

Npyr insanlar i¢in karsinojenik ve hepatotoksik bir maddedir ve birinci
derece hedef organlar karaciger ve bobrektir. Eger Npyr icme suyuyla ratlara
verilirse her iki cinste de akciger adenomuna, hepatoseliiler karsinoma, 16semiye,
kolon karsinomuna, tunika vajinaliste papiller mesoteliomuna, interstitial hiicre

tiimdrlerine ve erkek ratlarda testiste hemanjioma neden olmaktadir (5).

Sicanlarda yapilan arastirmalarda dimetil nitrozopirolidinin karacigerde,
3- 4 dikloro nitrozopirolidinin ise 6zofogusta tiimdre neden oldugu bildirilmistir
(28). Suriye altin hamsterlarla yapilan bir diger calismada 25 hafta boyunca
intraperitonal Npyr enjeksiyonu yapilan hayvanlarda doza bagl olarak larinks ve
trake tlimorleri gibi solunum yolu tiimorlerine rastlanmistir (29). Npyr uygulanmis
MRC ratlarinda ise karaciger ve genital mezotelyum tiimorleri olustugu

gorlilmiistiir (5).

N-Nitrozopiperidin (NPIP) ve Nitrozopirolidin ile karsilastirmali olarak
yapilan bir ¢alismada; Rat 6zofagus mikrozomlarinin NPIP’ni aktive ettigi fakat
Npyr’ni aktive etmedigi, karaciger mikrozomlarinin ise Npyr'ni aktive ederken
NPIP’ni  aktive etmedigi gorlilmiistiir. Nitrozaminlerin doku spesifik

aktivasyonlari, doku spesifik tiimor olusumuna neden olmaktadir (30).



2.1.6. Nitrozopirolidin’in Biyomolekiillerle Etkilesimi

Cengiz ve arkadaglar1 1993°te yaptiklari bir ¢alismada rat karaciger hiicre
zar1 gangliosid kompozisyonunda ve fraksiyonlarinda Npyr’nin uygulama siiresi
ile uyumlu azaliglar kaydetmislerdir (31). In vitro olarak diizenlenen diger
calismalarda ise N-Npyr’nin etkilestirildigi piruvat kinaz, sitrat sentetaz (32) ve

NA/K-ATPaz (33) enzimlerini inhibe ettigi bildirilmistir.

Mikrozomal amin oksidazin inhibitorii olan imidazol ve aldehid
dehidrogenazin inhibitérii olan disulfiram, Npyr’nin alkilleyici etkisini
azaltmaktadir (22). Yapilan baska bir caligmada ise Npyr metabolizmasinin ilk
iriinii ve karsinojenik etki gdsteren formu olan alfa-asetoksi-N-nitrozopirolidin ile
yine Npyr’nin bir metaboliti olan krotanaldehid’in DNA adductlart meydana
getirdigi saptanmistir (23).



2.2. GLUTATYON-S-TRANSFERAZ

Organizma igerisine alinan ve toksik etki gosterebilen kimyasallar, bazi
enzimler  sayesinde  zararsiz  hale  getirilmektedir. Bu  degisim
"Biyotransformasyon" olarak tanimlanmaktadir. Biyotransformasyonda gorev
yapan enzimlerin aktiviteleri sirasinda meydana gelebilecek her tiirlii hasar enzimi

bloke eder ve toksik bilesikler organizmaya zarar verir.

Detoksifikasyon mekanizmalari Faz I ve Faz II tepkimeleri olarak ikiye
ayrilir. Faz I; oksidasyon, hidroliz ve kopma tepkimelerinin gerceklestigi
basamaktir. Faz II’de ise Faz I tepkimeleri sonucunda olusan polar bilesiklerin
konjugasyon tepkimeleri meydana gelir. Konjugasyon tepkimeleri kimyasal
maddelerin organizmadaki endojen maddelerle birleserek viicuttan atiliminin

kolaylastig1 asamadir (15).

Glutatyon-S-Transferaz’lar Faz II tepkimelerinde rol oynayan ve
elektrofillerin  biiyilk bir kismimin Glutatyon (GSH) ile konjugasyonunu

katalizleyen kompleks ve ¢ok islevli bir enzim ailesidir (14,16).

GST’ler katalitik rollerine ek olarak benzo[a]pyrene diol-epoxide,
aflatoxin- 2,3- epoxide ve reaktif sulfatlar gibi karsinojenleri (34), biluribini (35),
steroid ve tiroid hormonlar1 (36), pestisidleri ve c¢evre Kkirleticilerini (37)

baglayarak hiicre membraniyla etkilesimini ve y1gilimini 6nlemektedir.

2.2.1. GST’lerin Siniflandirilmasi ve Yapisi

Memeli GST’leri yedi smifa ayrilir. Bu enzim smiflarindan bes tanesi
sitozolik, iki tanesi ise membran baglidir. Sitozolik enzim smiflarinin 13 adet alt
birimi bulunmaktadir (34,38). Sitozolik enzim siniflar1 ve alt birimleri tablo 1’de

gosterilmistir.



Tablo 1: Sitozolik GST siniflar1, altbirimleri ve bulundugu dokular

Sitozolik GST Sitozolik GST altbirimleri Bulundugu
siniflari dokular
Alpha (o) GSTA1,GSTA2,GSTA3,GSTA4 Karaciger,
Bobrek, Beyin,
Testis

Mu (p) GSTM1,GSTM2,GSTM3,GSTM4,GSTM | Karaciger, Beyin,

5 Testis
Pi (m) GSTP1 Karaciger, Beyin,
Testis
Theta (0) GSTT1,GSTT2 Karaciger
Sigma(o) Dalak

Aynt  GST smifindan olan alt birimler kendi aralarinda dimer

olusturabilirken farkli sinifta bulunan alt birimlerle dimer olusturamazlar (38).

Sitozolik GST’ler dimerik proteinlerdir ve her bir alt birimin tahmini
molekiiler agirligi 25.000 Da’dur. GST proteinlerinin biiyiik bir kismi karacigerde

bulunur ve total ¢oziiniir proteinin % 3-5’ini teskil eder (14).

Oksidasyon sisteminde yer olan pek ¢ok metabolik enzimde oldugu gibi
GST’de de bireyler arasi ¢esitlilik ( polimorfizm ) mevcuttur. Bu gen ailesindeki
genetik polimorfizm viicuda alinan zararli kimyasallarin farkli metabolize
edilmesinin en 6nemli nedenidir. GSTM1 polimorfik olarak eksprese olur ve ii¢
alleli vardir (GSTMI1- 0, GSTM1a, GSTM1b). GSTT1 lokusunda ise fonksiyonel
olarak iki farkli genotip tanimlanmistir. Birincisi homozigot bir delesyon sonucu
meydana gelen GSTT1- 0’d1r, ikincisi ise bir yada iki fonksiyonel alleli bulunan

genotiplerle uyusan GSTT1- 1 dir. Bunlarin disinda GSTP1’inde ii¢ degisik alleli



vardir. GSTT veya GSTM’nin homozigot delesyonu (null genotip) bulunan
bireylerde GST aktivitesi ya azalmistir ya da hi¢ yoktur, bu yiizden bu bireylerde

elektrofilik karsinojenlerin etkin olarak elimine edilmesi miimkiin degildir (39).

Detoksifikasyon  enzim  gen  polimorfizmlerinin  akut  16semi
etiyolojisindeki rollerini arastirmak amaciyla diizenlenmis bir ¢alismada GSTM1
"null" allelinin akut 16semi gelisiminde risk fakrorii olusturdugu tespit edilmistir
(40). Tiirk toplumunda akciger kanserli hastalar tizerinde yapilan bir ¢alismada ise
yine GSTM1 "null" allel frekansi incelenmis ve buna bagli olarak GSTM1 enzim
aktivitesinin olmadig1 bireylerde akciger kanseri riskinin fazla oldugu

gozlenmistir (41).

Prostat kanserli hastalarda polimorfik GSTTI1, GSTMI1 ve GSTPI1
enzimleri ile hastalik arasindaki iliski incelendiginde istatistiksel olarak anlamli
bulgulara ulasilamamistir (42). Ayrica GSTT1 enzim aktivitesinin olmadigi

bireylerde akciger kanseri gelisme riskinin ii¢ kat fazla oldugu bildirilmistir (43).

2.2.2. GST’nin Glutatyon (GSH) ile Konjugasyonu

Detoksifikasyon sistemleri arasinda GST’ler kritik bir rol oynar,
organizmay1 elektrofillere ve oksidatif stres iirtinlerine karsi korur (16). GST bu

gorevini GSH ile elektrofilik bilesiklerin konjugasyonunu saglayarak yapar (44).

Glutatyon (y-glutamil sisteinil glisin) ; glutamik asit, sistein ve glisinden
olusan bir tripeptiddir. Basta karaciger olmak iizere ¢ogu dokuda ytiksek diizeyde
bulunur. DNA ve protein sentezleri, enzim aktivitelerinin diizenlenmesi, hiicre ici
ve hiicre dis1 transportlar gibi hiicresel fonksiyonlari disinda antioksidan olarak
hiicre savunmasinda da rol oynar. Bir grup toksik elektrofilik bilesik sekil 3’te

gosterilen tepkimelerle GSH’a konjuge edilir (45, 46, 47).



R + GSH— R-S-G
Sekil 3: Glutatyon ile elektrofilik bilesiklerin konjugasyon tepkimesi

GSH’1n elektrofilik bilesiklerle konjugasyonu enzim iizerindeki G ve H
olmak iizere iki farkl bolge ile katalizlenmektedir. G bolgesi GSH’1n, H bolgesi
ise elektrofilik bilesiklerin baglanma bolgesidir (sekil 4) (48).

H

+Glu-Cys
G bolgesi ) Gly \_R/

|
Y

H-bolgesi

Sekil 4: Dimerik bir GST molekiiliiniin iki aktif bolgesinin gdsterimi

Potansiyel olarak toksik bilesikler GSH ile konjuge edilmeyecek olursa
bunlar DNA, RNA veya hiicre proteinleri ile kovalent baglanabilecek ve buda
ciddi hiicre hasarina yol agabilecektir. Bu nedenle GSH; ilaglar, karsinojenler ve
pestisidler gibi kimyasal bilesiklere karsi onemli bir savunma mekanizmasi

olusturur (2).

GSH konjugasyonu hiicre icerisinde olusur, daha sonra safra ya da genel
dolasima salmir. Kana gecen glutatyon konjugatlar1 atilmadan once daha ileri
metabolize edilir. Glutatyona ait glutamil ve glisinil gruplar1 6zgiil enzimler ile

uzaklastirilir ve kalan sisteinil par¢asinin amino grubuna asetil - KoA tarafindan



bir asetil grubu eklenir. Olusan bilesik L-asetilsisteinin bir konjugati olan

merkaptiirik asit olup bobrek tarafindan idrarla atilmaktadir (2,14).

Baz1 elektrofilik bilesiklerin metabolitleri GST etkinligini uyarabilir ya da
inhibe edebilir. Ratlarda yapilan bir ¢alismada Brombenzen ve karbontetrakloriir
uygulamasindan sonra karaciger GST aktivitesinin azaldigi, serum GST
aktivitesinin ise arttit gozlenmistir (44). Sifali bir bitki olan Thonningia
sanguinea’dan izole edilen ve antioksidan bir madde olan thonningianin A (ThA),
in vitro olarak karaciger sitozolik GST ile etkilestirildiginde kuvvetli inhibitor
etkisi yaptig1 tespit edilmistir (37). Yine ratlarda yapilan bir ¢alismada kahveye
0zgii bilesenler olan ve antikarsinojenik etkisiyle bilinen Kafestol ve Kahveol’iin
GSTP aktivitesi tizerindeki etkisi arastirilmistir. GSTP diizeyinde geri dontigiimlii
bir indiiksiyon goriilmiistiir. Kafestol ve Kahveol’iin antikarsinojenik etkisinin

GSTP’nin bu spesifik indiiksiyonuna bagli olabilecegi diigiiniilmektedir (49).

Plasental GST ile ¢esitli ilaglarin etkilesiminin arastirildigi bir ¢alismada;
prematiire dogumlarin Onlenmesinde kullanilan Pre-Par (ritodrin, HCI) ve
antibakteriyel etkili Ampisid (ampisilin)’in enzim aktivitesini % 50- 55 oraninda
inhibe  ettigi  gozlenmistir.  Antiemetik  olarak  kullanilan ~ Metpamid
(metoclopramid) enzim aktivitesini % 80- 85 oraninda inhibe ederken, klinik
kullanim1 olduk¢a yaygin olan agri kesici ve ates diisiirlicii etkili Novaljin
(metamizol)’in enzim aktivitesini % 70- 80 oraninda inhibe ettigi saptanmistir. Bu
bulgular hamilelerin bu tip ilaglar1 kullanirken ¢ok dikkatli olmasi geregini ortaya

koymaktadir (50).

Ranitidin H; reseptorleri tizerinde histaminin etkisini bloke eden bir ilagtir.
Duodenum ve mide iilserlerinin tedavisinde kullanilmaktadir. Ranitidin uygulanan
ratlarda karaciger GST enziminin aktive oldugu tespit edilmistir. Bu aktivasyon
anlamli bir diizeyde oldugu i¢in GST mekanizmasi ile ilacin inaktive oldugu

diistiniilmektedir (44).



3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Deney Hayvanlar ve Nitrozopirolidin Uygulanmasi

Arastirmamizda Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar
Laboratuvarindan saglanan, daha once baska bir amagla tlizerinde hicbir deney
yapilmamis saglikli 24 adet Wistar albino (Rat rattus var. albino) si¢an kullanildi.
Her birinde ii¢ erkek ve ii¢ disi sican bulunan ii¢ ayri1 deney (n=6 x 3) ve bir
kontrol grubu (n=6) olusturuldu. Sican agirliklarinin 140- 170g arasinda
olmasina dikkat edildi. Arastirma siiresince tiim si¢anlara sinirsiz yem ve

serbest su verildi.

Sicanlara uygulanacak dozlar belirlenirken daha 6nce Uluslararasi kanser
arastirma kurulu calisma grubu tarafindan kanser morbidite ¢alismalarinda
kullanilan 1,6mg-150mg arasinda degisen oral dozlar ile Mc Coy ve
arkadaslarinin ¢alismalarinda kullanilan 0,5mmol-0,25mmol’lik oral dozlar
yardimiyla ortalama intraperitonal doz degeri belirlendi (5, 29). Bu degerden yola
¢ikarak I.grup i¢in 10ul /50ml, II. grup i¢in 20ul/50ml, III. grup i¢in 30ul/50ml N-
Npyr c¢ozeltisi hazirlandi. Coziicii olarak serum fizyolojik (SF) kullanildi.
Cozeltiler uygulama anina kadar ve uygulama esnasinda aliiminyum folyo ile
sarilarak giinesten korundu. N-Npyr 0,5 ml’lik hacimlerde; I.gruba 10ug/sican, II.
gruba 20pg/sigan, III. gruba 30pg/sican olacak sekilde intraperitonal olarak
verildi. Dozlamada 1ml’lik kullanilip atilabilir insiilin enjektorleri kullanildi.
Dozlama deney gruplarina belirtilen miktarlarda 7 defa giinasir1 olarak yapildi.

Kontrol grubuna ise Npyr yerine SF enjekte edildi.

Dozlama siiresinin bitiminde metabolik uyumunu saglamak amaciyla
siganlar 24 saat a¢ birakildi. .Daha sonra yagam ortamlarindan alinarak uygulama
odasina getirilen sicanlar servikal dislokasyon yontemi ile Oldiiriildii. Siganlar

vakit kaybetmeden tiim batin agilarak, bobrek ve karacigerleri ¢ikarildi. Organlar



soguk 0,15M KClI (izotonik siv1) i¢inde {izeri bistiiri ile ¢izilerek bir siire yikandi

(Kismi perfiizyon) ve sonra sargi bezi lizerine alinarak fazla KCI uzaklastirildi.

3.2. Dokularin Oziitlenmesi (Homojenizasyonu)

Homojenizasyon (Oziitleme) icin B.Braun tipi teflon cam homojenizatdr
kullanild1. Kullanim dncesinde homojenizator kabi buz ile dolduruldu. Daha sonra
her bir organdan 1,5g agirliginda parcalar tartildi. Tartilan dokularin {izerine 1: 3
g/ml oraninda 0,15 M KCI eklenerek homojenizator tiipiine alindi. Karaciger 1400
devir/dk’da, bobrek ise 1200 devir/dk’da 3 vurusla homojenize edildi.

3.3. Sitoplazmik Fraksiyonun Eldesi

Homojenatlarin daha sonraki deneysel asamalarda kullanilabilmesi igin
sitoplazmik fraksiyonlarinin elde edilmesi gerekiyordu. Bunun i¢in sogutmali ve
vakumlu olan Beckman Model J 2 Santrifiij, santrifiijiin JA 21 basghgi (rotor) ve

orijinal santrifiij tlipleri kullanildu.

Stoplazmik fraksiyonu elde etmek i¢in homojenatlar 16500 rpm’de 0°C ve
vakumla 15 dk santrifiij edildi. Olusan dokelti sivis1 (siipernatant) santrifiij
tiiplerinden mikropipet yardimiyla alinarak daha dnce buz banyosunda bekletilen
silikonize tiiplere pipetlendi. Tiiplerdeki 6rnekler caligma siiresince buz banyosu

icerisinde tutuldu.

3.4. GST AKktivitesinin izlenmesi

Calismamizda GST 06zgiil aktivitesini degerlendirirken tiim stoplazmik
GST degerleri bir arada izlenmis, alt tiplerine yonelik bir ¢aligma yapilmamustir.

Aktivitenin izlenmesinde asagidaki ¢cozeltilerden faydalanildi.



A - Fosfat Tamponu ( 10 mM, pH=6,7)

B - Glutatyon ( GSH, SmM )

C - CDNB ( 1 kloro 2,4 dinitrobenzen, 300mM )

Tepkime karigimi ise asagida gosterildigi gibi hazirlandi.

Fosfat Tamponu 2,725 mL
GSH 200 uL
CDNB 50 uL
Ornek 25 uL

Buzdolabinda saklanan Fosfat tamponu, GSH ve CDNB enzim aktivitesini
etkilememesi icin ¢alismaya baslamadan 6nce okuma odasinda oda sicakligina
ulagana dek 1sitildi. Bu ¢ozeltilerle hazirlanan tepkime karisimina en son enzim
kaynag1 eklenerek tepkime baslatildi. Enzim kaynagi olarak karaciger ve bobrek
ornekleri kullanildi. GST aktivitesinin absorbansi Labomed.Inc. Spectro UV- VIS
Double Beam PC Scanning ile 340 nm dalga boyunda 30 saniyede bir kaydedildi.
Absorbans degerlerinin farki alinarak, 30 saniyedeki absorbans degisimi (AA)
bulundu. Bu degerler kullanilarak 30 saniyedeki volum aktivite degerler

hesaplandi.

Volum Aktivite 30 saniye (VA) degerleri;

Volum Aktivite 30 saniye (U/mL) =3,00x AA/E340x1x0
( E340 = 6,22 cm? / mol, O = Tepkimeyi baslatan 6rnek miktar1

formiilii yardimiyla hesaplandi.



3.5. Protein Derisim Degerlerinin Bulunmasi

Orneklerin protein derisim degerleri "Lowry Yontemi" ile bulunmustur

(51).

Cozeltileri,

A — 0,5 g bes sulu bakir siilfat ve 1g sodyum sitrat 100 mL suda ¢oziildii.

B — 20 g sodyum karbonat ile 4 g sodyum hidroksit 1L suda eritildi.

C — 50 mL ¢o6zelti B ile ImL ¢ozelti A kullanim 6ncesi karistirildi.

D — 10 mL Folin Ciocalteu’s Phenol ( 2N Sigma, F- 9252 ) {izerine 10 mL

su eklendi.

E — Standart protein olarak sigir serum albiimini ( 2mg/mL ) kullanildi.

0,5 mL 6rnek ile 2,25 mL ¢ozelti C karistirildi ve 10 dakika oda 1sisinda
bekletildi. Sonra 0,25 mL ¢o6zelti D’den eklendi ve calkalandi. 30 dakika oda

1s1sinda bekletildikten sonra 650 nm’de absorbanslar okundu.

Sigir serum albiimininden hazirlanan stok (2mg/mL) 1:3 oraninda
sulandirilarak Standart protein egrisi olusturmak i¢in kullanildi. Standart protein
egrisinde absorbanslara karsilik gelen protein derisimleri bulunarak bu degerlerle
bir grafik hazirlandi. Orneklerin absorbanslari bu grafige yerlestirilerek drneklerin

protein derisim degerleri hesaplanda.



3.6. Enzim Ozgiil (Spesifik ) Aktivitesinin Hesaplanmasi

Doku o6rneklerinin enzim 6zgiil (spesifik) aktiviteleri (SA), daha onceki
asamalarda kaydedilen voliim aktivite degerleri ile protein derisim degerleri

kullanilarak;

Ozgiil aktivite ( U/mg protein ) = VA 30 saniye / Protein derisimi

(mL inkiibasyon karigimindaki mg protein)

formiilii ile hesaplandi.

3.7. Verilerin Degerlendirilmesi

Yapilan deneyler sonucunda elde edilen veriler SPSS ( ver: 10.0 )
programina Yyiklenerek verilerin degerlendirilmesinde "Kruskal Wallis testi"
kullanilmistir. Kruskal Wallis testi sonucunda gruplar arasi farklilik 6nemli
bulundugunda; farklilik yapan grup ya da gruplar belirlemek i¢in " Mann-
Whitney U testi " uygulanmigtir (52). Yanilma diizeyi 0,05 olarak alinmistir. P
(olasilik) degeri yanilma diizeyinden kiiciik oldugunda farklilik 6nemli kabul

edilmistir.



4. BULGULAR

Aragtirmamizda 10ul/50ml, 20ul/50ml ve 30ul/50ml N-Npyr ¢ozeltisi ile
etkilestirilen sicanlar dozlama siiresince yasam ortamlarinda gdzlemlendi. Bu
gdzlemler sonucunda sicanlarin davranislarinda belirgin bir degisime rastlanmadi.
Dozlama siirecinin bitiminde servikal dislokasyonla 6ldiiriilen sicanlar tiim batin
acildiginda i¢ organlarin goériiniimiinde herhangi bir anormallik gézlenmemistir.
N-Npyr’nin GST aktivitesi lizerine etkisi hem karaciger hem de bobrek icin

degerlendirildiginde tablo 2’de gosterilen sonuglara ulasilmistir.

Tablo 2: Npyr ile etkilestirilen sicanlarda karaciger ve bobrek GST aktivitesinin
gruplara gore degisimi

GRUPLAR KARACIGER | BOBREK KAlgAci(';ER
X+S X+S BOBREK

(x10?) (x10%) (x10?)

KONTROL 37,4 +10,3 19,7 +6,2

GRUP 1 38,0+ 8,9 17,1 £5,1

GRUP 11 34,1 +15,8 10,6 + 3,6

GRUP III 354420 16,0 £5.8

SONUC KW= 720

p > 0,05

Tablo 2’de tarali olarak gosterilen bolgeler istatistiksel olarak anlamli
degisiklikleri ifade etmektedir. Burada da goriildiigii gibi karaciger ve bobrek
GST aktiviteleri arasinda belirgin bir farklilik vardir.



4.1. Nitrozopirolidin’in Karaciger GST Aktivitesi Uzerine Etkisi

Her dort gruptaki siganlarin karaciger GST degerleri karsilastirildiginda;
I.grupta GST aktivitesi kontrol grubuna gore artis gostermistir. II. grupta ise GST
aktivitesi hem kontrole hem de I.gruba gore cok diisiik seviyede kalmistir. III.
gruba bakildiginda GST aktivitesi kontrole ve I. gruba gore diisiikken, II. gruba
gore yliksektir. Ancak istatistiksel olarak her dort gruptaki karaciger GST aktivite
degerleri arasindaki farklilik 6nemsiz bulunmustur (p>0,05). Karaciger GST

aktivite degisimi grafik 1°de gosterilmistir.

Grafik 1: Karaciger GST aktivitesinin gruplara gore degisimi
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4.2. Nitrozopirolidin’in Bébrek GST Aktivitesi Uzerine Etkisi

Gruplara ait bobrek GST degerleri karsilastirildiginda her ii¢ grubun enzim
degerlerinin kontrol grubuna oranla diisiik oldugu goézlenmistir. I. ve IIL.
gruplardaki GST aktivitesi birbirine yakinken, II. grup GST aktivitesi ¢ok diisiik
seviyede kalmistir. Buna gore gruplardaki sicanlarin bobrek enzim aktivite

degerleri arasindaki farklilik 6nemli bulunmustur (p<0,05).



Gruplarin bobrek GST aktivitesi ikiserli olarak karsilagtirildiginda; kontrol
ile II. grup (p = 0,015), L. grupla II. grup (p = 0,026) ve II. grupla III. grup (p =
0,041) arasindaki farklilik 6nemli bulunurken (p<0,05), diger gruplar arasi
farkliliklar 6nemsiz bulunmustur (p>0,05). Bobrek GST aktivite degisimi grafik

2’de gosterilmistir.

Grafik 2: Bobrek GST aktivitesinin gruplara gore degisimi
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5. TARTISMA ve SONUC

Cagdas yasam ve gelisen teknoloji; insanlarin gelecegini, saghigmi ve
yasadig1 ¢evreyi tehdit eden bir¢cok unsuru da beraberinde getirmistir. Gerek
degisen beslenme aligkanliklar1 ve besinlerde bulunan katki maddeleri gerekse su
kaynaklarinin kirlenmesi ve yogun sigara tiiketimi gibi etkenler insan viicudunun
bircok kimyasalla etkilesmesine neden olmaktadir. Bu kimyasallar genelde bir
atom ya da molekiil yoriingesinde eslesmemis bir elektron iceren yiiksek oranda
reaktif elektrofilik bilesiklerdir. Elektrofilik bilesikler viicuda disaridan ¢esitli
yollarla alinabildigi gibi, viicutta dogal metabolik yollarla da olusabilir. Endojen
orijinli elektrofilik bilesikler detoksifikasyon sistemleriyle ortadan kaldirilir ve
herhangi bir sitotoksisiteye yol agmaz. Ancak viicut yogun olarak bu elektrofilik
bilesiklerle etkilesirse bunlar toksik, kanserojenik, mutajenik ve teratojenik
hasarlara neden olabilmektedir ( 46 ). Bir nitrozamin tiirevi olan Npyr dogada ¢ok

yaygin olarak bulunan bir elektrofilik bilesiktir.

Yapilan bir¢cok caligmada Npyr’nin kanserojenik ve mutajenik etkisi tespit

edilmistir.

Mc Coy ve arkadaglarinin Suriye altin hamsterlartyla yaptig1 bir ¢aligmada;
25 hafta boyunca giinasir1 0,5 mmol Npyr verilen hayvanlarda larinks ve trake

tiimorleri olusmustur (29).

Sezgin ve Atalay’in insan lenfosit kiiltlirlerinde Npyr’nin etkisini incelemek
amaciyla yaptiklart calismada; Npyr'nin kromozom anomalileri ve satellit
separasyonuna sebep oldugu, DNA, RNA ve protein sentezinde inhibisyona yol

act1g1 bildirilmektedir (27).



Npyr’nin ayrica bircok metabolik enzimle etkileserek aktivitelerinde
degisiklige yol actig1 bircok caligmayla ortaya konmustur. Cetinkaya ve Atalay
Npyr’nin farelerde NA/K-ATPaz enziminin aktivitesini % 22 oraninda inhibe
ettigini bulmuslardir (33). Cengiz ve Atalay da 2 mM Npyr’nin Piruvat kinaz
enziminde % 73, 6 mM Npyr’nin Glukoz -6- fosfatdehidrojenaz enziminde % 98
ve 30 mM Npyr’nin sitrat sentetaz enziminde % 71 oraninda inhibisyona yol

actigini bildirmislerdir (32).

Glutatyon-S-Transferazlar elektrofilik bilesiklerin biliyiikk bir kisminin
glutatyonla konjugasyonunu katalizleyen, detoksifikasyon sisteminin en 6nemli
enzimlerinden birisidir. GST’lerin biiyiik bir kismu karacigerde bulunur.
Calismamizda bir elektrofilik bilesik olan ve hedef organlar karaciger ve bobrek
olarak bilinen Npyr’nin karaciger ve bobrek GST enzimleri ile etkilesimi
incelendi ve su sonuglara ulasildi. Deney gruplar1 ve kontrol grubu karaciger
enzim degerleri karsilastirildiginda 2 mM Npyr ile etkilesen 1. grup GST degerleri
kontrole gore artig gosterirken, sirasiyla 4mM ve 6 mM Npyr ile etkilesen II. ve
III. grup GST degerleri kontrole gore azalmistir. 1. gruptaki artis 2 mM gibi diisiik
dozdaki Npyr’ni elimine edebildigi ve bu yiizden aktive oldugu seklinde
yorumlanabilir. Cetinkaya ve arkadaslar1 farkli siirelerde giinde 2 mg/kg
intramuskular olarak ranitidin enjekte ettikleri ratlarda karaciger GST enziminin
aktive oldugunu bulmuslardir (44). Yelkovan ve arkadaslar1 ise tavsan karaciger
ve bobreginden izole ettikleri GST ile 0,1 M ve 0,5 M Npyr’ni in vitro
etkilestirdiklerinde; GST aktivite degerlerinde herhangi bir degisiklik

gozlemlememislerdir (53).

Gruplara ait bobrek GST enzim degerleri karsilastirildiginda her ii¢ deney
grubunun enzim degerlerinin kontrol grubuna oranla daha diisiik oldugu
gozlenmistir. I. ve III. gruplardaki GST miktar1 birbirine yakinken, II. grup GST
miktar1 ¢cok diislik seviyede kalmistir. Buna gore gruplardaki sicanlarin bobrek

enzim degerleri arasindaki farklilik 6nemli bulunmustur ( p <0,05).



Artan Npyr dozuna gore aktivasyonu azalan GST enzimleri saglikli dokuyu
potansiyel olarak riskli hale getirmektedir. Azalan detoksifikasyon iglemi zararl
metabolitlerin bu dokuda birikimine neden olacak ve buna paralel olarak da
sitotoksik ve genotoksik olaylar1 beraberinde getirecektir. Karacigerde
aktivasyonda belirli bir dozdan sonra meydana gelen diisiis de ayni sekilde

yorumlanabilir.

Yapilan benzer ¢aligmalarda diger bazi elektrofilik bilesiklerinde GST
aktivitesinde azalmaya yol actig1 bulunmustur. Aniya ve arkadaslarmin yaptigi
calismada brombenzen ve karbontetrakloriir uygulamasindan sonra rat karaciger
GST aktivitesinin azaldigr gozlenmistir ( 44 ). Yine Maxwell ve arkadaslarinin
calismasinda antioksidan bir madde olan thonningianin A in vitro olarak karaciger

sitozolik GST ile etkilestirildiginde kuvvetli inhibitor etkisi yapmustir ( 37 ).

Bu c¢alismalara ek olarak, plasental GST ile ¢esitli ilaglarin etkilesiminin
arastirildigi bir ¢alismada; prematiire dogumlarin 6nlenmesinde kullanilan Pre-Par
(ritodrin HCI) ve antibakteriyel etkili Ampisid (ampisilin)’in enzim aktivitesini %
50- 55 oraninda inhibe ettigi gézlenmistir. Antiemetik olarak kullanilan Metpamid
(metoclopramid) enzim aktivitesini % 80- 85 oraninda inhibe ederken, klinik
kullanim1 olduk¢a yaygin olan agri kesici ve ates diisiiriicii etkili Novaljin
(metamizol)’in enzim aktivitesini % 70- 80 oraninda inhibe ettigi saptanmustir.

(50).

Tiiken; insan plasental GSTP enziminin bazi nitrozaminlerle in vitro
etkilesimini inceledigi calismasinda 22 mM Npyr’nin enzimi % 50 oraninda
inhibe ettigini bulmustur (54). Celik de benzer sekilde civcivlerden saflastirdigi
karaciger GST enzimlerinin bir bitki biiyiime diizenleyicisi olan daminozid ile
etkilesimi sonucunda; daminozidin GST’yi doza bagli olarak inhibe ettigi

sonucuna ulagmustir (55).



Yapilan bu calismalarin  sonuglari  bdbrek GST  aktivitesinde
gozlemledigimiz azalmayla paralellik gostermektedir. Npyr’nin GST aktivitesinde
meydana getirdigi azalmaya; bu elektrofilik bilesigin enzime baglanmasi sonucu
aktif merkezin ii¢ boyutlu yapisin1 degistirmesi ve/veya substrata karsi katalitik
aktivitenin azalmasi neden olabilir. Bunun disinda Npyr gibi elektrofilik bilesikler
proteinlerdeki aminoasitlerin niikleofilik atomlarina atak yapabilir. Enzimdeki bu
gruplarin alkillenmesi dogal olarak katalitik aktiviteyi azaltacaktir. Mutajenik
etkisi bilinen Npyr’nin DNA’ya ve DNA’nin paketlenmesinde ve genlerin
ekspresyonunda rol alan proteinler lizerine etki ederek GST sentezini inhibe

edebilecegi de gbz ardi edilmemelidir.

Gerek  yaptigimiz  ¢alisma  gerekse literatiir  verileri  Npyr’nin
detoksifikasyonunda GST’nin rol almadigini isaret etmektedir. Buradan Npyr’nin
GST icin substrat olmadigi sonucuna da ulasilabilir. Yelkovan ve arkadaslari
tavsan karaciger ve bobreginden izole ettikleri GST ile 0,1 M ve 0,5 M Npyr’ni in
vitro etkilestirdiklerinde; GST aktivite degerlerinde herhangi bir degisiklik
gozlemlememislerdir (53). Npyr, detoksifikasyon sistemlerinin Faz I ve Faz II
reaksiyonlarini katalizleyen baska enzimlerce substrat olarak kullaniliyor olabilir.
S6z konusu enzimler iizerinde de benzer c¢aligmalar yapilmasmin, Npyr
metabolizmas1 ile ilgili yeni bilgilere ulasilmasi acisindan gerekli oldugu

kanisindayiz.



6. OZET

Nitrozopirolidin (Npyr), hem endojen hem de degisik kaynaklardan ekzojen
olarak organizmalara ulasabilen karsinojenik ve hepatotoksik bir maddedir.
Npyr’in hedef organlar1 olarak bilinen karaciger ve bobrekte, sitoplazmik
Glutatyon-S-Transferaz (GST) 0zgiil aktivitesi iizerine olast in vivo etkisini

incelendik.

Her birinde ii¢ erkek ve ii¢ disi sican bulunan ii¢ ayr1 deney (n=6 x 3) ve bir
kontrol grubu (n=6) olusturuldu. I. deney grubu siganlara 2 mM, II. deney grubu
siganlara 4 mM, III. deney grubu sicanlara 6 mM Npyr ve kontrol grubu si¢anlara
da serum fizyolojik ¢ozeltisi intraperitonal olarak 0,5 ml’lik hacimler halinde yedi

defa giinasin (iki giinde bir) verildi.

Deney gruplart ile kontrol grubu karaciger GST 06zgiil aktivite degerleri
karsilastirildiginda; 1. grupta kontrole gore artis gozlenirken, II. ve III. gruplarda
azalma gozlendi. Deney gruplar1 kendi aralarinda karsilagtirildiginda ise karaciger
GST o6zgiil aktivite degerleri; 1. grupta, II. ve III. gruplara gore, III. grupta da II.
gruba gore daha yiliksek bulundu (p>0,05). Gruplara ait bobrek GST 06zgiil
aktivite degerleri karsilastirildiginda her ii¢ grubun enzim aktivitesinin kontrol
grubuna oranla diisiik oldugu gozlendi. I. ve III. gruplardaki GST 6zgiil aktivitesi
birbirine yakinken, II. grup GST aktivitesi ¢ok diisiik seviyede kaldigi bulundu
(p<0,05).

Bulgularimiz Npyr’nin si¢anlarda karaciger GST 06zgiil aktivitesini
etkilemedigi, bobrek GST aktivitesinde ise azalmaya neden oldugunu

gostermektedir.



7. SUMMARY

INVESTIGATION ON THE SPECIFIC ACTIVITY OF CYTOPLASMIC
GLUTATHIONE-S-TRANSFERASE FROM LIVER AND KIDNEY OF RATS
TREATED WITH N-NITROSOPYRROLIDINE

Nitrosopyrrolidine is a carcinogenic and hepatotoxic compound which can
be transmissible to organisms from various endogenic and exogenic sources. We
have investigated the effect of Npyr on the specific activity of Glutathione-S-

Transferase (GST) in target organs such as liver and kidney.

Three different experimental rat groups having 3 males and 3 females
(n=6x3) and a control group (n=6) were established. Three groups of rats were
supplied with 2mM, 4mM and 6mM Npyr respectively and the control group was
supplied with physiologic saline solution. 0,5 ml Npyr was injected to the rats

intraperitonally 7 times with two day intervals (once in two days).

When experimental groups were compare to the control group, specific
activity of liver GST was increased in the first group, the activity of the enzyme
was decreased in groups two and three. When three groups were compared to each
other, enzyme activity was the highest in first group, then the third group and the
second group have fallowed it (p>0,05). The kidney GST activities of all
experimental groups were found lower than of control group. While the activity
was found similar in the first and third groups, enzyme activity of the second

group was found very low.

Our findings showed that Npyr application did not have any effect on
specific activity of liver GST while it caused a decrease in the specific activity of

kidney GST.
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