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1. GIRIS ve AMAC :

Insanlar, ¢evre kirlenmesine neden olan gesitli kimyasal maddelerin
(ksenobiyotikler), ilaglar ve gidalardaki katki maddelerinin artan bir sekilde etkisi
altinda kalmaktadir. Bu ksenobiyotiklerin ¢ogu canlilarin karaciger mikrozomal
sistemleri tarafindan metabolize edilerek konjugatlar halinde viicuttan atilmaktadir.
Ksenobiyotik metabolizmasinda karigik fonksiyonlu oksidazlar olarak adlandirilan
enzim sistemi rol oynar. Bu enzim sistemine ayrica sitokrom bagiml
monooksigenazlar veya kisaca sitokrom P450 enzimleri denilir. Bu enzim sistemi
basta karacifer olmak iizere bir ¢ok dokuda yer almaktadir(1-4). Mikrozomal
monooksigenaz sisteminin aktivitesi, NADPH-sitokrom P450 rediiktaz aktivitesi ve

P450 miktarinin Sl¢iilmesiyle saptandigi bildirilmistir(5-7).

Cevre kirletici ve ayni zamanda karsinojenik ve mutajenik etkileri oldugu
bilinen nitrozaminlerin, metabolize edilmesinde sitokrom P450’in rol oynadig:
bilinmektedir(8,9). Sitokrom P450’nin bir ¢ok izoenziminin bulundugu gosterilmistir.
Bu izoenzimlerden sitokrom P450 IIE1’in N-Nitrozodimetilamin (NDMA) ve N-
Nitrozodietilamin (NDEA) in oksidatif denitrozasyonunda ve dealkilasyonunda rol
oynadift gosterilmistir. Ayrica sitokrom P450°ye bagli monooksigenazlar ile
olusturulan oksidatif dealkilasyon ve demetilasyon tepkimeleri sonucu olugan
metabolitler ve nitrozaminlerin kendilerinin niikleik asitler ve proteinlerle etkileserek

yapisal ve islevsel bozukluklar olusturdugu gosterilmistir(10-12).



Nitrozodimetilamin demetilaz (NDMAdJ) enziminin nitrozamin metabolizma-
sinda etkili oldugu bilinmektedir ve birgok kimyasal indiikleyicinin bu sistem {izerinde
etkileri galigilmigtir. Aseton ve izopropil alkol verilen ratlarda NADPH bagiml
NDMAGJ aktivitesinin arttigi ve NADPH-sitokrom P450 rediiktaz aktivitesinde ve

sitokrom P450 igeriginde de 1limlt bir artig oldugu bildirilmistir(13).

Yang ve arkadaglar1 nitrozaminleri metabolize eden sistemin diyabet tarafindan
indiiklendigini  gOstermislerdir(9-11). Diyabet sonrasi maruz kalinan kimyasal
maddelerin bu sistemi nasil etkiledigi sorusuna cevap aramak amaciyla deneysel
diyabet olugturulan ve diyabet olusturduktan sonra g¢esitli kimyasal indiikleyiciler
(Etanol, Aseton, [zopropanol) verilen ratlarda NDMA ve NDEA’in kinetik
parametreleri ile her iki nitrozaminin birbirinin metabolizmas: lizerindeki etkileri

incelenmistir.



2. GENEL BILGILER :
2.1.0. SITOKROM P450

Sitokrom  P450, NADPH-sitokrom P450 rediiktaz ve fosfolipidlerin dahil
oldugu monooksigenaz yada karisik fonksiyonlu oksidazlar diye adlandirilan enzim
sisteminin bilesenlerindendir. sitokrom P450’nin arastirildif: biitiin canhi tiirlerinde ;
bakteri, mantar, bocek, bitki, balikk ve memelilede yaygmn olarak bulundugu
gosterilmigtir. Bu enzim sistemi insanlarda bagta karaciger olmak iizere bir ¢ok

dokuda yer almaktadir(1,4,14).

Enzimler hiicrelerde Endoplazmik Retikulum membranina gémiilii olarak yer
almaktadir. Karaciger mikrozomal monooksigenaz sisteminin streoidler, yag asitleri,
ilaglar, karsinojenler ve diger ksenobiyotiklerin biyotransformasyonlarinda énemli rol
oynadig1 bilinmektedir. Ayrica sitokrom P450 igeren enzim sisteminin, antikanser
ilaglarinin da dahil oldugu bir ¢ok ilaglarin aktivasyonunda ve inaktivasyonunda da

anahtar enzim olarak rol oynadig1 gosterilmistir(15-17).
2.1.1. Sitokrom P450’nin adlandirilmast ve smiflandirilmasi :

Sitokrom P450 izoenzimleri ¢esitli  metodlarla farkli laboratuarlarda
saflagtinlmis ve karakterize edilmigtir. Bu giin 221 farkh sitokrom P450 var oldugu
son ¢aligmalarda bildirilmistir. Bu izoenzimlerin spektral, katalitik 6zellikleri ve
molekiil agirliklar: farklidir(18,19). Bu enzimler iizerinde ¢alisan bir ¢ok arastirmaci
saflagtirdiklart  izoenzimleri adlandirmak i¢in farkhi farkli  adlandirmalar
kullanmigslardir. Cesitli aragtirmacilarca sistematik adlandirmadan 6nce nitrozamin-
lerin metabolizmasinda rol oynayan sitokrom P450 IIE1’e P450 LM3ac, P450alc,

P450DM, P450et, P450ac ve P450j gibi adlar verilmistir (20-24).
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Sitokrom P450 izoenzimleri’nin teknolojik standartizasyonuna yillarca ihtiyag
duyulmustur. 1982 yilinda Fujii Kuriyama cDNA sin ilk kez rapor etmesinden sonra
sitokrom P450°nin Siiper gen ailesine gore adlandirilmas: yeniden yapilmistir. Bu
adlandirmada, sitokrom P450 siiper gen ailesi, gen ailesi, alt gen ailesi ve bireysel
ayrmti diye 3 alt grup olusturulmugtur. Ornek sematize edilerek asagida gésterilmistir.
Sitokrom P450 italik olarak (P450) yazilir, dahil oldugu gen ailesi(Il) romen
rakamiyla yazip arkasindan alt gen ailesi (E) biiyiik harfle yazilir ve sonuna arabik
rakamlarla bireysel ayrint1 (1) eklenir. Sitokrom P450 izoenzimlerinin, 12 si biitiin
memelilerde olmak tizere toplam 36 gen ailesinden olustugu bildirilmistir. Insanda

yaklagik 70 farkl: sitokrom P450 bilinmektedir(17,19,25,26).

_Alt Gen Ailesi

. Gen Ailesi (Biyiik Harfle)

Bireysel Ayrinti
|/ ok hatamis

2.1.2. Sitokrom P450‘nin ksenobiyotik metabolizmasindaki rolii :

Besinlerle alinan dogal bilegikler diginda kalan ¢esitli yollarla insan vuciiduna
giren kimyasal maddelere ksenobiyotik adi verilir. Cagdas yasamda ilagtan bagka,
yiyecekler, icecekler ve hava yoluyla bir ¢ok ksenobiyotige maruz kalinmaktadir. Bu
ksenobiyotiklerin zararli etkilerini ortadan kaldirmak igin olusturulan biyotransformas-
yondan mikrozomal enzimler sorumludur. Biyotransformasyon reaksiyonlar: Faz I ve

Faz II tepkimeleri olmak tizere iki ayr1 grupda gergeklesir.
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Faz 1 tepkimesinde, yiikseltgenme, indirgenme ve hidroliz reaksiyonlari
gergeklesir. Ilk ikisinde molekiil {izerindeki bir kimyasal grubun daha polar bir gruba
doniigmesi s6z konusudur. Ukglinciisiinde ise esterlesme veya eterlesme sonucu
maskelenmis bir polar grup kopmasi sonucu serbest hale gelir. Sitokrom P450

gerceklestirdigi hidroksilasyon olay: sekil 1 de gdsterilmistir.

Faz II tepkimesi ise, Faz I tepkimesi sonucu olusan molekiillerin degisen
kismu  lizerinde olur. Bu tepkimeler ; glukoronidasyon, siilfasyon, glutatyon

konjligasyonu, amino asit konjiligasyonu, metilasyon ve asetilasyondur.

Ksenobiyotik metabolizmasindaki bu 2 fazin bastan sona amaci,
ksenobiyotiklerin sudaki ¢éziintirliiklerini arttirmak ve bdylece viicuttan atilimlarin
kolaylastirmaktir. Bazi durumlarda, Faz I tepkimesi ile ksenobiyotikler inaktif
formdan biyolojik aktif bilesikler haline dontsiirler. Bu durumlarda orijinal

ksenobiyotiklere proilaglar veya prokarsinojenler denilir(1,3,27).

Ksenobiyotik olan nitrozaminlerden NDMA’nin Faz I tepkimesinde sitokrom
P450 TIE1 tarafindan hidrofobik bir {irline ¢evrilmesi ve NDMA dealkilaz aktivitesi
sonucu alkilleyici ara tiriinlerin olugsumu karsinojenik aktivitenin ortaya ¢ikmasina yol
acarken, NDMA denitrosazyonu sonucu alkilleyici olmayan ara iiriinlere

cevrilmesiylede detoksifiye oldugu bildirilmistir(11,28,29).



Uriin (SOH)

P-450-Fe.
HOH I\,
s »ew 02 \
Substrat (S)  p450.F& Ikinci &
P-45(I)-Fé3
P-459-Fé3 s o
S
Birincie 2
” P-450-Fe_
P-45?"Fe s 02
S \_’%
02

Sekil 1 : Sitokrom P450°nin hidroksilasyon reaksiyonu mekanizmasi (16)
2.2.0. Monooksigenaz Enzim Sistemlerinin verdigi reaksiyonlar

2.2.1 Monooksigenaz Aktivitesi :

1. Hidroksilasyon

R-CH:-CHs ———»R-CHl-CHs

OH
2. Epoksidasyon

O — A

R:C=CRa2 — R:C —CR:2
\/
3. N- Hidroksilasyon
? O
R-NH-C-CH: R-I‘f-&-CHs
OH
4. O-Dealkilasyon
R-0-CHs R-OH + CH-20



2.2.2. Oksidaz Aktivitesi :

1. Aromatik Hidroksilasyon :
O e Oron

2. Etanol Oksidasyonu :

CcH3;-cH00 —2H o  cHs-cH=0

3. Katekol Oksidasyonu :

OH

Ve . 0
o 5w 5o

2.2.3. Indirgeme Aktivitesi :

1. Azo Indirgenme :

RN=N-R° — 3 R-NH:2 +R-NH:z
2. Nitro Indirgenme :

Ovo —> o

3. Rediiktif Dehalojenasyon :

CCls —>» CHCI + HCI



2.3.0. NITROZAMINLER :

Nitrozaminler karsinojenik ve mutajenik bilesiklerdir. Cevresel kaynaklardan
alinabilecegi gibi memeli midesinde de onciilleri olan ikincil amin ve nitritlerden

olusturuldugu gosterilmistir(30).

NOs —. NO:
Nitrat Nitrit |
R: R:
N - N =
N-H + NO —> _N-N=0
. R2 / RZ
ikincil amin Nitrozil iyonu Nitrozamin

Nitrozamin olusumu i¢in gerekli ikincil aminler balik tirlinleri, tahil, ¢ay,
sigara ve sigara dumaninda mevcuttur. Ayrica bir ¢ok ila¢ yapisinda ikincil aminin

bulundugu bildirilmistir(30-33 ).

Nitrozaminlerin olusumunda etkili olan nitritlerin kimyasal maddeler, zirai
ilaglar, su ve bitkilerde biiyiik oranda bulundugu bilinmektedir. Ayrica dogada yaygin
olarak bulunan nitratin  bakteriler tarafindan nitrite indirgenmesiyle de

olusmaktadir(31,34,35).

Nitrozaminlerin yanliz memeli midesinde degil fizyolojik kosullarda da yiiksek

verimle olustugu gosterilmistir(36,37).

Calisilan biitlin deney hayvanlarinda nitrozaminlerin mutasyonlara neden
oldugu tiimér olusumunu artirdigi, karsinojenik ve mutajenik etkisini ¢oguniukla

mikrozomal sistem tarafindan aktive edildikten sonra gosterdigi bildirilmistir(38).



Nitrozaminlerin  oksidatif dealkilasyonunun (metabolik aktivasyon) ve
rediiktif denitrozasyonunun (deaktivasyon) sitokrom P450, NADPH-sitokrom P450
rediiktaz ve fosfolipid igeren monooksigenaz sistem tarafindan gerceklestirildigi
gOsterilmigtir. Aktivasyon iglemi, sitokrom P450 bagimli tepkimelerle nitrozaminlerin
oo karbonunun oksitlenmesiyle gergeklesir, NDMA ve NDEA’nin metabolik
aktivasyonunda sitokrom P450 IIE1 6nemli rol oynadig1 bir ¢ok arastirmac: tarafindan
gosterilmistir(9,21,39,40).

Nitrozaminlerin = sitokrom P450 IIE1 in aktif bolgesine baglanma
calismalarinda, alkil gruplarininin N-Nitrozo gruplarindan ¢ok daha 6nemli rol aldig:
gosterilmistir. Yapilarinin benzerliginden dolayi NEMA ve NDEA de sitokrom
P450 IIE1 tarafindan tercih edilirler. N-Nitrozoprolidinin de sitokrom P450 IIE]
tarafindan tercih edildigi gosterilmistir. Biiyiik alkil zinciri igeren nitrozaminlerde N-
Nitrozobiitilmetilaminin demetilasyonu sitokrom P450 IIE1 tarafindan katalizlenirken
debiitilasyonunun sitokrom P450 IIB1 tarafindan daha etkili olark katalizlendigi
bildirilmistir(9,11,41).

Nitrozaminin o karbonu sitokrom P450°nin katildigi bir reaksiyonla
hidroksillenir(Sekil 2). Hidroksillenen bu yeni tirtin (a-Nitrozo alkol) kararlt degildir.
o~Nitrozo alkol alkildiazohidroksit ve aldehit de dontigiir. Alkildiazohidroksit
metilleyici bir ajandir. Olusan bu ajan DNA ve diger hiicresel molekiillerle reaksiyon
vererek karsinojenik ve sitotoksik etkili olur. Bu olay nitrozaminlerin aktivasyonu
yada dealkilasyon yolu olarak bilinir.

Alternatif bir yol olarak a-Nitrozamin radikali nitrik oksit ve hidrolizlenmesi
sonucu aldehit ve alkil amine diiniisen imino ya ¢evrilir. Nitrik oksit yiikseltgenerek
nitrite doniisiir. Bilinen bir alkilleyici ajan meydana gelmedigi i¢in bu denitrozasyon

yolu I genellikle detoksifikasyon yolu olarak bilinir(9,11,42,43)
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HO-RCH \ RO
y N-N=) N + .NO
ROL |
RCH
5710
RCHO
Aldehit
HO-N=N-R(I: RCH:NH: NG2
a) Dealkilasyon X Alkilamin
b) Denitrozasyon +
RCHO invivo
N Aldehit
N NG
+
OoH

Sekil 2 : Nitrozaminlerin dealkilasyon ve denitrozasyon reaksiyonlarinin akis

semasi(9).
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2.3.1. N-Nitrozodimetilamin

1.1. Yapist molekiil formiilt ve agirli

CHs

~

/N-N=0 C:HsN:20
CHs

Mol Agirligr : 74.1 gr/mol

1.2. NDMA ’nin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

a . Gorlinlisti : Sari, sivi

b. Kaynama noktasi : 151°C (760 mm Hg )
c. Yogunlugu : 1.0061 kg/lt

d. Kirilma Indisi : 1.4363

e. Spektroskopik Ozelligi : Amax 230 ve 232 nm (€ =979,9 ve 12,8)

f. Coziiniirliigi : Suda, organik ¢oziiciilerde ve lipidlerde
coziiliir.
g. Dayaniklilig : Karanlikta oda sicakliginda, notral ve

alkali ¢oziiciiler iginde 14 giin
dayanuklidir. Asitik ¢ozeltilerde daha az
kararlidir(38).

NDMA 1895 yilinda ilk kez Renouf tarafindan dimetilaminin, asitik ¢6zeltisi
ile sodyum nitritin tepkimesi sonucu elde edilmistir. Siv1 roket yakit1 olan 1,1-
dimetilhidrazinin  sentezinde ve endistride ¢ozlici olarak  kulanildig:
bildirilmistir(38,44).

Dimetilamin kullanan bir fabrikada havada 0-140 ng /m* NDMA bulundugu,
ayrica fabrikanin atik sularinin verildigi kanalizasyonunda 3.0 pg/lt ve deniz suyunda

0.08-0.25 png/lt NDMA bulundugu saptanmisgtir(45,46).
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Cesitli peynir 6rneklerinde NDMA analizi yapilmis 26 farkli peynirde NDMA
2-68 ug/kg diizeyinde bulunmustur. 16 farkli sebzede yapilan deneylerde NDMA
bulunamamugstir. Fakat taze rafine edilmis soya fasulyesi yaginda 0-20 pg/kg NDMA

bulundugu bildirilmistir(38,47).

Johnson ve Rhoades adli aragtirmacilar bir sigarada 0-140 ng NDMA
bulundugu saptamiglardir. Bir bagka arastirmaci sigara duman: ile dolu bir odanin

havasinda 90-240 ng/m® NDMA bulundugunu bildirmisdir(48).

Farelere laboratuvar kosullarinda 250 ng Na-nitrit ve 50 ng dimetilamin gavaj

yoluyla verildiginde in vivo NDMA olustugu gosterilmistir(49).

NDMA‘le deney hayvanlarinda yapilan bir ¢ok ¢alisma sonucunda bu
maddenin toksik ve karsinojenik etkilere sahip oldugu saptanmistir(50,51). Bu
nitrozaminin kendisinden ¢ok metabolitierinin karsinojenik ve mutajenik etkileri
oldugu bir ¢ok aragtirmaci tarafindan gosterilmistir. NDMA in baslica metabolize
oldugu yer karaciger mikrozomal sistemdir. Rat, fare ve kemirgen Kkaraciger
mikrozomlarinda NDMA’nin demetilasyonla formaldehide ve denitrozasyonla nitrite
déntistiigii bir ok galismada gosterilmistir. NDMA in mikrozomal metabolizmasinda
sitokrom P450 izoenzimlerinden sitokrom P450 IIEl in rol oynadigi bildirilmistir

(11,52-54).

NDMA mikrozomal ara tiriinlerinin niikleik asit ve proteinlerde alkilasyona
neden olduklar1 gdsterilmis ve niikleik asitlerde alkilasyon sonucu olusan ana {iriiniin
7-metilguanin oldugu saptanmustir. Ayrica 1-metil, 3-metil ve 7-metiladenin, O-6
metil ve 3-metilguanin, 3-metilsitozin, 3-metil ve O-4 metiltimidin de olustugu
bildirilmigtir. NDMA in vivo olarak DNA y1 alkilledigi gibi RNA yida alkilleyerek
¢esitli metilasyonlar olugturdugu bulunmustur(55-58).
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2.3.2. N-Nitrozodietilamin :

1.1. Yapist molekiil formiilii ve agirligi

CHs-CHa._
. N-N=0 CsH1oN20
CHs-CH:2

Mol Agirligr : 102.1 gr/mol

1.2. NDEA ’nin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

a . Goriintisti : San

b. Kaynama noktasi : 177 °C (760 mm Hg )
c. Yogunlugu : 0.9422 kg/lt

d. Kirilma Indisi : 1.4386

e. Spektroskopik Ozelligi : Amax 230 ve 340 nm (g = 726,7 ve 8,3)

f. Coziiniirlugi : Suda, organik ¢6ziiciilerde ve lipidlerde
¢Oziiniir.
g. Dayanmiklilig1 : Karanlikta oda sicaklifinda, nétral ve

alkali ¢oziiciiler iginde 14 giin dayaniklidir(38).
NDEA ilk kez 1863 de Geuther ve Kreutzhage tarafindan dietilamin ile nitréz

asitin tepkimesi sonucu elde edilmistir(38).

Sigara dumani, su, hava ve peynir, balik ve et iiriinlerinde bulunan ayrica,
tekstil tirtinlerinin hazirlanmasinda, yag ve kaucuk endiistrisinde kullanilan NDEA nin

ratlarda karsinojenik ve mutajenik etkilerinin yliksek oldugu saptanmigtir (38,48,59).
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NDEA nin fare karaciger, akciger ve bobrek mikrozomal sistemleri tarafindan,
mutajenik ve Kkarsinojenik etkisi nitrozaminden daha fazla olan, ara {iriinlere
doniistiiriildtgii  bildirilmistir(60,61). NDEA in mikrozomal denitrozasyon ve
dealkilasyon reaksiyonlarint sitokrom P450 izoenzimlerinden sitokrom P450 IIE1 ve

sitokrom P450 IIA6 tarafindan gergeklestirildigi g6sterilmistir(9,62).

NDEA ile beslenen farelerde bir kag hafta sonra DNA replikasyonunda artma
oldugu ve daha sonra normal diizeye indigi bildirilmistir. Kanser olugumu sirasinda
DNA polimeraz o aktivitesinde artis olurken DNA polimeraz {3 aktivitesinde daha
yavas bir artig oldugu saptanmistir. Ayrica NDEA ile baslayan kanserlesme sirasinda
DNA polimeraz o-f enzimlerinde ardigik dizi degisiklikleri oldugu ve DNA y1
alkilledigi bildirilmistir(55,63-65). DNA’mn alkillenmesi, plirin bazlarindan Adeninin
N-1, N-3, N-7, Guaninin N-3, N-7, 0-6, 0-8, pirimidin bazlarindan Stozinin N-3 nolu

atomlarinda gergeklesmistir(66).

NDEA nin diisiikk derisimlerinde poliploidi, halka kromozom ve kromozom
kiriklar: olusturdugu, yiiksek derigimlerde kiritk sayisinin arttigi ve hiicre boliinmesinin
durmas: bu bilesiklerin olduk¢a toksik ve mutajenik etkilere sahip olduklarini ortaya

koymaktadir(67).

NDEA ‘nin in vitro ve in vivo ortamlarda enzim aktiviteleri lizerine g¢esitli
etkileri oldugu bilinmektedir. NDEA in sican karacifer amino asit metabolizma
enzimlerinden Triptofan Oksijenaz, Tirozin ve Ornitin Transferaz , Serin Dehidrataz

ve Histidaz’i inhibe ettigi gosterilmistir(68).
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Atalay ve arkadaglan NDEA in sigan karacifer dokusunda Laktat
dehidrogenaz, fare karacigerinde Malat dehidrogenaz in vitro kogullarda ise maya
Glukoz-6-fosfat dehidrogenazini inhibe ettigini gostermislerdir. Ayrica fare karacige)r
Na/K ATP az aktivitesi tizerine NDEA, NMOR ve Npyr nin etkileri ¢alisilmis ve
NDEA nin enzimi % 77 oraninda aktive ettigini buna kargilik NMOR, Npyr ile % 30

ve % 20 oraninda inhibisyon olustugu gosterilmistir(69-72).

NDEA’in insan eritrosit membranindan L-Valin amino asiti taginimim inhibe

ettigi de saptanmugtir(73).

15



3. GEREC VE YONTEMLER

3.1.0. Kimyasallar ve Geregler

3.1.1. Kimyasallar

Deneylerde kulanilan Streptozotosin (STZ), Glukoz-6-fosfat (G-6-P), Glukoz-
6-fosfat  dehidrogenaz  (G-6-P DH), Rediikte [B-Nikotinamidadenindiniik-
leotidINADPH), NDMA, NDEA, Sigir Serum Albumin (BSA) Coomassie Blue G
250, Asetilaseton, Stilfanilik asit, N-1-Naftiletilendiamin dihidroklorit, p-
Hidroksibifenil, Formaldehit, Asetaldehit, Sodyum Nitrit, ve diger kimyasal maddeler

Sigma ve Merck firmalarindan saglandi.

3.1.2. Gerecler

Dokularin  homojenizasyonunda  B.Braun  Potter  Elvejhen  doku
homogenizatdrii, mikrozomal fraksiyonun elde edilmesinde ise Beckman L5-75 B
ultrasantrifiijii ile Beckman J2-21 sogutmali santrifiijleri kullanildi. Ayrica enzim
aktivitesinin Olgiilmesi i¢in LKB-Bromma su banyosu ve 1siticili Hitachi model 220

spektrofotometre kullanildi.

3.2.0. Hayvanlar ve Enjeksiyonlar

Deney i¢in kullanilan yaklagik 150-260 gr agirhiindaki Wistar Albino cinsi

ratlar Cumhuriyet Universitesi Deney Hayvanlari Laboratuvarindan saglandi.

Biri kontrol grubu olmak tizere 4 ayr1 deney grubu icin, her grupta 6 adet
olmak {iizere toplam 30 adet rat kullanildi. Kontrol grubu hari¢ diger gruplara 65

mg/kg viicud agirhigi Streptozotosin (0.05 M sitrat tamponunda pH: 4.50) i.p. olarak
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enjekte edildi(74). Kontrol grubuna ayni miktarda serum fizyolojik enjekte edildi. On
gilin sonra kontrol grubu ve I. grup oldirtldi. II. gruba 6ldiirtilmesinden 18 saat dnce
% 25 lik Aseton iceren g¢dzeltiden 2.5 ml/ kg gavaj yoluyla verildi. III. gruba
sldiiriilmesinden 24 saat 6nce % 25 Izopropil alkol igeren ¢ozeltiden 2.5 ml/kg gavaj
yoluyla verildi. IV. grubun igme sularina ii¢ giin boyunca % 15 lik etanol ¢ozeltisi

karistirilarak igmeleri saglandi(21,80).
3.3.0. Karaciger mikrozomal peletin hazirlanmas:

Ratlar 8 saat a¢ birakildiktan sonra eter ile bayitilip kan glukoz seviyelerine
bakmak i¢cin kalplerinden kan alindi. Karacigerleri ¢ikartildi. Gram yas doku basina
3ml 154 mM KCl, 10mM EDTA eklendi ve B.Braun marka doku homogenizatdriinde
doért vurusta homojenize edildi. Pargalanmamig hiicrelerin membran kalintilarinin ve
mitokondrilerin uzaklagtirilmasi igin + 4 °C de 15.000g de 30 dakika santrifiij edildi.
Elde edilen d6kelti Beckman L5-75 B ultrasantrifiijle + 4 °C de, 105.000g de 60
dakika santrifiij edildi. Daha saf mikrozomal pellet elde etmek i¢in pelet taze
tamponla yeniden siispanse edildikten sonra 105.000g de  tekrar santrifiijlendi(75).
Elde edilen pelet ayni1 tampon ile istenilen protein derisiminde (1mg/ml protein olacak

sekilde) sulandirildi.
3.4.0. Protein tayini

100mg Coomossie Brilliant Blue-G250, 50 ml % 95 lik etanol i¢inde ¢6ziildii.
100 ml % 85 lik fosforik asitle karigtirildi. toplam hacim distile suyla 1 1t ye
tamamlandi. Coziinmeyen kisim siiziilip atildi. Bu ¢ozeltinin 1-2 hafta dayanikli

oldugu g6z 6niinde bulundurularak kullanilds.
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Numuneler 20 dakika sonra spektrofotometrede koére karsi 595 nm dalga
boyunda okundu. Sigir serum albumin ile hazirlanan standard egri yardimuyla
numunelerin derisimi bulundu. Son derisimi 1 mg/ml olacak sekilde sulandirilip

deneyler sirasinda  kulanilmak tizere -20 °C de saklandi(76).
3.5.0. pH caliymalari

3.5.1. N-Nitrozodimetilaminin denitrozasyon ve demetilasyonuna pH’nin
etkisi

Degisik pH degerlerinde ( 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5) 10 mM MgCl,, 150 mM
KCI, 50 mM Tris-HCl igeren tamponlar hazirlandi. Toplam hacim 1 ml olacak sekilde
40 mM NDMA’dan, tamponlardan ve mg/ml mikrozomal fraksiyondan 0.5 mg/ml
ilave edildi. Iki dakika 37 °C de inkiibe edildi. ve NADPH-yenileyen sistemin (0.4
mM NADP, 10 mM Glukoz-6-Fosfat, 0.2 U Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz) ilavesiyle
tepkime baglatildi. Onbeg dakika 37 °C de inkiibasyondan sonra 100 pl % 25 lik
ZnSQ4 ve 100 ul doymus Ba(OH), ilave edilerek reaksiyon durduruldu(75) Santrifiij
edilip dokeltide nitrit(NO;) ve formaldehit (HCHO) tayini yapildi.

Kontrol ve diger 4 deney grubu igin her pH degerinde deneyler tekrarlandi.

3.5.2. N-Nitrozodietilamin’in denitrozasyon ve dealkilasyonuna pH’nin

etkisi

Degisik pH degerlerinde ( 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5) 10 mM MgCl, , 150 mM
KCl 50 mM Tris-HCl igeren tamponlar hazirlandi. Toplam hacim 1 ml olacak sekilde
40 mM NDEA’dan, tamponlardan ve mg/ml mikrozomal fraksiyondan 0.5 mg/ml
ilave edildi. ki dakika 37 °C de inkiibe edildi ve NADPH-yenileyen sistemin (0.4

mM NADP, 10 mM Glukoz-6-Fosfat, 0.2 U Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz)
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ilavesiyle tepkime baglatildi. Onbes dakika 37 °C de inkiibasyondan sonra 100 pul %
25 lik ZnSO4 ve 100 pl doymus Ba(OH), ilave edilerek tepkime durduruldu.

Santrifiij edilip d6keltide nitrit(NO,) ve asetaldehit (CH3CHO ) tayini yapildi.

Kontrol ve diger 4 deney grubu igin her pH degerinde deneyler tekrarlandi.

3.6.0. N-Nitrozodimetilamin ve N-Nitrozodietilamin’in metabolizmasina

NADPH-yenileyen sistemin etkisi

3.6.1. N-Nitrozodimetilamin‘in denitrozasyon ve demetilasyonuna

NADPH-yenileyen sistemin etkisi

0.134, 0.286 ve 0.536 mM olmak tizere NADP {i¢ farkli derisimde olan ve 10
mM Glukoz-6-Fosfat, 0.2U Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz igeren NADPH-Yenileyen
sistem hazirlandi. Toplam hacim 1 ml olacak sekilde 10 mM MgCl, , 150 mM KCI
50 mM Tris-HCI pH : 7.4 tampondan, 40 mM NDMA’dan, ve mg/ml mikrozomal
fraksiyondan 0.5 mg/ml ilave edildi. ki dakika 37 C de inkiibe edildi ve NADPH-
yenileyen sistemin ilavesiyle tepkime baglatildi. Onbes dakika 37 °C de
inkiibasyondan sonra 100 ul % 25 lik ZnSO4 ve 100 pl doymus Ba(OH), ilave
edilerek tepkime durduruldu . Santrifiij edilip dokeltide nitrit(NO,) ve formaldehit

(HCHO) tayini yapildi.

Kontrol ve diger 4 deney grubu, i¢in ii¢ farklit NADPH-yenileyen Sistem

kullanilarak deneyler tekrarlandi.
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3.6.2. N-Nitrozodietilamin’in denitrozasyon ve dealkilasyonuna NADPH-

yenileyen sistemin etkisi

0.134, 0.286 ve 0.536 mM olmak tizere NADP ii¢ farkli derisimde olan ve 10
mM Glukoz-6-Fosfat, 0.2U Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz igeren NADPH-Yenileyen
sistem hazirlandi. Toplam hacim 1 ml olacak sekilde 10 mM MgCl, , 150 mM KCl,
50 mM Tris-HCI pH : 7.4 tampondan, 40 mM NDEA’dan, ve mg/ml mikrozomal
fraksiyondan 0.5 mg/ml ilave edildi. Iki dakika 37 °C de inkiibe edildi. NADPH-
yenileyen sistemin ilavesiyle tepkime baslatildi. Onbes dakika 37 °C de
inkiibasyondan sonra 100 pl % 25 lik ZnSO4 ve 100 pl doymus Ba(OH), ilave
edilerek tepkime durduruldu. Santrifiij edilip dokeltide nitrit(NO,) ve asetaldehit (

CH3CHO ) tayini yapildi.

Kontrol ve diger 4 deney grubu, icin ii¢ farkli NADPH-yenileyen Sistem

kullanilarak deneyler tekrarlandi.

3.7.0. Kinetik calismalar

3.7.1. N-Nitrozodimetilamin’in = denitrozasyon ve demetilasyon

tepkimelerinin kinetik incelenmesi

NDMA‘in denitrozasyon ve demetilasyon tepkimelerinin Km ve Vmax
degerlerini saptamak i¢in 10, 20, 40, 80, 160, 320, mM NDMA ¢ozeltileri hazirlandi.
Toplam hacim 1 ml olacak sekilde 10 mM MgCl,, 150 mM KCl, 50 mM Tris-HCI
pH : 7.4 tampondan, NDMA ¢bozeltilerinden, ve mg/ml mikrozomal fraksiyondan 0.5

mg/ml ilave edildi. Iki dakika 37 °C de inkiibe edildi. NADPH-yenileyen sistemin
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(0.4 mM NADP, 10 mM Glukoz-6-Fosfat, 0.2 U Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz)
ilavesiyle tepkime baglatildi. Onbes dakika 37 °C de inkiibasyondan sonra 100 pl %
25 lik ZnSO4 ve 100 pl doymus Ba(OH), ilave edilerek tepkime durduruldu.

Santriftyj edilip dokeltide nitrit(NO,) ve formaldehit (HCHO) tayini yapildi.
Kontrol ve diger 4 deney grubu igin deneyler tekrarlandi.

3.7.2. N-Nitrozodietilamin’in denitrozasyon ve dealkilasyon tepkimele-

rinin kinetik incelenmesi :

NDEA‘in denitrozasyon ve deetilasyon reaksiyonlarimin Km ve Vmax
degerlerini saptamak igin 10, 20, 40, 80, 160, 320, mM NDEA ¢6zeltileri hazirland:.
Toplam hacim 1 ml olacak sekilde 10 mM MgCl, , 150 mM KCI, 50 mM Tris-HCI
pH : 7.4 tampondan, NDEA ¢ozeltilerinden, ve mg/ml mikrozomal fraksiyondan 0.5
mg/ml ilave edildi. Iki dakika 37 °C de inkiibe edildi. NADPH-yenileyen sistemin
(0.4 mM NADP, 10 mM Glukoz-6-Fosfat, 0.2 U Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz)
ilavesiyle tepkime baglatildi. Onbes dakika 37 °C de inkiibasyondan sonra 100 pl %
25 lik ZnSO4 ve 100 pl  doymus Ba(OH)g ilave edilerek tepkime durduruldu.
Santriftij edilip dokeltide nitrit(NO,) ve asetaldehit ( CH;CHO ) tayini yapildu.

Kontrol ve diger 4 deney grubu igin deneyler tekrarland:.

3.8.0. Inhibisyon Calismalar

3.8.1. N-Nitrozodietilamin’in dealkilasyonuna N-Nitrozodimetilamin’in

etkisi

NDEA’in dealkilasyonuna NDMA’in etkisini incelemek amaciyla 10, 20, 40,
80, mM NDEA ve 10, 20, 40, 80 mM NDMA c¢ozeltileri hazirlandi. Her NDEA

derigiminin bulundugu ortama yukardaki derisimlerde NDMA ilave edilip toplam
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hacim 1 ml olacak sekilde 10 mM MgCl,, 150 mM KCl, 50 mM Tris-HCI pH : 7.40
tampondan, ve mg/ml mikrozomal fraksiyondan 0.5 mg/ml ilave edildi. ki dakika
37°C de inkiibe edildi. NADPH-yenileyen sistemin (0.4 mM NADP, 10 mM Glukoz-
6-Fosfat, 0.2 U Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz) ilavesiyle tepkime baglatildi. Onbes
dakika 37 °C de inkiibasyondan sonra 100 pl % 25 lik ZnSO4 ve 100 pl doymus
Ba(OH), ilave edilerek tepkime durduruldu. Santrifiij edilip dokeltide asetaldehit

(CH3CHO) tayini yapildi.

Kontrol ve diger 4 deney grubu igin deneyler tekrarland:

3.8.2. N-Nitrozodimetilamin’in dealkilasyonuna N-Nitrozodietilamin’in
etkisi :

NDMA’in dealkilasyonuna NDEA’in etkisini incelemek amaciyla 10, 20 40,
80, mM NDMA ve §, 10, 20, 400, 80 mM NDEA c¢ozeltileri hazirlandi. Her NDMA
derisiminin bulundugu ortama yukardaki derisimlerde NDEA ilave edilip toplam
hacim 1 ml olacak sekilde 10 mM MgCl,, 150 mM KCl, 50 mM Tris-HCI pH : 7.40
tampondan, ve mg/ml mikrozomal fraksiyondan 0.5 mg/ml ilave edildi. iki dakika
37°C de inkiibe edildi. NADPH-yenileyen sistemin (0.4 mM NADP, 10 mM Glukoz-
6-Fosfat, 0.2 U Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz) ilavesiyle tepkime baglatildi. Onbes
dakika 37 °C de inkiibasyondan sonra 100 pl % 25 lik ZnSO4 ve 100 pl doymus
Ba(OH), ilave edilerek tepkime durduruldu. Santriftij edilip dokeltide formaldehit

(HCHO) tayini yapild.

Kontrol ve diger 4 deney grubu i¢in deneyler tekrarlandi
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3.9.0. Metabolitlerin tayini :

3.9.1. Nitrit tayini:

Nitrit, stilfanilik asit ve N-1-Naftiletilendiamin dihidroklorit’in tepkimesi
sonucu olusan azo bilesiklerin kolorimetrik olarak Sl¢lilmesi esasina dayanir. Deney
sonucunda elde edilen dékeltiden 350 pl alinip 75 pl 100mM siilfanilik asit ile (3 N
HCI i¢inde ) karigtinldi 5 dakika sonra 75 pl 1 mM N-1-Naftiletilendiamin
dihidroklorit ( 3 N HCl iginde ) eklendi. Oda sigakliginda 10 dakika inkiibe edildikden

sonra spektrofotometrede 546 nm’de kore karst okundu(77).

Standard olarak NaNO, kullanilarak standard egri ¢izildi. Standard egri
yardimiyla nitrit miktarlari tayin edildi. Sonuglar nmol nitrit /mg mikrozomal

protein/dakika olarak verildi.

3.9.2. Formaldehit tayini :

Formaldehit’in Nash reaktifi (15 gr Amonyum asetat, 0.2 ml Asetilaseton % 3
litk 18 ml Asetik asit i¢inde) ile tepkimesi sonucu sar1 renkli bir bilesik (3,5-diasetil-
1,4-dihidrolutidine) olusur. Yontem bu olusan {irlintin spektrofotometre de 412 nm
dalga boyunda izlenmesine dayanir. Deney sonucunda elde edilen dokeltiden 350 pl
alinip tizerine 150 pl Nash reaktifi ilave edilip karistirildi. 30 dakika 50 °C de inkiibe

edildi. Siire sonunda spektrofotometrede 412 nm de kore karsi okundu(77).

Formaldehit (HCHO) kullanilarak standard egri ¢izildi. Standard egri
yardimiyla formaldehit miktarlar1 tayin edildi. Sonuglar nmol formaldehit /mg

mikrozomal protein/dakika olarak verildi.
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3.9.3. Asetaldehit tayini

Asectaldehit tayininde de kolorimetrik yontem kullanildi. Deney sonucunda
elde edilen dokeltiden 350 pl almip % 12 CuSO4 SH;O den 1 damla damlatildi.
Uzerine 3 ml soguk derisik H,SO4 buz banyosu iginde ilave edildi. 10 dakika sonra
tiipler karistirildi. 60 pl p-hidroksibifenil (% 1, % 2 lik NaOH ig¢inde) den tiipiin
¢eperlerine bulastirmadan sivi yiizeyine ilave edildi ve kanstirildi. Iki dakika
kaynayan su banyosunda bekletildi. Daha sonra sogutulup olusan mavi renk

spektrofotometrede 545 nm dalga boyunda kore kars: okundu(78).
Asetaldehit ( CH3CHO ) kullarularak standard egri ¢izildi. Standard egri
yardimiyla asetaldehit miktarlari tayin edildi. Sonuglar nmol asetaldehit/mg

mikrozomal protein/dakika olarak verildi.

3.9.4. Formaldehit varliginda asetaldehit tayini

Asetaldehit tayini yapilan ortamda formaldehit varsa, formaldehit, asetaldehitle
girisim yapar. Bu sebepten dolay1 yukarda anlatilan asetaldehit tayin ydnteminden
Once ortamdaki formaldehiti girisim vc;rmeyecek bir ara tirline ¢evirmek gereklidir.
Deney sonucunda elde edilen dokeltiden 200 pul  alinip tizerine 150 pl Nash reaktifi
(30.8 gr Amonyum asetat, Sml derigik H,SO4 ve 0.4 Asetilaseton 100 pl de) ilave
edildi. Deneyin kararh olabilmesi igin oda sicaklifinda bekletildikten sonra normal

asetaldehit tayin y6temi uygulandi.(78)

Asetaldehit ( CH3CHO )  kullanilarak standard egri ¢izildi. Standard
cozeltilerde 1mg/ml Semikarbazit HCl olacak sekilde hazirlandi. Standard egri
yardimiyla asetaldehit miktarlari tayin edildi. Sonuglar nmol asetaldehit /mg

mikrozomal protein/dakika olarak verildi.
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4.0. BULGULAR

4.1.0. Kimyasal diyabet olusumu

Streptozotosin enjekte edilen ratlanin aglik kan glukoz diizeylerinin kontrol

grubu kan glukoz diizeylerine kiyasla 2,5-4 kat yiikseldigi goriildii. Kan glukoz diizeyi

kontrolde ortalama 90 mg/dl olarak &lgiildii. Diyabetik ratlarda enjeksiyon Oncesi ve

sonras viicut agirliklarindaki artigin kontrollerdekinden az oldugu gériildii(Tablo I).

Tablo 1 : Streptozotosin enjekte edilen ratlarda fizyolojik parametrelert

Karaciger Kan

Enjeksiyon Rat Viicut Agirhgn | Agirhiga (gr) | Glukozu

sayis1 | Baslangic Son mg/dl

Kontrol 6 208+11 | 230+10 | 7,45+0,35 90108

1. Streptozotosin(Stz) 6 220422 | 235424 | 7,1540,65 262140
II. Stz + Aseton 5* 26403 | 275405 | 7,85+0,45 256105
II. Stz + Isopropanol 6 183+09 | 197+13 | 7,1040,15 344108
V. Stz + Etanol 6 150+03 | 162+03 | §,75+0,85 334+41

* Rat’in bir tanesi kontrolumiiz disinda 6imiistiir
+ Biitlin degerler £SD olarak verilmistir.

4.2.0. Optimum pH belirlenmesi

NDMA ve NDEA’in metabolize edilmesinde optimum pH nin belirlenmesi

icin 6 farkli pH daki tampon g¢ozeltiler (6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5) kullanildi. Her iki

Nitrozaminin 40 mM derisimdeki

cozeltileri kullanilarak NDMA’de nitrit,

formaldehit ve NDEA’de nitrit ile asetaldehit tayin edildi. Her iki nitrozaminin

optimum pH st 7.5 olarak bulundu ve grafiklendi(Sekil:3,4,5,6).
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4.3.0. N-Nitrozodimetilamin ve N-Nitrozodietilamin metabolizmasina

NADPH-yenileyen sistemin etkisi

NADP derisimindeki degisikliklerin NO,, formaldehit ve asetaldehitte

olusumlarinda ortaya ¢ikan degisimler sekil 7,8,9 ve 10 da gosterildi.

Nitrit nmol/mg/dak

0,8
0,6
0,4
0,2
0 0,134 0,268 0,536
NADP (mi) NDMA 40 mM

DM+ASE

CIKontrol EADM [EDM+ETA DM+I1ZO

G-6-F 10 mM
G-6-FDH 0,2U

Sekil 7 : NDMA’in denitrozasyonuna NADP’in etkisi

NADP (mM)

0,134 0,268 0,536

NDMA 40mM

G-6-F 10 mM

Sekil 8 : NDMA’in demetilasyonuna NADP’in etkisi

28

G-6-FDH 0,2U




Nitrit nmo/mg/dak

0,5 (
0,4
0,3
0,2
| 0,1
0,134 0,268 0,536
NADP (mM)

NDEA 40mM
G-6-F 10 mM
G-6-FDH 0,2U

|CIKontrol EEIDM EIDM-+ETA

Sekil 9 : NDEA’in denitrozasyonuna NADP’in etkisi

Asetaldehid nmol/mg/dak

1
0,8
0,6
0,4
0,2
0
0,134 0,268 0,536
NADP (mM)

NDEA 40 mM
G-6-F 10 mM
G-6-FDH 0,2U

CJKontrol DM

TIDM+ETA

Sekil 10 : NDMA’in dealkilasyonuna NADP’in etkisi
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4.4.0. Km ve Vmax degerlerinin saptanmasi :

44.1. N-Nitrozodimetilamin’in  denitrozasyon ve demetilasyon

tepkimelerinin Km ve Vmax degerinin saptanmas

pH 7.5 tamponunda hazirlanan 6 farkli NDMA (10, 20, 40, 80, 160, 320
mM) derisiminde ¢alisilarak Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi.
Bu grafikler yardimiyla Km ve Vmax degerleri belirlendi. Grafiklerin ¢iziminde en

kiigiik kareler metodu uygulandi.( Sekil 11,12,13,14)
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v I
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Sekil 11 : NDMA’in denitrozasyonunun Michaelis-Menten grafigi
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Sekil 12 : NDMA’in denitrozasyonunun Lineweaver-Burk grafigi

Tablo 2 : Nitrozodimetilaminin denitrozasyonunun Km ve Vmax degerleri.

Vmax
Deney grubu (Nitrit nmol/mg/dakika) Km (mM)
Kontrol 0.764 28.96
Diyabet 0.972 20.88
Diyabet + Etanol 1.224 28.11
Diyabet -+ Izopropanol 1.077 23.69
Diyabet + Aseton 1.019 16.28

NDMA'’in denitrozasyon tepkimesinde kontrol grubunun Vmax : 0.764 nitrit
nmol/mg mikrozomal protein/ dakika Km : 28.96 mM olarak bulundu. Diyabet
grubunun Vmax ve Km degeri kontrol grubuna gore sirasiyla Vmax’in % 27 arttif)
Km’in % 28 azaldig1 gozlendi. Diyabet sonrasi indiikleyici verilen ratlarda ise Vmax
ve Km degerleri s6yle idi. Etanol uygulanan grupda Vmax % 60 artig, Km de ise % 1
azalis goriildii, Izopropil alkol uygulanan grupta Vmax % 41 artis Km de ise % 18
azalma gozlendi ayrica Aseton uygulanan grupta Vmax % 33 artmis Km de ise % 43

azalmig olarak bulundu (tablo2).
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Sekil 13 : NDMA’in demetilasyonunun Michaelis-Menten grafigi
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Sekil 14 : NDMA’in demetilasyonunun Lineweaver-Burk grafigi
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Tablo 3 : Nitrozodimetilaminin demetilasyonunun Km ve Vmax degerleri.

Vmax
Deney grubu (Formaldehit nmol/mg/dakika) | Km (mM)
Kontrol 1.688 11.34
Diyabet : 2.107 10.15
Diyabet + Etanol 2.590 9.77
Diyabet + {zopropanol 2.578 8.51
Diyabet + Aseton 2.700 6.93

NDMA’in demetilasyon tepkimesinde kontrol grubunun Vmax : 1.688
formaldehit nmol/mg mikrozomal protein/ dakika Km : 11.34 mM olarak bulundu.
Diyabet grubunun Vmax ve Km degeri kontrol grubuna gore sirasiyla Vmax’in % 25
arttigt Km’in % 11 azaldig: gozlendi. Diyabet sonras: indiikleyici verilen ratlarda ise
Vmax ve Km degerleri sdyle idi. Etanol uygulanan grupda % 49 artis Km de ise % 14
azalis goriildii, Izopropil alkol uygulanan grupta Vmax % 53 artis Km de ise % 25.
azalma gozlendi ayrica Aseton uygulanan grupta Vmax % 60 artmis Km de ise % 39

azalmig olarak bulundu (tablo 3).

4.4.2. N-Nitrozodietilamin’in denitrozasyon ve dealkilasyan

tepkimelerinin Km ve Vmax degerinin saptanmasi :

pH 7.5 tamponunda hazirlanan 6 farkli NDEA (10, 20, 40, 80, 160, 320
mM) derisiminde ¢alisilarak ~ Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri
¢izildi.Bu grafikler yardimiyla Km ve Vmax degerleri belirlendi. Grafiklerin

¢iziminde en kiigiik kareler metodu uyguland: ( Sekil 15,16,17,18).
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Tablo 4 : Nitrozodietilaminin denitrozasyonunun Km ve Vmax degerleri.

Vmax
Deney grubu (Nitrit nmol/mg/dakika) Km (mM)
Kontrol 0.333 20.35
Diyabet ' 0.403 11.85
Diyabet + Etanol 0.479 14.79
Diyabet + Izopropanol 0.788 18.73
Diyabet + Aseton 0.917 18.53

NDEA’in denitrozasyon tepkimesinde kontrol grubunun Vmax : 0.333
formaldehit nmol/mg mikrozomal protein/ dakika, Km : 20.35 mM olarak bulundu.
Diyabet grubunun Vmax ve Km degeri kontrol grubuna gore sirasiyla Vmax’in % 21
arttign Km‘in % 42 azaldip1 gézlendi. Diyabet sonrasi indiikleyici verilen ratlarda ise
Vmax ve Km degerleri sdyle idi. Etanol uygulanan grupda % 44 artis Km de ise % 27
azalig goriildii, Izopropil alkol uygulanan grupta Vmax % 136 artis Km de ise % 7.9
azalma gozlendi ayrica Aseton uygulanan grupta Vmax % 175 artmis Km de ise %

8.9 azalmis olarak bulundu (tablo 4).
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Sekil 17 : NDEA’in dealkilasyonunun Michaelis-Menten grafigi
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Sekil 18 : NDEA’in dealkilasyonunun Lineweaver-Burk grafigi

Tablo 5 : Nitrozodietilaminin deetilasyonunun Km ve Vmax degerleri.

Vmax
Deney grubu (Asetaldehit nmol/mg/dakika) Km (mM)
Kontrol 1.302 15.37
Diyabet 1.887 13.40
Diyabet + Etanol 1.429 6.79
Diyabet + Izopropanol 2.529 11.07
Diyabet + Aseton 2.390 1426 -

NDEA’in deetilasyon tepkimesinde kontro] grubunun Vmax : 1.302 asetaldehit
nmol/mg mikrozomal protein/ dakika, Km : 15.37 mM olarak bulundu. Diyabet
grubunun Vmax ve Km degeri kontrol grubuna gore sirasiyla Vmax % 45 arttigi Km
de % 13 azaldifi gozlendi. Diyabet sonrasi indiikleyici verilen ratlarda ise Vmax ve
Km degerleri s6yle idi. Etanol uygulanan grupda % 9.7 artmus Km de ise % 55 azalis
goriildii, Izopropil alkol uygulanan grupta Vmax % 94 artmis Km de ise % 28 azalma
gdzlendi ayrica Aseton uygulanan grupta Vmax % 83 arttmis Km de ise % 7.2

azalmig olarak bulundu(tablo 5).
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4.5.0. Inhibisyon Caligmalari

4.5.1. N-Nitrozodietilamin’in dealkilasyonuna N-Nitrozodimetilamin’ in

etKkisi

NDEA’in dealkilasyonuna NDMA’in etkisini incelemek i¢in 4 farkli derisimde
( 10, 20, 40, 80 mM ) NDEA’nin hazirlandi. Herbir NDEA’in bulundugu ortama
farkli derisimde ( 10, 20, 40, 80 mM) NDMA nin ilave edilerek asetaldehit tayini
yapildi ve Inhibitére (NDMA) karst 1/Vo (1/asetaldehit nmol/mg/dakika) grafige
alinarak Dixon grafigi cizildi (Sekil 19, 20, 21, 22, 23). Egrilerin kesisdigi
noktalardan Ki degerleri bulundu ve bu degerler Tablo 6 da verildi. Kontrol ve diger 4

deney grubu i¢in deneyler tekrarlandi.
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Sekil 19 : NDEA’in dealkilasyonuna NDMA’in etkisinin Dixon grafigi.

Kontrol grubu

37



-(gg {

E ‘ ‘ NDEA

o —@— 0mMm

g - A z2amM

o 4 somm [ ]

E ¥ somM

T  3.00

=

[}

z

8 il

[

<

s ! A
2.00 — e

-40.00 80.00

Sekil 20 : NDEA’in dealkilasyonuna NDMA’in etkisinin Dixon grafigi.
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Sekil 21 : NDEA’in dealkilasyonuna NDMA’in etkisinin Dixin grafigi.
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Diyabet+Etanol grubu.
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Sekil 22 : NDEA’in dealkilasyonuna NDMA’in etkisinin Dixon grafigi.

Diyabet+izopropanol grubu
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Sekil 23 : NDEA’in dealkilasyonuna NDMA’in etkisinin Dixon grafigi.

Diyabet+Aseton grubu
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Tablo 6 : Nitrozodietilaminin dealkilasyonuna Nitrozodimetiaminin

inhibisyonunun Ki degerleri.

Ki

Deney grubu (mM)
Kontrol 10
Diyabet 14
Diyabet + Etanol 13
Diyabet + izopropanol 17
Diyabet + Aseton 16

NDEA nin dealkilasyonuna NDMA nin etkisini aragtirmak igin yapilan
calismada, NDEA nin dealkilasyonunun NDMA tarafindan kompetetif olarak inhibe
edildigi gézlenmistir. Kontrol grubuna gére Ki degerlerinde artig olmaktadir. Diyabet
sonrasi etanol verilen grubun Ki degerinde diyabetik gruba gore azalma oldugu

saptanmustir.

4.5.2. N-Nitrozodimetilamin’in dealkilasyonuna N-Nitrozodetilamin’ in

etkisi

NDMA’in dealkilasyonuna NDEA’in etkisini incelemek i¢in 4 farkli derisimde
(10, 20, 40, 80 mM ) NDMA hazirland1. Herbir NDMA’in bulundugu ortama farkli
derisimde (5, 10, 20, 40, 80 mM) NDEA ilave edilerek formaldehit tayini yapild:.
Inhibitsre (NDEA) kars1 1/Vo (1/formaldehit nmol/mg/dakika) grafige alinarak Dixon
grafigi ¢izildi (Sekil 24, 25, 26, 27, 28). Egrilerin kesisdigi noktalardan Ki degerleri
bulundu ve bu degerler Tablo 7 de gosterildi. Kontrol ve diger 4 deney grubu igin

deneyler tekrarlandi.
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Sekil 24 : NDMA’in demetilasyonuna NDEA’in etkisinin Dixon grafigi.
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Sekil 25 : NDMA’in demetilasyonuna NDEA’in etkisinin Dixon grafigi.

Diyabet grubu.
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Sekil 26 : NDMA’in demetilasyonuna NDEA’in etkisinin Dixon grafigi.

Diyabet+Etanol grubu.
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Sekil 27 : NDMA’in demetilasyonuna NDEA’in etkisinin Dixon grafigi.

Diyabet+izopropanol grubu.
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Sekil 28 : NDMA’in Demetilasyonuna NDEA’in Etkisinin Dixon grafigi.

Diyabet + Aseton Grubu.

Tablo 7

inhibisyonunun Ki degerleri

Nitrozodimetilaminin dealkilasyonuna Nitrozodietilaminin

Ki
Deney grubu (mM)
Kontrol 13
Diyabet 12
Diyabet + Etanol 14
Diyabet + Izopropanol 12.5
Diyabet + Aseton 12

NDMA nin dealkilasyonuna NDEA nin etkisini arastirmak i¢in yapilan

calismada NDMA nin dealkilasyonunu NDEA nin kompetitif olarak inhibe ettigi

g6zlenmistir. Kontrol grubuna gore Ki degerlerinde ¢ok az azalis oldugu bulundu.

Diyabet sonrasi etanol verilen grupta ise artig goriildd.
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5. TARTISMA VE SONUC

Cevre kirletici ve karsinojenik olarak bilinen NDMA ve NDEA metabolizmasi
lizerine yapilan caligmalarda nitrozaminlerin endoplazmik retikulumda NADPH
bagimli ve sitokfom P450 nin bir ¢cok 6zellifini tasiyan bir reaksiyonla metabolize
oldugu gosterilmistir. NDMA’in metabolizmasini katalizleyen sitokrom P450‘nin bir
¢ok izoenzimleri tavsan ve rat karacigerinden saflagtirilmistir. Bu izoenzimlerden
sitokrom P450 IIE1’in NDMA’in denitrozasyonun ve demetilasyonunda diger
izoenzimlerden ¢ok daha aktif oldugu gosterilmistir. Ayrica sitokrom P450 IIE1

miktarinin tiire ve yaga gore farkliliklar gosterdigi bildirilmistir.

Son glinlerde sitokrom P450 IIE1 in aktif merkezine nitrozaminlerin baglanma
affinitesi lizerine yapilan galigmalar gostermistir ki ; sitokrom P4S0IE1 &zellikle
metil yada etil grubu igeren diisiik molekiil agirlikli nitrozaminlerin aktivasyonunda
anahtar enzim olarak rol oynamaktadir. NDMA e benzerliginden dolay
Nitrozoetilmetilamin (NEMA) ve NDEA de sitokrom P450 IIE1 tarafindan metabolize
edildigi bildirilmistir. Ayrica Nitrozobiitilmetilamin gibi uzun zircirli nitrozaminlerin
demetilasyonunu sitokrom P450 IIEl ile katalizlenirken, debiitilasyonu fenobarbital
ile indiiklenen sitokrom P450 IIB1 tarafindan ¢ok daha etkili olarak katalizlendigi

gosterilmistir(9,10,11,79).

Bu ¢aligmada, kimyasal olarak diyabet olusturulan ve diyabet olusturulduktan
sonra etanol, aseton ve izopropil alkol verilen ratlarin karacifer mikrozomal
sisteminde  NDMA ve NDEA’in denitrozasyon ve dealkilasyon tepkimeleri
incelenmistir. Her iki nitrozaminin de denitrozasyon tepkimesi sonucu olusan nitrit

miktann tayin edilip nmol/mg mikrozomal protein/dakika olarak verilmigtir.
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Dealkilasyon tepkimelerinde ise, NDMA’in demetilasyonunda olusan formaldehit ve
NDEA’in deetilasyonunda olugsan  asetaldehit miktarlari tayin edilip nmol/mg

mikrozomal protein/ dakika olarak verilmisgtir.

NDMA ve NDEA’in karaciger mikrozomal sistem tarafindan denitrozasyon ve
dealkilasyonuna pH min etkisi aragtirdmistir. Her iki tepkimenin pH : 7.5 da
maksimum hizla gereklestigi gozlenmistir. Ilerleyen galigmalarda bu pH degerinde

calisgtimistir.

NADPH-yenileyen sistemin, NDMA ve NDEA karaciger mikrozomal sistemi
tarafindan denitrozasyon ve dealkilasyonununa etkisinin arastirilmasi amaciyla 3
farkli (0.134, 0.286, 0.536 mM) derisimde NADP igeren NADPH-yenileyen sistem
hazirlanmigtir. NADP derisiminin artmasinin tepkime hizini arttirdigt gézlenmistir.
Deneylerimizin kinetik ve inhibisyon caligmalarinda 0.400 mM NADP, 10 mM
Glukoz-6-fosfat, 0.2U Glukoz-6-fosfat Dehidrogenaz igeren NADPH-yenileyen sistem

calistimustir.

Her iki nitrozaminin 6 farkli derisimde denitrozasyon ve dealkilasyon
tepkimeleri mikrozomal sistemin bulundugu ortamda gergeklestirilmis, olusan nitrit,
formaldehit ve asetaldehit miktarlari tayin edilmistir. Michaelis-Menten ve
Lineweaver-Burk grafikleri yardimiyla denitrozasyon ve dealkilasyonlarinin Km ve
Vmax degerleri hesaplanmisgtir.

NDMA nin denitrozasyon tepkimesinde, kontrol grubuna (Km: 28.96 mM,
Vmax: 0.764 nmol/mg/dak.) kiyasla diyabet olusturulan grupda (Km: 20.88 mM.
Vmax: 0.972 nmol/mg/dak.) enzimin indiiklendigi tespit edildi. Diyabet sonras:
indiikleyici verilen deney gruplarinda da Vmax lardaki artis en fazla etanol (Vmax:

1.224 nmol/mg/dak.) daha sonra izopropil alkol (Vmax: 1.077 nmol/mg/dak.) ve
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aseton (Vmax: 1.019 nmol/mg/dak.) verilen ratlarda goriildii. Km degerlerine
bakildiginda en fazla enzim indiiksiyonu aseton verilen ratlarda (Km: 16.28 mM)
gozlendi. Etanol (Km: 28.11 mM) ve izopropil alkol verilen deney gruplarinda (Km:

23.69 mM) ise indiiksiyonun azaldig: goriildii.

NDMA nin demetilasyon tepkimesinde kontrol (Km: 11.34 mM, Vmax: 1.688
nmol/mg/dak.) grubuna kiyasla diyabet olusturulan grupda (Km: 10.15 mM, Vmax:
2.107 nmol/mg/dak.) enzimin indiiklendigi tespit edildi. Diyabet sonrasi indiikleyici
verilen deney gruplarinda da en fazla indiiksiyonun aseton verilen grupda (Km: 6.93
mM, Vmax: 2.700 nmol/mg/dak.) oldugu anlagildi. Izopropil alkol (Km: 8.51 mM,
Vmax: 2.578 nmol/mg/dak.) ve etanol (Km: 9.77 mM, Vmax: 2.590 nmol/mg/dak.)

verilen guruplarda da diyabetik gruba kiyasla enzimin indiiklendigi goriildii.

Yang ve arkadaglari, etanol, aseton ve isopropil alkol verilmig ratlarda ve
ayrica acglik ve streptozotosin ile indiiklenmis diyabetde de karaciger mikrozomal
NDMA demetilaz aktivitesinin arttifini gosterdiler. 2 yada 3 giin a¢ligin NDMA
demetilaz aktivitesini 2-3 kat arttirdigi diyabetin ise be enzimin diizeyinin 2 kez

artirdig1 bildirilmistir(80,81).

Bir bagka caligmada ise, streptozotosin ile diyabet olusturulmus ratlarin
karacigerlerinden NDMA demetilaz enzimi saflastirilmis ve molekiil agirligi 50.000
olarak tespit edilmigtir. Kinetik c¢aligmalar sonucunda Km 0.05 mM olarak
bulunmustur. Ayrica diyabetlilerde NEMA nin metabolizmasinin arttifi gézlenmistir.
Nitrozometilanilini ve Nitrozometilbenzilanilinin metabolizmasimn etkilenmedigi de

gozlenmistir(82).
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Bu c¢alismada elde ettigimiz Km degeri litaratlirlerdeki Km degerinden
yiiksektir. Genelde ¢aligmamiza benzer galigmalarda, enzim saflagtirildiktan sonra
kinetik ¢alisma yapilmistir yada bir kag subtrat derisiminde metabolit tayini yapilip
kiyaslamalar verilmistir. Calismamizda Km ve Vmax degerlerinden anlasildig: tizere
diyabet ve diyabet sonrasi verilen kimyasallann NDMA demetilaz enzimini

indiikledigi goriilmiistiir.

NDEA’in denitrozasyon tepkimesinde kontrol grubuna (Km: 20.35 mM,
Vmax: 0.333 nmol/mg/dak.) kiyasla diyabet olusturulan grupda (Km: 11.85 mM,
Vmax: 0.403 nmol/mg/dak.) enzimin indiiklendigi tespit edildi. Diyabet sonrasi
indiikleyici verilen deney gruplarinda da Vmax lardaki artis en fazla aseton (Vmax :
0.917 nmol/mg/dak.) daha sonra izopropil alkol (Vmax : 0.788 nmol/mg/dak.) ve
etanol (Vmax : 0.479 nmol/mg/dak.) verilen ratlarda goriildi. Km degerlerine
bakildiginda en fazla enzim indiiksiyonunun diyabetik ratlarda (Km:11.85 mM)
oldugu. Etanol (Km:14.79 mM) ve izopropil alkol (Km:18.73 mM) verilen deney

gruplarinda ise indiiksiyonun azaldig: goriildi.

Deetilasyon tepkimesinde kontrol grubuna (Km: 15.37 mM, Vmax: 1.302
nmol/mg/dak.) kiyasla diyabet olusturulan grupda (Km: 13.40 mM, Vmax: 1.887
nmol/mg/dak.) enzimin indiiklendigi tespit edildi. Diyabet sonrasi indiikleyici
verilen deney gruplarindada Vmax lardaki artis en fazla izopropil alkol (Vmax:
2.529) daha sonra aseton (Vmax: 2.390) ve etanol (Vmax: 1.429) verilen ratlarda
goriildii. Km degerlerine bakildiginda en fazla enzim indiiksiyonunun etanol (Km:
6.79 mM) verilen ratlarda daha sonra izopropil alkol (Km: 11.07 mM) ve diyabette
(Km: 13.40 mM) g6zlendi. Aseton (Km: 14.26 mM) verilen deney gruplarinda ise

indiiksiyonun azaldig1 goriild.
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Chau ve arkadaglar, igme sularina fenobarbital verilmis Sprague-Dawley
ratlanin  Karaciger mikrozomlarinda NDMA, NDEA ve NEMA’in oksidatif
dealkilasyonunu 'NDMA’in Km: 118 mM Vmax : 11 nmol formaldehit /mg/dakika,
NDEA’in Km : 8.1 mM Vmax : 4.6 nmol asetaldehit /mg/dakika ve NEMA’in Km
(formaldehit) : 48 mM Vmax : 2.5 nmol formaldehit /mg/dakika, Km (asetaldehit) :

75 mM Vmax : 4.7 nmol asetaldehit /mg/dakika olarak bulmuslardir(75).

Rat ve tavsan sitokrom P450 IIE1’i NDMA demetilaz yenileyen sistem ile
Km degeri 3 mM olarak bulunmustur. Bu deger karaciger hiicresi, kesiti ve perfiize

karacigerden saflagtirilan enzimin Km degerinden (50-70uM) ¢ok yiiksektir(11,23).

Diyabet NDMA demetilaz ve NDEA deetilaz enzimlerinin Km degerlerinde
kontrole gore ilimli bir azalisa neden oldugu gézlendi. Diyabet sonrasi Etanol verilen
grupda NDMA demetilaz aktivitesindaki artis ¢ok az olurken NDEA deetilaz
aktivitesinde iki kata yakin artig bulundu. Aseton ve izopropil alkol verilen grupda ise
NDEA deetilaz aktivitesinde degisiklik gozlenmezken, NDMA demetilaz
aktivitesinde yine iki kata varan artig gbzlendi. Buradan diyabetin her iki nitrozaminin
dealkilasyonunu ayni oranda aktive ettigi fikri olustu. Ama diyabet sonras: verilen
kimyasallarin aym oranda etkili olmadigi ve Etanol’tin NDEA deetilazi daha fazla

aktive ederken asetonun da NDMA demetilazi aktive ettigi gortildii.

Ratlarda Streptozotosin ile olusturulan diyabetin NDMAd aktivitesini ve
sitokrom P450ac (aseton/etanol)‘yr indiikledigi gosterilmistir. Bir bagka ¢aligmada
ise Streptozotocin ve Alloksan ile olusturulan diyabet rat modeli ve kendiliginden

olusan diyabet rat modeli’nin detaylar1 ¢aligilmistir. Biitiin bu diyabetlerde ¢
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parametrenin arti1i bulunmustur ; a) Sitokrom P450ac diizeyinin iyi bir g6stergesi
oldugu bilinen NDMA demetilaz aktivitesi b) Sitokrom P450ac diizeyi c) Sitokrom
P450 mRNA simn diizeyi(24).

Diyabet ve aglik gibi ketojenik durumlar kadar aseton ve ketoncisimleri de
NDMA demetilaz aktivitesini (sitokrom P450 IIE1’in dlizeyinin yansumasi)
indiiklemekdedir. A¢lik durumunda hepatik NDMA demetilaz aktivitesi ve kan aseton
diizeyi arasinda bir iligki oldugu gdsterilmigtir(83).

Etanol ve aseton verilen ratlarda in vivo ve in vitro NDMA demetilaz’in
indiikledigi DNA metilasyonunun arttif1 ve sonugta hepatotoksisite potansiyel olarak
arttirdigt bildirilmistir. NDMA’nin in vivo DNA metilasyonu tlizerindeki bu etkisinin
NDMA’nin yiiksek dozlarinda ( >25 mg/kg viicud agirligit ) meydana geldigi
gosterilmistir(80,84).

Aclik, diyabet olusumu ve ayrica aseton, etanol, izopropil alkol, benzen ve
eter gibi bir¢ok kimyasalin mikrozomal monooksigenaz sistemi ile etkilesimi birgok
aragtirict tarafindan incelenmigtir. NDMA’T  metabolize eden sistemin etkisi
incelenirken NADPH-sitokrom P450 rediiktaz aktiviteleride irdelenmistir. Aseton ve
izopronal verilen Spraque Dawley ratlarinda NADPH-sitokrom P450 rediiktaz
aktivilesinde 1tlimli bir artis oldugu bulunmustur. Uzun stire alkol verilen ratlarda
Mikrozomal Etanol Oksitleyici Sistem (mikrozomal sitokrom P450 , NADPH-
sitokrom P450 rediktaz ve fosfolipidler) aktivitesinin arttii gosterilmistir
(9,11,13,85,86).

Bir ¢ok kimyasal indiikleyicinin NDMAd enzimi {izerindeki etkileri
calistimigtir. Mikrozomal monooksigenaz sistem {izerine aseton ve izopropil alkoliin
etkisi ¢ahisilmig ve nitrozamin metabolizmasinda bu enzim sisteminin rolii oldugu
gosterilmistir. Aseton ve Izopropil alkol verilen ratlarn NADPH bagimlt NDMA
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demetilaz  aktivitesinin 3-4.5 kez artift ve NADPH-sitokrom P450 rediiktaz
aktivitesinde ve sitokrom P450 igeriginde de iliml1 bir artis oldugu bildirilmigtir (84).
Inhibisyon ¢aligmalari, bir enzimin 6zgiilliigii, aktif merkezin fiziksel ve kimyasal
yapist ve tepkimenin kinetik mekanizmas1 hakkinda bilgi verir. Diyabet ve diyabet
sonras! indiikleyiciler verilen ratlarda NDMA ve NDEA i metabolize eden sistemin
indiiklendigini gozledik. Bu sistemin her iki nitrozaminin ayni anda bulundugu
deney ortamimdaki davramigini izlemek ve indiikleyicilerin farkli izoenzimleri
indiikleyip indiiklemedigini arastirmak igin inhibisyon ¢alismasi yapdik.

NDEA nin dealkilasyonuna NDMA nin etkisini arastirmak igin yapilan
calismada, NDEA nin dealkilasyonunun NDMA tarafindan kompetetif olarak inhibe
edildigi gdzlenmistir. Dixon grafigi Jo NDMA)’a kars1 1/Vo (1/asetaldehit nmol/mg/
dakika) gizilerek Ki degerleri bulunmustur.

Bilindigi gibi Ki, enzimin inhibitdre kars: ilgisinin bir 6lgiistidiir. Herhangi
bir subtrat ve inhibitdr derisiminde Ki‘nin diismesi inhibisyon derecesini yiikseltir.

Kontrol grubuna gore Ki degerlerinde artis oldugu gozlendi. Ki degerindeki bu
artig enzim inhibitér (NDMA) kompleksinin azaldigini yani enzim substrat (NDEA)
kompleksinin daha fazla oldugunu gosterir. Diger bir degisle enzimin inhibitére karg:
ilgisinin azaldigini substrata karsi ilginin arttigini gosterir. Kontrol grubuna goére

inhibisyon derecesi azalmaktadir.

NDMA nin dealkilasyonuna NDEA nin etkisini aragtirmak igin yapilan
calismada NDMA nin dealkilasyonunu NDEA nin kompetitif olarak inhibe ettigi
g6zlenmigtir. Dixon grafigi, lo (NDEA) kars1 1/Vo (1/formaldehit nmol/mg/dakika)
¢izildi. Ki degerleri bulundu. Kontrol grubuna gore Ki degerlerinde ¢ok az azalis

oldugu gozlendi.
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Tavsan ve ratlarda sitokrom P450 izoenzimleriyle yapilan g¢aligmalarda
sitokrom P450 klasik inhibitorii olarak bilinen SKF-525 A sitokrom P450 IIE1
bagimli NDMA demetilazi inhibe etmedigi bildirilmistir. Bununla beraber,
reaksiyonun 2-feniletilamin, 2-amino 1,2-4,triazol ve pyrozole gibi klasik olmayan

inhibitorlerle inhibe edildigide gosterilmistir(11)

Inhibisyon ¢aligmasi sonucunda, her iki nitrozaminin aym anda ve aym
miktarda bulundugu deney ortaminda, nitrozaminlerin ayni oranda metabolize oldugu
goriildii. Metabolize eden sistemin her iki nitrozamini metabolize etmek i¢in yarigti
gozlendi. Diyabet ve diyabet sonrasi verilen indiikleyicilerin sadece bir tane izoenzimi

indiikledigi diiglincesi desteklendi.

Endiistriyel toplumlarda yaygin olarak kulanilan ve ¢evre kirleticisi olarakta
bilinen nitrozaminler birgok canli yasamini olumsuz olarak etkilemektedir.
Nitrozaminlerin karacigerde  metabolize edilmesi (aktivasyon) sonucu olusan
metabolitlerin  kendilerinden daha fazla karsinojenik oldugu bilinmektedir.
Nitrozaminlere maruz kalan canlilarda bu aktivasyon islemi aynt oranda olmaz.
Diyabetik canlilarda aktivasyon islemi normal canlilara gére daha hizlidir. Diyabetik
olan canlilarin aseton, etanol ve izopropil alkol gibi kimyasalara maruz kalmas: bu
aktivasyon islemini daha da hizlandirdigi tesbit edilmistir. Bu nedenle normal
canlilardan daha fazla diyabetik canlilarin, aseton, etanol ve izopropil alkol gibi
kimyasallara maruz kalan canlilarin nitrozamin ve nitrozamin  igeren besin

maddelerinden kendilerini korumalari canli saglig icin 6nem tasimaktadir.
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OZET

Bu galigmada, kimyasal olarak diyabet olusturulan ve diyabet olusturulduktan
sonra etanol, aseton ve izopropanol uygulanan ratlarin karacifer mikrozomal
sisteminde Nitrozodimetilamin ve N-Nitrozodietilaminin denitrozasyon ve dekilasyon

tepkimeleri incelendi.

Her iki nitrozaminin de denitrozasyon tepkimesi sonucu olusan nitrit miktari
tayin edilip nmol/mg mikrozomal protein/dakika olarak verildi. Dealkilasyon
tepkimelerinde ise, Nitrozodimetilaminin demetilasyonunda olusan formaldehit ve N-
Nitrozodietilaminin deetilasyonunda olusan  asetaldehit miktarlar1 tayin edilip

nmol/mg mikrozomal protein/ dakika olarak verildi.

Diyabet ve diyabet sonrasi indiikleyici verilen ratlarda ; her iki nitrozamini
metabolize eden dealkilasyon ve denitrozasyon enzimlerinin Km ve Vmax degerleri
bulundu. Her iki nitrozamin igin, kontrol grubuna goére diyabetin, diyebetik gruba gore

de indiikleyici uygulanan enzimlerin indiiklendigi goriildii.

Inhibisyon ¢alismas:1 sonucunda, nitrozaminlerin ayni oranda metabolize
oldugu goriildii. Metabolize eden sistemin her iki nitrozamini (kompetetif olarak
inhibe ettifi) metabolize etmek i¢in yarigtifn g6zlendi. Diyabet ve diyabet sonras:

verilen Indiikleyicilerin sadece bir tane izoenzimi indiikledigi diisiincesi desteklendi.
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SUMMARY

In this study, following the administration of inducers such as ethanol, acetone
and isopropanol, denitrosation and dealkylation reactions of N-Nitrosodimethylamine
and N-Nitrosodiethylamine were investigaded in liver microsomal system of rats with

diabetes and which were occured by chemicals.

Nitrit amounts as a denitrosation reaction product for both nitrosamines were
detected and given as nmol/mg microsomal protein/min Formaldehyde and
acetaldehyde which are occured demethylation of N-Nitrosodimethylamine and
deethylation of N-Nitrosodiethylamine, respectively as a product of dealkylation
reactions were also detected and given as nmol/mg microsomal protein/min Km and
Vmax values of dealkylation and denitrosation enzymes which act metabolization of
both nitrosamines were assessed in diabetic and inducer applied diabetic rats.
Enzyme’s inductions were increased statistically significant in rats with diabetes and

inducer applied diabetic rats compare to control and diabetic group, respectively.

As a result of inhibition studies, nitrosamines were metabolized given same
ratio and inhibited competetively so, it is supported that there is only one izoenzyme

can be induce in diabetic and inducer applied diabetic rats.
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