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1. GIRIS ve AMAC

Nitrozaminler dogada ¢ok gesitli ve yaygin olarak bulu-
nan kanserojenik bilegikler grubundadir (1). Bu bilegiklerin
kanserojenik ve sitotoksik formlara dontigebilmesi i¢in de me-
tabolik aktivasyona ugramalar: gerekmektedir (2).

Nitrozaminlerin en 6nemli 6nciilii olan nitrat, besin ve ig-
me sulanyla viicuda alinmaktadir. Viicuda alinan nitrat agiz
ve barsak florasindaki bakteriler tarafindan ve mide ortamin-
da nitrite donisiir (3). Viicuda digsaridan alinan veya viicutta
olusan nitrit, ikincil ve iigiinciil aminlerle tepkimeye girerek
nitrozaminleri olugsturur (4). Nitrozaminlerin de protein ve
niikleik asitlere baglanarak kanserojenik etki gosterdikleri bi-
linmektedir (5).

Nitrozaminler iginde en zararlilan olan Dietilnitrozamin
(DENA), Dimetilnitrozamin (DMN) ve Nitrozopirolidin
(NPYR)'in dogada ¢ok yaygin olarak bulunan mutajenik ve
kanserojenik bilesikler oldugu saptanmistir (6,7).

Bu ¢cahiymamn amaci DENA, DMN ve NPYR'1n cesitli do-
kularda bulunan ksenobiotik ve fizyolojik bilegiklerin taginma-
s1 veya detoksifikasyonunda ©onemli roli olan ¢ok iglevli Glu-
tatyon S-Transferaz (GST) enziminin nitrozolu bilegikleri subs-
trat olarak kullamp kullanamayacagim saptamak ve bu bile-
siklerin enzim aktivitesine olan in vitro etkilerini incelemek-

tir.



2. GENEL BILGILER

2.1. GLUTATYON S-TRANSFERAZ ENZiMi

Glutatyon S-transferaz (GST), glutatyon ile endojen ve
ekzojen hidrofobik elektrofillerin konjugasyonunu katalizleye-
rek homeostasisi saglayan ¢ok islevli bir enzimdir (8,9). Bu en-
zimin hiicredeki gorevleri su sekilde 6zetlenebilir.

- Ksenobiotikler ve belirli endojen bilegikleri iceren elekt-
rofillerin glutatyon ile kovalent baglanmasim1 saglayarak de-
toksifikasyona yardimec: olma (10,11,12).

- Prostoglandinlerin izomerizasyonu, Hem ve bilirubin gi-
bi nonsubstrat ligandlarin glutatyona baglanmasi (9,13).

- Cesitli antikanser ilaglar, hormon ve hidrokarbonlar bu
enzim tarafindan glutatyona baglanarak suda daha ¢ok ¢ozii-
niir hale getirilerek idrar ve safrayla atihm kolaylagtinlir
(14).

" GST karaciger, bobrek, ince ve kalin barsak, akciger, me-
me gibi birgok organin sitozoliindeki proteinlerin %5'ini olus-
turmaktadir (14,15). ‘

Yapilan gegitli caligmalarda GST 'in izoenzimleri farkh
sekilde siniflandinlmigtir. Hayes ve arkadaslarinin yaptiklan
¢alismalarda bu izoenzimler izoelektrik noktalarna gore asi-
dik, bazik ve nétral olmak iizere 3 biiyiik gruba ayrilmigtir.
Her bir izoenzim dimerik olup mol kiitleleri sirasiyla 24800,
26000, 26700 olan Yf, Ya ve Yb alt birimlerden ibarettir. Ayri-
ca karacigerde dérdiincii bir izoenzim olan mikrozomal GST
izoenzimi bulunmusgtur (15). Kaisney ve arkadaslan tarafindan
GST enzimi elektroforetik olarak GST-1, GST-2, GST-3 seklin-
de siniflandirilmigtir. Bundan baska sadece kas dokusuna ézgi
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olan GST-4 ve beyin dokusuna 6zgii olan GST-5 izoenzimleri
bulunmugtur. Yapilan ¢ahgmalarda bu izoenzimlerin ¢ farkl:
gen tarafindan diizenlendigi saptanmigtir (14,15,16,17). Boy-
land tarafindan yapilan bagka bir ¢alisgmada GST'in 23000-
30000 arasinda degigsen mol kiitleli GST-1, GST-2, GST-3, GST-
4 alt birimlerinden olugtugu, GST-7 nin de sadece fital karaci-
ger hiicrelerinde bulundugu belirlenmigtir (8).

Wilbert ve Perters enzimin karacigerde mol kiitlesi
25 000-27 000 Da olan bazik, ince barsakta mol kiitlesi 24 000-
27 000 Da olan asidik alt birimleri i¢erdigini ileri siirmektedirler (18).

Jakobay ve arkadaglar: tarafindan GST 1n izoenzimleri
1-1, 1-2, 2-2, 3-3, 3-4 ve 4-4 seklinde smiflandirilmig ve bu si-
mflandirma gekli giiniimiizde daha ¢ok kabul gérmektedir (19,20).

GST 1n ¢ok sayida alifatik, aromatik ve heterosiklik subs-
tratlann bulunmaktadir. Glutatyonun siilfhidril grubu ile subs-
tratin karbon atomu arasinda tiyoeter bagi olugumu GST enzi-
mi tarafindan katalizlenmektedir (21).

GST 1n katalizledigi tepkimeler Sekil 1'de gosterilmigtir (22).



D mlkrozom Glutatyon
NADPH2+02 " Sopolkit” OH
transferaz

/o\ OH SG
R-CH-CH-R + GGH—R-CH-CH-R
CH,SH CH,SG

-2) Glutatyon
+GSH T Seml ¥ +HCI

transferaz

RX + GSH — RSG + HX

3) R-CH,-CH,-Br+GSH glutatyon R.CH,-CH,-SG+HBr
—_

S-alkil
transferaz

Sekil 1: GST in Katalizledigi Tepkimeler

Tepkimenin sonucunda merkaptiirik asid tiirevleri olug-
maktadir (23).



GST 1n subratlan gekil (2) de gosterilmigtir (24,25).
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Sekil 2: GST 1n Substartlar: (Koyu renkle gésterilen gruplar

tepkimeye girmektedir)



2.2. NITROZAMINLER
Ry

Genel formiili R2> N-N =0 olan nitrozaminler
(20,25)viicuda digardan alinan veya viicutta olugan nitritlerle
sekonder aminlerin tepkimeye girmesiyle olugurlar. Bu yolun
asaghdaki gekilde oldugu gﬁsterilmigtir (26).

NO3—)N02—->NO' + R- N R' > >N— =0
Nitrat Nitrit Nitrozil Ikineil N1trozam1n
iyonu amin

Son willarda kullanilan yakitlardan dolay: g¢evrede nitrat
diizeyinde artig gézlenmigtir. Nitrath giibrelerin ve lagim su-
larinin sulama amaciyla yeniden kullanilmasi, kok ve yaprakli
bitkilerde nitrat biriminin artmasina neden olmusgtur. Sularin
nitrattan siliziilerek saflagtinnlmasi sonucu igme suyunda da
bulunmugtur (4). Nitritler ayrica et ve balik iiriinlerinde renk
verici ve koruyucu olarak da kullamlmaktadirlar (27).

Viicuda alinan nitratlar ag1z ve barsak florasindaki bak-
teriler tarafindan nitritlere indirgenirler. Viicuda giren nitrit-
ler tiikiirikk ve mide suyuyla salgilamr, barsaktan tekrar emi-
lirler (26).

Nitrit iyonlar1 sekonder aminlerle nitrozaminleri olugtur-
maktadirlar (4), yapilan hayvan deneylerinde nitrozaminlerin
kanserojenik etkileri gosterilmistir (28,29,30).

Nitrozaminler néotral pH'da kararlidirlar. Kanserojenik
etki gosterebilmeleri i¢in in vivo olarak metabolik transformas-
yona ugramalar1 gerekmektedir. Nitrozaminlerin metabolize
olma siras1 Magee ve Barnes tarafindan gekil 3'de gosterildigi
gibi a¢iklanmigtir (28).



R-CH2 mikrozomal R - CH2 RCH2N - C- NH2
> N-N=O0 —m o > N-N=0O |
R-CH2 monooksigenaz R - CH N
| Alkilnitrozo tire
OH

Nitrozodialkilamin a - hidroksinitrozamin

R' CHO PH=17.4

-HNCO
[RCHNz*:] ~——— R-CH2-N=N-OH
Diazonyum iyonu Alkildiazohidroksit
DNA
N
N i N OCHz2R
NH N
+
NH2 2

¥ |

DNA DNA
Guanidin trtinler

Sekil 3: N-nitrozolu Bilegiklerin Biyoaktivasyonu

Harris ve arkadaglarinin Dimetilnitrozamin (DMN) ile
yaptiklar1 ¢aligmalarda DNA'da hasarlar olugturarak mutaje-
nik ve kanserojenik etki yapti1 saptanmigtir (31). Khodoley ve
arkadaglarnn Salmonella typhimuriumda Dietilnitrozamin, Di-
metilnitrozamin ve N-nitrozo morpholin (NMOR)'1n, Suziki ve
arkadaglari da Escherichia coli de monoalkil nitrozaminlerin
mutajenik etkilerini gostermiglerdir (17).

Yapilan gesitli galigmalarda nitrozaminlerin yaygin kan-
ser olugturucu grup oldugu, kanserojenik ve sitotoksik etkileri
7



icin metabolik aktivasyonlarn gerektigi bilinmektedir (31).

Dimetilnitrozamin, (N-nitrozodimetilamin) (DMN-NDMA)

CH,
> N-N=0 (C,HgN,0)
CH,

Dimetilnitrozaminin bugday unu, peynir, tiitsiilenmis et,
bahk ve diger gida maddelerinde bulundugu belirlenmigtir
(32,33). Fong ve arkadaglar: tarafindan giiney Cin'de tuzla ku-
rutulan baliklarin 0.6 - 9.0 ppm DMN igerdigi saptanmigtir
(28). Fazio ve arkadaslar1 nitrat uygulanan veya nitritle tiitsi-
lenen ¢ig baliklarda 4 - 26 ppm DMN olustugunu, soya fasiilye-
si yaginda 0.38 - 0.45 ppm derigimlerinde DMN bulundugunu
gostermislerdir (33).

Oztop tarafindan yerli sigaralardan saflagtirilan yiiksek
basingh sivi kromatografisi (HPLC) ile tanimlanabilen DMN
derisimi Maltepe'de 0.0; Bafra'da 12.5; Filtreli Bafra'da 00.;
Liiks Bitlis'te 2.7; Tokat'ta 0.0 pg/sigara olarak bulunmustur
(84). Niikleik asitlerin alkillenmesine 0.01 - 0.03 ppm yeterli-
dir (31).

DMN in vivo olarak hepatositlere uygulandlktan 24 - 48
saat sonra, nekrozis geligtigi saptanmagtir (31). Degisik tiirde
fareler iizerinde yapilan cesitli ¢alismalarda, akcigerde ade-
nom ve adenokarsinoma, karacigerde hepatokarsinomanin
DMN tarafindan olusturuldugu saptanmagtir (35). I¢me suyuna
eklenen %0.05 derigimindeki DMN'nin bir haftada akciger tii-
morleri olusturmak i¢in yeterli oldugu bulunmugtur. DMN'nin
hedef organlar1 karaciger, akciger ve bobreklerdir (33).



DMN Sekil-4'de goriildiigii gibi metabolize olur (29).

CH, _ CHj,
O=N-N < —_— O=N-N\

CHg4 OH
DMN Metil hidroksinitrozamin

l

CH,
HO-N=N-CH, O-N-N<

H
Metildiazohidroksit Metilnitrozamin

!

-+ +
Diazometan Diazonyum Karbonyum
Tuzu iyonu

Sekil 4: DMN'in Metabolizmas1

Olusan karbonyum iyonu DNA'y1 metilleyerek 06. metil
guanin, 3 - metil adenin, 7 - metil guanin olusturur, DNA baz-
larinda olugan bu hasarlarin mutajenik ve kanserojenik etkile-
re neden oldugu gésterilmigtir (32).

N-Nitrozodietilamin (Dietilnitrozamin) (DENA)

CHy - CH,__
CH, - CH,

DENA 1.1 dietilhidrazin'in sentezinde, kondensatorlerin

dielektrik sabitinin artinlmasinda, lif endiistrisinde ¢bziici
madde olarak kullamilmaktadir (33,35). Marguardt ve arkadas-
larinin yapti# aragtirmalarda peynir, siit ve bugdayda, Sen ve
arkadaglarinin ¢aligmalarinda balik salamurasinda DENA bu-
lundugu saptanmigtir. Ayrica sigara dumani, hava ve alkollu
ickilerde de bulunmaktadir (33).



DENA'nin farelerde 6zefagus, karaciger ve bobreklerde
tiimor olusturan kuvvetli bir nitrozamin oldugu saptanmigtir.
Ayni zamanda burun boglugu, trachea ve akcigerlerde de tii-
mor olusturdugu yapilan deneylerde gosterilmistir (33,36).

13 tavgana 0.04 pug/l DENA igeren su 6 giin boyunca veril-
diginde, hayanlarda hepatik karsinoma ve adenokarsinoma
olusturdugu ve sonunda hayvanlarin 6ldigi belirlenmigtir
(33).

550ug DENA verilen 30 rat 6-8 hafta sonra oldiiriilerek
yapilan histolojik incelemede onbeg hayvanda neoplastik veya
hiperplastik lezyonlarin geligtigi saptanmigtir. Ayrica dérdin-
de hepatoselliiler karsinoma, ii¢iinde sarkoma ve digerlerinde
fibrous hiperplasia gelistigi gozlenmigtir (37).

Longo ve arkadaglannin yaptiklar1 ¢ahgmada DENA'nin
nazal mukoza ve karacigerde kanserojenik etki yaptiZ1 saptan-
mgtir (38).

DENA'nin metabolize olmasiyla dietilamin ve nitrozolay:-
c1 onciil ajanlar olusmaktadir. Bu reaktif metabolitler de DNA
ve RNA'daki bazlan alkilleyerek 7-etil guanin, 3-etil adenin ve
06 etil guanin olugturmaktadir (30,39,40).

DENA'nin Glukoz - 6 fosfataz, Glukoz 6 fosfat dehidroge-
naz, ATPaz, Serin dehidrataz, B glukokinaz Nat- K* ATPaz
enzimlerini inhibe ettigi gosterilmigtir (41,42,43).

N-N=0 N-Nitrozopirolidin (NPYR)

CHgN,O

Havéda, sigara dumaninda, et ve balik iiriinlerinde bu-
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lunmaktadir (33).

Brunnemann ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir ¢alig-
mada sigara dumaninda 204-612 ng NPYR bulundugunu sap-
tanmgtir (44).

Alan tarafindan tavgan ve ratlara NPYR verilerek yapilan
deneylerde, tavganlarda nazal dokuda, ratlarin akciger ve ka-
racigerinde kansere yol agtiz1 saptanmigtir (36).

Harris ve arkadaglar tarafindan yapilan bir ¢aligmada
NPYR metabolitlerinin 6zefagusta DNA ve proteinlere baglan-
digim saptadilar (28).

NPYR'in o hidroksilasyonu sonucunda 4-hidroksi biitiral-
dehit veya 2-hidroksi tetra hidrofuran iiriinleri olugtugu belir-
lenmigtir. Genel metabolizma sonucunda COg9 olugmaktadir
(45).

NPYR tarafindan aktivitesi azaltilan enzimler; Laktat
Dehidrogenaz, Priuvat Kinaz, Glukoz 6 Fosfat Dehidrogenaz,
Sitrat Sentaz, Na*-K*-ATP az olarak belirlenmisgtir (43,46).

11



8. GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER:

Deneylerde kullanilan Dimetil nitrozamin (DMN), Dietil-
nitrozamin (DENA), Nitrozopirrolidin (NPYR), Glutatyon
(GSH), 1-Kloro-2.4 dinitrobenzen (CDNB), sifir serum albumin,
comassie blue (CB 6250) Sigma firmasindan, sodyum fosfat, eta-
nol, perklorikasit, asetonitril, asetik asit, biitanol, Merck firma-
sindan saglandi. Glutatyon S-Transferaz olarak Hacettepe Uni-
versitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim dalinda saflagtiril-
mis olan (plesenta) PiGST kullanildi. Deneylerde Hitachi Model
220 spektrofotometre, Perkin Elmer 35 spektrofotométre, Bosch
2000 terazi, Niive tiip kangtiricis1 ve su banyosu kullanilda.

3.2.YONTEM:
. 3.2.1. Glutatyon S-Transferaz aktivitesinin olgiimii:

GST enzim aktivitesi, enzimin katalizledigi glutatyon ile
CDNB'nin konjugasyon tepkimesi spektrofotometrik olarak izle-
nerek bulundu (4 7).

Kullanilan Cozeltiler:
1-0.1 M Fosfat tampon (pH:7.3)
2-0.25 mM CDNB (deney sirasinda hazirlandi)

3-0.1 mM GSH (deney sirasinda hazirlandi)

12



Deney Karigim

Fosfat tampon 1200 uL

CDNB 100 pL
GSH 100 pL
GST 100 pL

Sogurum él¢iimii 25°C'ta bir dakika araliklarla yapilda.
E: 9.6 mM-1 em"1 olarak alinip aktivite hesaplanda.

1 Unite Aktivite: 25°9C'ta PH=7'de 1 dakikada 1pmol siibs-
trat1 iirtine ¢eviren enzim miktaridir.

Protein tayini:

60 mg Comassie blue 1 L %'3'liik perklorik asitte ¢oziildii.
Degisik derigsimlerde albumin ¢é6zeltisi hazirlandi. 1 ml boya ile
1 ml albumin karigtirilarak 595 nm de sogurum §lgiildi. Aym
islemler enzimle tekrarlandi. Standart ¢aligma grafigi yardi-
miyla enzim protein diizeyi saptanda.

3.2.2.Inhibisyon Calismalar:
3.2.2.1. DENA derigiminin GST aktivitesine etkisi:

Degisik derigimlerde DENA c¢obzeltileri hazirland1 ve en-
zimle 25°C'ta etkilegtirilerek inhibisyon saptanda.

4mM, 8. 3mM, 16.6 mM DENA c¢ézeltileri enzim ile 25°C’'ta
farkl siirelerde inkiibe edilerek aktivite 6l¢iimi yapildi ve inhi-
bisyona zamanin etkisi aragtirildi.

0.0156, 0.03125, 0.0625,0.125, 0.25, 0.50 mM CDNB c¢ozel-
tileri hazirlanarak degigen substrat miktarina gére DENA yok-
lugunda ve varhiginda aktivite ol¢iimii yapilda.

13



3.2.2,.2. DMN derigsiminin GST aktivitesine etkisi:

Degisik derigimlerde hazirlanan DMN ¢ézeltileri ile enzim
2509C'ta etkilegtirilerek inhibisyon saptandi.

5mM, 7, 5mM, 25mM DMN enzim ile degigik siirelerde et-
kilestirilerek aktivite tl¢iimii yapilda.

Degigen substrat miktarina gére DMN varliginda ve yok-
lugunda aktivite dl¢iilerek kinetik ¢aligma yapild.

3.2.2.3.NPYR derigiminin GST aktivitesine etkisi:

Degisik derigimlerdeki NPYR ile etkilegtirilen enzim akti-
vitesinde inhibisyon saptanda.

NPYR derigimleri 4 mM, 13.3 mM ve 25 mM olarak sec¢ildi.
Enzim ile 25°C'ta degigik siirelerde etkilegtirilerek aktivite &l-
¢umi yapildi.

3.2.2.4. Enzim-nitrozamin baglanmasinin incelenmesi:

Tampona kargt DENA, GSH ve enzimin UV-VIS spektrofo-
tometrede degigik dalga boylarinda sogurumlar: incelendi. Fark
spektrumu ile enzime nitrozamin baglanmas: aragtirildi.

3.2.2.5. Ince tabaka kromatografisi:

Enzim-nitrozamin baglanmasinin aragtirilmas: i¢in silika-
gelden 20X20 cm lik tabakalar hazirlandi. 2 pl érnekler (DENA,
GSH, enzim) uygulandi. Asetonitril-su (65/35 mL), asetik asit-
biitanol-su (45/35/20 mL) ¢éziicii karisimlarinda 6rnekler yiiri-
tiilldi, tabakalar kurutulduktan sonra ninhidrin ve iyot ¢ézelti-
leriyle renklendirme ¢aligmasi yapilda.
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4. BULGULAR

4.1, Glutatyon S Transferaz ile Dietilnitrozaminin

Etkilegimi:

DENA"min GST iizerine etkisi aragtirildr ve inhibisyon

saptand: Farkl derigimlerdeki DENA ile enzimin 5, 10, 15 ve
20 dakika siire ile etkilesimi sonunda en fazla inhibisyon ilk 5
dakikada gozlendi (sekil 5). Bu nedenle diger deneyler enzim ile
DENA'nin 25°C'ta 5 dakika inkiibe edilmesiyle yapilda.

% Aktivite

100

904
80 1
70+
60 4
501
40+
304
204
104

0

| —€— 4mMDENA  —Jl— 8.3mM DENA —— 16.6mM DENA|

Sekil 5:

0 5 10 15 20

Zaman (dk)

GST'1n DENA ile Inhibisyonunda Siirenin Etkisi
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Enzim i¢in hesaplanan % aktivite ve % inhibisyon degerle-

ri Cizelge-1 de gosterildi. Enzimin substrat doymusluk egrisi

caligildi ve Michaelis-Menten kinetifine uydugu saptand:

(Sekil 6). Bu ¢ahigma i¢in Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi
(Sekil 7),Grafikten bulunan Km ve Vmax degerleri Cizelge-2 de

gosterildi.

Cizelge-1. DENA derisiminin GST aktivitesine etkisi

%Aktivite %inhibisyon
Enzim 100 00
4mM DENA ile 72 28
8.3mM DENA ile 55 45
10.0 mM DENA ile 50 50
16.6mM DENA ile 41 59

Cizelge-2. GST'.1n DENA ile Etkilesiminde Km ve Vmax

Degerleri
Km(mM) Vmax
| (umol/dk mg Protein)
Enzim 0.044 3.39
4mM DENA ile 0.049 2.45
8.3mM DENA ile 0.047 1.87
16.6mM DENA ile 0.045 1.38
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V (umol/dk mg protein)

b-* Enzim

=M~ 4mM DENA & 8.3mMDENA "')(-—-lG.GmMDENAI

3,5+
’_

+>— —e

X

i i ] ] 1 i J

1 T i 1 1 1 1 LR
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4 0,45 0,5

[S] mM

Sekil 6: GSTn DENA ile Etkilesiminde Michaelis Menten

Grafigi
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—&— Enzim ~—fi— 4mMDENA ~—2k— 83mMDENA —3>&— 16.6mM DENA

3

2,5+
3
g

- 2 +
g
[+
-~
[=]
=
&
=Y
g

§ 1’5 T

1 4+

0,5
L 10 i i [ i i 1 4
L 1 1 | I I L§ 1 ¥ I 1
30 20 -10 0 10 20 30 40 50 60 70
_.1_ mM-1
[S]
Sekil 7: GST'1n DENA ile Etkilegsiminde Lineweaver-Burk
Grafigi
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Bu bulgular DENA'nin GST i¢in nonkompetetif inhibitor
oldugunu gostermigtir. Nonkonpetetif inhibisyon i¢in
1/Vmax gzl enen) degerleri inhibitér derigimine kars: grafikle-
nerek K; degeri 13 mM olarak bulundu ($ekil-8).

%

g
<
g

[ i
:6: l—"—-DENA‘

2,

oo

g
]
g

r-g\

Q

=i

[}

':g

29

»”

o

B

> : : o L) L ‘;’ '—=

15 -10 -5 0 5 10 15 20
I mM

Sekil 8: DENA i¢in I Derigimine Karg: 1/Vmax (gozlenen)
Grafigi

4.2, Glutatyon S-Transferaz ile Dimetilnitrozaminin
Etkilegimi:
Degisik derigimlerdeki DMN ile etkilegtirilen enzim akti-
vitesinde inhibisyon saptandi. Inhibisyonun zamanla degigimi
incelendi. (Sekil-9). Deneyler i¢in inkiibasyon siiresi 5 dk ola-

rak secildi.
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[—¢— SuMDMN —8— 7.5m MDMN —A— 25uMDMN |

100
904 = —e *
80+
Q
ot 70-1- \ -
s
£ 604
s 50 Y
40+ i A
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20+
10+
0 g -+ — 4 4
0 5 10 15 20
Zaman (dk)

Sekil 9: GST1n DMN ile Inhibisyonunda Siirenin Etkisi

Enzim i¢in hesaplanan % aktivite ve % inhibisyon deger-

leri Cizelge-3'te gosterildi.

Cizelge-3. DMN Derigiminin GST Aktivitesine Etkisi:

% Aktivite % inhibisyon
Enzim 100 00
5 mM DMN iie 94 06
7.5mM DMN ile 77 23
25mM DMN ile 49 51
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V (umol/dk mg protein)

DMN ile etkilestirilen enzimin substrat doymusluk egrisi
calisildr ve Sekil 10'dan goriildiigti gibi Michaelis-Menten kine- -
tigine uydugu saptanda.

—4— Enzim —f— 5SmMDM —&— 7.5mM —){— 25mM

DMN DMN
35 +
—— L 4
3T
25 Tt —A
2 4
X
1,5 +
,
11
0,5 +f
0 i -+ ~+ } i
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
[S] mM
Sekil 10: DMN ile Etkilegtirilen GST'1n Michaelis Menten
Grafigi

Bu ¢alisma igin ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi Sekil-11
de hesaplanan Km ve Vmax degerleri Cizelge 4'te gosterildi.
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L—-Q-—- Enzim ~4l— SmMDMN —#— 7.5mM DMN —)&— 25mM DMN l
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Sekil 11: GST'1n DMN ile Etkilesiminde Lineweaver-Burk
Grafigi
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Cizelge-4. GST' an DMN ile Etkilegiminde Km ve Vmax

Degerleri
Km(mM) Vmax
(pmol/dk mg protein)
Enzim 0.044 3.39
5mM DMN ile 0.043 3.16
7.5mM DMN ile 0.041 2.30
25mM DMN ile 0.043 1.67

Bu bulgular DMN" in GST" 1 nonkompetetif olarak inhibe
ettigini gostermigtir. DMN i¢in Kj degeri I/Vmax(gg,lenen) in-
hibitor derigimi grafiginden 24.7 mM olarak bulundu($ekil 12).

(dk mg protein /umol)

‘I—O—DMN |
0,61
0,54
0,44
q
[}
=1
Q
S
5
"
g Ki ) ]
> 30 20 -10 0 10 20 30
1] mM

Sekil 12: DMN igin I Derigimine Kars:i 1/Vmax (ggzlenen)
Grafigi
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4.3. Glutatyon S Transferaz ile N-itrozomorfolin
Etkilegimi:
GST ile etkilegtirilen NPYR enzim ile 5, 10, 20 dk siireyle
etkilestirilerek zamanla aktivite degigsimi incelendi (Sekil-13).
Deneylerde inkiibasyon siiresi 5 dk olarak se¢ildi.

I-——Q—- 4mM NPYR  —fli— 13.3mM NPYR —k— 2SmM NPYR I

-—— — *
3
kS - ™
=
< —&— —k A
®
10 15 20
Zaman (dk)

Sekil 13: GST'in NPYR ile Inhibisyonunda Siirenin Etkisi
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Cizelge 5'te % aktivite ve % inhibisyon degerleri gosteril-

di. Enzim substrat doymusgluk egrisi Sekil 14'de gosterildi.

Sekil-15'de bu ¢aligma igin ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi goste-
rildi. Grafikten bulunan Km ve Vmax degerleri Cizelge-6'da gos-

terildi.

Cizelge-5 NPYR Derigiminin GST Aktivitesine Etkisi

% Aktivite % Inhibisyon
Enzim 100 00
4 mM NPYRile 97 03
13.3 mM NPYRile 65 35
23 mM NPYRile 50 50
25 mM NPYRile 48 52

Cizelge-6. NPYR' .in GST ile Etkilegiminde Km ve Vmax

Degerleri
Km(mM) Vmax
(pmol/dk mg protein)
Enzim 0.044 3.39
4 mM NPYRile 0.045 3.27
13.3 mM NPYR ile 0.045 2.21
25 mM NPYRile 0.046 1.67
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V (umol/dk mg protein)

—&— Enzim ~—— 4dmM NPYR —&— 13.3mM —>¢— 25mM NPYR
NPYR

3,5

3+

2,5+

X

P

(S] mM

Sekil 14 : GST'1n NPYR ile Etkilegiminde Michaelis
Menten Grafigi
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—¢— Enzim —f— 4mMNPYR —2k— 13.3mM NPYR —>¢— 25mM NPYR
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Sekil 15 : GST'1n NPYR ile Etkilegsiminde Linewaever-Burk

Grafigi
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Bu bulgular NPYR' in enzimi nonkompetetif olarak inhi-
be ettigini gosterdi. leax(gtszlenen)'e karg: inhibitor derigi-
mi grafige gegirilerek NPYR i¢in K; degeri 21 mM olarak bu-
lundu. (Sekil-16)

g {—e—nPYR
=3
g
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bb
g
4
Z
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Q
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=
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&
o
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g
>
b i 0 : : :
-30 -20 -10 0 10 20 30
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Sekil 16: NPYR i¢in I Derigimine Karst 1/Vmax (giszlenen)
Grafigi
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4.4. Enzim-Nitrozamin Baglanmasinin Incelenmesi:

GSH, enzim ve DENA'nmin UV-VIS Spektrofotometrede de-
gisik dalga boylar: taranarak elde edilen sogurum spektrumu
Sekil-17'dedir. Sekil 18'deki fark spekturumunda DENA piki-
nin kii¢tilmesi, DENA'nin 259C'ta § dk inkiibasyon sonunda bir
kisminin enzime baglanarak ortamdaki serbest DENA derisi-
mini digtirdiigini gostermektedir.

4.5. Ince Tabaka Kromotografisi:

Yapilan ¢aligmalarda denenen degisik boyama teknikle-
riyle érnekler boyanamadi. Tabakalarin kazinarak asitte ¢oziil-
mesiyle hazirlanan ¢izeltilerin spektrofotometrede yapilan in-
celemede de bir sonug¢ alinamada.
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Sekil 17 : UV-VIS Sogurum Spektrumu
Enzim, ------- DENA ...... GSH
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Sekil 18 : GST ile Etkilegtirilen DENA'nin UV-VIS Fark
Spektrumu

Referans : Tampon + GSH + Enzim

Ornek :Tampon + GSH - Enzim + DENA
(259C'ta 5 dk inkiibasyon sonunda )
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5. TARTISMA

Dietilnitrozamin, Dimetilnitrozamin ve Nitrozopiroli-
din'in mutajen ve kanserojen bilegikler oldugu ve dogada c¢ok
yaygin olarak bulunduklari bilinmektedir. Calismamizda
DENA, DMN ve NPYR in Glutatyon S-transferaz enzimine et-
kileri in vitro olarak incelendi. Enzim aktivitesi iizerine etkile-
ri ¢ahgilds.

Nitrozolu bilegikler giiclii elektrofilik ve alkilleyici ajan-
lar olarak yapilan bir¢cok hayvan deneyleri ile kanserojen ol-
duklari belirlenmigtir. N-nitrozaminlerin metabolik aktivasyo-
nu ile spontan olarak olusan N-nitrozoiire hedef dokunun
DNA'siyla etkileserek bazlarin degisimine neden olmakta ve
karsinogenezi baglatmaktadir. Nitrozaminlerin in vivo ve in
vitro olarak metabolizma basamaklar1 Sekil-3'de gosterilmig-
tir. Son c¢aligmalar siklik nitrozaminler i¢in de bu aktivasyon
yolunun gegerli oldugunu giostermektedir (29).

GST memelilerde birgok dokunun sitozoliinde yiiksek de-
risimlerde bulunmakta ve bir¢gok tepkimeyi kataliz etmektedir.

GST'1n katalitik merkezindeki hidrofobik bélgeye (H bol-
gesi) baglanmanin olabilmesi i¢in substratlarin hidrofobik ol-
malan gerekmektedir. GST'1n kosubstrat: olan glutatyona kar-
s1 ¢cok ozgiil olan G bélgesi bulunmaktadir (48).

Yapilan bu ¢aligmada,;

Enzimin 2,4 dikloronitrobenzen (CDNB) substrat: ile akti-
vite dl¢limii sonucunda Km=0.044 mM, Vmax=3.39 p mol/dk/mg
protein olarak bulundu.

Enzim-nitrozamin etkilestirilmesiyle yapilan ¢aligmalar-
da inhibisyon saptand.

Degisik derigimlerdeki DENA, DMN ve NPYR ile enzim,
farkh siirelerde inkiibe edildi. Aktivitedeki en fazla diigiis ilk 5
dk. da gozlendi (Sekil 5,9,13). Bu nedenle kinetik ¢aligmalarda
inkiibasyon siiresi 5 dk olarak se¢ildi.
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Sekil 19: Glutatyon S-Transferaz Enziminin G Bélgesi Modeli

GST enzimini %50 inhibe eden DENA DMN ve NPYR de-
rigimleri sirasiyla 10.0 mM, 25 mM ve 22.0 mM olarak saptan-
di. Enzimi inhibe eden DENA, DMN ve NPYR derigimlerinin
farkhh olmasi toksik etkilerinin farklhh olmasindan kaynaklan-
maktadir (29).

Cizelge (2) ve Sekil (7) de goriildiigii gibi enzimin DENA ile
saglanan inhibisyon kinetigi ¢alismas: sonucunda km =0.046 mM
oldugu ve Vmax 1n inhibitorsiiz kontrole gore azaldig goriildii.
Bu sonuglar DENA'in enzimi nonkompetetif olarak inhibe etti-
gini géstermektedir.

Cizelge (4) ve Sekil (11) de goriildiigii gibi enzimin DMN
ile yapilan inhibisyon kinetigi incelenmesi sonucunda Km'in
degismemesi (Km= 0.043) ve Vmax'in azalmasi, DMN'nin enzi-
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mi nonkompetetif olarak inhibe ettigini gostermektedir.

Cizelge (6) ve Sekil (15) de goriildiigii gibi enzimin NPYR
ile yapilan inhibisyon kinetigi incelenmesi sonucunda
Km=0.046 olmas1 ve Vmax'in azalmasi, NPYR'in enzimi non-
kompetetif olarak inhibe ettigini gostermektedir.

Schramm ve galisma arkadaglar: in vivo ve in vitro olarak
PEDA (perfluorodekonik asit) ile yaptiklar1 ¢alismalarda;
PEDA'min GST enzim aktivitesini nonkompetetif olarak inhibe
ettigini bulmuglardir (49).

Vessey ve Boyer, 1 mM 6 hidroksidopamin ve 1 mM klora-
min T'nin GST enzim aktivitesinde %50 inhibisyona neden olur
ken, 1 mM etakrinik asitin %98 inhibisyon olugturdugunu sap-
tamisglardir (50).

Edith ve arkadaglarn Haloasetonitril (HAN) grubundan
Dibromoasetonitril (DBAN), Bromokloroasetonitril (BCAN),
Monokloroasetonitril (MCAN), Dikloroasetonitril (DCAN ) ve
Trikloroasetonitril (TCAN)in GST enzimini inhibe ettigini ra-
por etmiglerdir. Bu inhibisyonun HAN ic¢in GSH ile direkt ola-
rak tepkimeye girerek GSH 'i azalttigh, CDNB (1-kloro-2-4 di-
nitrobenzen) ile yarismaya girerek veya GST'a baglanarak en-
zimi inaktive ettigi seklinde olabilecefini savunmaktadirlar
(51).

Cengiz, 2 mM NPYR1n Piruvat Kinaz enzimini %73, 6
mM NPYR'1in Glukoz 6 Fosfat Dehidrogenaz (G 6 P D) enzimini
%98, 30 mM NPYR'in sitrat sentaz enzimini %71 oranlarinda
inhibe ettigini ve bu inhibisyonun da nonkompetetif oldugunu
bulmustur (46).

Cetinkaya tarafindan invitro olarak DENA ve asetalde-
hit'in Nat-K*-ATPaz enzimini inhibe ettigi bulunmustur. Ayn-
ca ¢alismada NMOR verilen farelerde %30. NPYR'inde %22
oraninda inhibisiyon yaptig bu inhibisyonunda nonkompetetif
oldugu saptanmigtar (43).

Atalay tarafindan yapilan bir ¢aligmada 3.8x10"% M deri-
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simindeki NPYR'in Laktat Dehidrogenaz enzimini inhibe ettigi-
ni bulmustur (52).

Atalay ve Aker tarafindan yapilan bir bagka ¢aligmada ise
Glukoz 6 Fosfat Dehidrogenaz enziminin DENA tarafindan in-
hibe edildigi ve DENA' in enzime baglandi$ diyaliz ve spektro-
fotometrik yontem ile gésterilmigtir (41).

Danielson, 5 pM 4-hydroxyalk-2-enals rat GST enzimini
%50 oraninda inhibe ettigini saptamigtir (19).

Gregus sigan ve farelerde 4 giin boyunca giinde iki kere
200 mg/kg fenobarbital trans stilben oksit ve giinde bir kere 75
mg/kg pregnenolon-16a karbonitril vererek yaptig: deneylerde
GST aktivitesinin diigtiigiinii bulmugtur (53).

Yapilan bu ¢alismalarin sonuglan inhibisyon agisindan
bulgularimiz ile paralellik géstermektedir. Nitrozolu bilegikle-
rin olugturdugu nonkompetetif inhibisyon bu bilesiklerin enzi-
me baglanmalar: sonucu aktif merkezin ii¢ boyutlu yapisini de-
gistirerek substrata karg: katalitik aktiviteyi azaltmalar: ile
olabilir.

Nitrozolu bilegiklerin elektrofilik gruplari proteinlerdeki
sistein ve metiyonin'in kiikiirt atomu, histidin'in halka azotu ve
tirozin'in 3 nolu karbonu gibi niikleofilik atomlara atak yaptig
bilinmektedir. Enzimdeki bu gruplarin alkillenmesi dogal ola-
rak katalitik aktiviteyi azaltacaktir (54).

Bu ¢aligmada ayrica GST enzimi ile nitrozaminlerin bag-
lanmas: aragtirildi.

Sekil 17'deki UV-VIS sogurum spektrumundan gorildiigi
gibi DENA, enzim ve GSH pikleri iist iiste ¢gakismaktadir. Bu
nedenle enzim-DENA baglanmasinmin aragtinlmas: ic¢in fark
spektrumu alind: (Sekil 18). Buradan goriildiigi gibi DENA piki
inkiibasyon sonucunda kii¢iilmiigtiir. Bu da DENA'min enzime
baglandigin1 ve ortamdaki serbest DENA'nin azalarak kiigik
pik verdigini gostermektedir.

Orneklerle depisik coziicilerde ve boyama teknikleriyle
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yapilan ince tabaka kromatografisinde ise GSH ve karigimin bo-
yanmasina karsin DENA, DMN, NPYR ve enzim boyanamadi
i¢cin sonu¢ alinamada.

Bu ¢aligmanin ilerki agamas1 enzim nitrozamin baglanma-
sinin HPLC ile aragtirilmasi olarak digiinilmektedir.

Sonu¢ olarak, nitrozolu bilegiklerin, detoksifikasyonunda
GST yardime1 olamamaktadir. Diger bir deyisgle, nitrozolu bile-
sikler GST i¢in substrat olarak kullamlamamaktadir. Ayrica,
GST'1 nonkompetetif olarak inhibe ettikleri i¢gin GST'in diger isg-
levleri yaninda detoksifikasyon iglevini de azalmaktadirlar.
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OZET

Bu caligmada nitrozolu bilegiklerden Dietilnitrozamin
(DENA), Dimetilnitrozamin (DMN) ve N-Nitrozopirolidin'in
(NPYR) glutatyon S-Transferaz (GST) enzim aktivitesine olan
in vitro etkilerinin incelenmesi amaglandi.

Deneylerde enzim aktivite tayini i¢in enzimin katalizle-
digi glutatyon ile 1-kloro-2,4 dinitrobenzen'in (CDNB) konju-
gasyon tepkimesi spektrofotometrik olarak izlenerek bulundu.

GST enzimini %50 inhibe eden DENA, DMN ve NPYR
derigimleri sirasiyla 10.0 mM, 25.0 mM ve 23.0 mM olarak
gozlendi. Enzimin Km degeri 0.044 mM, Vmax degeri 3.39
pumol/dk mg protein olarak bulundu. Enzimin DENA etkilegimi
sonucunda Km ve Vmax degerleri sirasiyla;

4 mM DENA ile; 0.049mM, 2.45 ymol/dk mg protein
8.3mM DENA ile; 0.047mM, 1.87 pmol/dk mg protein

1.6 mM DENA ile; 0.045mM, 1.38 ymol/dk mg protein

olarak saptanda.

Enzimin DMN ile etkilesimi sonucunda Km ve Vmax

degerleri sirasiyla;
5mM DMNile 0.043 mM, 3.16 pymol/dk mg protein;
7.5 mM DMN ile 0.041 mM, 2.60 pmol/dk mg protein;
25 mM DMN ile 0.043 mM, 1.67 umol/dk mg protein

olarak bulundu.
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Enzimin NPYR ile etkilegimi sonucunda Km ve Vmax
degerleri sirasiyla;

4 mM NPYR ile 0.048 mM, 3.29 pumol/dk mg protein;
13.3 mM NPYR ile 0.045 mM, 2.37umol/dk mg protein;

25 mM NPYR ile 0.046 mM, 1.67pmol/dk mg protein
olarak saptanda.

Bu sonuglar nitrozaminlerin enzimin Km degerini de-
gistirmedigini, Vmax degerinde degigiklik yaptigim gosterdi.
Enzim Vmax deferinin degismesi nitrozaminlerin enzimi non-
kompetetif olarak inhibe ettigini gostermektedir. Dalga boyla-
r1 taranarak elde edilen fark spektrumunda nitrozlu bilegikle-
rin bir kisminin enzime bagland: g1 belirlenmigtir.
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SUMMARY

In this study we aimed at studying in vitro effects on
glutathione S-transferase activity of nitroso compounds; di-
ethylnitrosamine (DENA), dimethylnitrosamine (DMN) and
with N-nitrosopyrrolidine (NPYR).

1-Choloro-2,4 dinitrobenzene (CDNB) conjugation reac-
tion with glutathione catalized by enzyme for the determinati-
on of enzyme activity was found by spectrofotometric study.

DENA, DMN and NPYR concentrations which inhibits
GST enzyme 50% were observed as 10.0 mM, 25.0 mM and
23.0 mM, respectively. The Km value of enzyme was found
0.044 mM and Vmax value as 3.39 pmol/min mg protein. As a
result of DENA mutual effect, Km and Vmax values were res-
pectively determined as;

with 4 mM DENA; 0.049 mM, 2.45 pmol/min mg protein
with 8.3 mM DENA; 0.047 mM, 1.87umol/min mg protein
with 1.6 mM DENA; 0.045 mM,1.38 pmol/min mg protein

As a result of interaction of enzyme with DMN, the Km
and Vmax values was respectively found as;

with 5 mM DMN; 0.043 mM, 3.16 pumol/min mg protein;
with 7.5 mM DMN; 0.041 mM, 2.6 pmol/min mg protein;
with 25 mM DMN; 0.043 mM, 1.67umol/min mg protein.

As a result of interaction of enzyme with NPYR, the Km
and Vmax values was respectively found as;
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with 4 mM NPYR; 0.048 mM, 3.29 umol/min mg protein,
with 13.3 mM NPYR; 0.045 mM,2.37umol/min mg protein,
with 25 mM NPYR; 0.046 mM, 1.67 pumol/min mg protein.

Such results showed that; nitrosamines did not change
the Km value of enzyme. The change of Vmax value of enzyme
shows that nitrosamine inhibit enzyme noncompetetively. It
was determine that some of nitroso compounds were bound to
the enzyme on the differential spectrum obtained by scanning

wavelength.
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