/RO3 4

T.Co,
CUMHURIYRT UNIVERSITEST

SAGITK BILIMIERI wNsTITUSU
BIYOKIMYA ANABITIM DAILT

I~VATLIN AMINO ASITI'NIN INSAN ERITROSIT MEMBRANINDAN
TASTINIMINA DIETIINITROZAMIN'IN ETKIST

T. C.
Yiksekogretim Kurula
Dekiimantasyon Merkes

YUKSEK LISANS TrZI
Yavuz SILIG

DANISMAN UGRETIM UYEST : YARD, DOGC. DR. Ahmet AKER

S8ivas-1990



Biiylikannem
Fatma SItidre



Bu tez Cumhuriyet Universitesi Senatosu'nun
5:1.1984 tarih ve 84/1 sayili karariyla kabul edilen

tez yazma yonergesine glre hazirlanmigtir.



TESEKKUR

Bu calicmanin gercgeklegtirilmesinde katkilara
bulunan Sayin Hocalarim Prof. Dr. Atilla ATAIAY ve
Yard. Do¢. Dr. Ahmet AKSR'e igten tegsekkiirlerimi
sunarim,

Ayrica Yiksek Iisans egitimim siiresince ,
bilimsel katkilarini ve yardimlarini esirgemeyen
sayin Hocam Yard. Dog. Dr. Ofe CETINKAYA'a sonsuz

tesekkliirlerimi sunarim.



Sekil

Sekil
Sekil

Sekil

Sekil 5

8ekil 6

Bekil

Sekil

Sekil

fekil

10

SEXTLIER

: Basit ve Kolaylastirilmig Difflizyonun

Sfematik GOsterimi

sayvfa

4

Primer Aktif Tasinimin Sfematik Gosterimi 7

Sekonder Aktif Tasinimin Sematik
Gosterimi

Nitrozaminlerin Olusum Tepkimesi

: DENA'nin Olusum Tepkimesi

oo

Inkiibasyon Sliresinin I-Valin Amino
Asiti Tasinimina Ttkisi

Hematokrit Degerinin I-Valin Amino
Asiti Tasinimina Etkisi

DENA Derisiminin L-Valin Amino

Asiti Taginimina Etkisi

: DENA ile I~Valin Amino Asitinin 20 dk'

11k Inkiibasyondan saonra Etkilesimi
DENA ile I~Valin Amino Asitinin 24 saat'

1lik Inkiibasyondan sonra Etkilesimi

12
15

25

27

28

30

31



1.
2e
2.1,
2.2
250

3.1,
3e20
4.

4.1,

4.2,

4.3,

4.4,

5.

6.

e
8.

TCINDEKIIER

sayfla

GIRI® ve AMAC 1
GEN®L BITGIIER 3
Hliicre Zarindan Tasihim 3
Tasi1yvicl Maddeler )
Nitrozaminler 12
GEREC ve YONTEMLWR 19
CTIREC 19
YONTFM 20
BUIGUIAR 25
Inklibasyon Sliresinin I~Valin Amino Asiti
Tasainimina Btkisinin Saptanmasi 25
Hemaotokrit Degerinin I~Valin Amino Asiti
Tacinimina Rtkisinin Saptanmasa 26
DeZicen DENA Derisiminin IL~Valin Amino

Asiti Taceinimina #Ftkisinin Saptanmasi 27

DPMA ile L=Valin Amino Asitinin Ttkilesiminin

Spektrofotometrik Yontemle Incelenmesi 29
TARTISMA ve SONUG 32
OZRT %9
SUMMARY 40

KAYNAKTAR 41



1. GIRIS ve AMAC

Glinlimlizde, tiim dlinyada degeri gittikce daha iyi
anlasilan bir konu var : "Temiz velyasanabilir bir
cevre", Glinlimiz teknoloJisinin bu kadar gelismesine
karsin bu konuya yeterince eginilmedi#inden ve insan-
lar bu konuda bhiling¢lendirilmediginden dolayi cevre
gin gec¢tik¢e giderek daha fazla kirlenmektedir,

Cevre kirletici kimyasal maddeler arasinda en
bliylik yeri nitrozolu bilesiklerin aldigi bilinmekte-
dir(1,2). Kanserojenik ve mutajenik etkileri olan bu
bilesikler, besin maddelerinde koruyucu olarak kulla-
nilan nitritlerle ikincil aminlerin tepkimesi sonu-
cunda midede in vivo kosullarda olusmaktadir(3,4).
FizyoloJik pH'larda da bu tepkimelerin olusabilecegi
gésterilmistir(5). Nitrozolu bilesiklerden dietilnit-
rozamin'in (DFNA), DNA polimeraz'da ardieik dizi de-
gisiklizi olusturdugu ve DNA'yax alkilledigi saptan-
mistir(6). DENA'nin karaciger ve akciger'de RNA ve

protein sentezini inhibe ettigi de bulunmustur(?).



In vivo kogularda bazi enzim aktivelerinin inhibe
oldugu, Na/K*ATPaz enziminin aktive oldugu bulunmus-
tur(8,9).

Nitrozolu bilegikler elektrofilik Ozellikleri
ile proteinlerin niikleofilik bdlgelerine baglanmakta
ya da bu bblgeleri alkillemektedirler(10). Alkillenen
proteinlerin ise fonksiyonlarinin bozulaca@li ya da
degigecefl beklenir.

Bu diiglinceden hareketle DENA'nin membran protein-
lerini etkileyerek , en azindan tasinim aktivitesini
degigtirebilecegi fikri dogdu. Bu fikri dofrulamak
amaciyla eritrosit membraninda valin amino asitinin
tasinimina DENA'nin etkisinin aragstirilmasi amaglan-

migstir.



2. GENEL BILGIIER

20l, Hlicre Zarindan Taginim

Maddelerin hiicre zarindan tasinmasina hizmet
eden iki temel mekanizma vardir. Ilki "Diffiizyon™
digeri ise "Aktif Tasinim" dir.

2.1s1, Diffiizyon

Maddelerin, ylksek derigimden diisiik derisime
dogru molekillerin kinetik enerjileri sayesinde hiicre
zarindan geg¢ebilmesine difflizyon ya da basit diffiiz-
yon denir, Lipidlerde ¢ozlinen maddelerin diffilizyon
yoluyia membrandan gegebilmesi dogaldir.Bazi maddele-
rin lipidlerde ¢Ozlinlirliigli oldukca az oldugu halde
bu maddeler yine de 1ipid matriksini kolaylikla gege-
bilirler. Bu olayda kolaylastirilmig difflizyonun rolii
vardir. Kolaylagtirilmig diffiizyon mekanizmasi ile
bir maddenin membrandan geg¢is hizi o maddenin zarin
iki yanindaki derigiminin farkina , zardaki tasiyici
madde miktarina ve bu olayda yer alan kimyasal

reaksiyonlarin igsleyig c¢abuklufuna baglidir.



Kolaylastirilmis diffiizyon mekanizmalarinin
cofu aktif tasinimdaki mekanizmalara benzemektedir.
Aktif tasinimla bir zardan taginan maddeler , bu
maddelerin az yogunlukta bulundugu taraftan ¢ok yo-
gunlukta bulunduu tarafa gotilirlilebilir. Halbuki
kolaylagtirilmis diffilizyon mekanizmasi bir maddeyi
ancak ylksek derigcimden alcak derisime dogru
gotirebilir,

Diger taraftan,bir zardan geg¢icte kolaylagti-
rilmie diff@&on ile serbest parcaciklarin basit dif-
flizyonu arasinda cu fark vardir ; Serbest pargacik-
larin net diffiizyon hizi,zarin iki tarafindaki deri-
csimleri farki ile hemen hemen orantilidir. Tasiyici-
lardan  yararlanarak sa#lanan ge¢islerde,yani dzel
tasiyicilarin araya girdigi (Carrier-Mediated) tg--

gainma olaylarinda ancak iki taraf arasindaki deri-

Sekil 1 :Basit ve Kolaylastirilmis diffiizyonun

gsematik gdsterilmesi.



sim farki ¢ok az oldufu zaman difflizyon miktarinin
derigsim farki ile orantaili oldugu goriiliire Derisim
farki yliksek oldvugu zaman bu kural islemez. Clinki
sistem bir bakima doymus hale gelir. Bunun anlami su-
dur: Kolaylastirilmis diffiizyonda tasinma hizi, iki
taraf arasindaki derisim farkiy yaninda, tasiyici mad-
de miktarina, tasiyici madde ile tasinan madde arasin-
da birlesme ve ayrismalar sirasinda isleyen kimyasal
reaksiyonlarin hizinada baglidar(11l,12).

Tasiyici yardimiyla tasinim, basit tasinimdan
sterodzelilliigli gibi Ozelliklerden dolay:r birbirinden
ayrilabilir, Bir membran sisteminde basit diffilizvon
ile glukoz'un L- ve D- izomerileri esit oranda tasin-
maktadir. Ancak tasiyici yardimiyla tasinimda tasi-
vicl sadece D-Glukoz'u taniyip tasimaktadir. Enzimle
katalizlenen reaksiyonlarda oclduffu gibi tasiyici
proteinler substrata Ozglildir(l3).

2.1.2, Aktif Tasinim

Maddelerin, bir takim kimyasal resksiyonlar
jolu ile ve bir enerJji tiketimi sayesinde belirli
tagiyica maddele%&araflndan taginarak hilicre zarindan
gec¢igine aktif tasinim denir. Hicre zarindan gecerek,
az derisimden ¢ok derigime dofru tasinan parcaciklar
icin hiicre zarinda bir enerji harcanir ve derisim

farki biliylidiik¢ge harcanan enerJji miktari artar.



Aktif tarinim olavinda tasinma mekanizmasinin
esasl, bhitlin maddeler i¢in birbirinin aynisidir ve
"Tasiyicrlar" (Carriers) kullanmak suretiyle vanil-
maktadir. Aktif tacinim olayi, bir maddenin {tacina-
cak-madde) difer bir madde ile (taciyacak-madde)
kirlermesi iecleminde tamamen normal kimvasal wasalara
nymaktadir. Tasivaici maddenin tacinacak maddeve kar-
«1 do#al bir affinitesi oldufunu diislinerek, zarin

dis ylzeyind eri ye s .
is yuzeyinde bu maddelerin kolayca birbirivlie bir—

leatifi kabul edilir, RBOylece olusan bilesik madde
zarin icinden ic ylzeye dogru difflizyonla ilerler.
Burada bir enzimle katalizlenen kimyasal bir reaksi-
yon meydana gelir. Bu reaksiyon ATP'nin hidrolizin-
den olu=an enerjiyi kullanarak o maddeyi tasiyicidan
ayirir., Yanliz kalan tasiyici madde tekrar zarin
dig ylizeyine diffiizlenir(11,12,13,14). Aktif tasinaim
igleyis mekanizmasi bakimindan ikiye ayrilair.

2.1.2.1, Primer Aktif Tasainim

Canli hiicreleri ig¢inde diisiik bir N&¥ derisimine
kargiy ylksek bir K*’derisimi bulunmasi hiicrenin ig¢i
ile digi arasinda elektriksel potansiyel meydana
petirmektedir. Hiicre disi Na® ve KV derisimi, hiicre
ici Na* ve X¥ derisimi ile dengeye gelmeye calica-—
caktir. Na* 'un hiicreden disariya K¥'un hiicre iceri-~
sine pompalayan bir transmembran proteini bulundugu
bildirilmistir. Bu proteinin gerek iyon translokas-—

yonlarini cerekse ATP hidrolizini gerceklestiren



bir enzim oldufu saptanmistir. Bu enzim Na%K¥ATPaz
olarak adlandirilmaktadir. ATP'nin hidrolizi ile
aciga c¢ikan enerji membranin bir tarafindan diger
tarafina Na¥ ve K*'taslnlml icin NdVK*ATPaz tarafin-
dan potansiyel enerjiye ddénlistliriilmektedir. Na¥* 'un
hiicre disina taginimi K¥'un hiicre icine tasinimi
fosforilasyon,defosforilasyon ve her iki ylizeyde 1li-
gantlarin, enzimlerdeki konformasyonel de#isiklikler
aracili#ir ile oldufu diisliniilmektedir.

Memeli sistemlerinde Na* ve C&** pompalari
primer aktif tasinim i¢in iyi bir Srnektir. Ayraca
Gram-Negatif Bakterilerde geker ve amino asitlerin,
protein sistemlerine kimyasal enerji ile baglanmala-
ri sonucu primer aktif tasginim’'ile ‘tagindaifr bildi-

rilmistir(13,14).

Sekil 2 : Primer Aktif Taginimin sematik

gosterimi.



2.1.2.2. Sekonder Aktif Tasinim

Hicre dasaindaki Né? 'un hiicre igerisine girme
egilimi oldukga fazladir. Kimyasal gradientlerin hiic~
re i¢i ve hiicre disi derisim farkindan olusan serbest
enerji bazi maddelerin hilicre igerisine tasinmasini
kolaylastirmaktadir. N&© hiicre igérisine girerken
ayni zamanda bir tasiyici tarafindan derisim gradient-
lerine kargi tasinacak maddeler: :de tasinmaktadir.
Na* 'un hiicre i¢i ve hiicre disi derigim farkint muha-
faza edebilmesi ic¢cin hiicre ig¢ine giren Wa* 'un tekrar
disari c¢ikmasi gerekir. Bu islem Ng* pompasi tarafin-
dan yapilir. Na¥ 'un tekrar hiicre disina ¢ikmasi

enerji eerektiren bir olaydir. Bu enerji ATP'nin hid-

roliziyle karsilanir.

dis ic

gekil % : Sekonder Aktif Tasinimin sematik

gosterimi.



Bazi memeli hiicrelerinde seker, ndtral amino
asitler ve bazi maddelerin taginimi sekonder aktif
tasinimla oldufu bildirilmistir. Bagirsaktaki gradient
derisimine karsi glukoz'un kana tasinimi bu tasinima
iyi bir Srnektir(13,15).

2.2, Tasiyici Maddeler

2.2.,1., Tasiyici Maddelerin Kimyasal Yapisi

Tasiyici maddelerin kimyasal yapi bakimindan
protein yada lipoprotein oldugu kabul edilmektedir.
Protein moleklili veya molekillerin protein boliimi
tagsinacak madde ig¢in Ozel baflanma yerlerine sahiptir.
Molekliliin 1lipid bdliimli ise, hiicre zarinin lipid bdlege-~
sinde taginacak molekiilliin ¢Oziinmesini saglamaktadir.

Tasiyicil yardimiyla tasinimin iki sekilde ola-
bilecegi dliclinilmektedir: Tasiyici amino asiti bafla-
diktan sonra c¢egitli bilikiilme hareketleri yaparak ami-
no asiti hilicre igine tasidaigy dlislinlilmektedir. Diger
diisince isej; Tagiyici yluzeyinde var oldufu dilisliniilen
baglanma yerlerinden birisine amino asit ba@#landik-
tan sonra molekiil boyunca bir baglanma yerinden
digerine gecgerek hiicre icine tasinabilece#i seklinde
dir(11).

2:.2.,2., Tasiyici Maddelere Bagli Tasinim Sistem-
lerinin Ozellikleri.

1- Tasinim sistemleri enzimler gibi ozglildiir.

Bu 0zgllliik tasiyici maddelerin substrata olan
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sterodz#iilliiglinden kaynaklanir .

2- Bir tasinim sistemi, kimyasal yapilari benzer
olan substratlarin ancak belirli bir miktarinin ta-
sinmasini gergeklegtirebilirler,

3—- Bir substratin tasinma hizi o substratin de-
rigimine baglidir (14).

2.24%., Amino Asitlerin Tasinmasi

Hemen hemen biitliin amino asitler hlicre zarinda-
ki godzeneklerden (porlardan) gecemiyecek kadar bii-
yliktir. Belki kili¢clik miktarda amino asit hlicre zary
matriksinden c¢ozlinerek hilicre icine diffilizleniyor
olabilir. Fakat amino asitlerin hiicre icine tasinim
mekanizmalarinin tasiyici bir madde aracilifiyla
aktif taginim veya kolaylagtirilmis difflizyon saye-—
sinde gerceklesdi#i bilinmektedir, Glukoz tasinimin-
da oldu#u gibi amino asit tasiniminda da tasiyica
bir sistemin varlipina ihtiya¢ vardir (16,17).

Newsholme ve ILeech adli arasgtiricilar dokular-
da amino asitlerin hiicre icine tasinmasinda 7 farkli
tasinim sisteminin rol oynadifini bildirmiglerdir.
Bu sistemler sirayla A, ASCP, L, Ly, Dikarboksilat,
N, p, sistemleridir. Sistem A'nin Alanin, Glisin,
Prolin, Serin ve Metionin gibi kisa yan zincir ice-
ren amino asitler i¢in , Sistem ASCP'nin Alanin ,
Serin, Sistein ve Prolin gibi amino asitler igin ,
Sistem L'nin Losin, Izoldsin, Valin , Penilalanin,

Metionin, Tirozin ve Triptofan gibi notral ve aro-
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matik amino asitler i¢in , Sistem Ly'nin Lizin, Ar-
Jinin, Ornitin ve Histidin gibi bazik amino asitler
i¢in , Sistem Dikarboksilat'in Glutamik ve Aspartik
asit gibi asitik amino asitler ig¢in , Sistem N'nin
Glutamin, Asparajin ve Histidin gibi amino asitler
i¢in , Sis‘cemf 'nin Taurin ve ﬁ-—Alanin gibi amino
asitler igin dzgiil olduklari bildirilmisdir(17).
Raben adli aragtirmaci ise,insan eritrositlerin
de 5 farkli tasiyiciya bagli tasinim sistemlerinin
bulundugunu bildirmigtir. Bunlar sirasiyla L, T,
Ly, ASC. ve Glisin sistemi olarak bildirilmigtir.
Sistem L : L~I06sin, L-Fenilalanin, L~Metionin

ve L-Valin
Sistem T : L-Triptofan, L-Tirozin

Sistem Ly : I~Lizin, L-Arjinin

Sistem ASC :L-Alanin, L-Sistein, L-Serin

Sistem Glisin :IL~Glisin
amino asiti i¢in Szglil oldu#u bildirilmistir(18,19,
20).

Amino asit tasinim sistemlerinde L- steroizomer
tasinimi D- steroizomeri tasinimina oranla daha yay-
gin olarak gorilmektedir. D-Lésin, I-Losin ve I-Fe-
nilalanin i¢in yapilan tasinim deneylerinde D- ve I-—~
Losin'nin kinetik degerlerinin farkli oldu@u saptan-
migtir. Fakat L-Losin ve I-Fenilalaninin kinetik de-
gerlerinin birbirine yakin oldugu tesbit edilmig ve

tasinim sistemlerinin sterodzpiil oldugu bildirilmig-
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tir (18,21).

ASC ve Glisin sistemlerinin N&® bagimli oldu#u
gosterilmesine ragmen difer 3 sistemin Ng'baélmll
olduguna dair delil bulunamadiga bildirilmictir.
Tasinim ortamina Ne* yerine K* konuldufunda I-Valin,
IL-Fenilalanin ve L-LOsin tasiniminin kinetik degerle-
rinde de#isiklik olmadigl bildirilmistir (18,19).

2.%. Nitrozaminler

Bir ¢ok nitrozolu bilesigin mutajenik, karsino-
Jenik, teratojenik've sitotoksik etkilere sahip oldu-
gu ve ikincil aminlerle nitritlerin asitik ortamda
tepkimeye girmesi ile olugdugu bildirilmistir (22, 23,
243,

Rl\ Rl\
/N-H I HN02 —— i N=N=QO o HQO
Rp Ry
Nitrozamin

Sekil 4 : Nitrozaminlerin Olusum Tepkimesi

Nitrozaminlerin olugsumunda etkili olan nitrit-
lerin ; kimyasal maddeler, zirai ilag¢lar, su ve bit-
kilerde biyiikk oranda bulundugu bilinmektedir. Ayrica
doffada yaygin olarak bulunan nitrat'in bakteriler
tarafindan nitrit'e indirgenmesiyle olusmaktadir (#,25).

NOg Indirgenme, o7
Nitrozaminlerin olusumunda etkili olan di%er

madde "ise ikincil aminlerdir. Tkincil aminler ;
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tekstil ve kaucuk endlistrisinde, glibrelerde ve kimyva-
sal madde olarak labaratuvarlarda kullanilmaktadir.
Ayrica ikincil aminlerin balik, tahil, cay, sicara ve
sigara  dumaninda bulundufu tesbit edilmistir,
Kizartilmie ve uzun sire bekletilip kokucmaya yliz
tutmus besin maddelerinde ikincil amin olan piperidin
ve pirrolidin olugtupn gdsterilmistir. Punlar nitrit-
lerle asitik ortamda reaksiyona girdiginde ise endo-~
Jen kaynakli nitrozaminler olusmaktadar (22,”7%).
Nitrozaminlerin sadece memeli midesinde de#il fizyo-
lojik koeullarda da yliksek verimle olusdugu gdlste-
rilmistir (5,26) '

Mitrozamin kaynaklari arasinda onemli bir yeri
sigara ve sisara dumani alir. Sigara dumaninda 630-
1170 ng Dimetilnitrozamin'in (DMN), 8-73 ng DENA'in
9-75 ng Monometilnitrozamin'in (MENA) ve 204-612 ng
NPYR'in bulundufu bildirilmistir (27). Tlitin igen
ve ig¢meyen kisilerin tiikriiklerinde Sivi ve Gaz Kro-
motografileri kullanilarak nitrozaminlere bakildigin~
da 3 Tiitln igen kisilerin tiikriiklerinde nitrozamin-
lerin bulurdugu ve bunlarin tiikriikte bulunan alko-
loidlerin nitrozolanmasiyla olustufu bildirilmistir
(28).

Onemli biﬂhitrozamin olugum kayna@ da, besin
endiistrisinde kullanilan nitrat ve nitritlerdir.

Bu nitrat ve nitritler et, balik ve difer konserve-

cilikte besinlere koruyucu ve direng arttirici O6zellik
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verilmesinden dolayi bol miktarda kullanilar. Bunla-
rain mide ortaminda ikincil aminlerle nitrozolun bile-
eikler verdizi bildirilmictir(26).

300 civarinda kimyvasal maddeye Salmonella -
Mikrozom testi uyrulanarak yapilan calicmalarda, tim
nitrozamin tiirevlerinin mvtajenilk oldu#u bildirilmis-—
tir(24). fmin ve amid tariyan ilaglarin nitroz asit-
le reaksivonu sonucunda kuvvetli karsinojenik ve mu-
tajenik H~llitrozo formuna donisctikleri,Salmoneclla -
Typhimuriam mutajenite testi yapilarak pOsterilmig-
tir(29).

F~litrozo birlesiklerinin biliyiik bir kismi biyo-

=
O

o
ey

akxtiftirler. Bu bilesikler ;
- NMalkilnitrozaminlexr

Dimetilnitrozamin (DMN)

Dietilnitrozamin  (DTNA
-~ Halkasal nitrozaminler

Witrozopirolidin (FPYR)

Nitrozomorfolin (IM0R)
—= Aril nitrozaminler

Tenilmetilnitrozamin (IFMNA) sayilabilir(22,23).
2.3.1, Dietilnitrozamin
Dialkilnitrozaminlerin bir liyesi olan ve kuvvet-
1i mutajenik ve karsinojenik etkisi oldufu saptanan
D7ENA, ilk kez 186%'de dietilamin ile nitroz asit'in

tepkimesivle elde edilmiectir(30).



P -H % HN02 —_——— /N-N=O + H20
CH5-CH2 CH5—0H2
Dietilamin Nitroz asiti DENA

Sekil 5 :DENA'nan Olusum Tepkimesi

DENA'nin Bazi Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

CH.,-CH
% 2\N

GH5—0H2
Gorinisi : Sari, Ucgucu
Molekil Agairlaiia : 102,12 gr/mol
Kaynama Noktasi : 176,9 %
Kirilma Indisi : 020 11,4386
Ozglil Agirlii : Dio 0,9422
Spektroskopik Czelligi :‘hmax 230~%%2 nm
CozlinlUrligi : Suda ve cesitli organik
¢oOzlicilerde ¢Oziinlir,
Dayaniklalagn : Oda sicakliginda dﬁsﬁk pH!

larda kararsiz. Oda sicakliginda alkali ve ndtral
pH'lardaki c¢ozeltilerde 14 giline kadar dayanikladar.

Tekstil Urlinlerinin hazirlanmasinda, ya@ ve
kauguk endiistrisinde kullanilan DRENA'nin ratlarda
karsinojenik ve mutajenik etkilerinin ylksek olduimu
saptanmistir(30,31,32).

DENA ve DMN ribi nitrozaminlerin kendilerinin
fazla mutajenik olmadigr fakat memeli enzim sistem-—

leri tarafindan kuvvetli mutajenik ara triinlere

15



16

metabolize edilmeleri sonucunda etkili olduklari bil-
dirilmistir(33). Hayvan ve insanlarda kanser olusumu
karmasik ve c¢ok adimli bir islemdir. Ilk adimda kar-
sinojen olan nitrozaminlerin metabolik enzimler yar-
dimiyla alkilleyici Szellikler kazandi”i diistinlilmek-
tedir(34). Metabolik bir aldehit olusumuyla baglar.
Daha sonra alkildiazéhidrbkéit, alkildiazonyum kat-
yonu ve karboanyodélusumuyla alkilleyici ajanin olus-
tugu bildirilmistir(22).

DEMA 'nin fare karaciffer, akcifger ve bobrek mik-
rozomal Zfraksiyonlara tarafindan mutajenik ara lrin-
lere cevrildifi gOsterilmistir. Metabolik adimlarda-—
ki bu olaylar radyocaktif isaretli maddelerle izlenir.
Farelere 5H—UENA tek dozda verildikden 10 glin sonra
karaciger, bobrek, dalak ve bagirsakdaki bagly 5H—
aktivitesi sirasiyla su oranlarda bulundu ; 100 :74 :
40 : 17 bu sekilde farkli degerlerin bulunmasi DENA'
nin kanser yapici 6zélliginin organlara Ozglil oldugu-
nu gostermektedir(35,%6). Azot 15 isaretli nitroza-
minler ratlara verildifZinde karacifer proteinlerinde
ve nilikleik asitlerde,idrar liresinde ve plazma pro-
teinlerinde isaretli maddeler saptanmistir (22).

DENA uygulanan farelerin safra keselerinde
hiperplazi've bobrek timori olugtugu bildirilmistir
(37). Oral olarak DENA uygulandiginda hepatik karsi-
‘nomalar ve cesitli tiimdrler olustugu, tlimdrlerin
lenf ve kan damarlarini kapladigi akcifier ve bobrek-’

lerde metastaz yaptiga gdsterilmistir(38),
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DENMA ile beslenen farelerde bir kac¢ hafta son-
ra DNA replikasyonunda artma olduggu ve daha sonra
normal dﬁzeye indigi bildirilmistir. Kanser olugsumu
sirasinda DA polimeraz -(aktivitesfae artis olurken
DNA polimeraz B aktivitesinde daha yavas bir artig
oldu#u bildirilmistir (6,39). ayrica DTNA ile bacla-
yan kanserlecme sirasinda DINA polimeraz e — B enzim-—
lerinde ardicik dizi deffiisiklikleri oldugu ve DNA'ya
alkilledi#i bildirilmistir (7,39,40,41). DIA'nin
alkillenmesi, DFA yapisinda bulunan plirin bazlarin-
dan Adenin'in N-1, N-3, N-7, Guanin'in N-%, N-7, 0-6,
C-8 ve pirimidin bazlarindan Stozin'in N-% nolu atom-
larindan oldufu bildirilmistir. DNA'nin alkillenme
mikter: 7-etilguanintin olglimliyle fesbit edildigi ve
yiksek dozlarda DENA uygulandiginda 06-etilguanin'in,
dlisiik dozlarda DENA uygulandiginda ise N7—etilguanin
'in olustufu bildirilmistir (42).

DENA'nin in vitro ve in vivo ortamlarda enzim
aktivitesi lizerine ¢esitli etkileri oldugu bilinmek-
tedir. DENA?gzgan karaciger amino asit metabolizma
enzimlerinden Triptofan Oksijenaz, Tirozin ve Orni-
tin Transferaz, Serin Dehidrataz ve Histidaz'iz inhi-
be ettigi gdsterilmigtir(43). Bagka bir calismada
ise,maya Glukoz-6-fosfatdehidrogenaz (GE6PDH) enzimi-
nin DENA tarafinden inhibe edildigi bildirilmigtir

(44)



DENA'nin in vivo kosullarda Piruvat Kinaz ve G6PDH
enzimlerini inhibe ettigi gdsterilmistir (45). In
vivo kosullarda DENA'nin Ne/K*ATPaz enzimini aktive

ettigi bulunmustur (8).
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3. GEREGC ve YONTEMIER
3.1. GERECIER
%3.1.1c Kullanilan Aletlex

-~ Sogutmali Santrifiij, Beckman Model J2-21,

Baslik JA-20

—— Hematokrit Santrifiiji, NT-315, Nive
- Mikroskop, Euromax Arohem

— S1va Sintilasyon Sayicisi, 1212 Rackbeta

Ligquid-Scintillation Counter

—— Masa Santrifejii , Hettich Eba-3S
- Terazi, Bosch £.2000

— Dritrosit Pipeti, Thoma Iami
%3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

~~ Antikoagulen madde olarak liquemine (5000-

1U/1ml Heparin)

—~ (Hidroksimetil) amino metan (TRIS), (C4H11N05)
— I~(2-3,7H) Valin (Stok; lml/ml-17,7Ci/mmol)
—— Dietilnitrozamin (DENA)

-— Saponin
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-— PPO (2,4-Difenilokzazol)

-~ POPOP (1,4~bis(2(5~Fenilokzazol))benzen)
ve g¢aliemada adi gegen difer kimyasal maddeler Nerck
ve Sigma firmalarindan saglandi.

3.2, YONTEM

Bn galismada kullanilan kanlar goniillii olarak
kan vermek isteyen Ogrencilerden saZlandi. Kanlar
¢nceden herarinlenerek hazirlanan deney tiliplerine
¢n kol Ven'inden alinarak +4 C®de saklandi. Ornekler
ayni gln calisildai.

3.2.1:1c. Hematokrit Degerinin Tayini

Kanin «ekilli elemanlarinin veya sadece eritro-
sitlerin plazmaya oranini saptamak amaciyla yapildi.
Bir miktar kan Ozel kapiller tiiplere alinda. Kapiller
tiplerin bir uvwcu bek alevinde eritilerek kapatildi.
Kap_iller tiipler hemotokrit santrifiijine yerlestiri-
lerek 10000 devir/dakika'da 10dk santrifiij edildi.
Tlipler esele konarak eritrosit ve plazma uzunluklari
6lclildii. Biylece eritrosit ve kandaki elemanlarin
rlazmaya orani saptanda.

3.261le2. Critrosit Sayimi Tayin Yontemi

Ozel eritrosit pipetlerine alinan taze kan
Hayem ¢ozeltisiyle 200 kez sulandirilarak sayim icin
hazirlandi. Hlicre sayimi Thoma lami lizerinde mikros-—
kobun 40/0,65 konumuyla yapildi. Sayilan kare sayisi
ve sulandirma faktoriide gdzdniinde bulundurularsak

1 mm3 kandaki eritrosit sayisi hesaplandi.



21

302c1e30. Amino Asit Tasiniminin Tayin Yontemi
Bu yontem, hilicre i¢ine tasinan isaretli amino
asitin beta sayicisinda cpm olarak Slclilmesi prensi-
bine davanir.
3:.2.,2, (Ozeltiler
1- Yakama Cozeltisi
140 mM NaCl
5 mM I‘»”;;z:Cl2
5 mM KC1
1 mM NagHPO%p>
18 mM Tris“{pH : 7,40 ; 25°C)
2~ Tearetli Amino Asit C8zeltisi
I~(2~3,%H) Valin Stok : 1mCi/ml-17,7Ci/mmol
1004Ci/ml olacak sekilde sulandirildi,
53— Karsinojen
9,203 M Stok DENA'dan cesitli derisimlerde yikama
¢Ozeltisiyle sulandirilarak hazirlanda.
4+~ Taginimi Durdurucu Gozeltiler
% 20 TCA (Trikloroasetik asit)
% 10mg Sanonin
5- Scintilasyon (Gozeltisi
% 0,4 PPO (2,4-Difenilokzazol)
% 0,01 POPOP (1,4-bis(2(5-Fenilokzazol))benzen)
Toluen'de
3.2+.3+ Kanin Deneyler Ic¢in Hazirlanmasi
302e3.1e Eritrosit fayimi ve Hematakrit Defferi

Hevarinlenmig deney tiliptine alinan kanin hema-
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tokrit ve eritrosit sayimi yapilip not edildi.
3¢2.3.2., Kanin Yakanmasi
29 x 105 mm boyutlarindaki santrifiij tipli ici-
ne her 1lml kan i¢in 10ml yakama ¢dzeltisi (140 ml

NaCl, 5 mM MgCly, 5 mM KC1l, 1 mM Na,HPO,, 18 mM TRIS

iy
pH :7,40 , 25°C ) ilave edildi. Hiicre icindeki amino
asitlerin disariya g¢ikmasi icin 10 dk oda sicaklifi-
da bekletildi Daha sonra ?7500xg'de % dk santrifiij
edildi. DSkelti atilip pelet'e yukardaki iclem 4 kez
uygulandi., Bu islem bitince yeniden hemotokrit ve
eritrosit sayimi yapilip not edildi.

3e2s4. Deneyler

3.2.4,1. Inkiilbasyon Stiresinin Amino Asit Tasi-

nimina BEtkisi
Yakanan taze kandan , yikama c¢ozeltisi kullana-

rak hematokrit degeri % 20 olacak sekilde ayarlanip
eritrosit sayimi yapildi. 13 x 69“§gyut1ar1ndaki
deney tliplerine Iml kan alinip lizerine 1/4Ci/10ml
I-(2-3,71) Valin amino asidi ilave edilip karisti-
rildi. 25 'de farkli zaman araliklarinda (10,20,
30,40,50,60,90,120 dk ) inkiibe edildi. Daha sonra
3e2e84elts 'deki tagsinimi durdurma ve sayim islemi
uygulandl.

3¢2.4.2, Hemotokrit Defferinin Amino Asit Tasi-

nimina Etkisi

Yikanan taze kandan, yikama ¢Szeltisiyle hemo—

tokrit defferi farkli (% 10-40 arasinda)kan Srnekleri
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hazirlandi., Bu Orneklerin eritrosit sayimi yapilip
not edildi. Her Srnekten 1ml alinip 13 x 69 mm bo-
yundaki plastik santrifij tliplerine konuldu. Her
tiipe 1M Ci/10ml L-(2-3,°H) Valin amino asiti ilave
edilip karigtirildi. 20 dk 25 G'de inkiibe edildi.
Daha sonra 3.2.4.4,'deki tagsinimi durdurma ve sayim
iglemi yapildi.

3¢2¢4:4%. DENA'nin Amino Asit Tasinimina Etkisi

Yokanan taze kandan, yikama ¢Ozeltisiyle hemo-
tokrit deperi % 20 olacak sekilde ayarlanip eritro-
sit sayimi yapildi ve not edildi. 1% x 69 mm boyut-
larindaki plastik deney tiliplerine 1lml kan konuldu,
Uzerine farkli derigimlerde hazairlanan (911,5M,3M,
1M) DENA'lardan 100 M1t kadar ilave edildi.Kontrol-
lere ise DENMA kadar yirkama ¢ozeltisi ilave edildi.
Bu tiipler 25°'C'de 10 dk dn inkiibasyona tabi tutuldu.

Bu islemden sonra her tiipe 1 MCi/1Cml 1_,-(2—5,91{)
Valin amino asidi ilave edilip karistirildi ve 25‘@

de 20 dk inklibe edildi. Daha sonra 3.2.4.4.'deki ta-
sinimi durdurma ve sayim iclemi yapildi.

3e2¢44s Taginim Durdurma ve Sayim Islemi

302eltel, 302,442, 3424443, deki inkiibasyon is-
lemlerinden sonra 1% x 69 mm boyutlarindaki tiipler
29 x 105 mm boyutlarindaki santrifiij tiiplerinin
igine yerlestirilip 0°C'da 20 dk 15 000xg'de sant-
rifiij edildi.(Bu islem amino asit tasinimini durdur-

mak i¢in yapildi). Kiglik tiipler cikarilaip ddkeltiler
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gomiilmek lizere biriktirildi. Tiiplerdeki pelete % 10
mg'lik Sapconin'den 700pMlt, %%0° 1uk TCA'dan 2001t ila-
ve edilir bacetle homoJenize edildi. Maha sonra 600Cxe
de 10 dk. santrifiij edilip ddkelti ayvrilda.

1212 Rackbeta Liquid Scintillation Counter'ain
6zel cam tlplerinden alinip bunlara ddkeltiden 50CJlt
konuldu. Uzerine 5ml sintilasyon ¢Ozeltisi (% 0,4 PFO,
% 0,01 POXOP Toluen'de) ilave edilip sayiciya verildi.

Degerler yazici'dan cpm olarak alindi.



4, BULGUIAR

4,1, Inkiibasyon Sliresinin Amino Asit Tasinimina

Etkisinin Saptanmasi

Inkiibasyon sliresine bagli olarak I~Valin amino

asitinin hiicre ic¢ine tasinim degerleri sekil 6'daki

crafikte verilmistir.

CPM, x 103
A Ci/mmol
650 + X =136
6004 - 126
Y
550+ 16
500 - =105
450 4 95
d v L B . | 1-20 dk

0 20 N £ N @ 90
Sekil 6 :Inkiibasyon siliresinin walin amino asiti

taginimina etkisi.
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50. dakikaya kadar hiicre igine tasinan T-Valin
amino asitinin miktarinin arttigyr gdzlendi. 50, da-~
kikadan sonra tasinimin hizla azaldigl tesbit edildi.
I~Valin amino asitinin hiicre i¢ine tasinmasi icin
20 dakika. inkiibasyon siliresi kullanmaya karar verildi.

Hematokrit : % 20

Kan sayimi : 2,290,000 adet/mm5

4,2, Hematokrit Degerinin I~Valin Amino Asit
Tasinimina Etkisi Saptanmasi.

lematokrit degerine bagli olarak I-Valin amino
asitinin hiicre igine tasinim degerleri sekil 7'deki

Grafikte hematokrit deferi arttikca hilicre icine
tasinan L-Yalin amino asitinin mikbtarinin arttiin
gozlendi, I-Valin amino asitinin hiicre i¢ine tacini-

m1 ig¢in %20 hematokrit degferinin kulanilmasina karar

verildi.
Hematokrit Kan sayiml (adetémma)
% 5 860,000
% 10 1.170.000
% 20 2,310,000

% 30 4,160,000
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CPM) ‘ < 10-3
‘ Ci/mmo)
6504 =137
&
soow 126
550 4 x 116
500 4 105
]
450+ 95
8
400 4 -84
+ 1

wd
=
-l
o
~
o
~
v

30 Hemotokri t
(%)

Sekil 7 : Hemotokrit deferinin I~Valin amino
asiti tasinimina etkisi.
4.3, Degisen DENA Derigsimlerinin I-Velin Amino
Asitd Tasinimina Etkisinin Saptanmasi.
Farkli derigimlerdeki DENA'nin L-Valin amino
asitinin hiicre ic¢ine tasinim degerleri sekil 8'deki

grafikte verilmistir,
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cm.+ x 1073
*Cilmmo)

" K
700NL =147

600 126

50 105

300+ - 63

1 1

| J
Hy ——————

03 0b 05 0.6 o 08 DENA (M)

2 4
=
~

Sekil 8 : DENA derigiminin I~Valin amino asiti
tasinimina etkisi.

Grafikte DENA derisimi arttikc¢a hicre ig¢ine ta-
sinan L-Yalin amino asiti miktarinin kontrole kiyasla
azaldigyr gdzlendi.

Hematokrit ¢ % 20

Kan sayimi : 2+350.000 adet/rnm3
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4.4, DENA ile L-Valin Amino Asitinin Etkilesi-
minin Spektrofotometrik Yéntemle Incelenmesi.

4el01. DENA ile L-Valin Amino Asitinin 20 Dk
Inkiibasyondan Sonra Etkilesimlerinin Saptanmasi.

DENA ile L-Valin amino asitinin 20 dk inkiibas-
yondan sonraki degerleri sekil 9'daki grafikte veril-
migtir.

Grafikte 20 dk inklibasyon sonunda DTNA ile
L=-Valin amino asitinin etkilesmedii gdzlenmistir,

4.4.2, DENA ile L-Valin Amino Asitinin 24 Saat
Inkiibasyondan Sonra Ekilesimlerinin Saptanmasi.,

DAENA ile L-=Valin amino asitinin 24 saat inkli-
basyondan sonraki degerleri gekil 10'daki grafikte
verilmistir.

Grafikte 24 saat inkilibasyon sonunda DENA ile

L~Valin amino asitinin etkilesmedigi e0zlendi.
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Sekil 9 : DBNA ile I~Valin amino asitinin 20 dk

inkiibasyondan sonra etkilesimi, - ~ - Standart DENA,

20dk inkilibe edilen kar-
sim.



A
3600 #

3200 -
2800 4
2400 1
2.000 -
1.600 -

i
1.200-

0800 |

0.400

.
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1 . -7 v v T T
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Sekil 10 : DENA ili I~Valin amino asitinin 24

saat inkiibasyondan sonra etkilegimi.--- - Standart

DENA g Temc= Standart L—Val j-n 9
edilen karisaim.

24 saat inkilibe
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50 TARTISMA ve SONUC

Bu ¢alismada , karsinojenik ve mutajenik etki-
leri oldugu bilinen DENA'nin insan eritrositlerinde
L-Valin amino asitinin hlicre i¢ine tasainimina etki-
si incelenmistir.

Calismamizin ilk asamasinda inkiibasyon siliresi-
nin eritrosit membranindan L-Valin amino asitinin
tagsinimina etkisi incelendi. Hiicre ortamina ]ﬂ?i/lOml
L~(2-5,5H) Valin amino asiti ilave edilip farkli za-~
man araliklarinda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
50.dakikaya kadar hilicre ig¢ine taeiran I~Valin amino
asitinin miktarinin arthgs tesbit edildi. 50, dakika-
dan sonra tasinimin hizla azaldigl go6zlendi. Bu aza-
lisin deney ortaminda fazla bekletilen eritrositle-
rin hemoliz olmasindan kaynaklandi@i tesbit edildi.
Bu bulgularin sonucu olarak, hemolizin en az oldugu
20 dakikalik inkiibasyon siiresinin kulanilmasina karar

verildi.



I-Valin amino asitinin tasinimi ic¢cin uygun he-
motokrit degerinin saptanmasi, ¢aligmamizin ikinci
asamasinl olusturuyog?'Farkll hematokrit degerlerin-
de hazirlanan her bir kan Ornegi L-Valin ile 20 dk
inkiibasyona birakiitdi. Sonug¢ta, hemotokrit degeri
artiilkga hilicre i¢ine tasinan IL-Valin amino asiti mik-
tarinin artigil ve yiksek hematokrit degerlerinde
eritrositlerin hemoliz oldugu tesbit edildi. Bu so-
nu¢lardan yararlanarak I-Valin amino asitinin tasi-
nim deneylerinde % 20 hematokritli kanin kullanilma-
sina karar verildi.

L-Valin amino asiti ile DENA deney ortamina
aynl1 anda ilave edilip, 20 dk inkiibasyondan sonra
DENA'nan tasinima etkisi gozlendi.Bu sekilde yapilan
deneylerde DENA'nin L-Valin amino asiti tasinimina
etkisi olmadigi tesbit edildi.

Amino asitlerin hiicre icine taslnlmfggolaylas-
tirilmis diffiizyon veya aktif tasinimla oldugun bilin-
mektedir. Kolaylastlrilmls diffizyon veya aktif tagi-
nimin gergeklegmesi i¢cim tasiyici bir maddenin bulun-
dugu ve bu tasiyici maddenin protein veya lipéprotein
yapisinda oldugu bildirilmistir. Bu tasiyicilaran
amino asit gruplari igin 8zgil oldugu,ayrica tasiyi-—
cida amino asitlerin baglanmasi ic¢in aktif merkezler
bulundu#u ve bu aktif merkezlerin amino asitler icin
sterodzgil oldugu bildirilmistir. Yan zincirleri ben-

zer O0zellik tagsiyan amino asitlerin ayni sistem



tarafindan tacindig bildirilmistir (11,1%,14,18,21).

Amino asit tasiniminda tasiyici bir sistemin
varlif bilinmektedir, Bu bilgiler i1gsiginda , tasi-
nim olayinin ilk agamasinda DENA ile tasiyiciyi et-
kilegtirmeyi diislndiike Bu amag¢la ilk Once deney or-
tamina I-Valin ilavesinden 6nce DENA ileve edilip
10 dk on inkﬁbasyon‘ yapildi. On inkiibasyondan sonra
ortama I~-Valin ( %ﬂCi/lOml dilave edilip 20 dk in-
kiibasyon yapildi. Sonu¢ta, DENA'nin I-Valin'in hiicre
i¢ine tasinimini, kontrolle kiyaslandiginda, inhibe
ettiri saptandi. Inhibisyonun tesbitinden sonra fark-
11 DENA derisimlerinin IL-Valin taginimina etkisi in-
celendi. Sonugta, DENA derisimi arttikcga hilicre icine
tasinan L~Valin aminoc asitinin miktarinin kontrole
kiyasla azaldigi tesbit edildi.

DENVA'nan memeli sistemler tarafindan metaboli-
ze edilerek oldukca reaktif olan elektrofilik ara
lirtinlere diinligti#d bildirilmistir (24,3%,46,47). Bu
ara iriinlerin makromolekiillerdeki niikkleofilik bdlge-
lere saldirarak bu bdlgelerde alkilasyona sebep oldu-
gu tesbit edilip DNA'yi alkilledifi ve buna bagli
olarak RNA ve Protein Sentezini inhibe ettigi saptan-
mistir (7,42,48).

DENA 'nain aromatik amino asitler, Sistein ve
Methiyonin gibi SH grubu ig¢eren amino asitlerle et-
kilesimi Ince-Tabaka Kromatografi yﬁntemi ile ince-

lenmig ve DENA ile inkiibe edilen amino asitlerin
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stantdartlara kiyasla farkli pikler verdi#i saptanip
DENA'nin amino asitlere baglanabilecegi bildirilmig-
tir (10). Ayrica NMOR'nin aromatik amino asitlerle
etkilegtigi saptanmistir (9). DENA'dan olusan ara
lirlinlerdeki elektrofillerin proteinlerdeki cesitli
niikleofilik atomlarla kovalent baglar yapdigr sap-
tanmistir. Proteinlerde DENA'nin baflanabilece#i
nikleofilik atomlarin Methiyonin'in ve Sistein'in
kiikirt, Histidin'in halka azotu ve Tirozin'in ili¢iin-
c¢li karbon atomu oldugu saptanmistir (49,50).

Niérozaminlerin amino asitlerle etkilesimi
canla sistemlerde bir ¢ok islevsel bozukluklara yol
acacaktir. Enzim yapisinda bulunan proteinlerdeki
amino asitlere ba#lanarak enzimlerin aktivitesini
azaltarak islevini engelleyecektir. Serbest amino .
asitlerle etkileserek protein sentezinde hatalara
yol acarak olusan proteinlerin fonksiyonlarini yap-
masinl engelleyebilecektir.

DENA'minl~Valin amino asitinin hlicre ic¢ine ta-
sinimini inhibe etmesinin iki gekilde olabilecegi
diglinlilmektedir; Bunlardan ilki ; Tasinan L-Valin
amino asitini DENA'nin elektrofilik ara iliriinleriyle
alkillemesi sonucu tasiyici protein veya lipoprotein’
nin alkillenmis amino asiti tanimamasi, yani amino
asitin tagiyicinin aktif merkezine baflanamayacak
bir konuma gelmesi sonucu olarak diisliniilebilir. Fa-

kat bilindi¢gi gibi L-Valin notral bir amino asittir
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ve yan zincirde nikleofilik bir bdlesesi yoktur.
Ayrica, DENA'da matabolize edilmis defildir. Bu ne-
denle L~Valin amino asitinin DENA ile etkilesebile-~
cegi tezi zayiflamaktadir. Bu diisiinceyle DENA ile
I-Valin amino asitinin in vitro etkilesimi spektro-
fotometrik yontemle incelenmistir. 25 2C de 20 dk

ve 24 saat olmak lizere iki zaman arali’inda DENA ve
L-Valin inkiibe edildi. Sonuc¢ta, iki zaman aralifinda
da DENA'nin I~Valin amino asitiyle etkilesmedipi
tesbit edildi. Ikinci diislince ise ; DENA'nin tasiyi-—
ciyl alkillemesi sonucu tasinimin engellenmis olabi-
lece#i seklindedir. Bu alkilasyon, tasiyici maddenin
(protein veya livoprotein) amino asiti tasimak icin
baglandi#i aktif merkezdeki amino asitlerin niikleo-
£ilik hedeflerinin alkillenmesi sonucu islevini ya-
pamaz hale gelmesiyle olabilecegidir.

I-Triptofan taginiminin 0,25 mM Phloretin ta-
faindan kuvvetle inhibe edildigi bildirilmistir. Ay-
rica L-Triptofan taginiminin SH-Reaktifi olan 1-Fluo-
ro2,4-dinitrobenzen ve Amino-Reaktifi olan N-Ethyl-
maleimide ve P-Kloromerkiiriifenilsiilfonat ile kuvvet-—
le (%80-95) inhibe edildigi, difer bir Amino-Reakti-
fi olan 5,5-Dithiobis-2-nitrobenzoik asit ile orta
kuvvette (%25) inhibe edildigi, diger taraftan dzgll
anyon taginimi inhibitdrii olan 4-Acetamido-4-isothioc-
yono 2-2 stibene dislilfonat ile.de inhibe edildiri

saptanmistir (51). Nitrozaminlerle yapilan galismalar-
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da o6nemli bir nitrozamin olan DENA'nin enzim aktivi-
teleri lizerine gesitli etkileri oldugu bildirilmis-
tir. DENA verilen sicanlarin karacifier NaYK'ATPaz
aktivitesinin kontrole kiyasla 2 ayda 2,5 kat arti-
g1 saptanmisdir(52). Diger bir calismada ise, in vivo
kosullarda DENA'nin N&/K*ATPaz enzimini % 77 oranin-
da aktive ettigi bulunmustur(8). Sicanlara ITNA
uygulanmasindan 4-6 hafta sonra karacifer de hiper-
plastik hilicre adaciklari olusmus, ATPaz kaybi ve Glu-
tamin Transpentidaz'in artisi saptanmistir(53).

Paska bir ¢alismada ise, DENA uyrulanan fare-
lerin karacifer'indeki Sitraz Sentaz aktivitesi za-
manla azalirken Iaktat Dehidrogenaz aktivitesinde
artis olduiu saptanmistir(54). DENA'nin in vitro
olarak Taktat Dehidrogenaz'i inhibe ettifi saptanmis-
t1r(55). Digér bir ¢alismada ise, DENA verilen fare-
lerde karaciger dokusundaki Glukoz-6-fosfataz, Aspar-
tat Transaminaz ve Alanin Transaminaz aktivitelerinin
kontrole kiyvasla azaldigi , Alkalen Fosfataz aktivi-
tesinin ise arttigr saptanmistir(56).

Yukarda bahsedilen c¢alismalarda DENA'nin enzim-
lerin gdrevlerini yapmalarini engelledigi anlasilmak-
tadir.Bu engellemenin DENA'nin alkilleyici Ozelligin-
den ileri geldigi saptanmistir. Enzimlerin DENA
tarafindanalkillenerek inhibe olmasi elde ettigimiz
sonuclar: desteklemektedir. Yani protein veya lipo-

protein yapisindaki tasiyici maddelerin alkillenme-
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siyle L-Valin amino asitinin hiicre ig¢ine.tasinimi
inhibe edilmistir.

Boylece, dogada, yaygin olarak bulunan DENA'
nin niikkleik asitleri alkilleyerek mutasyonlara neden
olmasi yani sira, tasiyici sistemlerdeki tasiyici
proteinlere baglanarak tasinma sistemlerini de inhi-

be edebilecefi gdsterilmis olmaktadir.



6. OZET

Bu calismada mutajenik ve karsinojenik etkileri
ocldugu bilinen dietilnitrozaminin insan eritrosit
membraninda I-Valin amino asiti tasinimina etkisi in-
celendi.

Inkiibasyon sliresi igin yapilan deneyler: sonu-
cunda 20 dk sec¢ildi. 50. dk ilizerinde hemoliz olayin-
dan dolayi hiicre i¢ine tasinan I~Valin miktarinda
azalma oldufu gozlendi.Kullanilan kan numunelerinde
hemotokrit degeri arttikca tasinimin arttigr bulundu.
Blitlin deneyler % 20 hematokrit degerli kanlar kulla-
nilarak standart bir ortam saglandi.

DENA derisiminin amino asit tasinimina etkisi-
ni belirlemek ic¢in yapilan calismalarda DENA'nin de-
risimi arttikca hiicre ig¢ine tasinan I~Valin miktari-
nin kontrollere kiyasla azaldi@# backa bir deyiecle
DENA'nin I~Yalin'in hlicre i¢ine tasinimina inhibe
ettigi saptandi. Bu inhibisyonun, IL-~Valin'in IDDMNA
ile baglanmasiyla degil, DENA'nin tasiyici sistemdeki

proteini alkillemesiyle olusabileceffi gdsterildi.



7. SUMMARY

THE EFFECT OF DENA ON I-~VALIN AMINO ACID TRANSPORT
FROM THE HUMAN ERYHROCYTE MEMBRANE

In this work, it has been attemnted to investiga-
te the effect of DENA, known to have mutagenic and car-
cinogenic effect, on L-Valin amino ac¢id transport from
the human eryhrocyte membrane.

As a result of exveriments conducted, a 20-min.
incubation period was selected. In incubations over
50-min., a decrease was observed in the amount of IL-Va-
lin transported into the cell due to hemolysis.

It was noted that the transport increased with the
increase of hemotocrite values of the blood samples
used. A standard medium was secured by using blood with
20 hemotocrite wvalues in all the experiments.

In investigations made to determine the effect of
DENA concentration on amino acid transport, it was es-
tablished that with the increase of DENA concentration,
L~Valin amount transported into the cells decreased
when compmared to that of the controls, in other words
DENA inhibited intracellular transport. It was demon-
strated that this inhibitioh could have occurred not
because of IL~Valin binding with DENA but may have rat-
her from DENA's alkylisation of protein in the transport

system.
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