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1.GIriIS VE AMAQ

1950'1i yallardan beri polisiklik karbonlar,
aromatik aminler,azo bilesikleri ve nitrozaminler gi-
bi pek ¢ok karsinojenlerin hedef dokudaki proteinlere
'kovalent bagjla baglanarak,insan ve hayvanlarda kanser
olusturduklar: bilinmektedir.Protein ve.nlkleik asit-
lerin nikleofilik yani elektronca zengin kisamlari,
kimyasal karsinojenlerinin veya metabolitlerinin hede-
fini olusturmaktadir.(1l,2)

Sigara dumaninin insan sagligina yaptigdir zarar-
lari saptamak lzere yapilan galismalar,sigara dumani-
nin pek cok kanserojen maddenin kaynagdi oldugunu gok
acgik bir bigimde ortaya koymustur.

Tutlin ve sigara dumani,nitrozaminler igin 6nem-
li bir kaynak olusturmaktadir.Titin spesifik nitroz
aminleri titln alkoloidlerinin tlrevidir ve sigara
bagimli kanser olusumundan sorumludurlar.(3)Yapilan
¢alismalarda sigaranin akciger,larynx,esophagus ve
mesane kanserlerine neden oldugu,bu olusumun alkol
tiketimi ile arttigdiy saptanmistir(4)., Tltln trdnleri-
nin, tum kanser 8limlerine katkisa % 30 dolayindadair(5).

Ulkemizde,gevre ve insan sagliga bakimindan

zararli olan sigaranain Uretiminin yananda tiketimide

7. C
Yiiksekogretim XKurulu
Dokitmantasyon Merkezi
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gok fazladir.Bunun yaninda Turk sigaralarainin igerdigi
toksik ve kanserojenik maddelere iliskin ¢alagmalar
ise ¢ok sinarladar.

Bu c¢alisma,bu alandaki eksiklikleri kismen ta~
mamlamak Uzere ele alinmistir.Ayrica sigara nitroza-
minlerinin saptanmasina ve rat karaciger mitokondri
fraksiyonlari ile mitokondride elektron tasima zinci-
rinin bir Uyesi olan sitokrom c'ye etkisinin incelen-

mesine calasilmistar,



2. GENEL BILGILER

2,1, NITROZAMINLER

N~ Nitrozaminler, kanserojen ve hepatotoksik
bilesenlerin en gl¢li bir grubudur, Nitrit ile ikincil
veya Uglncll aminler arasindaki tepkime sonucu nitroz-
aminler olusur. Bunlarin yakin geg¢migse kadar asagdadaki

yolu izleyerek olustuklari savunulmustur(6).

NO

- < - =] - g i

NOB_EQE£§£$ Noz_ﬂﬂ_l_§9 NO~ 4 R-N-R' Eﬂﬁ;ig R=N-R '
H

Nitrat Nitrit Nitrozil 1Ikincil Nitrozamin
iyonu amin
da
Oysa glinUmizde bunlarain fizyolojik pH'talolus-~
tuklari kanitlanmistir(7).

Nitrozaminlerin éncillerinden nitrit, dogada,
suda ve topraga verilen nitratli glbrelerden dolaya
bitkilerde yaygain olarak bulunan nitratin, bakteriler
tarafindan indirgenmesi ile olusmaktadir.Ayrica nitrit
tuklrdgin normal bilesenlerinden biri olduju gibi be~
sin koruyucusu olarak da kullanilmaktadir. Nitrat ve
nitrit genellikle et,balak ve peynirlerin korunmasanda
kullanilar(8).

Dier bir 6ncil olan ikincil aminler ise ba~

lak,balaik urinleri,gay,tah1l,sigara ve sigara dumaninda



bulunmaktadir(8).

Mirvish ve arkadaslari,aminler ve nitrit ara-
sindaki kimyasal reaksiyon ile kanserojenik N=Nitrozo
bilesiklerinin olusumunun askorbik asit ile engellen-
digini ac¢iklamaislardar(9).

Nitrozaminlerin galaisilan bilitiin hayvanlarda
mutasyona neden oldugu ve kéti huylu timérler olusture
dugu belirlenmistir(l0).Clinklu nitrozo bilesikleri,
toksik,karsinojenik,mutajenik ve teratojenik etkiye
sahiptirler(1ll).

Alifatik dialkil nitrozaminlerden birisi olan

Dietilnitrozamin (DENA);

/CHZ-CH3

N
CH2-CH

O=N~N
3

Molekiil agirlaigir; 102,1 , k.n.; 177°C, du.n.;
64-65°C, d; 0,8422 olan sarai,ugucu bir savadir(l2).

Diger bir dialkil nitrozamin olan Dimetilnit-
rozamin (DMN) ise;

CH
0=N=-N 7

N
CH

3

3

Molekul agirligi;74,1, k.n.: 149-150°C,d.n350 °C
d; 10048 olan diugik viskoziteli bir saivadir(1l3).

Her iki nitrozamin'de su,organik g¢bzici ve

lipidlerde ¢6ziinebilir. N6tral ve alkali g¢bzeltilerde
oda sicakliginda 14 ginden daha fazla dayanirlar.,
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Isi1g§a,6zellikle Ultraviyole ye duyarli olup Amax'larl
230 ve 332 nm dir(12,13). |

Dialkil nitrozaminlerin hepatotoksik ve kansero-
jenik etkilerinin gozlenebilmesi igin metabolik akti-
vasyonlarinin gerektidi bilinmektedir.Bu bilesenler
genellikle kararsiz monocalkil aminlere metabolize o-
lurlar.Bunu reaktif diazoalkanlar ve karbonyum iyonu-

na bozunma izler(1l4).

n]
i}
\
(CHy ) N=N=0 =———> CH;=N=CH,=0H ——>CH, -NJ/N ~OH + CH,0
H O
002 + CH3 + N2 + HZO

Diazoalkanlarin,proteinleri,nikleik asitleri
ve diger hilicresel birimler lzerinde alkilleyici etki-~
leri vardir.Alkilleme genellikle elektrofilik katilma
seklinde olur.Metilleme ise proteinlerde histidindeki
halka azotuna ve DNA ile RNA daki guaninin N-7 duru-
muna olmaktadair(l).

DENA ve DMN'nin ylksek kanserojenik etkisi bi-
linmektedir .DENA hepatoseliler karsinomalar olusturur,
Bazilara akciger metastazlidir.BSbrek timbride olusg=-
turabildigi bilinmektedir(15).

Bir ¢ok nitrozolu bilesiklerle yapilan galisgma-
lar sonucunda bu bileseklerin,deney hayvanlarinda de-

gisik enzimleri genellikle inhibe ettigi g6zlenmigtir.
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Atalay ve arkadaslarinin galismalarinda DENA'nin rat
karaciger Laktat Dehidrogenaz aktivitesini azaltiga
(16),hicre bdlinmesini durdurdugu(l7)ve maya G-6-P~
Dehidrogenazi inhibe ettigi g6zlenmistir(18).

Marvin ve arkadaslari,mitokondri metabolik ak=-
tivitesi Uzerine DMN' nin etkisini incelemisler ve so=
nu¢ olarak hem in vivo hem de in vitro galismalarinda
oksidatif fosforilasyonu inhibe’ettigini bulmuslardar,

(19).



2.2. SIGARA NITROZAMINLERI

Nitrozaminlerin en 6nemli kaynaklarindan biri-
side tutin ve sigara dumanidir (3,5,20,21,22).

Tutun spesifik nitrozaminleri,titin alkoloidle-
rinin tirevidir(3).Tutin alkoloidleri nornikotin,ana-
tabin,anabasin,nikotin ve N-formilnikotin dir.Bunlar
ikincil ve lglncll aminler olup,titin spesifik nitroz-~
aminlerinin olusum nitrozasyonundan sorumludurlar(3,20)

(Sekil-1).

Bu nitroz aminler,N-Nitrozonornikotin (NNN),
N-Nitrozoanatabin (NAtB), N-Nitrozoanabasin (NAB),
4-(metilnitrozamin)=-1l~(3-Pridil)=~l-butanon (NNK) ve
4~ (N-metil=N=-nitrozamin)-4-(3-Pridil) butanal (NNA)
dir(3,20).

TUtln spesifik N-Nitrozaminleri,titinin yillan-
masinda, fermantasyonunda, yanma ve ig¢me esnasinda olus-~

maktadair(20).
NNN,NNK ve NNA ig¢in o6nci madde nikotindir,

NNN, nornikotinden de olusmaktadir .Agizdan enfiye kul-
lananlarin ve titinld adirzda g¢igneyenlerin tikriginde,
sigara ve puronun ana ve yan dumaninda ve ¢igneme tiu-
tunid, enfiye,sigara,puro gibi bir g¢ok gesit titin

Urininde NNN bulunmustur(2l).NNN,hasat edilen tltlnde



NITRQZASYON

INDIRGENME

8

N N N N

NIKOTIN NORNIKOTIN ANATABIN ANABASIN
N
N N N
OJ) no OJ No OJ o
N N N
NNN NALB NAB

N

w O 1o
OY © t-no .

NNK NNA

CH,
NO '
OH N-CH3 N-NO
N N

NNAL lzo~NNAL

$ekil-1. Tatin spesifik N-Nitrozaminlerin olugumu
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bulunmaz.Ancak tltiunin kurutulup,depolanmasi sirasin-
da olusur(3).Tikrikteki NNN'in bir kismi endojen ola-
rak tikrukteki nitritten ve tltin alkoloidlerinden
olustugu disunilmektedir.Boylece tiutin Urinlerini kul-
lananlar arasinda NNN ile gok genis bir etki altinda
kalma durumu vardir(21).

Birgok deneyde defdisik uygulama ybntemleri ile
rat,fare ve hamsterlerde NNN,NNK veNAtB'nin kansero-
jen etkileri test edilmistir(22).

Agizdan uygulamayi takiben NNN baslica esopha-
gus da olmak lzere (st sindirim yolu tUmérlerine,rat
larda ve hamsterlerde burun boslugu tumdérlerine neden
olmaktadir.Cilt alti uygulamalaraini takiben'de NNN
ilk olarak hamsterlerde soluk borusu timorleri,rat
larda burun boslugu timéri olusmaktadir.Karin zarina
enjeksiyonlar da ise farelerde akciger tumérine,hams-
terlerde soluk borusu ve burun boslugu timdérine neden
olmaktadir. Bir eksojen metabolik sistemin varliginda
NNN, Salmonella typhimurium(Tifo) bakterisi igin
mutajeniktir,.,Fare karaciger pirimer kiltirinde prog-
ramsiz DNA sentezine sebeb olmaktadir(2l).

1986 da Uzdemir ve arkadaslarainan Tlrk sigara-
lari ile yaptiklara g¢alismalar sonucunda sigaralarin
ana ve yan dumaninda 1,6-3,2 ve 2,1-5,2 mg/sigara
dolayinda nikotin oldugunu agiklamislardir.Ayrica

nicel olarak nitrozamin miktarlarini NNN;88-1389,
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NAB;15-45, NAT;22-38 ve NNK'da; 51-100 ng/sigara di-
zeyinde bulmuslardir(5).

TUtlin Urinlerinde ve sigara dumaninda NNN,NNK,
NAB ve NAT gibi ugucu olmayan tutin spesifik nitroz-
aminleri saptandigi gibi ugucu sigara nitrozaminleri-
de tanaimlanmistair.

Brunnemann ve arkadaslarai,titiin ve sigara duma-
nini inceleyerek karsinojenik ugucu nitrozaminleri
tlitinde, yan sigara dumani ve ana sigara dumananda
saptamislardir.Calismalarinda 17 gesit ticari ve deney-
sel sigaralarain 50 adedini kullanmislar ve sigaralarain
ana dumananda 1,7-97 ng Dimetilnitrozamin(DMN),0,1~
9.1 ng metiletilnitrozamin (MENA),2.6-52 ng nitrozo-
pirolidin(NPyr) bulmuslardir.Yan sigara dumaninda ise
bu ugucu nitrozaminler daha ylksek derisimlerde olup
680-1770 ng DMN, 9-75 ng MENA, 8-73 ng Dietilnitroz=-
amin (DENA) ve 204-612 ng NPyr olarak saptamislardar

(23).
Ayraca tlutin spesifik nitrozaminleri, YiUksek

Basing¢ Sivi Kromatografisi (HPLC) ile titun igenlerim
ve icmeyenlerin tikriklerinde bakilmis ve titun igen-
lerde yuksek derigsimlerde DENA, DMN, NNN ve NPyr ta-

yin edilmigtir(24,25). Bu nitrozaminlerde tlitinde bu-
lunan tltdn alkoloidlerin nitrozolanmasiyla olusmakta-

dir(24,25).
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2.3. SITOKROM C

Sitokrom ¢, mitokondride elektron tasima zin-
cirinin bir bileseni olarak elektronlari sitokrom bc1
kompleksinden alir ve sitokrom oksidaz (aa3) komplek-~
sine vermek suretiyle gérev yapar.

+3

cyt'bcl Fe*?\ cyt c Fe cyt aa Fe*?

3

+3 +2 e*3

cyt bcl Fe cyt c Fe \ cyt aa; F

Suda ¢Ozlnen bir Hem proteini olan sitokrom c
d1$t694¢ mitokondri mebranina gevsek¢e baglidir(¢26).
Sitokrom c mitokondri i¢ membranlarina gapraz baglan-
dijindan 6nemli oranda elektron transferini saglamak-
tadir(27).

At kalbi sitokrom c' nin lg¢ boyutlu yapisi sap-
tanarak bliylk 6lgiide analiz edilmistir.$ekil-2 deki
bu globliler protein galisilan bltin memelilerde 104
amino asid dizilis sirasina sahiptir.Bu polipeptit
zincirde iki tiyoeter baglantilari ile sisteinil ka-
lintilaraina kovalent olarak baglanan(protoporfirin -
IX -Fe) tek bir Hem grubu igermektedir(26).Hemi gev-
releyen Lizin kalantilarai sitokrom bc1 ve sitokrom

oksidaz'in sitokrom c'ye baglanmasinda 6nemli olmakta-

Q1r(27).



12

or ,
S

SR
QDD

Sekil~2 Memeli sitokrom c'sinin U¢ boyutlu

yapisi
Hem gurubu molekilin hidrofobik i¢ kisminda

gomulidir ve onun demir atomunun doért dizlemsel pozis-
yonu porfirin azotlarai ile doludur. Bir dik pozisyona
bir imidozol N (His-18),diger bir dik pozisyona kukiirt
atomu (Met-80) baglidir(26).

Sitokrom c'nin elektron transfer mekanizmasa

tam olarak ag¢ik degildir.
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Yapilan calismalarda cyt b5 ve cyt c'nin disuk
iyonik kuvvetlerde kararli bir kompleks olusturduklara
bulunmustur(28).

Yiksek intramembran iyonik kuvvetler altinda
cyt c'nin i¢ membrandan serbest birakildigi ve elekt-
ronlari dis membranin i¢ ylzeyinde bulunan cyt b5'den,
i¢c membran Uzerindeki sitokrom oksidaza transfer ede-
bildigi ileri sUrUlmistir(28).

Nétral pH'da,indirgenmis sitokrom c¢ ile 0O, ve

2

CO, , ylkseltgenmis sitokrom ¢ ile de CN veya Ng

2

reaksiyon vermez(26).



3. DENEYSEL TEKNIK

3.1s KULLANILAN MADDELER

Bu galismada kullanilan kimyasal maddelerin
tumi analitik saflikta olup Sigma ve Merck UrinUdir,
At kalbi sitokrom c¢ (Tip V1) Sigma firmasindan,DENA
ve DMN ise Fluka firmasindan saglanmistir,

Sigaralar ise Tirk Tekel Idaresinin Urettigi
Maltepe(Filtreli),Tokat(Filtreli),Bafra(Filtreli ve-
Filtresiz) ve Luks Bitlis(Filtreli) dir.Bu sigarala-~
rin tiutinleri N-Tabaccum,N-Rustica ve bu iki varyeta-
nin melezlerinin karistirilmasaindan elde edilmistir.

3.2. KULLANILAN YUNTEMLER

3.2.1. SIGARA DUMANINDAKI NITROZAMINLERIN
ELDE EDILMESI

Maltepe,Tokat,filtreli ve filtresiz Bafra ile
Luks Bitlis sigaralarinin 20 adedi $ekil-3 deki gibi
yari otomatik igicide igirilmistir.

Bu sigaralaran duman igeriginin gaz tuzadinda-
ki 1CO ml 20 mM Askorbik asit,Sitrat-Fosfat tamponu-
na (pH; 4,5) gegmesi sadlanmistir. Daha sonra bu tam-
pon 2x50 ml kloroform ile ekstrakte edilmistir .,Ekst~
rakta 1 gr Na,S0, ilave edilerek,Heidolph ngumlu“
doner buharlastiricida 55°C de 5 ml'ye buharlastiril-

mistair, Bu 6rnek 70 gr A1203 igceren kolona verilmisg
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Sekil-3, Sigaralaran I¢irildigi Yari Otomatik
Igici Diizenegi
l. Sigara, 2. Toplama $igsesi ve Tamponu,3.Gaz

sayaci, 4. Vakum Pompasa

ve ugucu nitrozaminler 200 ml kloroform ile kolondan
alinmistir.Kloroform,vakumlu déner buharlastairaicada
ugurulduktan sonra nitrozaminler 10 ml (pH;7,5) fosfat
tamponuna alinmis ve 0,45 mikrometrelik milipore
slUzgegten slzUlmistir.

Kolonda kalan ugucu olmayan sigara nitrozamin-
leri olarak bilinen NNN ve NAtB ise Kloroform; Aseton
(150; 50 ml) karisiminin geg¢irilmesi ile alanmastar.
Cézicl karisima buharlastiraldiktan sonra ugucu olma~
yan nitrozaminlerde 10 ml(pH;7,5) fosfat tampona ali-

nip milipore slzgegten slzilmistur,
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3.2.2. SIGARA DUMANINDAKI NITROZAMINLERIN
HPLC ILE SAPTANMASI

Sigara dumanindan elde edilen ugucu nitrozamin-
ler 2F1'lik enjeksiyonlar halinde Waters Associate
HPLC silika kolondan % 70 kloroform ve % 30 siklohek-~
zan ¢Ozucl sistemi ile gegirilmistir.Goéziicl akisa
1 ml/ dk,kagrt hiza 0,5 cm/dk ve 0,01 AUFS sartlarinda
galisilmistir.254 nm fotometrik monitérden alainan kro-
matogramlar,ayni kosullarda ¢alisalan DENA ve DMN stan-
dartlarinin kromatogramlari ile karsilastarailaip tanim-
lanabilen bu nitrozamin diizeyleri hesaplanmistair.,

3.2.3, RAT KARACIGER MITOKONDRILERININ IZOLAS-
YONU

Yapilan galismada,deney hayvani olarak agirlik-
lara 160-200 gr arasinda deJisen,ortalama iki aylak
rat'lar kullanilmistir.Karain zaraindan 80 mg/kyg Luminal
enjekte edilen rat,4 gln sonra boynu kirilarak 6ldiril-
mis ve karacigeri ¢ikartilmastir.Mitokondrilerin izo-
lasyonunda Sottocasa ve arkadaslarinin 6nerdigi yo6n-
tem uygulanmistir(29).

Cikarilan organ,buzla sogutulan 0,25M Sukroz
¢ozeltisi iginde birakilarak makasla iyice pargalanmis~
tir.GCozelti dekante edildikten sonra,karisam iki kez
10 ml sukroz ile yikanmistir.Kirli lUst siva atilarak
karaciger parc¢alari,karaciger agirliginin U¢ kati kadar

sukroz ¢ozeltisi ile 60 ml'lik homojenizasyon kabaina
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aktarilmistar, B. Braun Potter Elvehjen doku homoje-
nizatorin de teflon bir piston yardimi ile 5 vurusta
homojenize edilen doku iki santrifij kabina esit ola-
rak dagitilmistir.Homojenat Beckman Model J2-21 sant-
rifijuinde 600 g de 15 dakika santrifijlendikten son-
ra ayrilan ust sivi 6500 g'de 20 dakika santrifij
edilmigstir.Mitokondrilerin olusturdudu ¢ékelti 4 ml
0,1 M fosfat tamponu (pH;7,5) iginde sispansiyon ha=-
line getirilmistir.Mitokondrilerin izolasyonunda kul-
lanilan her islemin 0-4°C arasinda uygulanmasina dik-

kat edilmistir,



4, BULGULAR

4.,1.,HPLC KKOMATOGRAMLARINDAN ELDE EDILEN

BULGULAR
Secilen 5 adet yerli sigaralarain dumanindan

analizlenen ugucu nitrozaminlerini gésteren HPLC
kromatogrami $ekil - 4 dedir. Kromatograma gbére siga=-
ra dumanindaki nitrozaminler gerek tir ve gerekse ni-
celik bakimindan azimsanmayacak 6lglilerdedir.Ancak
bunlardan Dietil nitrozamin (DENA) ve Dimetilnitroz-
amin (DMN) tanimlanagbilmistir.

Sekil- 5 deki standart DENA ve DMN'in HPLC
kromatogrami sayesinde sigaralarda hesaplanan DENA
ve DMN derisimleri Gizelge- 1 de goériuldigi gibi ol~
dukga yiksek bulunmustur.Ugucu olmayan nitrozaminleri
gbsteren Sekil -6 daki HPLC kromatogramlarindan ise

NAtB ve NNN tanamlanabilmistir(22).

¢izelge~1 Sigara Dumani DENA ve DMN Derisim-
leri ( »g/Sigara)

SIGARA DENA DMN
Maltepe (M) 21,0 0,0
Filtresiz Bafra (B) 13.9 12.5
Filtreli Bafra (FB) 6.2 0.0
Liks Bitlis (LB) 5.5 2.7
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Sekil-5., Standart DENA ve DMN'in HPLC Kroma=-
togramlara
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4.2, SITOKROM C'NIN SIGARA NITROZAMINLERI ILE
ETKILESMESI IGIN OPTIMUM KOSULLAK

4.,2.1. INKUBASYON ZAMANININ ETKISI

0,1 M Fosfat Tampon (pH;7,5) ile hazarlanan
2,86 x 10-6M Sitokrom c ¢6zeltisinin SOO‘ﬂl'sine nit-
rozamin dizeyi en fazla olan filtresiz Bafra sigarasi-
nin dumanaindan elde edilen ugucu ve ugucu olmayan si-
gara nitrozaminlerinden 20 pl eklenmigtir. Bu Grnekler
37°C de su banyosunda 5 dakika silire ile inkibe edile-
rek 550 nm dalga boyunda okunan absorbans de§isimleri

Gizelge - 2 deki gibi bulunmustur,

¢izelge-2, Sitokrom c ile (A) Ugucu ve(B) Ugu-
cu olmayan Sigara Nitrozaminlerinin Etkilesiminde

37°C deki InkUbasyon Zamaninin Etkisi

inkibasyon siresi (A) (B)
(dk) Absorbans Absorbans
5 56 43
10 73 57
15 70 56
20 67 56

Bu bulgular, kullanilan deney kqsullarlnda
inkibasyon siresinin 10 dakika olmasi gerektigini

gbstermistir.(Sekil-7-8)
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Sekil-7 Sitokrom ¢ Ile Ugucu Sigara Nitrozamin-
lerinin Etkilesmesi Icin Inkibasyon Zamaninin Etkisi
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0,060 1
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5 10 15 20
Inkibasyon Zamani (dk)
Sekil-8 Sitokrom ¢ Ile Ugucu Olmayan Sigara
Nitrozaminlerinin Etkilesmesi I¢in Inkibasyon Zamani-

nin Etkisi
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4,2,2, SIGARA NITROZAMINLERININ éTKIsI

Sigara nitrozaminleri ayri ayri tanimlanamadi-
gandan sigara nitrozaminlerinin derisimi hesaplanama-
mistir.Bu ylizden sitokrom c'ye ilave edilen sigara
nitrozaminlerini hacimleri degistirilerek sitokrom c
ile etkilegsimleri incelenmistir.Bu amagla 2,86 x 10'9
sitokrom c g¢bzeltisinin 500 ml'si 5,10,15 ve 20/¢l
ugucu ve ugucu olmayan sigara nitrozaminleri ile 37°C
de inkibe edilmis ve 550 nm dalga boyundaki absorbsis-

yon degisimleri Gizelge - 3 deki gibi bulunmustur,

¢izelge- 3. Sitokrom c'ye (A) Ugucu ve (B) Ugu-

cu olmayan Sigara Nitrozaminlerinin Etkisi

Nitrozamin hacmi (A) (B) Enkiicik kareler
Yontemine gére

( fel) Absorbans Absorbans (A) (B)

5 110 69 107 67

10 97 59 98 61

15 88 54 89 55

20 82 50 80 49

Bu bulgular sonucunda en ylksek absorbans

5 pl sigara nitrozaminleri ile okunmusgtur.($ekil-9,10)
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Sekil-9 Sitokrom c'ye Ugucu Sigara Nitrozamin-

lerinin Etkisi
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$ekil-10 Sitokrom c'ye Ugucu Olmayan Sigara
Nitrozaminlerinin Etkisi
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4,2.3. SITOKROM C'YE DENA VE DMN'IN ETKist
500 pl, 2.86 x 107°M sitokrom ¢ ile degisik
hacimlerdeki 9.30 x10™%M DENA ve 1.35 x 10™°M DMN'in
37° de 10 dakika inkibasyonu sonucu 550 nm dalga bo-
yunda okunan absorbans dederleri Gizelge-4 deki gibi

bulunmustur.En ylksek absorbans deferi 20xl DENA ve
DMN ‘de okunmustur.(Sekil-11)

Cizelge~4, Sitokrom c'ye defisik miktardaki
DENA ve DMN'in etkisi

DENA ve DMN (DENA) (DMN )
Miktari( m1) Absorbans Absorbans
5 31 21
10 50 38
15 59 48
20 68 62
25 66 60
30 61 57
A
0,070 1
0,060 ) . DENA
DMN
0,050 1 4
0,040 1
0,030 ;
0,020 .
0,010 |

5 10 15 20 25 3 35
(ped)
Sekil-11 Sitokrom c'ye DENA ve DMN'in etkisi
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4,3, SPEKTROFOTOMETRIK BULGULAR

Butun orneklerin absorbans ve UV-VIS fark spekt=-
rumlary HITACHI model 220 UV~VIS ¢ift 1san demetli
taramalil spektrofotometresinden elde edilmistir,

2,5 ml fosfat tamponundaki 25 1 ugucu ve ugu-
cu olmayan sigara nitrozaminlerinin absorbsiyon spekt-
rumlaraindan bu nitrozaminlerin 303 nm dalga boyunda
pik verdikleri gozlenmistir(Sekil-1l2, 13). 5 ml mito-
kondri fraksiyonunun absorbsiyon spektrumu ise Sekil-14
deki gibi elde edilmistir. Bu spektrumlar alinirken
referans olarak 2,5 ml fosfat tamponu (pH:7,5) kulla-
nilmistir.

Bes gesit sigaradan elde edilen 25u 1 ugucu ve
ugucu olmayan nitrozaminler ile 37 °C de 15 dakika
inkibe edilen 5 1l Rat karaciger mitokondri fraksiyo-~
nunun UV-VIS fark spektrumlari Sekil-15 ve 16 daki gi-
bi bulunmuskur.

Sitokrom c¢ ile yapilan calismalarda ise sadece
nitrozamin igerifi en fazla olan filtresiz Bafra siga-
rasinin nitrozaminleri kullanilmistar.Fosfat tamponun-

da hazirlanan 500 ml 2.86 x 10™°

M sitokrom c'nin 5,10,
15,20 #1 ugucu sigara nitrozaminleri ile 37°C de 10 dk.
inkibasyonu sonucu elde edilen absorbsiyon ve fark
spektrumlari $ekil-17 ve 18 dedir. Ugucu olmayan siga-

ra nitrozaminleri ile etkilesimlerinin fark spektrumu

ise Sekil-~19 dadair.



sitokrom c¢'nin 2041 9,30 x 10”4V DENA ve
20;F1 1,35 x lO-ZM DMN ile etkilesimlerinin absorb~
siyon spektrumu da Sekil- 20 deki gibi bulunmustur,
Burada sitokrom c'nin dalga boyu 416 nm den 407 nm ye
kaymigtir.Ancak 5,10,15,25 ve 30 pul DENA ve DMN ile
yapilan calismalarda ise sitokrom c'nin 416 nm dalga

boyunda bir kayma gbzlenememistir.
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$ekil=12 Sigara Dumeni Ugucu Nitrozaminlerinin
Absorbsiyon Spektrumlara

l1,Filtreli Bafra, 2.,Tokat, 3.Liks Bitlis,
4.Maltepe, 5.Filtresiz Bafra
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Sekil,13 Sigara Dumani Ugucu Olmayan Nitroz-

aminlerinin Absorbsiyon Spektrumlari
1,Filtreli Bafra, 2.Tokat, 3.Liks Bitlis

4.,Maltepe, 5.Filtresiz Bafra
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Spektrumu
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Sekil-15 Mitokondri Fraksiyonu Ile inkiibe Edil-
mis Ugucu Sigara Nitrozaminlerinin UV=VIS Fark Spekt-
rumlary 1l.,851fir, 2.,Maltepe, 3.Filtreli Bafra, 4.Tokat,

5.Filtresiz Bafra, b.LUks Bitlis
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gekil=16 Mitokondri Fraksiyonu 1lle iInkiibe Edil-~
mis Ugucu Olmayan Sigara Nitrozaminlerinin UV-VIS Fark
Spektrumlara

l.81fir, 2.Filtresiz Bafra, 3.Liks Bitlis,
4,Maltepe, 5.Tokat, 6.Filtreli Bafra
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Sekil~17 (=.=-.)Sitokrom c'nin Absorbsiyon Spekt=-
rumu, (——)Sitokrom ¢ Ile Ugucu Sigara Nitrozaminleri-
nin Etkilesim Absorbsiyon Spektrumu.

1.5#1, 2,10x1, 3.1541, 4.2041 Ugucu Sigara Nit-

rozaminleri
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(3) 15x1, {4)20xl Ugucu Sigara Nitrozaminlerinin Etki~-
lesimlerinin Uv-VIS Fark Spektrumlara.,
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$ekil-19 sitokrom ¢ Ile (1) 51, (2) 10k1,
(3) 1541, (4) 20x1 Ugucu Olmayan Sigara Nitrozaminle-
rinin Etkilesimlerinin UV-VIS Fark Spektrumlara,
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DENA (——) Ve DMN (=---)'nin Etkilesimlerinin Absorb-

siyon Spektrumu.
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5. TARTISMA VE SONUG

Analizlenen 5 adet yerli sigaranin ugucu siga-
ra nitrozaminlerini gésteren HPLC kromatogrami Sekil=~4
dedir,Burada gorildugl gibi nitrozaminler sigara duma-
ninda gerek tir ve gerekse nicelik bakimindan azimsan-
mayacak Olgldedir.Bunlardan tanimlana bilen ugucu
sigara nitrozaminlerinden Dietilnitrozamin (DENA) ve
Dimetilnitrozamin (DMN) hakkinda bilgi edinilmis ve
DENA,Maltepe de; 21, Filtresiz Bafrada; 13,9 , Filt-
reli Bafrada; 6,2 , Luks Bitlis de; 5,5 , Tokatta;

3,4 pug/Sigara , DMN ise Filtresiz Bafrada;l2,5 , Luks
Bitlis de; 2,7 pg/sigara olarak saptanmistar.

Ugucu olmayan nitrozaminleri gbsteren HPLC
kromatogramindanda($ekil-=6) NNN ve NAtB tanamlanabil-
mistir(22).

Sigara dumanindaki bu nitrozaminlerle ilgili
kaynak bulgulardan, her birinin ¢alisilan bitin hay-
vanlarda mutasyona neden oldufu belirtilmis ve mutaje~
nin bunlarin detoksifikasyonu sirasindaki ara Urin ol-
dugu kanatlanan gergekler arasinda goésterilmistir (10).

Bulgularimizdan anlagilacaga lzere sigara tir-
yakilerinin akciger basta olmak lUzere gastro - entes-
tinal sistem hiicreleri nitrozaminlerin dogrudan dogru-

ya etkisi altandadir.Detoksifikasyon merkezi olan
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karaciger hiicrelerinin biytk bir risk altinda oldukla-
ri1 ayri bir gergek olarak karsimiza ¢ikmaktadir,

Yapilan 6nceki calismalarda,sigara igen ve ig-
meyen kisilerin tukriklerinde DENA,DMN ve NPyr bulun-
mustur(24,25). Ancak yaptigimiz bu galisma sonucunda
sigara dumaninda NPyr saptanamamistir.Sigara dumanin-
da goérunmeyen NPyr'nin sigara igenlerin tukriginde or-
taya c¢ikmasi yanma Urinleri i¢inde pirolidinin var ol-
dugunu ve tukrigin dogal bir bileseni olan N02'in var -
l1g1 ile de NPyr'e donlise bildifini disindirmektedir.
Daha 6nceki yapilan galismalarda,ugucu sigara nitroz-
aminlerinin bir g¢ogunun,prosentez ile ig¢me esnasinda
ve bazi tutln spesifik nitrozaminlerin ise titltnden
dumana direkt transferi ile olustugunu gostermistir(22),

B6ylece hem sigara dumanindaki nitrozaminler
ve hemde a{izda igme sairasinda olusan nitrozaminler
ile tlUtin spesifik nitrozaminlerin sayisi artmakta ve
sigara igenlerin,sigara bagimli kanser olusumuyla kar-
s1 karsiya olduklara anlasilmaktadar,

Bir c¢ok c¢aligsmadan,nitrozolu bilesiklerin kara-
cijerde bir ¢ok enzim aktivitesini etkiledigi,yaygin
doku nekrozuna ve daha sonreda kansere yol ag¢tidi an-
lasilmistir(10,11,16,17,18).

Sigara nitrozaminlerinin mitokondri fraksiyonu
ile inktbasyonu sonucu,mitokondri sitokromlarinain si-

gara nitrozaminleri ile aktive oldugu gbzlenmistir,
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Daha 6nce yapilan calismalara gbre mitokondri
dis zari enzimi olan sitokrom b5'in 413 nm'de yukselt-
genmis formunun, 424 nm'de ise indirgenmis formunun
absorbsiyon bantlari oldufu bilinmektedir(29 , 30 ).

Sigara nitrozaminleri ile inkibe edilen mito-
kondri fraksiyonunun UV-VIS fark spektrumundan (Sekil-
15,16) sitokrom bs‘in bir redoks tepkimesine girdigi
gbzlenmistir. 424 ve 405 nm'deki sofurma bantlaraindan
sitokrom bs‘in yikseltgenmis formunun ugucu sigara
nitrozaminleri ile inkibasyonu sonucu indirgendigi,
buna karsilik NNN ve NAtB 'ce zengin ugucu olmayan
sigara nitrozaminleri ile inkibasyonu sonucunda ise
indirgenmis formunun arttidi ve ugucu nitrozaminler
gibi mitokondride oksitlenmedigi fikrini vermistir.

Sitokrom ¢ ile yapilan c¢alismalarda ise sitok-
rom c'nin 416 nm de yukseltgenmig formunun,407 nm de
ise indirgenmis formunun absorbsiyon bantlara oldugu
bilinmektedir{30 ).

Sigara nitrozaminleri ile inkibe edilen sitok-
rom c'nin de bir redoks tepkimesine girdigi gozlenmis-
tir, Sogurma bandindan sitokrom c'nin yikseltgenmis
formunun 5 1 ugucu sigara nitrozaminleri ve ayrica
20 1 DENA ve DMN ile 10 dakika inkiibasyonu sonucu
indirgendigi,ancak nitrozamin miktari arttikga sitok-
rom c¢c'nin tekrar yikseltgendigi ve bu durumda kaldig:

gozlenmistir.Ancak bu sonug¢ ugucu olmayan sigara
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nitrozaminleri ile yapilan c¢alaismada gozlenememistdr.

Sitokrom b5 ve ¢ ile yapllén calismalar sonucun-
da ugucu sigara nitrozaminlerinin bu sitokromlar igin
indirgen oldugu bulunmustur.Bu indirgenme sigara nite
rozaminlerinin sitokrom c Uzerindeki amino gruplari
ile etkili olarak reaksiyon vermesinden dolayi olabi-
lecegini dislindirmektedir.Her nekadar nitrozaminlerin
bajlanma yerleri kesinlikle bilinmiyorsada bunlaran
Demir'i indirgeyecek bir yer olan"hem,bbdlgesinin ola-
bilecegi sanilmaktadar.

Kimyasal karsinojenlerin hedef dokudaki protein-
lere kovalent bagla baglandiklari uzun yillardan beri
bilinmektedir.Protein ve niukleik asitlerin nikleofilik
yani elektronca zengin kisamlara,kimyasal karsinojenle-~
rin hedefidir.Bu hedefler nikleik asitlerde,Adeninin
N-1,N=3ve N=-7 atomu,Sitqzinin N=3 atomu,Guaninin N=3,
N-7 ve 0-6 atomu ile proteinlerde , Sistein ve Meti-
yoninin S, Histidinin N-~1 ve N-3, Tirozinin ise C=-3
atomu olarak saptanmigtair(2).

Yoshihiko ve arkadaslarinin yaptiklari galisma-
da kanserojen maddelerin varliginda rat karacigerinde-
ki sitokromlaran spektrofotometrik analizlerinden,
mikrozomal sitokrom b5 ve P~450 igerigdi, kanserojen
maddelerin varliginda derece derege azalmadifini an-

cak hepatomada birden bire azaldigini bulmuslardir(3zl).
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Sitokrom c + cl'in konsantrasyonunun ise rat
larin 4'-metil- 4-Dimetil aminobenzen ile beslenmesiy-
le baslangigta az arttidi,daha sonra da 1l6.Haftaya ka-
dar derece derece azaldigaina bulmuslardair(31l ).

Yapilan bu galismada da sitokrom ¢ ile nitroz-
aminlerin etkilesimlerinin .absorbanslari belli bir nit-
rozamin miktaraina kadar artmakta daha sonra derece de-
rece azalmaktadir.Sitokrom c ile ugucu ve ugucu olma-
yan sigara nitrozaminleri,DENA ve DMN'nin etkilesim-~
lerinin Uv=VIS fark spektrumlarindan da gorildiglu gibi
nitrozamin miktara arttikga sitokrom c 'nin 407 nm deki
ylikseltgenmis formunun absorbsiyon pikinin terslenmesi
ve nitrozamin miktarana bagli olarak azalmasi sitokrom
c ile nitrozaminler arasinda bir etkilesimin oldugunu
gbostermektedir,

Sonu¢ olarak,Turk sigaralarinin kanserojen ige-
rikleri ve mitokondri de elektron transferini sagla~
yan sitokromlara etkileri g6z O6nine alandiginda Tiurki-
ye'de nifusun tiryaki kesiminin ve hatta pasif igici-
lerin ne derecede blylk bir riskin altina girdikleri

kendilijinden agikce ortaya ¢ikmaktadir.
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6. OZET

Nitrozaminlerin en 6nemli kaynaklaraindan biri
olan sigara dumaninda,gerek tir ve gerekse nicelik
bakimindan azimsanmayacak dizeyde nitrozamin bulunmak-

tadar.

Sigara dumanindaki nitrozaminlerin saptanmasi
ve sitokrom ¢ ile rat karaciger mitokondr4 fraksiyon-
larina etkilerinin arastirilmasi i¢in yapilan bu galis-
mada ,en ¢ok tliketilen yerli sigaralardan Maltepe,To-
kat,Filtreli Bafra,Filtresiz Bafra ve Liks Bitlis se-~
¢ildi.Bu sigaralarain dumanindan elde edilen ugucu ve
ugucu olmayan nitrozaminler Waters HPLC sisteminin
HPLC silika kolonundan geg¢irilerek 254 nm de fotomet-
rik dedektdr ile monitdrize edildi.

Bu calismanin sonunda nitrozamin dizeyleri si-
gara Orneklerinde sirasiyla;Dietilnitrozamin(DENA)
Maltepede;21, Filtresiz Bafrada;13,9, Filtreli Bafra-
da;6,2, Liks Bitliste;5,5, Tokatta;3,4 Fg/sigara,
dimetilnitrozamin (DMN) Filtresiz Bafrada;l12,5,Liks

Bitliste;2.7 pg/sigara olarak saptandi.
sigara dumanindan elde edilen ugucu ve ugucu

olmayan nitrozamin fraksiyonlari,rat karaciger mito-

kondri fraksiyonu ve sitokrom ¢ ile inkibe edildi.
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Etkilesimlerinin UV=VIS fark spektrumlari alinarak
bu spektrumlar sayesinde mitokondri sitokromlarainan
aktive oldugu gdzlendi ve sitokrom c®nin ugucu siga=~

ra nitrozaminleri ile indirgendigi belirlendi.
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7. SUMMARY

In the cigarette smoke which is the most impor-
tant source of nitrosamines has a great deal of nit-
rosamines either variety and quantities.

Determination of the quantities of nitrosami~
nes in cigarette smoke and their effects on cytochrom
c with Rat liver mitocondria fractions have been ob-
tained in this study.Mostly used Turkish cigarettes
were chosen, such as Maltepe,Tokat,Filter Bafra,
Non-Filter Bafra and Lux Bitlis.

Volatile and non volatile nitrosamines frace
tions of these cigarettes smoke have been injected to
the HPLC silica column of waters HPLC system and moni-
tored by 254 nm photometric detector,

As results of this study,Nitrosamines levels
were; Diethlynitrosamine (DENA),Maltepe;2l, Non-Fil-
ter Bafra;13,9, Filter Bafra;6,2, Lux Bitlis;5,5 ,
Tokat;3u4ﬂg/cigarette , Dimethlynitrosamine (DMN),
Non-Filter Bafra;l2,5, Lux Bitlis;2,7/4g/cigarette
respectively in cigarette samples.,

Volatile and nonvolatile nitrosamines fractions
of cigarette smoke have been incubated with rat liver

mitocondrial fraction and cytochrom c respectively
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and UV-VIS difference spectra of their effects have
been obtained.By these spectrums, it was determined

that cytochrom ¢ is reduced by volatile nitrosamines

of cigarette smoke.
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