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1. GIRiIS VE AMACG

Dogada ¢evre kirleticisi ve kanserojen bilesik-
ler olarak bulunan nitrozaminlerin 6nemli kaynaklarin-
dan biri de sigara dumanidir. DMN, DENA, MENA, NPyr
gibi ugucu nitrozaminler ve NNN, NNK, NAB, NAT gibi
ugucu olmayan nitrozaminler sigara temel ve yan duma~
ninda saptanmistar (1,2).

Agiz kanserleri ile kronik sigara igimi ve tatin
cijneme arasinda baglanti kurulmustur. Igim sirasanda
ajiz boslugjunda olusan NNN'in farelerde akciger tambru
olusumuna, ratlarda 6zafagus ve burun boslugunda karsi-
nomaya neden oldugu gosterilmistir. NAB'nin 6zafagus
tumdrleri olusturdugu, NNK'nin akciger kanserine ne~
den oldugu belirtilmektedir (3).

Kronik sigara ig¢iminin akcider dokusunda yaptiga
etki DNA replikasyonu ve onaraimiyla ilgilidir. Fareler-
de invivo ve invitro DNA replikasyonu ve normal DNA
sentezinde de dedisiklikler olusturdugu bilinmektedir.
Bu da kronik sigara ig¢imi ile genetik materyalde de
dejisme olabilecedini gostermektedir (3).

Nitrozaminlerin vicutta nitrit ve ikincil amin-

lenden de olustugu bilinmektedir (4). Nitrit ayrica
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methemoglobin olusturarak oksijen tasimini engeller.
Bu c¢alismada; lilkamizde en ¢ok tiketilen yerli
sigaralarain nitrozaminlerinin saflagtairilaip, Cyt P-450
ile etkilesiminin incelenmesi, sigara igen ve igmeyen
kigsilerin tukUridklerindeki nitrit ve nitrozamin dizey-
lerinin karsilastirilmasi, sigara i¢iminin 6nemli bir
detoksifikasyon bilegifi olan GSH Uzerine etkisinin

arastirilmesi amaglanmigtar.



2. GENEL BILGILER

2.1. NITRIT

Nitritlerin temel kaynagdi olan nitratlar; bagla-
ca sebzeler ve ig¢me suyuyla alinar, Nitratl1 gubrelerin
kullaniminin artmasi, sebzelerde nitrat birikimini yiik-
seltir. Suyun saflastirilmasinda nitratli silizme uygu-
lanmasi sonucu igme suyu nitrat dizeyi de artmaktadar
(5). Besin koruyucusu olarak kullanilan nitrat ve nit-
ritten nitrozomiyoglobin olusur (6).

Besinlerle alinan nitratlar, barsak florasindaki
mikroorganizmalar ve diger etkenlerle nitritlere indir=-
genirler (7).

Nitrit; Cyt P-450'nin katalizledigi nitrozamin
molekiillerinin bir elektron indirgenme tepkimesi sira-
sinda da olusur (Sekil-l). NAMM (Nitrozoasetoksimetil-
metilamin) ve NAMB (Nitrozoasetoksimetil-n~bitilamin)
su ve esterazlarla hidrolizlendijinde, serbest ot -hid-
roksillenmis nitrozamin olusur. Bu da kolaylikla formal=~
dehit ve bitildiazohidroksit gibi nitrozamin metaboliz-

masi kanserojenlerine ve NOE ‘ye donlUsdr (8).
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Sekil-I NAMM ve NAMB' nin mikrozomlarda bozunmasi

Vicuda disaridan alinan veye burada olusan nit-
ritler, ikincil ve uglincil aminlerle tebkime sonucu
nitrozamin olustururlar. Bu yolun aségldaki sekilde

oldugu gésterilmistir (9).

NOZ —= NO NO~ 4 R-N-R' —— R-?-R‘
H N=0
Nitrat Nitrit Nitrozil Ikincil Nitrozamin
iyonu amin

Yiksek nitrit diizeyleri karacifer mitokondrial
fonksiyonlarini bozar(40).Memeli karaciger Cyt P-450
ile invitro etkileserek kararsiz Cyt P-450-NO komplek-
si olusturur ki; bu kompleks hemen inaktif Cyt P~420=NO
kompleksine ddniserek Karigik Fonksiyonlu Oksidazlaran
aktivitesini inhibe eder .

Sodyum nitrit ve morfolinin es zamanli verilmee
sinin hayvanlarin midelerinde N-nitrozomorfolin lret-

tigi , fare ve ratlarla onlarin embriyolaranda tumbr
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olusturdugu saptanmistair (12),.

Nitrit; hemoglobini oksitleyerek methemoglobin.
olusumuna neden olur. 300 mg sodyum nitritin 1 litre
kanda 20 g methemoglobin olusturdugu saptanmistir. Ki=-
sa peryotlarla nitrit alimi sonucu methemoglobin olusu-
mu hizlidair. Bebeklerde hemoglobinin fetal sekli(sz'YzF)
yetigskinlere gbre daha gabuk oksitlenir. Gunkl onlarda
eritrositlerin hemoglobinini indirgemesi ig¢in gerekli
enzim sistemleri gelismemigtir. Methemoglobinemianin
%15 olmasi siyanozis ve deride mavi renk oclusturur.
%30-40 olmasi anoxia semptomlarina, basagrisi, basdbn-
mesi, zafiyet, nefes darligyr ve tasikardiye neden olur.
Yiuksek derisimlerde kusma, bayganlik, biling¢ kaybi géz-
lenir. %70 methemoglobinemiada dolasimin zayiflamasa
ve 6lum gorilebilir (13).

HbFe*? 4+ 0, —»HbFe*?-0, —» MetHbFe*® 4 07" (14)

C ve E vitaminleri gibi antioksidanlar nitrit-
amin etkilesimini o6nlerler. Yiiksek dozda vitamin E ve~
rilmesinin DMN'nin akut hepatotoksitesinde azalmaya
neden oldugu, metabolizmasinin yavagladigi ve demeti-
laz enzim aktivitesini azalttifi gbzlenmistir. Ayrica
askorbik asitin de midede sodyum nitritten DMN olusgu=-

munu engelledigi bildirilmigtir (15).



2.2, NITROZAMINLER
Nitrozaminler; genel formild ::::N-N=O olan
karsinojenik maddelerdir. 1lk kez 1£950°'de hepatotoksik
ajan olduklari ortaya kondu. Daha sonra; koruyucu ola-
rak nitrit katilmis besinlerle beslenen kirk hayvanla=-
rinda karaciger hastaliklarina ve 6limlere neden oldu=-
gu gdzlendi (13).

Deney hayvanlarainda ve insanlarda ikincil ve
Uguncll amin yapili ilacg¢larin midede asit ortaminda
nitrit ile etkileserek nitrozamin turevlerinin olustu-
gu gbzlenmistir. Siganlara aminoprin, fenasetin, oksi-
tetrasiklin ve diger birgok amin tirevi ilag¢larain sod-
yum nitrit ile birlikte bir sire agizdan verilmesinin,
yalnizca DMN verildiginde olusana benzeyen tiirde kara-
ciger tiumdéri yaptigi bulunmustur. Piperazinin sodyum
nitritle birlikte verilmesi ise; invivo olusan N-nitro-
zo piperazin nedeniyle hayvanda akciger adenomu yapar,
Agdizdan alinan ilaglarain etkilegmesi sonucu da nitroz-
amin olusabilir. Urnedin; organik nitratlar (izosorbid =~
dinitrat ) propanolol ile birlikte verildijinde N-nit-
rozopropanolol olusur (7).

Dojrudan yiyeceklerle alinan veya asidik ortamda
ikincil aminlerle degisik nitrozolama ajanlar1(NO+,
N203., XNC, ACONO ) ile tepkiyerek olusan nitrozamin-
lerin(16) karsinojenik ve sitotoksik etki gbstermeleri

icin metabolik aktivasyonlari gereklidir. Aktivasyon

6



islemi genellikle Cyt P-450 bagimli tepkimelerle g6z~
lenenx C'unun oksitlenmesini igerir (17,18,1I9) .
Aktivasyon sonucu azot yanindaki gruplarla nitrozamin-
ler kuvvetli reaktif metabolitlerine gevrilirler,

Alifatik dialkilnitrozaminler kolayca monoalkil-
nitrozaminlere metabolize olurlar ve bunlar da bozuna
rak diazoalkanlar olusgur. Urnefdin; DMN asafidaki tep-
kime sarasina gbre metabolize olur (I3),

O =N =~ N(g:3 - >0 = N =~ N<g:3

3
DMN Metil hidroksi Nitrozamin

HO = N = N = CHy - 0 =N - N-CH3
H

Metildiazohidroksit Metil Nitrozamin

!

- 4 +
- +
N= N = CH2 —s> N = N CH3 —_— N2 + CH3

Diazometan Diazonyum Karbonyum

Tuzu tyonu
Sekil-2, DMN'nin Metabolizasyonu

Olusan bu reaktif metabolitler, makromolekiiller=~
le birlegserek hepatoselluler zarara neden olurlar ve
DNA bazlaraiyla birleserek kanserojenik etki yaparlar(20).
Karbonyum iyonu; DNA'yil metilleyerek 96- metilguanin

3-metil adenin, 7-~metil guanin olusturur.DNA sentezi



sirasinda bazlarda eslesim bozukludu olusturup mutas~
yona neden olur(2%,22,23),

Otuzun lzerinde nitrozaminin burun bosluju kanse~
ri olusturdugu gézlenmistir (24). DMN'nin akciger, kae
racier ve bébrek igin 6nemli bir kanserojen oldugu
belirtilmistir(25).

Siklik nitrozamin plan.nitrozopirolidin etlerin
pisirilmesi ve islenmesi sirasinda ve sigara dumananda
olusur (26). Karacifer mikrozomlari futajen ara urin-
ler olusturure.

Dis hastalari ve takma dis kullananlarda maya olu=-
sumu nedeniyle pH diigmesi gbézlenmekte ve nitritten nit-
rozamin olusumuna elverigli ortam hazirlanmaktadir(27).

2.3. TUTUN VE SiGARA NITROZAMINLERI ’

Tutlin; ilkkez Antil Adalarai‘*ndan Tobago'da bulun-
mugtur., Daha sonra; Ispanyol gemiciler tarafindan Avru-
pa‘ya getirilmistir. Tirkiye'de I605 yilindan beri kul-
lanilmaktadir. En yaygain tutin ig¢imi sigara iledir,

Sigara dumanaindaki zararli maddeler olarak; niko-
tin, toksik gazlar, irritan maddeler, aromatik alkoller,
fenoller, yad asitleri ve nitrozaminler sayilabilir(28).

Titln 6zglul nitrozaminleri; tiitin alkoloidlerinin
tirevleridirler. Bunlarin pek ¢ogdu piridin halkasi ige=~

rirler.Bazi titin alkoloidleri $ekil-3'te gdsterilmigtir.



O “CH

N
Nikotin Nikotrin
(J
® H H
N
Nornikotin Anabazin
=
N N
O OT =
N N
Myosmin ' Anatabin
oJ (JQ
o] ™
Izonikotin
N
Nikotellin

Sekil-3, Bazi Tutlin Alkaloidleri
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Nikotin; sigara dumanainin igerdigfi alkaloidlerin %95°'-
ini olusturur. Sigara basina tiuketilen titin miktara
0.7=1 g'dar. Bu; 9<17 mg nikotin igerir. Bunun %25-31‘i
pirolizle bozunur., %30-40'1 yan sigara dumanina tasinar.,
%5-10'u filtresiz sigaranin ucunda kalar., Filtrede de
%25-71'i tutulur, Diger alkaloidler sigara dumaninda
sigara basine 5~50pg olarak belirirler., Tltlnde bulun=-
mayan digerleri piroliz Urunu olarak sigara igiminde
olusurlar (13).

Sigara dumaninin ugucu olmayan nitrozaminleri;
N-nitrozonornikotin (NNN), N-nitrozoanatabin (NAT) ve
4~(N-metil=N-Nitrozamino)=1l~(3-piridil)~-1-Butanon(NNK)
dur. Bunlarin nikotinden olusumu $ekil-4'te gbsteril-
mistir (29).

Hoffmann ve arkadaslara tarafindan yapilan bir
caligmada; 5 farkli sigara tlutiininde; 0.22~7 ppm NNN,
0.13-0.74 ppm NNK ve 0,44-3,2 ppm NAB bulunmustur, Ay-
n1 sigaralaran temel ve yan dumaninda ise sirasiyla;
0.24-37, 0.15-6.1 pg/sigara NNN, 0.11-0.42, 0.19-0.66
pg/sigara NNK ve 0.33~4.6, 0.15-1.5 pg/sigara NAB bu-
lunmustur (30).

Brunnemann ve arkadaslari tarafindan yapilan bir
caligsmada ugucu nitrozaminler temel sigara dumaninda;
1,7-87 ng DMN, 0.1-9.1 ng MENA, 4.8 ng lizerinde DENA,
2.6=-52 ng NPyr, yan sigara dumaninda; 680-1770 ng DMN,
8-75 ng MENA, 8-73 ng DENA, 204-612 ng NPyr olarak bu-

lunmustur (1). 10



O
Tz

Nikotin Nornikotin
Cﬁz
N-NO
o7
NO
NNA NNN
indirgenme
C“s NO
|
N NG 0 N=CH
3
Q)\/\CH -OH @\/v
N
Izo=-NNAL NNK
N
S
N
C) N - > C) NO
H
N N
Anatabin NAT
O O NO
QCP ,
Anabazin NAB

Sekil~4. TlUtlin Uzgll Nitrozaminlerinin Olusumu
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Ratlarla yapilan deneylerde; NNN ve NNK' nan burun
boglugu, akciger, esophagus, trachea ve karaciger ti~
morleri olusturdugu ag¢iklenmistar (3%).

2.4, GLUTATYON

¥ -Glutamil sisteinil glisin; bir tripeptitdir.
Endojen peroksitler ve serbest radikallerin yokedilme-~
sinde, proteinlerin -SH grubunun korunmasinda, zararli
bilesenlerin detoksifikasyonunda,. dislilfit defisim
tepkimelerinde, membran boyunca amino asit tasinmasin- .
da 6nemli gbrevleri vardair,

Glutatyon eritrositlerde aminoasitlerden sentez-~
lenir. 1ki enzim gereklidir. ¥ - Glutamil sistein
sentetaz enzimi sentezin ilk adimini katalizler.

+2

Glu + Cys + ATP—EE,YZGlutamil sistein +ADP + Pi

Ikinci adimda Glutatyon sentetaz gdrev yapar (32).

¥-Glu Cys + Gly + ATP—» Glutamilsisteinilglisin + ADP+P .
Zararli bilesenler ve onlarin metabolitlerinin

bulunmasi durumunda eritrositlerdeki glutatyon oksit-

lenmis sekline gevrilir (33).
NH2 H 0
HOOC w\é/KNACOOH ( GSH )
H2 H
1
0 SH

.42 e
- 8"E=—= R - CH, -5 =~ § - CH, - R

2 R - CH
-2e 2

2
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Normalde, NADPH ' 1in harcanmasiyla GSSG, GSH'a
yeniden indirgenir. Ancak normal olmayan eritrositler-
de glukoz 6 - fosfat dehidrogenaz eksiklifi NADPH ' in
azalmasina neden olur. Glutatyonun indirgenmesi azalir.
Eritrositler pargalanir, hemoglobin oksitlenerek bozu-
nur (23).

Sekil~5'te goriuldugh gibi glutatyon; methemoglo~

binin hemoglobine g¢evrilmesine yardimcaidir(I3).

NADPH GSSG HEMOGLOBIN ( Fe+2)
Glutatyon‘ Methemoglobin
rediuktaz rediktaz

NADP GSH METHEMOGLOBIN (Fe*3)

gekil-5 Methemoglobinin, Hemoglobine D&nisimii

Eritrositlerde GSH eksiklidi temel metabolik ig-
lemlerde agir bozukluklara neden olur ve hemoliz olusg-
turur. Pentoz Fosfat Yolu'nun islevi i¢in gerekli en-
zim dizeyi yasli eritrositlerde azalir, Ayrica soya ge-
kim olarak enzim eksikliji de gozlenebilir. Glukoz-6~
fosfat dehidrogenaz enzimi eksikligdi olan hastalara
gesitli ilaglar verildiginde; GSH dizeyinde hizli bir
azalma gbzlenir. Yasli hiicrelerde enzim eksikliginin
¢ok bliyUk olmasi sonucu o hiicreler hemolizlenir(34).

Glutatyon; kuvvetli nikleofildir ve elektrofilik
metabolitlerle tepkir.Glutatyon konjugatlari; Neesetil-

sistein ve merkapturik asit tirevleridir(23).
13



2.5. SITOKROM P-450

indirgenmis durumda CO ile birlestifinde 450 nms
demaksimum absorpsiyon gésteren bir sitokromdur.Birgok
hayvan dokusunda, bitkiler ve mikroorganizmalarda bulu-
nur ve hidrofobik bilesenlerin birgodunun monooksige-
nasyonunu katalizler. Cyt P-450 asa{irda gOsterilmis
olén redoks tepkimesinde redoks enzimi veya elektron
transferleyici protein varliginda oksijenleyici kata-
list olarak gbrev‘yapar.
RH + 0, + NAD(P)H + H'——ROH + H,0 + NAD(P)*

Karacier Cyt P-=-450 sistemi; yalnizca alifatik
ve aromatik karbonlarain katalizini deg{il, N-oksidasyon
desiilfirasyon, ve dehalojenizasyon tepkimelerini de kap-
sar. Genellikle xenobiotiklerin detoksifikasyonunda;
onlari suda ¢ézinlr ve salgilanabilir hale getirirse de

bazi durumlarda bilesenler oldukga mutajenik, sitotok=-

sik veya karsinojenik 6zellik kazanirlar-.(32),

Riz/y re>* \
(ROH)Fe>* (RH)Fe>* -
(R)(Fe=OH)3* (R:;:— °
”2°2H+(RH(F6-O:i+ g (RH1f92+232) f
(RH)Fe>*(0,7)  (RH)Fe”*(0,7)
e

Sekil-6, RH Substrati Ile Cyt P-450'nin

Hidroksilasyon Mekanizmasa
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3. GEREGC VE YUNTEM
3.I. GEREGLER
Deneysel g¢alismalarda; C.U.Fen~Ed.Fak.Kimya Bo6li-
mi ve C.U.Tip Fakliltesi Biyokimya Anabilim Dali'nda bu-
lunan madde,cihaz ve malzemeler kullanildi.DMN ve DENA
Fluka,DTNB Boehrainger Mannheim.NaNGZ,Na2804,HZSO4,NaOH,

HPO NaHPO4,askorbit asit,sodyum sit-

2 4’
rat,metafosforik asit ,EDTA,GSH,metil alkol,kloroform ve

A1203.KC1,NaCL,Na

siklohekzan Merck firmasindan saglandi,

Nitrit saptanmasanda:Orion Research Model 95-46
NO2 segimli elektrot, nitrozamin saptanmasinda Waters
Associate 6000A Yiksek Basingli Sivi Kromatograf (HPLC)
mikrozomlarin eldesinde: Beckman J-21 sojutmali santri-
fuj, Bechkman L-5-70 ultrasantrifij ve Braun Potter El-
vehjen doku homojenizatoérii,fark spektrumlarinain alinma-
sinda Hitachi Model 220 Spektrofotometre, GSH dizeyle~
rinin saptanmasinda Perkin Elmer Model 35 Spektrofoto~
metre, buharlastairma islemlerinde Heidolph Vakumlu dbner
buharlastarici kullanilda,

Sigara dumaninin tutulmasinda kendi yapimimiz ay-
g1t (Sekil-7), nitrozaminlerin ayrilmasinda A1203 dol~

gulu kolon kullanilda.
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3.2, YONTEMLER

3.2,1, Géniullulerin Tukiriklerinde Nitrit Iyonu
Saptanmasi:

Nitrit analizleri ; génilli tiryakiler ve sigara
iqmeyenlerin'tﬁkﬁrﬁklerinde yapildi, 200 mg askorbik
asit igeren agjzi kapakli cam drnek kaplarina toplanan
20 ml tukuruk 6érnekleri 1/1 oraninda sulandirailda.
Ayni sekilde:sulandirilmig standartlara karsi ISE Yén-
temiyle Orion Research NO, gaz duyarli elektrotla 61~
glildi. (Sekil-8). Ulgumler igin Na80,/Hp50, Herisami
ile pH 2' ye dustrilda (35).

Islemin Teorisi: ISE ydnt emiyle nitrit iyonunun-
saptandifa dizenek semasi $ekil-8' de gbsterilmistir.
NO, elektrot; ornek ¢ozeltiyi elektrot i¢ ¢dzeltisin-
den ayiran hidrofobik gaz geg¢irici bir zar kullanar,
Nitrit igeren 6rnefin asitlendirilmesiyle nitroz asit
gaz anhidritleri, zarain her tarafinda azot oksitleri-
nin (NO , NO, , N0z ve Ny0,) basinca ayni olana dek
yayirlirlar.Gaz anhidritlerinin alinan érnekteki kasmi
basinci onlarin derisimiyle orantilaidar.

+ - — P — - —
2 H + 2 N02-—+-2HN02——7N0 + NO2 + H20-—7N203 + H20
Deney sirasinda 10"2 - 10-6 M NaNO, standartlari

2

ayni islemlerden gegirilerek standart efri elde edilir.
Daha sonra érneklerdeki NOZ' dizeyi bu standart e§ri-

den saptanir($ekil-9).
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Sekil=7, Sigaralaran Ig¢irildiji Yara Otomatik

i¢ici Dizenef§i (1. Sigara,2. Toplama $isesi 3. Gaz-
Sayaci 4. Vakum Pompasi )
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Yazici Yikseltici iyonmetre Elektrot

Sekil=8, Nitrit Iyonunun Saptanmasinda Kullanilan
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Sekil=9, Nitrit lyonu Saptanmasinda Kullanalan

Standart Egri
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3.2.2. Gonulliulerin Tikiriklerinde Nitrozamin
Saptanmasi :

200 mg askorbik asit lzerine toplanan 20 ml ti-
kirik 6rneklerinin pH'l1 4.5 yapilarak 2x10 ml CH2C12
ile 6zutlendi. Nikotin, nitroalkan v.b. igeriklerdni
atmak ig¢in 6ziUt 2x10 ml 2 N NaOH ile yakanip 3000 dev/

dk da santrifijlendi. Organik faz Na,S0 ile kurutulup

4
deristirildi ve 0.45 uym lik milipore silizgegten slzlul-
di. Urnekler ve ayni islemleri gérmiis standart gbzel-
tiler 10p1l lik enjeksiyonlar halinde Waters HPLC,
Altech Econosil-C-18 kolondan metil alkol / su (80/20)
¢Ozlcl sistemiyle gegirildi. 254 nm fotometrik monitor-
dan alinan kromatogramlar yardaimiyla tikirik nitrozamin
dizeyleri bulundu (36).
3.2.3. Sigara Dumani Nitrozaminlerinin Eldesi :
Sigara nitrozaminlerinin HPLC ile saptanmasi igin
en ¢ok tuketilen yerli sigaralardan Maltepe, Tokat,
Bafra (filtreli ve filtresiz ) ve Luks Bitlis sigara-
lari seg¢ildi. Her bir Ornekten 20 adet sigara yari oto-
matik icicide ($ekil-7) yakilarak duman igeriginin 100 ml.
20 mM askorbik asit + sitrat tamponuna (pH= 4.,5) ge¢~-
mesi saglandi. 2x50 ml kloroform ile dziitlenerek 1 g
Na2804 eklenmesiyle Heidolp" vakumlu déner buharlagti-
ricida 55 C'ta 5 ml'ye dek buharlastirildi. Elde edi=-
len 6rnek 70 g A1203 iceren kolona verildi.

Ugucu nitrozaminler 200 ml kloroform ile kolon-
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dan alindi. kloroform vakumlu déner buharlastiricaida
buharlastirildiktan sonra ugucu nitrozaminler 10 ml
(pH= 7.5) fosfat tampona alandi (3@);

Kolonda kalan ve ugucu olmayan nitrozaminler
200 ml kloroform / aseton (4:1) karisimi ile alinda.
GoézlUcl buharlastairilarak ugucu olmayan nitrozaminler
10 ml fosfat tampona toplandi.

3.2.4. Sigara Dumani Nitrozaminlerinin HPLC ile
Saptanmasi :

Sigara dumanindan elde edilen ugucu ve ugucu ol-
mayan nitrozamin O6rnekleri 0.45 pm lik milipore siz-
gegten slizilerek 2 pl lik enjeksiyonlar helinde Waters
HPLC Silika kolondan kloroform / siklohekzan (70:30)
gbzilici sistemiyle gegirildi. (¢b6zlcu hizi:l1l ml/dk,
kagdat hizi:0.5 cm / dk, 0.01 AUFS) 254 nm fotometrik
monitordan alinan kromatogramlardan nitrozaminler sap-
tandi.

3.2.5., Rat Karaciger Mikrozom Fraksiyonlarinan
Hazirlanmasi

80 mg/kg Luminal enjekte edilen rat 4 gin sonra
boynu karailarak 6lduritldi. Karaciferi g¢ikarilarak so-
guk 0.15 M KCL ¢dzeltisi ile yikandi, Tartilan karaci=-
ger grém yas doku basina 3 ml 0,15 M KCL eklenerek
Braun Peter Elwehjen doku homojenizatériinde doért vurusg-
ta homojenize edildi, Homojenat J2 - 21 Beckman santri-

fuju ile +49Cta 15000 g de 30 dk santrifijlendi. El-
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de edilen slpernatan Beckman L5-75 B Ultrasantrifijde
105000 g de +4°C ta 60 dk santrifijlend 4. Toplanan
¢bkelek 0,05 M (pH = 7.5 ) fosfat tamponda ¢ézuldu.

3.2.6. Rat Karaciger Mikrozom Fraksiyonuyla
Sigara Nitrozaminlerinin UV-VIS Fark Spektrumu

50 pl mikrozom 2.5 ml pH=7.,5 fosfat tampon ige~
risinde 50 pl sigara nitrozaminleri ile 36 °c ta 15 dk
inkibe edildikten sonra 50 pl mikrozom + 2.5 ml tampona
kargi Hitachi Model 220 Spektrofotometrede fark spektru=-
mu alinda.

3.2.7. Rat Karaciger Mikrozom Fraksiyonuyla Nit=-

ritin Etkilesim UV-VIS Fark Spektrumu :

2
ile etkilestirilip 5,10,15. dakikalarda fark spektru-

20000 g de elde edilen siupernatan 0.0025 M NO

mu alindi.

3.2.8, Sigara Igen Ve Igmeyen Kigsilerin Kanlarain-
daki Glutatyon (GSH) Dizeylerinin Saptanmasi :

Kullanilan Goézeltiler:

Cokturdcti: 1.67 g meta fosforik asit+ 0.2 g EDTA
4+ 30 g NaCl / 100 ml

Fosfat Gbzeltisi: 0.3 mol/l Na,HPO ,

DTNB (¢bzeltisi: 40 mg 5,5'~ ditiobis (2-nitro-
benzoik asit); 1 g/dl sitrat gézeltisi iginde

GSH Standartlari: (m/v) %10 - %100'lik gdzeltiler

Sigara igen ve igmeyen goniillilerden alinan kan

6rneklerine asagida gbsterilen siradaki iglemler uygu-
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landai:
1. 0.2 ml tam kana 1.8 ml su eklenip hemolizlendi.
2. 3.0 ml goktlirict eklenip karistaralda.
3. Oda sicakliginda 5 dk beklendikten sonra si-
zulda,
4, Absorbans O6lgumi ic¢in kor ve o6rnek tipleri

hazirlandai:

Cozelti (ml) Kor Urnek
Suzintu _—— 2.0
Cokturdcu 1.2 —-————
Su 0.8 -
Fosfat tampon 8.0 8.0
DTNB 1.0 1.0

5. 412 nm'de Perkin Elmer Model 35 Spektrofoto-
metrede absorbanslar okundu.
6. Alinan kan o6rneklerinin hematokritleri saptanda.,
7. GSH standartlaraina sizme adimi atlanarak yuka=-
ridaki islemler uygulandi (37).
3,2.9, Rat Kani GSH Dizeylerinin Saptanmasi:
Ortalama 250 # 5 g agirligindaki 20 adet rat-
tan alinan kanlarda GSH dizeyleri saptandi. Bunlardan
3 tanesine kan alindiktan 4 gin sonra 3 ml Bafra si-
garasi ucucu nitrozaminleri enjekte edilerek 1l/2, 3,
5. saat sonunda kalplerinden alinan kanda GSH dizey-

leri saptand:.

Enjeksiyon &ncesi GSH dizeyleri saptanmig 10 adet
21



rata 4 gin sonra 3 ml Bafra sigarasi ugucu nitrozamin-
leri karin zarindan igeri enjekte edildi. Enjeksiyon-
dan 1/2 saat sonra kalplerinden alinan kanda GSH dluzey~
leri saptanda.

Enjeksiyon 6ncesi GSH derigimi saptanmis 5 adet
rata 20 mg NaND2 enjekte edildikten 1/2 saat sonra kalp-

lerinden alinan kanda GSH dlizeyleri saptandi.
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4, BULGULAR

4.1. Goénullilerin Tokiriklerinde Nitrit fyonu Ve
Nitrozamin Dizeyleri:

ISE Yontemi'yle tiklruklerde saptanan nitrit iyo-
nu derisimi Gizelge~l' de gésterilmistir, Tukirik nit-
rozaminlerinden DMN, DENA, ve NPyr derisimleri Cizel-
ge-2' de , tukiuridk HPLC kromatogrami Sekil-l0' dadar.

4.2, Sigara Dumani Nitrozamin Dizeyleri:

5 adet yerli sigaradan analizlenen ugucu nitroz-
aminleri gosteren HPLC kromatogrami $ekil-11l' de, ugucu
olmayan nitrozaminlerin HPLC kromatogrami $ekil~ 12°' =
dedir., Standart DMN ve DENA HPLC kromatogramindan
(Sekil-13) yararlanilarak tanimlanabilen DMN ve DENA
derisimleri Gizelge-3'te gbésterilmistir,

4.3. Rat Karaciger Mikrozom Kesitiyle NO; ve
Sigara Nitrozaminlerinin Etkilesim UV=VIS Fark Spektrum-

lara::

2
dijinde alinan fark spektrumu Sekil-14°‘tedir.

20000 g supernatani, 2.5 mM NO ile etkilestiril=-
105000 g deki mikrozom kesiti ile yerli sigarala~
rin ugucu nitrozaminlerinin etkilesim fark spektrumu
Sekil-15° te gbsterilmistir, Sigara dumani ugucu nit-
rozaminlerinin absorpsiyon spektrumu ise Sekil-16' da

dar. 23



Cizelge-1l. Sigara Igen Ve lgmeyen Kisilerin

Tukiruklerinde NO

2

Derisgimleri

Sigara Tiryakileri

1. (
2. (
3. (
4. (
5. (
6. (
7. (

8. (

Sigara Icmeyenler

A m WM o m m m
Y Nl vt N Nt Nt Nt S

K

K

o7

Derisimi (mg/1l)

1. (
2. (
3.
4.

5,

7.
8.

(
(
(
6. (
(
(
9. (

K )

XA m AR m R K R R

)
)
)
)
)
)
)
)

18.4
25,8
28,7
24,2
27.8
19,2

9.2

9.4

2.8
4,6
2.8
4.6
4.4
4,3
2.4
0.0

2,2
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Cizelge-2. Sigara Igen ve Ig¢meyen Kisilerin Tukii-

riklerindeki DMN, DENA ve NPyr Derisimleri (pg/1l)

Tiryakiler DMN DENA NPyr
1 3.1 22.0 51.0
2 4,0 28,1 65.0
3 2.9 26.0 56.2
4 2.7 18.4 63.9

Icmeyenler
1 0.0 0.0 11.6
6 0.7 0.5 11.8
7 0.0 0.0 9.6
8 0.0 0.0 16.2
9 0.2 0.3 10.4

Gizelge-3. Sigara Dumani DMN Ve DENA Derisimleri

Sigara DENA (ug/sigara) DMN (pg/sigara)
Maltepe 2l.1 0.0
Bafra 13.9 12,5
Bafra filtreli 6.2 0.0
Liks Bitlis 5.5 ' 2.7
Tokat 3.4 0.0
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0,0l
AUFS

DENA DMN

J A___JL_
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Zaman (dk)
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$ekil=-13, Standart DENA ve DMN'in HPLC Kroma-
togramlara
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A
0.10 ‘
0.05 -
A 1
-0.05 1

300 " 400 500 @0
| (nm) A
$ekil-14, Mikrozom Kesiti fle Nitrit lyonlaranain

Etkilesim UV-VIS Fark Spektrumu

l- s ve R kivetlerinde es derisimde 20000 g supernatani
vardir. 2- R kivetine 2.5 mM Nog eklendi 3- 2+ (5dk)
4- 3+ (5dk) 5- 4+ (5dk)
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300 400 500 600
(nm) A
Sekil-1s, Mikrozom Kesiti lle Ugucu Sigara
Nitrozaminlerinin Etkilesgim UV-VIS Fark Spektrumu
Urnek:50 pl mikrozom+2.5 ml tampon+50 pl sigara Uzuti
Referans:50 pyl mikrozoms 2.5 ml tampon
2.Tokat 3. Maltepe 4, Filtreli Bafra 5. Fyltresiz
Bafra 6. Liks Bitlis 31
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300 400 500 600 700 A
Sekil=-lg Sigara Dumani Ugucu Nitrozaminlerinin
Absorbsiyon Spektrumlara
1.Filtreli Bafra, 2.,7Tokat, 3.LUks Bitlis,
4,Maltepe, 5.Filtresiz Bafra
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4.4, Sigara Igen Ve Igmeyen Kigilerin Kanla-
rindaki Glutatyon GSH Dizeyleri :

Sigara icen ve igmeyen goniillid 80 kisiden alinan
kanlardaki GSH derisimi; 3.,2.8 ‘'de anlatailan islemler
uygulandiktan sonra asadida gésterilen formilden he-
saplandi.

GSH Derigimi (St. Efriden Bulunan)
GSH (mg/dl eritrosit) =

Hematokrit
Normal Degerler :47-100 mg GSH/dl eritrosit

GSH derisiminin bulunmasi i¢in kullanilan
standart egri Sekil-17'dedir.

Sigara igen erkeklere ait bulgular Cizelge-4'te
bayanlara ait bulgular Cizelge-5'tedir., Sigara igme=-
yven erkeklerin bulgulari Gizelge-6'da, bayanlarain

bulgulara Cizelge-7'de gdsterilmistir.
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Derisim( mg/100 ml)
Sekil-17. Standart GSH Derisim Grafigi

Derisim Absorbans

0.0 0.00
30.0 0.11
40,0 0.16
50.0 0.21
60.0 : 0.24
70.0 0.27
80.0 0.34
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Gizelge-4 . Sigara Icen Erkeklere Ait Bulgular

Grafik +

Sigara/gin Hematokrit Absorbans GSH GSH
X 10°

BK 40 53 286 72 136
ita 40 51 280 70 137
MY 30 47 254 64 136
TE 30 48 248 62 129
AA 20 46 231 58 126
AE 20 52 260 65 125
ED 20 49 248 62 127
NU 20 45 223 56 124
K¢ 20 45 228 57 127
uu 20 54 280 70 130
YS 20 48 2562 63 131
AS 20 47 235 59 126
HT 20 862 252 63 121
AK 20 45 223 56 124
HA 20 50 252 63 126
MA 20 48 240 60 125
MK 20 51 254 64 125
EC 20 47 235 59 126
MS ZQ 50 252 63 126
MG 20 48 248 62 129

4+ GSH = mg/dl eritrosit
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Gizelge-5, Sigara igen Bayanlara Ait bulgular

Sigara=-gin Hematokrit Absorbans Gggﬁik GSH"L
X 10°

sY 30 46 lgs 50 109
HY 30 44 191 48 109
AC 30 46 204 51 111
SG 20 42 187 47 112
FG 20 42 187 47 112
uo 20 45 176 45 100
HK 20 41 162 41 100
ic 20 48 195 49 lo2
MA 20 38 167 42 111
NG 15 44 195 49 111
NT 10 37 165 42 114
RC 10 38 183 46 121
GP 10 43 186 47 108
FG 10 35 162 41 117
BZ 8 46 220 55 120
ZL 7 43 169 43 100
YY 6 43 171 43 100
MS 5 39 169 43 110
FA 5 42 166 42 100
AT 4 45 200 50 111

4 GSH = mg/dl eritrosit
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Cizelge-6., Sigara Igmeyen Erkeklere Ait Bulgular

Hematokrit Absorbans Ggggik GSH+
X 103

EK 45 130 33 73
GY 48 150 38 79
RK 45 151 38 84
SS 45 127 32 71
AA 48 159 40 83
EK 40 109 28 70
ir 47 138 35 74
HA 48 141 36 75
OE 48 160 41 85
MT 43 128 33 77
KS 50 134 38 76
Cu 44 106 31 70
iT 53 166 42 79
SG 51 130 36 71
YK 44 100 32 73
MY 53 154 39 74
RU 47 131 33 70
SK 48 157 40 83
ST 48 150 38 79
AY 42 134 34 8l

+ GSH = mg/dl eritrosit
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Gizelge~7. Sigara Igmeyen Bayanlara Ait Bulgular

Graftik +
Hematokrit Absorbans GSH GSH
x .10°
EE 42 - 122 31 74
HG 43 134 34 79
FD 42 126 32 76
GD 41 125 32 78
GA a4 139 35 80
HG 37 117 30 8l
RS 46 154 39 85
GG 45 130 33 73
ST 38 125 32 84
HA 35 119 29 83
SA 44 134 34 77
NT 44 140 36 B2
NUO 44 130 33 75
EH 44 130 33 75
SA 43 130 33 77
FC 44 132 34 77
SK 44 142 36 82
RT 41 126 32 78
GS 39 122 31 79
SG 39 126 32 82
+ GSH = mg/dl eritrosit
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4.5, Insan Kani GSH Derigimlerine Uygulanan
istatistik Sonuclara:

Sigara igen ve igmeyen erkeklerle bayanlar ara-
sinda "Iki Ortalama Arasindaki Farkin Unemlilik Testi"
uygulanmis ve asagadaki sonuglar alanmastar (38) :

Sigara icen erkeklerle ig¢meyen erkeklerin GSH

"dizeyleri arasindaki fark:

Sigara Icen Erkekler Sigara Icmeyen Erkekler
Rl = 127.8 X, = 76.35
Sl = 4,3 Sl = 5.0
n = 20 n = 20

1. Hipotez: Iki ortalama arasinda fark yoktur.

2e Sd = Iki ortalama arasindaki farkin standart
hatasi > >
Sl 82
S = + =1,48
d n n
1 2
X X
te =72 = 34,78
S4

Yanilma Olasilifrs o< = 0,01

Serbestlik Derecesi SD = ni» n,=-2 = 38
t tablosundan SD=38 ic¢in tiablo = 2.72 dir,
t ) t.ablo oldugu igin hipotez reddedilir. Yani;

igenlerle igmeyenlerin GSH deferleri farkladar,
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Sigara igen bayanlarla icmeyen bayanlarin GSH

dizeyleri arasindaki fark:

Sigara Icen Bayanlar Sigara Icmeyen Bayanlar
X, = 1lo08.9 X, = 78.8
Sl = 6.66 82 = 3.44
n = 20 " n = 20
Sd = 1.676
t = 17.96
SD = 38 icin teablo = 2.72

t Y tiablo oldugu igin ; sigara igen bayanlarla

igmeyen bayanlarin GSH degerleri arasainda fark vardair,
(p{ 0.01)

4,6, Rat Kani GSH Dizeyleri :

3 adet ratin sigara nitrozaminleri enjeksiyonu
sonrasi; zamana karsi GSH derisimini veren grafik
$ekil-18'dedir.Kanda GSH dizeyi en ylksek orana 1/2 sa-
at sonra ulastigi i¢in enjeksiyon sonrasi kan alma si-
resi 1/2 saat sonra olarak saptanmistar.

10 adet rat kani GSH dizeyi nitrit enjeksiyonu
6ncesi ve sonrasi Gizelge-8' de, sigara nitrozaminle-
ri enjeksiyonu 6ncesi ve sonrasi (Gizelge-9' da gtste-

rilmistir,
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Zaman (saat)

Sekil-18. Rat Kani Sigara Nitrozaminleri Enjek-

siyonu Sonrasi Zamana Karsi GSH Derisimi Grafigi

Zaman GSH

( ssat ) ( mg/dl eritrosit)
0 115
1/2 132
3 125
5 118
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Cizelge-8, Nitrit Enjeksiyonu Uncesi Ve Sonrasa

Rat Kani GSH Duzeyleri (mg/dl eritrosit)

Enjeksiyondan Unce Enjeksiyondan 1/2 Saat Sonra

1.
2.
3.
4.

5.

H AX. 10> GSH H AX.10> _GSH
49 310 139 40 293 160
49 288 129 39 260 146
50 306 134 45 321 156
43 266 137 40 288 158
45 210 136 39 288 162

Gizelge~9., SIgara nitrozaminleri Enjeksiyonu Uncesi

Ve Sonrasi Rat Kani GSH DUzeyleri( mg/dl eritrosit)

Enjeksiyondan Unce Enjeksiyondan 1/2 saat Sonra
H_  AX/10> GSH H AX.10° GSH
1. 49 310 139 44 321 159
2. 49 288 128 43 288 147
3. 50 306 134 43 312 158
4, 43 266 137 40 288 158
5. 45 280 136 42 300 157
6. 45 230 113 40 235 130
7. 45 260 127 41 265 141
8. 48 150 71 43 159 84
9, 46 153 74 42 154 83
10. 48 198 92 42 208 109
H = Hematokrit ’ A = Absorbans
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4.7. Rat Kani GSH Derisimlerine Uygulanan

Istatistik Sonuglara :

Enjeksiyon o6ncesi ve sonrasi rat kani GSH dizey-

lerine "Korrelasyon Katsayisi Unem Kontroli" uygulan-

mis ve asaidaki bulgular elde edilmigtir (38)

Enjeksiyon Dncesi

[ 1]

Enjeksiyon Sonrasai

X = 115.2 ¥ = 132.6
a = 1,835 s b=1,135 ; r = 0.,9962
y = 1.835 +1.135 x ‘
1107
Grafik icgin: Y .
X Y T 100 +
70 81 L
0] 3
8 g 80 -
a0 104
70 =+
100 115
60
1 1 1 1 g ;e

§0 60 70 80 80 100,
—

1., Hipotez: Korrelasyon katsayisi tesadifidir.

2. Korrelasyon katsayisinin st. hatasi : S,

2
S, = - = 0.031(n = 6rnek sayisi)
n=2
. r
3. t = = 32.38
Sr
SD = n=2 = 8 ¢ =0,01 igin;
ttablo = 2.31 diro

t ) ttablo

oldugju ig¢in; rat kani, sigara nit-

rozaminleri enjeksiyonu 6ncesi ve sonrasi GSH deférleri

43



birbirinden farkladar (p ( 0.01),

Ratlara nitrit enjeksiyonunda:

Enjeksiyon Uncesi Enjeksiyon Sonrasa

X = 135 ¥ = 156.4

a= = =43,77 ; b = 1,48 4 r = 0.906

y=-43.77 L 1.48x !
160 4
Grafik Igin: Y
X v 150 o
125  141.6 140 4
130 149 130 J
140 le4 120 4
SD= 3
110 +
S = 0,244
r —
t= 3,72
100 110 130 150
= 0,05 igin; — X
ttablO': = 3.72
t ) teablo oldugu ig¢in rat kani; nitrit enjeksi-

yonu 8ncesi ve sonrasi GSH degerleri birbirinden fark-

ladair (p (0.0S).
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5. TARTISMA VE SONUG

Nitrpzaminlerin mutajen ve kanserojen bilesikler
oldugu, karsinojenik ve sitotoksik etki gdstermeleri
icin metabolik aktivasyonlarinin gerektigi bilinmek-
tedir.

Tutlin 6nemli bir nitrozamin kaynagadir. Bu ne-
denle 5 adet yerli sigaranin nitrozamin igerigi aras-
tarildi. Ugucu nitrozaminleri gésteren HPLC kromatog-
rami $ekil-11l*' dedir, Bunlardan tanaimlanabilen DMN ve
DENA derisimleri Cizelge-3' te gorilduglu gibi oldukga
yiksektir., Ugucu olmayan nitrozaminleri gdsteren HPLC
kromatogramindan ($ekil-12) NAT ve NNN tanimlanmisg
ancak miktarlari saptanamamistair.

Mustefa Uzdemir ve arkadaglari tarafindan yapi-
lan bir ¢alismada; yerli sigaralarda NNN: 88-139,
NPyr: 15«36, NNK: 51-100, NAB: 15-45, NAT: 22-38,
ng/sigara olarak, azot oksit dizeyleri ise; NOx olarak
168.65-407.50 pg/sigara arasinda bulunmustur (2).

Nitrit pekgok besinde dogal olarak bulundugu
gibi besin koruyucusu olarak da kullanilmaktadir.
FAO / WHO tarafindan agiklanan alinabilecek maksimum
miktarlar N;NO

icin; 5-10 mg/kg , NaNO, i¢in 0.4-0.8

3 2
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mg/kg dir. Islenmis et ve balik igin Ust sanir degeri
500 ve 200 ppm'dir (9).

Galismamizda; sigara ig¢iminin tikirik nitrit ve
nitrozamin diizeyine etkisi arastirildi. Gizelge~-l"' de
géruldagu gibi; sigara igenlerin tukirik nitrit derisi-
mi 9.2-28.7 mg/l arasinda defisirken, igmeyenlerde
0.0-4.6 mg/l arasaindadar,

Gizelge-2' de ise; sigara igenlerin tukiriklerin-
de tanimlanabilen nitrozamin dizeyleri gésterilmistir.
Bunlardan DMN igenlerde: 2.7 -4.0 igmeyenlerde:0.,0-0.7
DENA jcenlerde: 18.4-28.,1, igmeyenlerde: 0.0-0.5,

NPyr igcenlerde: 51-65, igmeyenlerde:9.6«16.2 upg/l'dir.

Sigara igenlerle i¢meyenlerin tfkliritk nitrit ve
nitrozamin duzeyleri arasandaki farklar, sigara duma-
nindaki nitrit ve nitrozaminlerin ig¢im sairasinda tiku-
rige gegtigini kanitlamaktadir.

Disaradan alinan veya nitritten vicutta olusan
nitrozaminler, dijer zararli bilesenler gibi detoksi-
fikasyona ugrarlar. Detoksifikasyonda iki yol vardair:

l, Cyt P-450 katalizli monooksigenasyon ,
2. N-agilamin ve merkaptirik asit olusumu (32),

Birgok N liganti Cyt P~450 ile etkilegserek spek~
tral degdisikliklere neden olur., Ayrica Cyt P-450 ba-
amli karisik fonksiyonlu oksidazlarin aktivitesini de
etkiler. Nitrit ve D¥IN ile DENA nin Cyt P-450 ile et-
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kilegserek Cyt P=-450-NO kompleksinin olustugu ve bu
kompleksin hemen Cyt P=420-NO ‘'ya dbénlstigi bilinmek-
tedir (39,40),

Nitrit ve sigara nitrozaminleri rat karaciger
mikrozom kesiti ile etkilestirilerek UV-VIS fark spek=~
trumu alindi., (S$ekil-l4, 15). Bu spektrumlarda gerek
nitritin gerekse sigara nitrozaminlerinin Cyt P-450
ile Cyt P-420-NO kompleksini olusturdugu gdézlenmekte-
dir. Bu dbénligimin nitrit ve nitrozamin miktariyla oran-~
tili oldufu agiktir.

Detoksifikasyonda ikinci yol; merkaptirik asit
olusumudur. Merkaptirik asit; Glutatyon S~transferazla
katalizlenir. Alifatik, aromatik ve heterosiklik bile~
senler gibi elektrofilik C atomu tasiyanlar transferaz-
lar iéin substrattarlar (32).

Glutatyon S~transferazin temel gbrevi; glutatyo-
nun karsinojenlerle DNA' dan daha fazla alkilasyonunu
katalizleyerek, karsinojenik ajanlarain detoksifikasyo-
nunu sajlamaktir (41).

Kazuki Saito ve arkadaslari tarafindan yapilan
bir caligmada; karsinojenik-mutajenik aril ﬁitrozo
bilesenleri ile GSH' 1n konjugasyon tepkimesi lrinles
rinin N-hidroksil aminler, aril aminler ve kisa oOmir-
14 GSH-konjugatlari oldugu ve o6rnek mekanizmanin Se-

kil-19*da gosterilen yolu izledigi FAB Kitle Spektro-
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metresiyle saptanmigtir {42).
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Sekil-19. Arilnitrozo Bilegsenleriyle Glutatyon

Konjugasyonunun Mekanizmasi
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Oksidatif bilesenlerle GSH arasindaki etkilesim=-
de dedisik literatir bilgileri vardar.

J. Takahashi; ratlara nitrit vererek methemoglo~
bin olusturmus ve bu olusumla GSH dizeyinin azaldigini
saptamistir (43).

A, Ryfeld; invivo ve havalandirailarak pérfﬁze
edilmis rat akcigerinde, sigara igiminin akcider GSH
igerigini azalttigaini bildirmistir {(44).

KeM. Toth ve arkadaslari tarafindan yapilan bir
caligmada ise; sigara igen 7 erkek ve 7 bayanda yiiksek
GSH ve katalaz bulunmustur. GSH dizeyi igmeyen erkek
ve bayanlarda 5 pM/g Hb iken, igen erkek ve bayanlarda
sirasiyla; 6.7 ve 6.0 uyM/g Hb (p( 0.05) dir (45),

Sigara dumani kuvvetli bir oksidanttar. Icerdigi
nitrozaminlerin nitelik ve nicelik bakimindan fazlali-
g1, tikuridkte bulunmalari ve yukarida anlatilan celig-
kiler g6zbnine alinarak sigara igen ve ig¢meyen kisiler-
de GSH diizeyleri saptandi. GSH miktarlari Gizelge-4
ve Gizelge~5' te gbruldiglu gibi sigara igen erkek ve
bayanlarda sirasiyla; 127.8%4.3 , 108.9%6,66 , icmeyen-
lerde (Gizelge~-6 ,GCizelge-7) 76.35%5,0 , 78.8%3.4
mg GSH/dl eritrosit olarak bulundu (p<‘0.01).

Bu sonug¢laran desteklenmesi ig¢in ratlara sigara
nitrozaminlere ve nitrit enjekte edilerek GSH dizeyle~

ri saptandi. Sigara nitrozaminlerinin enjeksiyonu 6n-
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cesi GSH dizeyi; 115.2 mg GSH/dl eritrosit, enjeksiyon
sonrasi; 132.6 mg GSH/dl eritrosit olarak bulundu (Ci~
zelge~9), (p( 0.01).Nitrit enjeksiyonu éncesi; 135 mg
GSH/dl eritrosit iken, sonrasi 156.4 mg GSH/dl eritro-
sit olarak bulundu (Gizelge-8), (p( 0.05).

Bu sonuglar; gerek nitrit gerekse nitrozamin ek-
lenmesinin eritrosit GSH diizeyini arttirdidini gtster=-
mektedir.

insanlar igin normal degerler; 47-100 mg GSH/dl
eritrosittir.Sigara ig¢meyenlerin GSH dizeyleri bu sie.
nirlar ig¢inde kalirken, igenlerin duzeyi bu sinirla-
rin Uzerinde bulunmustur,

Ayrica ratlada GSH derigimi; Sigara 6zlutunin en-
jeksiyonundan 1/2 saat sonra en ylksek dlizeyine ulag~-
makta ve dahe sonra azalarak 5. saat sonunda normale
dénmektedir ($ekil-18).

Sigara igenlerin karsgilasacaklari hastaliklar
6zetlenirse}

Akciger kanseriyle sigara igiminin ¢ok yakan
iligskisi vardir, Sigara igenler igmeyenlerden ¢ok yik-
sek periodontal hastaliklar, adiz, burun boslugu, me~
sane kanseri oranina sahiptirler. Genelde bronsit ve
nefeste dizensizlikler gézlenir. Kardiovaskiler bozuk-
luklar ve kroner kalp hastaliklarindan 6lim riski i¢=~

meyenlere gére 6nemli 6lg¢ide fazladir., Hipsrtansiyon,
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hiperkolesterolemia ve diabet sigara ig¢imi ile artar.
Periferal vascular hastaliklar ve cerebrovascular
yetmezliklerle karsilasilabilir, Sigara igimi ginde

35 ve daha yiliksek olan kadinlarda 20 kat daha fazla
kalp krizi goérilmektedir. Sigara igenlerin karboksi-
hemoglobini fazladir. Bu durum oksijen tasimini engel-
ler. Sigara igmeyenlerde gevresel nedenlerle toplam
hemoglobinin yaklagik 0.5'i COHb'dir. lgicilerde bu
olusum %6, tiryakilerde %20 iizeridir. Gastrointestinal
diizensizlikler ig¢im ile artar. Nikotin, burada iskemik
bélgeler olusturur ve pankreatik tamponlayici salgaya
azaltair., Gastrik asit salgisinin normalin lzerinde ol-
masiyla peptik {ilser olusur (46).,

Sigara i¢imiyle birlikte alkol alinmasi da kan=~
ser riskini arttirmaktadir (47),

Sigara dumani igerdigi nitrozaminler yaninda
prolidin ve piperidin gibi birgok ikincil amini de i-
cermektedir, Bu aminler sigara ig¢imi sirasanda tukiru-
ge gegerler. lkincil aminler ayrica balik ilrinlerinde
tahillarda ve gayda bulunur, Besinlerin pigirilmesi
ve proteinlerin pirolizi sonucu; prolin, arjinin ve
hidroksiprolin gibi aminoasitlerle, prolidin ve pipe-
ridin gibi ikincil aminler olusur. Uzellikle bozulmus
balik ve etlerde bulunan kadaverin ve putresin gibi

diaminler isitma ile piperidin ve pirolidine gevrilir-

51



ler.Prolin yemekle alindifainda; nitrit varlifinda mi-
dede nitrozopiroline g¢evrilir. Ince barsak ve duedo-
numda bakterilerle dekarboksillenerek kuvvetli karsi-
nojen nitrozopirolidine déntsir (4).

Besinlerle alinan bu kanserojenlere bir de siga=-
ra i¢imi sonucu alinanlarin eklenmesi, tiryakilerin
yukarida anlatilan hastaliklara tutulma oranini ylik=-
seltecektir,

En ¢ok ¢alisilan nitrozamin olan DMN'nin hedef
organlaranin karacifer ve bobrek oldugu bilinmektedir
{48)e

N-[14C] nitrozonornikotin verilen ratlarda na=-
sal mukozada ve karaciferden saflastarilan proteinler-
le nikleik asitlere bajlanma saptanmistair (49).

NNN'in yapilan butin deneylerde; hayvanlarda
esophagus, Ust sindirim yolu,burun boslugu, soluk bo=-
rusu, akciger tumérleri olusturdugu gdzlenmigtir (50),

Tiryakilerin detoksifikasyon merkezi olan kara-
ciger hucrelerinin biuytk bir risk altinda olduklara
bir gergektir.

Nitrozamin olusumuna yolagan nitrit ayrica met-
hemoglobin dizeyini arttiracak ve oksijen tasimini
engelleyecektir,

Bulgularimizdan goéruldagi gibi sigara dumani

kuvvetli bir oksidanttir, Sigara ig¢imi GSH diizeyini
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arttirmaktadir. Bu durum vicudun zararli maddeleri at-
mak ig¢in strekli bir ¢aba igerisine girmesine ve slirek~
li GSH iretmesine neden olur. GSH lretimi icin NADPH
gereklidir. Pentoz Fosfat Yolunda NADPH (retimi ic¢in
stirekli glukoz ve ATP harcanmasi metabolizmanain bozul-
masina neden olacaktir. Ayrica GSH'in hepsi bu yolda
harcanacak, difer gdérevlerini yapmasini engelleyecek-
tir., |

Glukoz 6 fosfat dehidrogenaz enzimi eksik olan
insanlarda oksidant bilesiklerle GSH diizeyi azalmakta-
dir. Bu insanlarin sigara ig¢imi sonucu GSH dizeyi azale
masiyla karaciger hilicreleri kimyasal zedelenmeye karsai
dayaniksiz hale gelecektir. Karaciger nekrozu ve fib-
rozis gbzlenebilecektir.

Galismamizda saptayamadiimiz dijer sigara nit-
rozaminlerinin bulunmasa ig¢in GS~MS spektrumlarai gerek-
mektedir., Ayrica GSH- nitrozamin badlanma lrunlerinin
saptanmasi i¢in FAB kltle spektrumlari, radikalik GUrin-
ler i¢in de ESR spektrumlarinin alinmasi gerekmektedir,
Bunlari almaya olanagimiz bulunmadifas icin daha sonraki

¢alismalara birakilmaigtair,
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6. UZET

Bu g¢aligmada; en gok tiketilen yerli sigaralaran
nitrozaminlerinin saflastirilip; sigan karacigjer mik=
rozomu Sitokrom P=450 ile etkilesiminin incelenmesi,
sigara igen ve igmeyen kisilerin tlkiriklerindeki nit-
rit ve nitrozamin duzeylerinin karsilastirilmasi, si-
gara igiminin O6nemli bir detoksifikasyon bilesigi olan
Glutatyon (GSH) lizerine etkisinin arastirilmasi amag-
lanmistair.

5 adet yerli sigaradan saflastirilan nitrozamin-
lerden High Performance Liquid Chromatograph (HPLC)
ile tanimlanabilen Dietilnitrozamin (DENA) ve Dimetil-~
nitrozamin (DMN) derisimleri sirasiyla; Maltepe'de
21.1-0.0; Bafra'da 13.9~12.5; Filtreli Bafra'da 6.2~-0.0
Liks Bitlis'te 5.5-2.7; Tokat'ta 3.4-0.0 ug/sigara
olarak bulundu. Ayrica ugucu olmayan nitrozaminlerden
Nitrozoanatabin (NAT) derisimi azalan siraya goére;
Maltepe ) Bafra) Tokat ) Liks Bitlis) Filtreli Bafra;
N-Nitrozonornikotin ise;

Bafra) Maltepe ) Liks Bitlis) Filtreli Bafra ) Tokat
oldugu gérdildd,

Sigara ig¢meyenlerin tikiriklerindeki nitrit iyo-
nu derisimi; 0.,0-4.6 mg/l iken; tiryakilerde 9.2-28.7

mg/l arasinda degistigi bulundu.
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Sigara igmeyenlerin tukirdk nitrozamin derisimle-
ri ise sirasiyla DMN, DENA ve Nitrozopirrolidin (NPyr)
i¢in; 0,0-0,7, 0.0-0.5, 9.6-~16.2 ug/l iken; tiryakiler-
de 2.7-4.0, 18.4-28.1, 51.0-65.0 wg/l ocldugu bulundu,

Sigara igenlerle igmeyenlerin tikirik nitrit ve
nitrozamin dizeyleri arasindaki farklar; sigara duma-
nindaki nitrit ve nitrozaminlerin ig¢im sirasinda tiku-
rige gecgtigini kanitlamaktadir,

Sican karaciger mikrozom kesitiyle nitrit ve si-
gara nitrozaminleri etkilestirilip UV=-VIS fark spektrum=-
lari alindi. Bunun sonucu; nitrit ve nitrozaminlerin
Sitokrom P-450'ye baglanarak Cyt P-450-NO kompleksi
olusturdudu ve bunun Cyt P=420-NO kompleksine ddnisti-
gu saptanda,

Sigara i¢meyen erkek ve bayanlarain eritrosit
GSH dizeyleri sirasiyla; 76.3:5.0, 78.823,4; icenlerin=~
ki 127.834.3, 108.926.6 mg GSH/dl eritrosit olarak bu-
lundu,

Siganlara nitrit ve sigara nitrozaminleri enjek-
te edilerek, kanlarainda GSH duzeyleri saptandi. Nitrit
enjeksiyonu 6ncesi; 135 mg GSH/dl eritrosit iken, son-
rasi 156.4 mg GSH/dl eritrosit degerine ulastida bulundu.

Nitrozamin enjeksiyonu 6ncesi GSH dizeyi 115.2
mg/dl eritrosit iken, sonrasi 132.6 mg/dl eritrosit
olarak bulundu,

Bu sonucglar; sigara ig¢iminin GSH dengesini boz-

dugunu gbéstermektedir. 55



7 « SUMMARY

In this study; the effects of nitrosamines of
most widely used Turkish cigarettes on rat liver mic-
rosome Cytochrome P-450 was investigated, and the le-
vels of nitrite and nitrosamines in the saliva of
smokers and nonsmokers was compared. Effects of smoking
on the important detoxification compound Glutation(GSH)
was investigated.

The purified nitrosamines from 5 Turkish ciga-~
rettes and the measured concentrations of the Diethyl-
nitrosamine (DENA) and Dimethylnitrosamine (DMN) by
using High Performance Liquid Chromtograph (HPLC) was
founded to be 21.1-0.0,pg/cigarette in Maltepe, 13,9~
12.5 ug/cigarette in Bafra, 6.2-0.0 pg/cigarette in
Filter Bafra, 5.5-2.7 pg/cigarette in Liks Bitlis, 3.4-
0.0 pg/cigarette in Tokat respectively. Moreover the
concentrations of the Nitrosoanatabin (NAT) as cne of the
nonvolatile nitrosamine derivative in the Turkish ciga-
rettes was founded to be in relatively increasing man-
ner as below:

Filter Bafra ( Luks Bitlis ( Tokat ( Bafra (Maltepe.
and the N-Nitrosonornicotine (NNN) was founded to be as

Tokat ( Filter Bafra ( Luks Bitlis ( Maltepe ( Bafra.

The concentrations of nitrite in the saliva was

founded to be 0.0-4.6 mg/l in nonsmokers and 9.2-28.7
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The concentrations of DMN, DENA and N-Nitrosopir-
rolidine (NPyr) were founded to be 0.0-0.7, 0.0-0.5,
9.,6-16.2 pg/l respectively in nonsmoker's saliva and
were 2.7-4.0, 18.4-28,1, 51.0-65.0 ug/l respectively
in smoker's saliva,

The difference between the levels of nitrite and
nitrosamines in saliva have been shown that nitrite and
nitrosamines in smoke have been transferred to the saliva
during smoking.

Nitrite and cigarette nitrosamines were incubated
with rat liver microsome fractions and UV=VIS difference
spectra was obtained. As a result of binding nitrosami-
nes and nitrite to Cyt P-450, the Cyt-P-=-450-NO complex
have been occured and this was changed to Cyt P=420~NO
complex.

Erythrocyte GSH levels in smokers males and females
were founded to be 127.8:4.3, 108.926.6 mg GSH/dl eryth-
rocyte respectively while GSH levels were 76.3%5.0,
78.8%3.4 mg GSH/dl erythrocyte in nonsmokers males and
females respectively.

The nitrite and cigarette nitrosamines were injec-
ted to the rats and their blood GSH levels were founded
to be 156.4 mg and 132.6 mg respectively while the GSH
values were 135 mg and 115.2 mg respectively for each

group before injection.
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These findings have been shown that cigarette

smoking impaired the GSH mechanism in the body.
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