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Bazi Nitrozaminlerin R__atlarda Doku Pjrijvat Kinaz Aktivitesi
Uzerine Etkileri

Calismada; ratlara dusik dozda, uzun sureli olarak bazi nitrozaminlerin icme suyu ile verilmesinin
pirGivat kinaz aktivitesi tGzerine etkileri arastirildi.

Ratlar her grupta 12 hayvan olacak sekilde 4 gruba bdéliinerek, birinci grup kontrol olarak ayrildi.
Grup 2, 3 ve 4’teki ratlara sirasiyla N-Nitrozodietilamin (N-NDEA), 1-Nitrozopiperidin (1-NPip) ve N-
Nitrozopirolidin (N-NPir) 30 giin sureyle 200 ppb miktarinda igme suyuna katilarak verildi.
Uygulamalari takiben alinan kan ile karaciger ve bébrek doku érneklerinde Beutler yontemine goére
piriivat kinaz aktivitesi olglildi. Uzun sureli N-NDEA, 1-NPip ve N-NPir uygulamalari kan pirtivat
kinaz aktivitesinde kontrol grubuna goére degisiklik olusturmadi. Karaciger ve bdbrek dokularinda N-
NDEA verilmesi enzim aktivitesini 6nemli derecede degistirmezken; 1-NPip ve N-NPir uygulamalari
sonucunda kontrol grubuna goére karaciger ve bobrek doku pirlivat kinaz aktivitelerinin azaldigi
saptandi (p<0,05) .

Sonug olarak, ratlarda uzun sureli nitrozamin uygulamalarinin ve 6zellikle 1-NPip ve N-NPir'in
oncelikle karaciger ve bdbrek pirlivat kinaz aktivitesini azalttigi ve buna bagli olarak karbonhidrat
metabolizmasinda bozulma olabilecedi, glikozun farkli metabolik yollara ydnelebilecedi ortaya
konuldu. Bu nedenle, basta su olmak uzere gesitli yollarla nitrozaminlere maruz kalinmasinin saglk
problemlerine yol agabileceginden dolayi gereken Onleyici tedbirlerin alinmasinin gerekli oldugu
kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: N-Nitrozodietilamin, 1-Nitrozopiperidin, N-Nitrozopirolidin, piriivat kinaz.

Effects of Some Nitrosamines on Pyruvate Kinase Activity in Tissues of Rats

In study, we investigated effects on pyruvate kinase activity following prolonged low amounts
administrations in drinking water of some nitrosamines in rats.

Rats were divided into four groups and each group had 12 animals. Group | was control group.
Groups 2, 3 and 4 administered N-Nitrosodiethylamine (N-NDEA), 1-Nitrosopiperidine (1-NPip) and
N-Nitrosopyrolidine (N-NPyr) at the amount of 200 ppb with drinking water for 30 successive days,
respectively. Pyruvate kinase activities in blood, liver and kidney tissue samples were measured
according to the method of Beutler following the administrations. No changes in blood pyruvate
kinase activity were observed during prolonged administrations of N-NDEA, 1-NPip and N-NPyr in
rats according to the control group. While administration of N-NDEA in liver and kidney tissues
wasn’t significantly change at enzyme activity, it was found significantly decrease in pyruvate
kinase activities of liver (p<0.05) and kidney (p<0.05) tissues in 1-NPip and N-NPyr prolonged
treated group in rats according to the control group.

In conclusion, these findings demonstrate that prolonged administration of nitrosamines in rats,
especially 1-NPip and N-NPyr decreased pyruvate kinase activities in liver and kidney. It was
remind that carbohydrate metabolism could be destroyed with decrease of pyruvate kinase activity,
turn towards to different metabolic pathways of glucose. Therefore, it is important to remind that
nitrosamine exposure of different resources particularly water may cause serious health problems
and thus it requires necessary attention.

Key Words: N-Nitrosodiethylamine, 1-Nitrosopiperidine, N-Nitrosopyrolidine, pyruvate kinase.

Girig

Nitrozaminler dogada ¢ok cesitli ve yaygin olarak bulunan kanserojenik bilegiklerdir.
Sularda ve sebzelerde yuksek miktarda nitrat bulunmasi birgok gelismis ve gelismekte
olan ulke icin ciddi bir halk saghgdi sorunu haline gelmistir. Viicuda digardan alinan veya
vucutta olusan nitrit, ikincil ve Uglincul aminlerle tepkimeye girerek nitrozaminleri
olusturur (1, 2). Nitrozamin olusumu igin gerekli ikincil aminlerin balik drinleri, tahil, cay,
sigara ve sigara dumaninda ve birgok ilag yapisinda bulundugu bildirilmistir (3).
Nitrozaminlerin olusumunda etkili olan nitritlerin kimyasal maddeler, zirai ilaglar, su ve
bitkilerde buylk oranda bulundugu bilinmektedir. Ayrica dogada yaygin olarak bulunan
nitratin bakteriler tarafindan nitrite indirgenmesiyle de olusmaktadir. Son yillarda yogun
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kimyasal glibre kullanimindan dolayr cgevrede nitrat
diizeyinde artis gozlenmistir (4). Nitrath gubrelerin ve
lagim sularinin sulama amaciyla yeniden kullaniimasi,
kok ve yaprakl bitkilerde nitrat biriminin artmasina neden
olmustur. Nitrit ve nitrat bilesikleri insanlarin tiketmekte
oldugu et, balik, peynir ve sucuk gibi gidalarda koruyucu
olarak kullaniimaktadir (5).

Nitrozaminlerin protein ve nikleik asitlere baglanarak
kanserojenik etki gdsterdikleri bilinmektedir. Mide,
6zafagus, nazofarenks, mesane ve karaciger
kanserleriyle, nitrat-nitrit ile nitrozaminlerin eksojen alimi
ve endojen nitrozamin olusumu arasinda kuvvetli bir iligki
bulunmustur. Nitrozaminler ve Ozellikle N-
Nitrozodietilamin (N-NDEA) cevresel ortamlarda yaygin
olarak bulunabilmekte ve glines 1s1§1 altinda kolayca
yikimlanmaktadir= Fakat ¢evre ortaminda bulunan N-
nitrozo bilegikleri ile nitrat ve nitrit gibi bunlarin 6n
maddeleri viicuda alindiktan sonra kanser olusumlari igin
potansiyel risk faktorlerini olusturmaktadir. Arastiricilar
gidalar ile icme suyu igindeki nitrat ve nitritin de
nitrozaminlerin ~ olusumuna  yol acarak kanser
olusturabilecegini bildirmektedirler (3, 6, 7).

Nitrozaminlerin metabolizmasi éncelikle karacigerde
gerceklesir. Ancak, basta N-NDEA olmak uzere
nitrozaminler toksik etkilerini Oncelikle kanda, ama
6zellikle karacigerde olustururlar. Ayrica kan akiminin
fazla oldugu bdbrekler gibi diger organlar da bu
durumdan karacigere goOre daha disik dizeyde
etkilenirler. Cesitli arastirmalarda deney hayvanlarina
farkli nitrozaminler verildiginde basta karaciger olmak
Uzere diger organ ve doku timorlerine neden oldugu
gOsterilmistir (8, 9).

Piruvat kinaz (E.C.2.7.1.40); adenozin difosfatin
substrat diizeyinde fosforilasyonunu katalize eden bir
enzim olup fosfoenolpirivatin  fosfat  grubunu
adenozindifosfata transfer etmekte ve sonugta ATP ve
piriivat elde edilmektedir. Pirlivat kinaz enzimi glikoliz ve
ozellikle de glikoneogenezin goreceli olarak hizinin
kontrol edilmesinde gorev alir (10). TUmor hucrelerinde
karbonhidrat metabolizmasinda degisiklikler gézlenmistir.
lyi ve kétli huylu doku proliferasyonlarinda piruvat kinaz
aktivitesinin genellikle arttigi rapor edilmistir. Bu da timér
hicrelerinin metabolizmasindaki enerji ve metabolitlerin
saglanmasi igin glikolizin gerekliligini agiklamaktadir (11).
Daha oOnceki biyokimyasal galismalarda hepatoselliiler
timorlerin  gelisimi  esnasinda L-tip piriivat kinaz
izoenzimin azaldigi, Ma-tip pirtvat kinaz izoenzimin ise
arttigi gosterilmistir (12, 13). Klimek ve Bannasch (12)
N-nitrozomorfin (NNM) ile olusturulan
hepatokarsinojenezisin erken dénemde goérilen normal
ve asidofilik hiicre odaklarinda pirGivat kinaz aktivitesinin
arttigini, daha sonraki safhalarinda hem karisik ve
bazofilik hiicre odaklarinda hem de bazofilik karaciger
timarlerinde azaldigini bildirmiglerdir.

Nitrozaminlerin gesitli yollarla alinmalarinin insan ve
hayvanlarda  Ozellikle  karsinojenik  potansiyelleri
bakimindan 6nemi blyuktir. Bu nedenle, calismada
dusik miktarda ve uzun sireli olarak bazi nitrozaminlerin
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icme suyu icinde ratlara verilmesinin pirtivat kinaz
aktivitesi Uzerine etkilerini arastirmak amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Bu arastirmada; 48 adet, 170-220 g agirliklarinda, 8
haftallk Sprague- Dawley irki ratlar kullanildi.
Arastirmada deneysel uygulamalar  laboratuvar
hayvanlarinin bakimi ve kullanimi sartlarina (12 saat
aydinlik: 12 saat karanlik ve 24+3°C) uygun olarak
yurltildu. Deneysel uygulamalar suresince ratlara
standart ticari rat yemi (pellet yem, Elaziy Yem Sanayi)
ve musluk suyu ad libitum saglandi.

Hayvanlar, her grupta 12 rat olacak sekilde 4 gruba
béliindi. Kontrol grubu (Grup 1) ratlara igme suyu verildi.
Grup 2, 3 ve 4’teki ratlara ise sirasiyla N-NDEA, 1-NPip,
N-NPir (Sigma, St Louis MO, USA) birbirini takip eden 30
gin  silreyle uygulandi.  Calismada  kullanilan
nitrozaminlerin miktari daha o6nceki calismalara (6, 7)
gore belirlenerek, deneme gruplarina nitrozaminlerin
icme suyundaki son konsantrasyonu 200 ppb olacak
sekilde her giin taze igme suyuna katilarak uygulandi.

Uygulamalarin 30. giiniinde ratlar sakrifiye edilerek
kan, karaciger ve bdbrek doku &rnekleri alindi. Kan
ornekleri antikoagllan (%2 sodyum okzalat) igeren
tiplerde toplandi ve plazmalarini ayirmak icin +4°C’de
2.000 gde 5 dakika santrifiij edildi. Eritrositler serum
fizyolojik (% 0,9°luk NaCl) ile 3 kez yikanarak hemolizat
hazirlandi. Hemolizat ile karaciger ve bobrek doku
Ornekleri biyokimyasal analizler yapilincaya kadar -20
°C’de saklandi. Analizler 6ncesinde karaciger ve bobrek
dokulari serum fizyolojik ile yikandiktan sonra Tris-HCI
tamponu (50 mM Tris, 0,1 mM EDTA, pH 7,6) ile 1:10
oranda sulandirilarak Teflon cam homojenizatérde
homojenize edildi. Homojenat sogutmali santrifiijde
(Sorvall RC-5B) 8.000 g'de 30 dakika santrifuj edilerek
supernatant alindi. Pirlivat kinaz aktivitesi fruktozdifosfat
varliginda, 340 nm’de NADH’in azalan absorbans hizinin
Olglilmesi esasina dayanan Beutler ve ark. (14)nin
yontemiyle olgildi.

Alinan tim orneklerde belirlenen veriler; ortalama
degerler (X+S.E.M) olarak tabloda verildi. Gruplar
arasindaki karsilastirmalar tek yonlu varyans analizini
takiben Duncan testiyle ve SPSS/PC paket programa
gore (versiyon 12.0) degerlendirildi.

Bulgular

TUm uygulamalardaki kan ile karaciger ve bobrek
dokularinda olusan pirivat kinaz aktivitelerindeki
degdisimler Tablo 1°de sunuldu. Uzun sireli N-NDEA,
1-NPip ve N-NPir uygulamasi ile kan pirtvat kinaz
aktivitesinde istatistik olarak 6nemli bir degisiklik
olusmadigi goruldi. Karaciger dokusunda pirtivat kinaz
aktivitesi N-NDEA uygulanan grupta 13,04+1,66, 1-NPip
uygulanan grupta 3,29+1,06, N-NPir uygulanan grupta
ise 5,86+1,20 U /g doku olarak bulundu. Bdbrek
dokusunda pirtvat kinaz aktivitesi N-NDEA uygulanan
grupta 6,18+0,85, 1-NPip uygulanan grupta 2,17+0,71,
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N-NPir uygulanan grupta 0,75+0,20 U /g doku olarak
saptandi.

Karaciger ve bdbrek dokularinda uzun sireli N-NDEA
verilmesi kontrol grubuna gére enzim aktivitesini dnemli

Bazi Nitrozaminlerin Ratlarda Doku Pirtivat Kinaz ...

Mayis 2008

derecede degistirmezken; 1-NPip ve N-NPir verilmesi
sonucunda ise hem karaciger (p<0,05) ve hem de
bdbrek (p<0,05) dokularinda pirlGivat kinaz aktivitelerinin
kontrol grubuna gére azaldigi belirlendi.

Tablo 1. Ratlarda uzun sireli (30 giin) N-NDEA, 1-NPip and N-NPir uygulanmasindan sonra kan(U/ml) ile karaciger ve bébrek (U/g

doku) pirtivat kinaz aktivitelerinin degisimi.

Kontrol N-NDEA 1-NPip N-NPir
Kan 26,10 6,90 35,50 +3,66 36,83 +1,49 42,14 +5,09
Karaciger 11,05 £0,15° 13,04 £1,66° 3,29 +1,06° 5,86 +1,20°
Bobrek 4,40 £0,10° 6,18 £0,85° 2,17 +0,71° 0,75 +0,20°

2> Ayni satirda farkli harf tastyan gruplar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.05).

Tartisma

Endistriyel toplumlarda yaygin olarak kullanilan ve
cevre Kirleticisi olarak bilinen nitrozaminler birgok canli
yasamini olumsuz olarak etkilemektedir. Nitrozaminlerin
karacigerde metabolize edilmesi sonucu olusan
metabolitlerin kendilerinden daha fazla karsinojenik
oldugu bilinmektedir (1). Dimetilnitrozamin (NDMA)
kullanilan bir fabrikada havada, fabrikanin atik sularinin
verildigi kanalizasyonda ve deniz suyunda NDMA
bulundugu saptanmigtir (15). Sigara dumani, su, hava ile
peynir, balik ve et uUrlnlerinde bulunan, ayrica tekstil
ardnlerinin hazirlanmasinda, yag ve kaucuk
endustrisinde kullanilan NDEA'in ratlarda karsinojenik ve
mutajenik etkilerinin ylksek oldugu saptanmistir (16).

Nitrozaminlerin metabolik aktivasyonu ile spontan
olarak olusan N-nitrozolre hedef dokunun DNA'si ile
etkileserek bazlarin degisimine neden olmakta ve
karsinojenezisi baslatmaktadir. Calisilan bitin deney
hayvanlarinda nitrozaminlerin mutasyonlara neden
oldugu, timér olusumunu artirdigl, karsinojenik ve
mutajenik  etkisini ¢odunlukla mikrozomal sistem
tarafindan aktive edildikten sonra gosterdigi bildirilmistir
(13, 15, 17). Phillipson ve loannides (17) insan, fare,
sican, hamster ile domuzda NDMA, dipropilnitrozamin,
metiletilnitrozamin, 1-NPip, ve N-NPirin mutajenligini
incelemigler ve bu bilesiklerin farkli oranlarda mutajen
etkisi goOsterdiklerini bildirmislerdir. NDMA'in baglica
metabolize oldugu yer karaciger mikrozomal sistemdir.
Rat, fare ve kemirgen karaciger mikrozomlarinda
NDMA’nin demetilasyonla formaldehide ve
denitrozasyonla nitrite  dénlstigld, bu nitrozaminin
kendisinden ¢ok metabolitlerinin  karsinojenik  ve
mutajenik etkileri oldugu birgok arastirmaci tarafindan
gOsterilmigtir (15, 17, 18).

TUmor hicrelerinin - enzimoloji ile iligkisi, timorli
hicrede karbonhidrat, plrin ve pirimidin metabolizmasini
dizenleyen  enzimlerin  aktivitelerinin  degisiklige
ugramalarindan ileri gelmektedir (19). Atalay (20) ve
Cetinkaya (21) tarafindan NDEA’in sigan karaciger
dokusunda laktat dehidrogenaz, fare karacigerinde malat
dehidrogenaz, in vitro kosullarda ise maya glikoz-6-fosfat
dehidrogenazi inhibe ettigi gOsterilmigtir. Ayrica fare

karacigerinde Na/K ATPaz aktivitesi Gizerine NDEA, N-
nitrozonornikotin (NOR) ve N-Pirin etkileri galisiimis ve
NDEA'in enzimi %77 oraninda aktive ettidi, buna karsilik
NOR, N-Pirin ise %30 ve %20 oraninda inhibe ettigi
saptanmistir. Diger  yandan; beyin  timorleri,
retinoblastomalar, rhabdomyosarcomalar, medullar tiroid
kanserleri, karaciger, meme kanserleri ve hepatomalar
gibi neoplastik dokularda Moy-tip pirivat kinaz
aktivitesinde degisim oldugu tespit edilmis ve tiumorll
dokuda bulunan Ma.tip pirlivat kinaz aktivitesi ile timor
arasinda bir iligki oldugu saptanmistir (22, 23). TUmor
Ma-tip piriivat kinaz izoenzimi karbonhidrat
metabolizmasinin dizenlenmesinde aktif rol
oynamaktadir. Tiroid kanseri ve hepatomalarda pirtivat
kinazin spesifik aktivitesinin artti§i, sarkomalarda, insan
beyin timorlerinde ise distigu bildirilmistir (24).

Pek c¢ok deneysel c¢alismada farkli nitrozamin
turlerinin 6zellikle karacigerde olmak lzere olusturduklari
doku hasarlarinda pirtivat kinaz aktivitesinin degistigi
bildiriimektedir (12, 25, 26, 27, 28). Gerbracht ve ark.
(25) ise; ratlara 8 hafta sulre ile NDEA uyguladiktan sonra
karaciger parankimasinin  %36’sinda  GGT-pozitif,
%54’tinde GST-pozitif lezyon olustugunu bildirmigler ve
bu degisikliklerin karaciger pirtvat kinaz, laktat

dehidrogenaz  ve  gliserol-3-fosfat  dehidrogenaz
aktivitesindeki azalma ile iligkili olabilecegini
distinmuslerdir. Karacigerde glikoz-6-fosfat

dehidrogenaz aktivitesi %113 oraninda artmistir. Bu
veriler rat karacigerinde preneoplastik odaklarin
gelismesi esnasinda pentoz fosfatlar ile indirgeyici
Urtnler artarken, pirivat sentezinin azaldigi ve glikozun
triagilgliserollere yonlendigini desteklemektedir. Yapilan
diger bir galismada (12) ratlara agiz yolu ile NNM
verilmesi ile rat karacigerinde hepatokarsinojenezisin
olustugu ve erken safhasinda fokal karaciger
lezyonlarinin géruldagu, karbonhidrat metabolizmasinin
bozuldugu bildiriimistir. Preneoplastik ve neoplastik
karaciger lezyonlarinda, &zellikle glikojen depolayan
odaklarda, karigik hlicre odaklarinda, bazofilik hicre
odaklarinda, hepatoselliler adenom ve karsinomda
glikolizisin anahtar bir enzimi olan piruvat kinaz enzim
aktivitesi Olgllmis, glikojen depolayan odaklarda artis,
karisik hilicre odaklarinda ise ¢ok az bir disls
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saptanmistir. Buna kargin diigiik glikojen bazofilik odakta
ve bazofiik karaciger tumorlerinde piriivat kinaz
aktivitesinde O6nemli olgide bir azalma goézlenmistir.
Pirivat kinaz  aktivitesindeki azalmanin  glikojen
depolayan odaktan hepatoselliler karsinoma yol agan
hiicresel degisiklikler esnasinda nispeten ge¢ olugan bir
sonu¢ oldugunu destekledigi 6ne surilmektedir. Diger
yandan, bir bagka c¢alismada (26) ratlara NDEA
uygulanmasi ile olusan hepatokarsinojeneziste pirtivat
kinazin total aktivitesinin arttigi bildirilmistir. Total pirtvat
kinaz aktivitesi karaciger dokusundaki primer timdral
odakta oldugu gibi hiperplastik semptomlarin gérilmesi
ile de artmistir. Primer hepatomalarda L-tip pirtivat kinaz
azalirken Ma-tip pirGivat kinaz aktivitesi artmistir.
Calismada pirlivat kinaz aktivitesinin tim deneme
gruplarinda kontrol grubuna goére kanda degismezken,
bébrek ve 0Ozellikle karaciger dokusunda azaldigi
saptanmistir. Bu bulgular yukaridaki arastiricilarin
bulgulariyla paralellik gostermektedir. Pirtivat kinaz
aktivitesi ile karaciger dokusunda metabolize edilen
nitrozaminlerin mutajenik etkileri arasinda bir iliski
olabilir. Pirivat kinaz enzim aktivitesinin normal
dokulardakinden farkli olmasi kismen degismis bir gen
ifadesi ile agiklanmaktadir (27).

Ahn ve ark. (28) tarafindan 7 hafta slre ile ratlarin
icme sularina 12 mg/100 ml konsantrasyonda NNM
uygulanmasindan sonra 12, 23 ve 34. haftalarda
bdbreklerde normal hiicre tubulleri ile karsilastinidiginda
asidofilik hicre tubdlleri ve timoérlerinin  saydam
hicrelerinde  glikolitk  ve mitokondrial enzim
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