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Insan ve rat karaciger primer hiicre kiiltiirlerinde farkh N-nitroso
bilesiklerinin DNA iizerindeki etkileri
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Ozet: On kanscrojen N-nitroso bilesigi, insan ve rat karacifer primer hiicre kiiltiirleri tizerinde DNAva hasar verici
aktiviteleri acisindan denendi; alkaline cliisyon teknigi kullamlarak DNA bgliinmesi ve nicel otoradyografi kullamlarak da
programlanmamis DNA sentezleri 8lgiildii. Subtoksik konsantrasyonlarin arahginda poziuf dozla ilgili cevaplar her iki tiriin
hiicrelerinden 10-32 mM lik N-nitrosodicthylamine, 1,8-10 mM’lik N-nitrosodi-n-propylamine. 1-3.2 mMlik N-nitrosomorpholinc.
1-3.2 mM’lik N-nitrosopiperidine, 3.2-18 mM’lik N-nitrosopyrrolidine, 0.32-1,8 mM’lik N-nitroso-N-methylurea, 0.32-1.8 mM’lik
N nitrosc-N-cthylurea ve 0.1-0,32 mM’lik N-nitroso-N-butylurea kullanilarak elde cdildi. N-nitrosodi-n-butylamine 1 - mM ik
doymus ¢ozeltisi sabitti. Insan karaciger hiicrelerinin tepkileri nitelik agisindan rat karaciger hiicreleriyle benzerdi. Fakat Istatstik
acidan.  N-nitrosodimethylamine,  N-nitrosomorpholine,  N-nitrosopiperidine, N-nitrosopyrrolidine  ve N-nitroso-N-butylurea
kullamilarak gdzlemlenen programlanmamis DNA sentezlerinde ve DNA hasar miktarlannda iki tiir arasinda Snemli farkhliklar
goriildi. Diger taraftan. 20 insan ve 20 rat dondriinden alman kiiltiirlerde 5 mM'lik N-nitrosodimethylamine ile uyartimiy genotoksik
etkilerdeki miktarsal farkhitklar bu nitrosamine ve diger N-nitroso bilesikleriyle ortaya gikanlan ortalama tiirler arast farkhihklardan
daha biiviikti. Rat hepatositlerindeki DNA onarim duyarhhgim igaret eden bu sonuglar, insan hepatositlerindeki N-nitroso
bilesiklerinin genotoksik potansiyelini tahmin etmek igin gegerli bir model oldugunu gosterdi.

Anahtar kelimeler: DNA hasan, insan, karacifer primer hiicre kiiltiirii, N-nitroso bilesikleri, rat

The effects of different N-nitroso compounds in primary cultures of human and rat hepatocytes on the
DNA

Summary: Ten carcinogenic N-nitroso compounds were examined for DNA-damaging activity in primary cultures of human
and rat hepatocytes. DNA fragmentation was measured by the alkaline clution technique, and unscheduled DNA synthesis was by
quantitative autoradiography. Positive dose-related responses in the range of subtoxic concentrations indicated were obtained m cells
of both species with N-nitrosodiethylamine (10-32 mM). N-nitrosodi-n-propylamine (1.8- 10 mM). N-nitrosomorpholine (1-3.2 mM),
N nitrosepiperidine (1-3.2 mM), N-nitrosopyrrolidine (3.2-18 mM). N-nitroso-N-mcthylurea (0.32-1.8 mM). N-nitroso-N-cthylurea
(0.32-1.8 mM) and N-nitroso-N -butylurea (0.1-0.32 mM). N-nitrosodi-n-butylamine was practically inactive at the maximal soluble
concentration (1 mM). The results obtained from human hepatocytes were qualitatively similar to those of rat hepatocytes. but
statistically. important differences between the two species in the amounts of DNA damage and/or unscheduled DNA synthesis were
obscrved with  N-nitrosodimethylamine, N-nitrosomorpholine, N-nitrosopiperidine. N-nitrosopyrrolidine and  N-nitroso-N-
butvlurca. On the other hand. quantitative differences in the genotoxic effects induced by 5 mM-N-nitrosodimethylamine in cultures
derived from 20 human donors and from 20 rat were greater than average compounds. These results indicate that the rat hepatocyte
DNA repair assay is a valid interspecies differences displayed by this nitrosamine and by other N-nitroso model for predicting the
genotoxic potential of N-nitroso compounds in human hepatocytes.

Kev words : DNA damage. hepatocyte, human, N-nitroso compounds. rat

Giris

N-nitroso bilesikleri (NOC)’nin bir¢ok hayvan tii-
riinde timor olusumuna neden oldugu ortaya ¢ikarilmigtr
(2.9.14.20). Kuvvetli kanscrojen aktiviteleri nedeniyle,
NOC un genig ¢evresel olugumlan, 6n aminlerden ve
azotlu maddelerden in vivo olusum ihtimali ve dnemli 61-
ciideki etkileri, belirli bolgelerdeki artan kanser olaylan
ile iligkilendirilmesini ve insanin maruz kaldigi miktann
tayin céilmesini saglamistir (14,19.29,32). Bartsch ve
Montesano (1) in vive olarak olusan ya da mesleki ve

cevresel nedenlerle ortamda olan NOC'ye maruz kalan

insanlarin bu bilegiklerin kanserojen ctkilerine kargi du-
yarlihklarini biyokimyasal, patolojik. dencysel ve epi-
demiyolojik incelemelerden clde edilen sonuglar 1s18inda
incelemiglerdir. Metabolizmadaki nitrozaminler genellik-
lc karacigerc karaciger digi dokulardan daha yiiksck oran-
da ilgi gosterdifi igin. insan karacigerindeki kimyasal
maddclerin  biyolojik  aktivitclerinin - degerlendirilmesi
i¢in giivenilir bir modeli olarak gosterilen insan karaciger
dokularimin primer kiiltiirleri iizerinde dencyler  ya-
pilmistie. (6,8,13,24,34). DNA boliinmesi. alkaline cliis-

yon teknigi (17) ve nitklcon bagia net agirhik olarak mik-
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tarsal otoradyografi (36) yoluyla programlanmamig DNA
sentezi (UDS) kullamlarak degerlendirilmistir. Model
olarak raun kullanilmasinin dogrulugunu kontrol etmek,
risk miktarlarindaki degerler konusunda daha iyi bilgi
saglamak ve NOC'nin potansiyel kanscrojen ozelliklerini
bulmak amaciyla, ratin karaciger hiicrelerinin primer kiil-
tirlerindeki aym ug noktalar 6lgiilerek bir kargilagirma
vapilmusur (3.15,37).

Bu ¢aligmada, insandaki NOC’nin potansiyel ge-
notoksik aktivitesi konusunda ck bilgi edinmek igin insan
hiicrelerindeki DNA'nin onartm ve hasan ile ilgili sen-
tezleri ve kist olusum kapasiteleri konusunda on kimyasal

madde incelenmistir.

Materyal ve Metot

Karaciger primer hiicre kiiltiirleri

Caligmanin materyalini opcrasyon sonrast atillacak
olan taze insan karaciger dokulan ve Sprague-Dawley
erkek albino ratlanndan alman karaciger dokulart olug-
wrdu. Karaciger donérlerinin sonuglan Tablo 1'de su-
nuldu. Karaciger hiicreleri, daha dnce Strom ve ark. (33)
tarafindan tarif edildigi gibi kesik yiizeydeki biiyiik kan
damarlarina sokulan sondalar sayesinde kollajen per-
fizyonla saghkhl dokudan ayrildi. Cesitli dondrlerden
elde edilen karaciger hiicreleri, 5x10%°dan 10x10°’a kadar
sulandinidr. Trypan bluc exclusion’la olgiildiigii gibi per-
fiizyondan sonra kullamlabilir hiicre oranlan Tablo 1'de
sunuldu.

Rat karaciger hiicreleri, Williams (35) tarafindan
tarif edildigi gibi kollajen perfiizyon yoluyla, Sprague-
Dawley erkek albino ratlarindan (200den 250 g’a kadar)
clde edildi. Kullamilabilir hiicre oranlan %80’den %95°¢c
kadar simflandinldi.

Izole insan ve rat karaciger hiicreleri, %10 fotal
dana serumu ve 50 mg/ml'lik gentamisin iginde mu-
hafaza edildi. Bu siispansiyon esit miktarlarda agagida
tarif edildigi gibi plastik kaplarin igine yerlestirildi. DNA
boliinmesi tizerine yapilacak dency i¢in 60 mm’lik agik
kaplarin igine 2x 10° hiicre ve UDS’nin belirlenmesi ama-
ciyla yapilacak deney igin ise kollajen ilc kaplanmig 3.5
mm’lik kaplar igine 1x 10 hiicre yerlestirildi. %95°1 hava,
%S5°1 CO~"den olusan bir atmosferde 37°C’lik 151 altinda 3
saatlik ek bir siireden sonra, karaciger hiicreleri scrumsuz
Williams hiicre kiiltiiri medyumu (WME) iginde test bi-
lesigi ile 20 saat siireyle inkiibasyona birakildi. NOC kul-
lanimdan hemen énce direkt olarak ortanundan aynldr ve

10 uCi/ml [metill-*H] timidin inkiibasyon ortamina ilave
cdildi

Bu islemin bitiminde hiicreler, trypan bluc cxclusion
yoluyla sitotoksisite, DNA boliinmesi ve UDS igin de-

nendi.

Kullamlan N-nitroso bilesikleri
10-32 mM’lik N-nitrosodicthylamine (NDEA), 1.8-
10 mM’lik N-nitrosodi-n-propylamine (NDPA). 1-3.2

"mM’lik N-nitrosomorpholine (NMOR). 1-3.2 mM’lik N-

nitrosopiperidine (NPIP), 3,2-18 mM’lik N-nitrosopyrro-
lidinc (NPYR), 0,32-1.8 mM’lik N-nitroso-N-methylurea
(NMU), 0,32-1.8 mM’lik N-nitroso-N-cthylurca (NEU),
0,1-0,32 mM’lik N-nitroso-N-butylurca (NBU), 1 mM ik
doymus ¢izeltisi sabit N-nitrosodi-n-butylamine (NDBA),
5 mM’lik N-nitrosodimethylamine (NDMA).

DNA boliinmesi ve alkalin eliisyon teknigi

DNA boliinmesi, daha once tarif edildigi gibi (4) al
kalin eliisyon teknigi ile degerlendirildi. Bu teknikle. tek
zincir kirtklan olan DNA’nin ve/veya alkaliye dayaniksiz.
bolgelerin meveudiyeti, kontrollerle karsilastinldig1 gibi,
hizlandinlmis DNA cliisyonu ile ortaya ¢ikanldi. So-
nuglar hem filtreden yikamp giderilmig DNA’nin ylizde
orani olarak hem de kontroller (Kt-K¢) tizerinden cliisyon
oram olarak ifade edildi. Denklem agagidaki gibi olug-
turulur.

(-InFR)
\%

K (ml-"): DNA eliisyonunun baglangi¢ orani

FFR: Filtre {izerinde kalan DNA

V: Eliisyon miktarr (13 ml)

"K" dirckt bir sekilde tek zincirkinlma sayisi ile

orantulidir.

DNA onarim sentezleri ve otoradyografik deneme

UDS, Williams'a gore (36) kiiciik degisikliklerle
otoradyografik olarak izah edilir (21). Hem insan hem de
ratlarda yiizer adet hiicre iizerinden degerlendirme ya-
pildi. Niikleus iizerindeki giimilg tanecikler cksi otop-
lazma iginde esit boyuttaki bir saha tizerindeki tanecikler
her bir niikleus bagina net agirhk olarak hesapland:. Nik-
leuslari giimiis tanccikleri ile ¢ok yogun bir sckilde isa-
retli olan S safhasindaki hiicreler kolay bir gekilde fark
edildi.

Bu ¢aligma, Straytclyde Universitesi Biyoloji Bo-

limii Laboratuvarlarinda ger¢eklestiriidi.

Bulgular

Sitotoksisite konusundaki 6n veriler, incelenen 10
adet NOC’nin, farkh konsantrasyonlarina 20 saat siire ile
serumsuz WME uygulanan rat karaciger hiicrelerinden
arta kalan fraksiyonlann élgiilmesiyle elde edildi. Trypan
bluc excluding’li hiicrelerin %60 oranindan daha fazlasi.
100 mM NDMA. NDEA ve NPYR; 18 mM NDDA, 10
mM NMOR, NPIP ve NMU: 3,2 mM NEU ve | mM
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Tablo 1. Karaciger hiicrelerinin izolasyonundan elde edilen numunelerin hastalarina ait veriler.
Table 1. Details of patients from whom liver samples werc obtained for the isolation of hepatocytes.

1 2 3 4 S 6
Cinsiyet Erkek Kadin Erkek Erkck Erkek Kadin Kadin
Yas (y1l) 58 47 71 54 70 39 80
Kriter igin tam (Safra kanah  Kavernoz Kavernoz Karaciger  Kistik kanal Hidatid kist Safra kesesi
karsinomu) hemanjiom  hcmanjiom = karsinomu  stenozu adenokarsinomu
Bilirubin (mg/dl) 0).5 1.1 9.7 13.7 (.3 16.7
ALP 78 100 425
(U/L)
AST« (U/1) 31 24 36 551 63 32 156
ALT (U/L) 29 3130 41 1131 55 64 158
y-GT (U/L) 42 386 59
CPK (L/L) 22 2026 34 73
LDH (U/L) 260 574 163 207 256
Canl hiicre (%) 91 91 95 87 53 82 95
8 9 10 11 12 13 14
Cinsiyet Erkck Kadin Kadin Erkek Erkek Erkek Erkck
Yas (y1) 68 66 67 66 52 65 75
Ameliyat i¢in belirti Kolon Kolon Kolon Karaciger  Safra Mide Karaciger
karsinomunun korsinomunun karsinomunun  karsinomu  kanah adenokarsino-  adenomu
karaciger karaciger karaciger karsinomu  munun karaciger
metastazlan metastazlan metastazlan metastazi
Bilirubin (mg/dl) 0.3 0.4 0.9 47 0.5 1.4
ALP (L/L) 154 115 152 181 103 136
ASTA (U/L) 40 37 15 142 93 S1 73
ALT (L/L) 30 37 167 92 43 12
y-GT (U/L) 40 42 589 234 153
CPK (U/L) 79 34
LDH (U/L) S 209 374 197 165 123
Canh hiicre (%) 71 95 85 80 82 86 81
15 16 17 18 19 20
Cinsiyel Erkek Kadmn Erkek Erkek Kadin Erkck
Yay (y1]) 74 70 35 57 66 56
Ameliyat i¢in belirti - Karaciger Karaciger Mide Hidatid kist Hidatid kist  Yaygin safra kanah
karsinomu karsinomu karsinomunun tkamkh@ ve
Noma karaciger karaciger apsesi
metastazt
Bilirubin (mg/dl) 0.9 - 0.6 0.6 0.7 0s 0.9
ALP (U/L) 94 136 104 69 421 289
ASTA ULy - 27 28 - - 36 21 31 48
ALT (L/L) 96 22 47 79 32 159
y-GT (U/L) 58 131 32 178 353
CPK (U/L) 33 79 34 23 24 84
1.DH (U/L) 275 549 211 142 126 182
Canh hiicre (%) 73 77 91 76 86 67

atin fostokinaz; LDH. laktat dehidrogenaz.

NBU seviyesinde eclde edildi. NDBA’da isc; diisiik ¢o-
zlilebilirlik sitotoksik  bir
santrasyona ulagamadi. Her bir NOC igin, sitotoksisite

ozelliginden  dolayr kon-
denemelerinde test edilen en yiiksek doz, ilk denemede
hiicre biiyiimesini %30’dan daha asafiya ¢ekmek igin,
maksimum seviycdeydi. Benzer bir duyarlilidr elde etmek
i¢in, insan karaciger hiicrelerindeki UDS ve DNA bo-

ALP. alkalen fosfataz; ASTa. aspartat aminotransferaz; ALT, alanine aminotransfcraz; y-GT, gamma glutamiltransicraz: CPK. kre-

linmesini saglayan NOC kapasitesi. aym suuf kon-
santrasyonlara maruz birakildiktan sonra incelendi. Fakat,
insan ve rat karaci8er hiicreleri arasindaki veya aym tiirtin
farkh dondrlerinden elde edilen hepatosit primer kiiltiirti

arasindaki sitotoksisitenin muhtemel farkhliklaninm bu-
lunmas: igin canh kalan hiicre pargalan her bir denemede
olclildi. NDMA 5 mM’lik konsantrasyon halinde pozitif



26 Taner Pamukgu - Alexandre Scott

kontrol olarak kullamldi. Incelenen NOC’nin genotoksik
eikilerinin karsilagtinimasi, NDEA nin rat karaciger hiic-
releri icin daha toksik olmasina kargin, MMOR’nin sii-
rekli bir sekilde insan karaciger hiicrelerindeki hiicre bii-
viimesi iizerinde azaluci bir etki sagladigin gostermek-
tedir. Diger tim NOC’lerin, canh kalan hiicre pargalari
agsindan iki (iir arasinda énemli bir fark olusturmadifs
ortaya ¢iknusur. Sitotoksisite tlest sonuglari, DNA eliis-
yon oranindaki bir artigin, drnedin; DNA béliinmesi gibi
ve UDS™nin NDEA. NDPA, NMOR. NPIP, NPYR.
NMU. NEU ve NBU tarafindan hem insan hem de rat ka-
raciger hiicrelerinde uyanldiginda, bunlarn 0,1'den 10
mM’ye kadar simiflandinlabilecek en kiigiik cfektif kon-
santrasyonlar oldugunu gostermigtir. Bunun aksine; DNA
hasar ve tamirinin ya diigiik derecede ya da her iki tiirin,
hepatosit primer kiiltiiriiniin ve NOC’nin ¢oziilebilirlik 1i-
mitini gosteren 1| mM’lik NDBA’ya maruz birakildikla-
rnda hemen hemen hi¢ meveut olmadiklan goriildii.
Akuf NOC'de DNA bolinme miktanmn doza bagh ol-
masma karsin, zaman zaman daha yliksek konsantras-
yonlarda toksisite uyarimiyla DNA onanm sentezlerinin
kismi olarak engellenmesiyle karsilagild.

Genellikle aym tiiriin farkli dondrlerinden alinan
kiiltiitlere uygulanan NOC ile uyanlan DNA hasar ve

tamir miktaninda, hem insan hem de rat karaciger hticre
miktarlarinda farkhiliklar gozlendi. Tim dencmelerde 5
mM’lik NDMA positif kontrol i¢in kullamldifindan (6r-
negin; 20 insan ve 20 raun hepatosit primer kiiltérinde).
NOC’nin sitotoksisitisinde olast tiir i¢i degsiklikler ko-
nusunda bilgi edinmenin en iyi yolu, bu yolla elde edilen
verilerdir. KiK. olarak olgiilen DNA boliinme miktar.
insan karacigerinde 5 kau iken rat hepatosit primer kiil-
tiriinde 7 kaudir.

Bu biiyiik tiir i¢i degigiklige ragmen iki v ara-
sindaki DNA’nmin hasan ve NDMA. NMOR. NPIP.
NPYR ve NBU nun UDS ctkisi konusunda istatistik ola-

_ rak énemli farkliliklar gézlemlend: (Tablo 2).

Tartisma ve Sonug

Hayvanlarda uygulanan kisa ve uzun stircli de-
neylerden elde cdilen sonuglarin insana uygulanmasi,
kanser aragtirmalarinda ¢nemli bir agamadir ( 16.30). Esas
problemlerden biri kscnobiyotik metabolizmadaki tiirler
aras1 farkliliklarin varligim ortaya koymaknr (13.18.25).
Gergekte kimyasallann kanserojenik ctkisi karmagsik bir
siire¢ olmasina karsin, kanser siireci esnasindakr me-
tabolik aktivasyonun ve daha sonraki DNA hasarlarmn.
timdr olusumunda 6nemli ilk adimlar olduguna inanmlir

Tablo 2. NOC nin insan ve rat hepatositlerindeki DNA pargalanmas ve programianmamiy DNA sentezi potansiyeli.
Table 2. Potency of NOC in inducing DNA fragmentation and unprogrammed DNA synthesis in human and rat hepatocytes.

Ortalama *standart sapma

DNA-hasar vermce ctkisi

UDS-olusturma etkisi

(X mMy? (X mM "

Bilesikler fnsan Rat Insan Rat
NDMA 10.02 +3.76 18.37 + 4.24c¢ 4.05+1.55 448 +2.57
NDEA 2.21 +0.58 3.02+1.26 1.89 = 0.601 1.69 + (.80
NDPA 5.19£3.33 7.48 +3.43 411 £233 645+3.75
NMOR 14.01 £1.78 14.95 £ 6.26 1097 £ 6.26 3.53+1.83d
NPIP 6.27+1.29 243+ 1.74c 2.14+2.03 10.17 +4.52d
NPYR 1.33+£0.43 3.19 £1.96¢ 4.60x3.83 P75 v 1.1 2¢
NMU 27.23 +6.41 31.88 +12.09 20.54 +9.60 30.28x 15.14
NEU 16.88 +9.36 11.34+4.03 7.58 v35.353 7.84 = 3.90
NBU 71.78 + 26.76 31.03 £ 14.00c 54.26 + 19.52 19.90 + 10.25¢

) DNA hasar verme ctkisi agagidaki formiil ile hesaplanmigur:
(Kt-Kc)
X 10060
Yogunluk (mM)

Bu formiilde "(Kt-Kc)" kontrol iizerinde filtreden gegme oramdir. Dederler 3 degisik yogunluk seviyesinde test editen DNA-hasar

verme kuvvetlerinin averajidir,

b) UDS-olusturma etkisi ayagidaki formiili kullanarak hesaplanmigtr:

(NGt-NGc)
Yogunluk (mM)

Bu formiilde (NG1-NGe) her ¢ekirdekteki net pargacikiarin kontrol iizerindeki arugidir. Bu degerler degisik yogunluk seviyelerinde
ilerleyen bir net niikleer pargactk artiyina neden olan UDS meydana getirme kuvvetlerinin averajidir. Bu "Doz-Cevap” egrisinin yik-

selen boltimidiir.
¢) p<.001-t-testi (Student ttesti)
d) p<0.01-t-testi - (Student ttesti)
¢) p<0.03-t-testi (Student t test)
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(11.22). Harris (10) tarafindan son zamanlarda. in-
celendigi gibi, laboratuvar hayvanlanndan ve insan do-
norlerden alinan hiicrelerdeki sitotoksisite ve kimyasal
metabolizma tizerinde yapilan aragurmalar in vitro olarak
da karsifasuirma yapmak i¢in cgsiz firsatlar sunar (13,26-
28). Oxellikle, izolc edilmis insan karacifer hiic-
relerindeki, kimyasal kanscrojenlerin metabolik  ha-
reketleri ve hareketsizliklerindeki tiir igi ve tiirler arasi
dedisikliklerin degerlendirilmesi biiyiik dedere sahiptir.
NOC, birgok gesit hayvan tiiriinde tiimor yapan kuvvethi
bir kanserojen grubunu temsil ettigi igin, insanlardaki
kanser riskinin ayininde ¢k bilgi ¢lde etmek adina, insan
ve rat karaciger hiicrelerinin primer kiiltlirlerindeki uya-
rict DNA hasar ve tamir sentezlerinin 10 adet NOC’sinin
kapasitesini kargtlastirmamn faydali olacadi diisiiniildi.
Bu sitotoksisitenin ug noktalarinin segimi metabolik ola-
rak yeter miktardaki primer karaciger hiicre  kiil-
tiirlerindeki UDS nin ve DNA boliinmesinin birgok simif
kanscrojen madde igin potansiyel olan kanserojen gos-
tergelerinin dogrulugunu gésteren birgok deneyscl kanitla
gozlendi (31.36-38). Elde edilen sonuglar, incclenen 10
NOC'nin, (NDMA, NDEA. NDPA, MMOR, NPIP,
NPYR. NMU. NEU, NBU., NDBA) karaciger hiic-
relerinde DNA  tamir  sentezlert  olusturdugunu - g0s-
termistir. DNA"da, az ¢oziilebilirligi nedeniyle test edi-
lebilen maksimum konsantrasyondaki (1 mM) NDBA,
her iki tiirlin hepatosit prumer kiiltiiriinde zaman zaman az
aktivite gistermis, bazen de hi¢ aktivite gdstermemigtir.
NOC nin incelenen test sonuglarimin bir kisnu asagida be-
lirtilen test sonuglariyla uyumludur. Insan karaciger hiic-
relerinin primer kiiltiirleri NDMA’ya (5-7,33) ve NDEA
(33.34)’ya maruz birakildiktan  sonra  UDS’nin  in-
diiksiyonu fark edildi ve aym NOC nin ikinci kez kiiltiirii
vapilmig insan fibroblastlanimin mutasyonuna scbep olan
tiriinlere tepki vermesi i¢in insan karacifer hiicreleriyle
harckete gecirildigi ortaya ¢ikmusur (13.34). Insan ka-
raciferindzn elde edilen orneklerin. NDMA, NDPA,
NPIP. NPYR ve N-nitrosomethylethylamine (27,28) igin
vapilan Ames lestinde ctkin bir mutagenik aktivator ol-
dugu goriilmiigtiir.  Nikleik asit metilasyon ve in
virro'daki insan karaciger dilimleriyle NDMA'nin me-
tabolizmas1 1970°te Montesano ve Magee (23) tarafindan
tarif edildi ve yeni metillenmis pirinlerin NDMA ze-
hirlenmesinden sonra insan karaciger DNA’sinda meveut
oldugu farkedilmistir (12). Insan ve rat karaciger hiic-
relerinde UDS nin meydana ¢ikmast ve DNA’nin hasar
gormesinds rol oynayan 9 aktif NOC’nin ortalama etkisi,
Tablo 2°de gosterilmigtir. ki tiir arasinda istatik olarak
snemli bir fark oldugu NDMA, NMOR, NPIP, NPYR ve
NBU ile ortaya konulmugtur. DNA’nin hasar verict orani

NPIP ve NBU insan karacifer hiicreleri kargisinda daha
aktif olmasina karsin, NDMA ve NPYR"nin rat karaciger
hiicreleri karsisinda daha aktif oldugu goriilmistiir. UDS.
NMOR. NPYR ve NBU yu uyarma oram insanda daha
¢ok iken, NPIP ratlarda daha kuvvetidir. NPIP nin. insan
karaciger hiicresinin DNA’sina daha biiylik 6lclide hasar
vermesi ve bunun aksine ratlarda DNA onarmunm tegvik
etmede daha akif olmasi ve tam tersinin de NPYR'de
olustugu dikkate deZerdir. UDS miktar sadece DNA lex
yonlarimn sikh@ina degil aym zamanda iki tiir igin farkh
olabilecck olan DNA onanm sentezlerini igeren ¢nzim
sistemlerinin aktivitelerine de  bagh oldugu i¢in yukarn:
daki farklilklar sasirtict dedildir. Her bir N-nitroso bi-
lesiginin genotoksik aktivitesini degerlendirmek igin kul-
lamlan iki tiiriin az sayidaki dondorleri nedeniyle. goz.
lemlenen tiirler arasindaki DNA™min- hasar verict ve
UDS’ nin uyarnic1 giiciindeki farkhliklar, istatistik agidan
onemli olsa bile, tedbirli bir sekilde yorumlanmalidir,
Bazi NOC’ler igin insan ve rat karaciger hiicreleri ara-
sinda miktarsal farklihklarin bunlann hareketlerini ve de-
toksikasyonlarini igeren metabolik stireglerinin randima-
myla olusabilme olasihgr bir drnektir. Bu yoniiyle bul-
eularimizin. NOC'nin duyarhligi agisindan tiir i¢i lark-
hliklarin gergekte iki tiir arast farkhiliktan daha biiy ik ola-
bilmesi olasthgin gostermesi agisindan dnemlidir. Zaten.
iki tiiriin birgok donérii izerinde (20 insan-20 rat) yapian
tck NOC testi olan NDMA dan elde edilen sonuglar. bu
bilesigin ortalama DNA hasar giicii. insanda rattan sadecce
1,5 kat daha biiyiik oldugunu gostermistir. Buna kargim.
ayn1 parametre, sozii edilen ilk tiirtin farkly dondrleri ara-
sinda 2,5 kat, ikinci tiiriin farkh donorleri arasinda isc 6
kat gibi bir degigkenlik gosterdi. Farkli insan  do
norlerinden ¢lde edilen  hepatosit primer  kiiltlirtindeki
NOC ile uyarilan UDS ve DNA béliinme miktarlaninda
olgiilebilir variyasyonlar tespit edildi. Bu varyasyonlar,
DNA onanm sentezlerinin etkinligindeki farkhliklardan
oldugu kadar patolojik sartlardan. ilaglardan. gida mad
delerinden, cinsiyetten. yagtan da ctkilendi@i bilinen. ka-
raciger detoksifikasyon enzimlerinin - harcketlerindeki
farklihiklar1 da yansitabilir.

Fakat, bu ¢alismadaki veriler, dondrlerin yag ve ¢in-
siyetlerinin kahtsal bir etkisi oldugunu géstermedi. Ay-
rica, karaciger fonksiyonlarmi degerlendirmek igin 0l
cillen biyokimyasal parametrelerdeki degisiklikler ile
UDS ve DNA hasar miktarlart arasinda da herhangi bir
iliski saptanamadi. Sadece. birgok dency sayesinde clde
toplanan veriler, bu variyasyonlarin ncdenleri konusunda
ayrinuli analizler yapilmasini sagladi.

Sonug olarak, rat karaciger hiicrelerinin NOC nin
genotoksik etkisini anlamak igin ¢aligmanm uygun bir

model oldugunu gosterdi.
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