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bileşiklerinin DNA üzerindeki etkileri
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Özet: On kanserojen f\-nitroso bileşiği, insan ve rat karaciğer primer hücre billlirlcri üzerinde DNA 'ya h,ısar ıerıci
akuvlteleri açısından denendi; alkaline düsyon tekniği kullanılarak DNA bölünmesi ve nicel otoradyografi kullanılarak da
programLl1lmaml~ DNA sentezleri ölçüldü. Subtoksik konsantrasyonların aralığında pozitif dozla ilgili cevaplar her iki türün
h(lCrelerınden 10-32 mM'lik :"J-nitrosodiethylamine, I,S-IO mM' lik N-nitrosodi-n-propylamine. 1-3.2 mM'lik f\-nitrosomorpholine.
1-3.2 m\-l'lik :"J-nitrosopiperidine. 3.2- iS mM'lik N-nitrosopyrrolidine. 0.32- I.S mM' lik N-nitroso-N-methylurea. O.32-I.S m\t1' lik
N nıtrosc-N-ethylurea ve 0.1-0.32 mM' lik N-nitroso-N-butylurea kullanılarak elde edildi. N-nitrosodi-n-butylaminc i mM' Iık
doymu~ çÜ/.elusi sabitti. Insan karaciğer hücrelerinin tepkileri nitelik açısından rat karaciğer hücreleriyle benzerdi. Fakat istatıstik
,ıçıdan. N-nıırosodimeıhylamine. :"J-nitrosomorpholine. N-nitrosopiperidine. N-nitrosopYITolidine ve f\-nitnıs\ı-i\-butylurea
kullanllal,1k gözlemlenen programlanmamış DNA sentezlerinde ve DNA hasar miktarlarında iki llir arasında önemli f,ırklılıklar
görüldü. Diğer taraftan. 20 insan ve 20 r.1t donöründen alınan kültürlerde 5 mM'lik N-nitrosodimethylamine ile uyarılıııı~ genotoksik
etkilerdeki mıktarsal farklılıklar bu nitrosamine ve diğer N-nitroso bileşikleriyle ortaya çıkarılan ortalama türler arası farklılıklardan
daha bü;'liktü. Ral hepatositlerindeki DNA onarım duyarlılığını i~aret eden bu sonuçlar. insan hepatositlerındekı N-nitroso
bıleşıklerinin genotoksik potansiyelini tahmin etmek için geçerli hir modelolduğunu gösterdi.

Anahtar kelimeler: DNA hasarı. insan, karaciğer primer hücre kijItürü. N-nitroso hile~ikleri. rat

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

Suınmary: Ten earcinogenic N-nitroso eompounds were examined for DNA-damaging activity in prımary cultures of human
'1nd rat h,:patocytes. DNA fragmentation was mcasured hy the alkaline dution techniClue. and unscheduled Df\A synthesis was by
qu,ıntitatiıe mıtoradiography. Positive dose-related responses in the range of subtoxic eoncentrations indicated were obtained ın cclls
of hoth species with N.nitrosodiethylanııne (I 0-32 mM). :"J-nitrosodi-n-propylamine (ı .s-l O mM). N-nitrosomorpholine (i -3.2 mM).
N nıtroscpıperidine (1-3.2 mM). N-nitrosopyrrolidine (3.2-1 S mM). N-nitroso-N-methylurca (O.32-I.S mM). N-nitroso-i\ .ethylurea
(0.32-1.8 mM) and N-nitroso-f\hutylurea (O. i-0.32 mM). N-nitrosodi-n-hutylamine was practicaııy inactive at the maximal soluble
conccntr,.tion (I mM). The results obtained from human hepatoeytes were Clualitatively similar LO those of rat hepatoeytes. hut
staıistieaııy. imp0rlant differenees hetween the two speeies in the amounts of DNA damage and/or unseheduled DNA synthesis were
observed wiıh N-nitrosodimethylamine. f\-nitrosomorpholine, N-nitrosopiperidine. N-nitrosopyrrolidine and N-nitroso-f\.
huıylıırca. On the other hand, 4uantitative differences in the gcnotoxie effeets indueed hy 5 mM-N-nitrosüdimethylaınine in eultures
derived from 20 human donors and from 20 rat were greater than average eoınpounds. These results indieate thaı the rat hepatocyte
DNA repair assay is a valid lI1terspeeies diflen::nccs displayed hy this nitrosamine and hy other N-niıroso model for predicting the
genotoxi" potentıal of N-nitroso compounds in human hepatocytes.

Ke;' words : DNA damage. hepaıocyte. human: N-nitroso compounds. rat

Giri~
N-nİtroso bileşikleri (NOernin birçok hayvan tü-

rlimk tü ~llÜr oluşumuna neden olduğu ortaya çıkarılmıştır

(2.9,14.=0). Kuvvetli kanserojen aktiviteleri nedeniyle.

NOC un geniş çevresel oluşumları. ön aminlerden ve

<ll.otlu maddelerden iıı viv() oluşum ihtimali ve önemli öl-

çüdeki etkileri. belirli bölgelerdeki artan kanser olayları

ilc ilişkilendirilmesini ve insanın maruz kaldığı miktarın

tayin e(: ilmesini sağlamıştır (14. 19.29,32). Bartsch ve

Monıesano ıi) in viv(J olarak oluşan ya da mesleki ve

çevresel nedenlerle ortamda olan NOC'yc maruz kalan

insanların bu bileşiklerin kanserojen t:tkilerine karşı du-

yarlılıklarını biyokimyasal. patolojik. deneysel ve epi-

demiyolojik incelemelerden elde edilen sonuç'lar ışığında

incelemişlerdir. Metabolizmadaki niınmıminler genellik-

le karaciğere karaciğer dışı dokulardan daha yliksek oran-

da ilgi gösterdiği için. insan karaciğerindeki kimyasal

maddelerin biyolojik aktivitelerinin değerkndirilmesi

için güvenilir bir modeli olarak gösterilen insan karaciğer

dokularının primer kültürleri üzerinde deneyler ya-

pılmıştır. (6.8,13.24,34). DNA büllinmesi. alkaline elüs-

yon tekniği (I 7) ve nükleon başına net ağırlık olarak mik-
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K (ml-I): DNA elüsyonunun ba~langıç oranı

fR: filtre üzerinde kalan DNA

V: Elüsyon miktarı (13 mı)

"K" dirckt bir ~ekilde tck zincirkırılma sayısı ile

orantılıdır.

Bulgular
Sitotoksisite konusundaki ön veriler, incelenen iO

adet NOenin, farklı konsantrasyonlarına 20 saat süre ile

serumsuz WME uygulanan rat karaciğer hücrelerinelen

arta kalan fraksiyonların ölçülmesiyle elele edileli. Trypan

bl uc excluding'1i hücrelerin %60 oranından daha fazlası.

100 mM NDMA, NDEA ve NPYR; 18 mM NDD1\, 10

mM NMOR, NPIP ve NMU: 3,2 mM NEU ve i mM

DNA onarım sentezleri ve otoradyografik deneme
UDS, Williams'a göre (36) hiçük değişikliklerle

otoradyografik olarak izah edilir (21). Hem insan hem de

ratlarda yüzer adet hücre üzerinden değerlendirme ya-

pıldı. Nükleus üzerindeki gümü~ taneciklcr eksi otop-

lazma içinde eşit boyuttaki bir saha üzerindeki taneciklcr

hcr bir ni.jklcus ba~ına net ağırlık olarak hesaplandı. Nük-

leusları gümüş taneciklcri ile çok yoğun hir şekilde i~a-

retli olan S safhasındaki hücreler kolay bir şekilde fark

edildi.
Bu çalışma, Straytdyde Üniversitesi Biyoloji Bö-

lümü Laboratuvarıarında gerçeklc~tirildi

Kullanılan N-nitroso bile~ikleri
10-32 mM'lik N-nitrosodiethylamine (NDEA), 1.8.

lO mM'lik N-nitrosodi-n-propylamine (NDPA). 1-3,2

mM'lik N-nitrosomorpholine (NMOR). 1-3,2 mM'Jik N-

nitrosopiperidine (NPIP), 3,2-18 mM'lik N ..nitrosopyrro-

lidine (NPYR), 0,32- 1.8 mM'lik N-nitroso-N-methylurea

(NMU), 0,32- 1.8 mM'lik N-nitroso-N-ethylurea (NEU),

0,1-0,32 mM'lik N-nitroso-N-hutylurea (NBU), i mM'lik

doymuş çözeltisi sabit N-nitrosodi-n-hutylamine (!'ıDBA),

5 mM' lik N-nitrosodimethylamine (NDMA).

DNA bölünmesi ve alkalin elüsyon tekniği
DNA bölünmesi, daha önce tarif edildiği gibi (4) al

kalin elüsyon tekniği ile değerlendirildi. Bu teknikle. tck

zincir kırıkları olan DNA' nın ve/veya alkaliye dayanıksız

bölgelerin mevcudiyeti, kontrollerle kar~ıla~tırı)dığı gihi.

hızlandırılmı~ DNA elüsyonu ilc ortaya çıkanldı. So-

nuçlar hcm filtreden yıkanıp giderilmi~ DNA' nın yüzde

oranı olarak hem de kontroller (Kt-Kc) üzerinden el~isyon

oranı olarak ifade edildi. Denklem aşağıdaki gihi olu~-

turulur.

(-In fR)

V
K=

Karaciğer primer hücre kültürleri
Çalı~manın materyalini operasyon sonrası atılacak

olan laze insan karaciğer dokuları ve Sprague-Dawley

erkek alhino ratlarından alınan karaciğer dokuları oluş-

llIrdu. Karaciğcr donörlerinin sonuçları Tablo 1'de su-

nuldu. Karaciğer hücreleri, daha önce Strcm ve ark. (33)

tarafından tarif edildiği gihi kesik yüzeydeki büyük kan

damarlarına sokulan sondalar sayesinde kollajen per-

füzyonla sağlıklı dokudan ayrıldı. Çe~itli donörlerden

elde edilen karaciğer hücreleri, 5x 106' dan lOx 109' a kadar

sulandırıldı. Trypan hlue exclusion'la ülçüldüğü gibi per-

füzyondan sonra kullanılabilir hücre oranları Tablo l' de

sunuldu.
Rat karaciğer hücreleri, Williams (35) tarafından

tarif edildiği gibi kollajen perfüzyon yoluyla, Sprague-

Dawley erkek alhino ratlarından (2OG'den 250 g'a kadar)

elde edildi. Kullanılahilir hücre oranları lk80'den Cj(l95'e

kadar sınıflandırıldı.
Izole insan ve rat karaciğer hücreleri, % 10 fötal

dana serumu ve 50 mg/ml'lik gentamisin içinde mu-

hafaza edildi. Bu süspansiyon eşit miktarlarda aşağıda

tarif edildiği gihi plastik kapların içine yerleştirildi. DNA

hölünmesi üzerine yapılacak deney için 60 mm'lik açık

kapların içine 2x 10" hücrc ve UDS'nin helirlenmesi ama-

cıyla yapılacak dency için ise kollajen ile kaplanmış 3,5

mm 'lik kaplar içine 1x iO" hücre ycrleştirildi. %95'i hava,

'kSi CO,'den olu~an hir atmosferdc 37°C'lik ısı altında 3

saaılik ek hir süreden sonra, karaciğcr hücrcleri serumsul.

Williams hücre kültürü medyumu (W ME) içinde test hi-

le~iği ile 20 saat süreyle inkübasyona bırakıldı. NOC kul-

lanıından hemcn önce direkt olarak ortamından ayrıldı ve

i()pCi/ml imetill- 'H ı tinlİdin İIıkühasyon ortamına ilave

edildi.
Bu işlemin bitiminde hücreler, tryparı blue exclusion

yoluyla sitotoksisite, DNA hölünmesi ve UDS için de-

nemli .

Materyal ve Metot

ıarsa! ntoradyngrafi (36) yoluyla programlanmamış DNA

sentezi (UDS) kullanılarak değerlendirilmiştir. Model

olarak rat ın kullanılmasının doğruluğunu kontrol etmek,

risk miktarlarındaki değerler konusunda daha iyi hilgi

sağlamak ve NOC'nin potansiyel kanserojen özelliklerini

hulmak amacıyla. rat ın karaciğer hücrelerinin primer kül-

ıürlerimleki aynı uç noktalar ölçülerek hir karşılaştırma

yapıl1111~tır (3.15,37).
Bu çalışmada. insandaki NOC'nin potansiyel ge-

notoksik aktivitesi konusunda ek hilgi edinmek için insan

hücrelerindeki DNA'nın onarım ve hasarı ile ilgili sen-

tezlcri ve kist olu~um kapasiteleri konusunda on kimyasal

madde incelenmiştir.
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Tablo i. Karaciğer hücrelerinin izolasyonund.!Il elde edilen mırnunelerin hastalarına ait veriler.

Table ı. Dctai!s of patients from whorn liver sarnples were obtained for the isolation of hepatocytes.

2 3 4 5 6 7

Cınsiyet Erkek Kadın Erkek Erkek Erkek Kadın Kadın

Ya~ (yıl) 58 47 71 54 70 39 SO
Kriter i,;in tanı (Safra kanalı Kavernöz Kavenıöz Karaciğer Kistik kanal llidatid kist Safra kesesı

karsinornu) heınanjiom hernanjiorn karsinoınu stenoıu adcnokarsi ndınu

Bılınıbin (ıng/dı) 0.5 ı.ı 9.7 13.7 0.3 16.7

ALP n 100 425

(U/L)

/\ST' (U/L) 31 24 36 551 63 32 156

ALT (lI/L) 29 3130 41 1131 55 64 158

y-GT (IJ/L) 42 386 59
CpK (lI/L) 22 2026 34 73

LDH ([;ıL) 260 574 163 207 256
Canlı h;jcre (Ok) 91 91 95 87 53 82 95

8 9 LO i i 12 13 14

Cınsiyet Erkek Kadın Kadııı Erkek Erkek Erkek Erkek

Ya~ (yl.l) 68 66 67 66 52 65 75

Aıneliyat için belirti Kolon Kolon Kolon Karaciğer Safra Mide Karacığer

karsinoımımın korsinornunun karsinornunun karsinoınu kanalı adenokarsino- .ıdenomu

karaciğer karaciğer karaciğer karsinoınu ımımın karaciğer

ınetastazlan metastazlan metastazları metastazı
Bilirubin (ıng/dı) 0.3 OA 0.9 4.7 0.5 lA

ALP (L'/L) 154 115 152 iSi 103 136

ASP (U/Ll 40 37 15 142 93 51 73

ALT (llL) 30 37 167 92 43 12
y-GT (U/L) 40 42 589 234 153
CpK (lI/L) 79 34

LDH (U/L) 209 374 197 165 123

Canlı hıiere ('Ye) 71 95 85 SO 82 86 Si
15 16 17 18 19 20

Cınsiyeı Erkek Kadın Erkek Erkek Kadın Erkek
Ya~ (yıl) 74 70 35 57 66 56
Allleliy.Jt için belirti Karaciğer Karaciğer Mide Hidatid kist Hidatid kist Yaygııı safra kanalı

karsi noıııu karsinornu karsinomunun tıkaıııklığı ve

Norna karaciğer karaciğer apsesi
metastazı

Bılinıbin (mg/dı) 0.9 0.6 0.6 0.7 0.5 0.9
ALP (U/L) 94 136 104 69 421 289

ASTA (U/L) ..27 28 36 21 3 i 48
ALT (LlL) 96 22 47 79 32 159
y-GT (WL) SS 131 32 178 353
CpK (U/L) 33 79 34 23 24 84
LDH (U/Ll 275 549 21 i 142 126 182
Cınlı !ııiere (%) 73 77 91 76 86 67

ALP. alkalen fosfataz:ASTa. aspartat aminotransferaz; ALT, alanine aminotransferaz: y-GT. gaınrna glutaıııiltransfcral.: CPK. kre-
alin fosfokinaz: LDH. laktat dehidrogenaz.

NBV seviyesinde elde edildi. NDBA'da ise; düşük çö-

zülchilirlik özelliğinden dolayı sitotoksik bir kon-

santrasY'.Jl1a ulaşamadı. Her bir NOe için, sitotoksisite

denemelerinde test edilen en yüksek doz, ilk denemede

hücre büyümesini C'j{l30' dan daha aşağıya çekmek için,

maksimum seviyedeydi. Benzer bir duyarlılığı elde etmek

için, insan karaciğer hücrelerindeki UDS ve DNA bö-

1ünmesini sağlayan NOe kapasitesi. aynı sınıf kon-

santrasyonlara maruz bırakıldıktan sonra incelendi. fakat.

insan ve rat karaciğer hücreleri arasındaki \eya aynı türün

farklı donörlerinden elde edilen hepatosit primer kültürü

arasındaki sitotoksisitenin muhtemel farklılıklarının bu-

lunması için canlı kalan hücre parçaları her bir denemede

ölçüldü. NDMA 5 mM'lik konsantrasyon halinde pozitif
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kontrololarak kullanıldı. Incelenen NOCnin genotoksik
etkilerinin karşılaştırılması, NDEA'nın rat karaciğer hüc-
rekri ic,:in daha toksik olmasına karşın. MMDR'nin sü-
rekli hir şekilde insan karaciğer hücrelerindeki hücre bü-
yümcsi üzerinde azaltıcı hir etki sağladığını göstermek-
tedir. Diğer tüm NDClerin, canlı kalan hücre parçaları
ac,:ısından iki tür arasında önemli bir fark oluşturmadığı
ortaya c,:ıkmıştır. Sitotoksisite test sonuçları, DNA elüs-
yon oranındaki hir artışın, örneğin; DNA böli.inmesi gihi
ve UDS'nin NDEA, NDPA, NMOR. NPIP, NPYR.
NMC. NEU ve NBU tarafından hem insan hem de rat ka-
raciğer hücrelerinde uyarıldığında, bunların 0,1' den 10

nıM' ye kadar sınıflandırılabilecek en küçük efektif kon-
santrasyonlar olduğunu göstermiştir. Bunun aksine; DNA
hasar ve tamirinin ya düşük derecede ya da her iki türün,
hepatosit primer kültürünün ve NOCnin çözülebilirlik li-
mitini gösteren 1 mM' lik NDBA'ya maruz bırakıldıkla-
rında hemen hemen hiç mevcut olmadıkları görüldü.
Aktif NOCde DNA hülünme miktarının doza bağlı 01-
masll1<l karşın, zaman zaman daha yüksek konsantras-
yonlarda toksisite uyarımıl'la DNA onarım sentezlerinin
kısmi olarak engellenmesiyle karşılaşıldı.

Genellikle aynı türün farklı donörlerinden alınan
kültürlere uygulanan NOe ilc uyarılan DNA hasar ve

tamir miktarında, hem insan hem de rat karaciğer hücre
miktarlarında farklılıklar gözlendi. Tüm denemelerde 5
mM'lik NDMA positif kontrol için kullanıldığından (ör-
neğin; 20 insan ve 20 ratın hepatosit primer kültüri'll1de).
NDCnin sitotoksisitisinde olası lUr ic,:i değişiklikler ko
nusunda bilgi edinmenin en iyi yolu. hu yolla elde edilen
verilerdir. Kı-Kc olarak ölçülen DNA hiilünme miktarı.
insan karaciğerinde 5 katı iken rat hepatosit primer kül-

türünde 7 katıdır.
Bu büyük tür ic,:i değişikliğe rağmen iki tür ara

sındaki DNA' nın hasarı ve NDMA. NMOR. NPIP.
NPYR ve NBU'lllın UDS etkisi konusunda istatistik ola-
rak önemli farklılıklar gözlemlendi (Tah lo 2).

Tartışma ve Sonuç
Hayvanlarda uygulanan kısa ve uzun süreli de-

neylerden elde edilen sonuçların insana uygulanması.
kanser araştırmalarında önemli bir aşamadır (16.30). Esas
problemlerden biri ksenohiyotik metaholizmadaki türler
arası farklılıkların varlığını ortaya koymaktır (13.1 X.25).
Gerçekte kimyasalların kanserojenik etkisi brmaşık hir
süreç olmasına karşın, kanser süreci esnasındakı me-
taholik aktivasyonu n ve daha sonraki DNA hasarlarının.
tümör oluşumunda önemli ilk adımlar olduğuna inanılır

Tahlo 2. NOCnin insan ve rat hepatositlerintkki DNA parçalanması ve programlanmamı~ DNA sentezı potansiyelı
Tahıl' 2. Potency of NOC in inducing DNA fragmentation and unprogrammed DNA ~ynthesis in human and r~tl her~\lücyıe.'.

Ortalama :tstandart sapma

Hıle~iklcr

DNA-hasar verme etkisi
(X mM'I)"

Insan Rat Insan

lJDS-oluşturma etkisi
(X mM'l)h

Rat

NDMA

NDEA

"DI'A
\lMOR

NpıP
i\pYR
"Ml'
"Eli
NUt'

io.m :t 3.76
2.21 :t 0.58
5.19 :t 333
14.0! :t 1.78
6.27 :t 1.29
1.33 :t 0.43
27.23 :t 6.41
16.88:t 936
71.78:t2676

18.37 :t 4.24e
3.02:t 1.26
7.48:t3.43
ı4.95 :t 626
2.43:t ı.74e
3. ı9 :t 1.96e
31.88 :t 12.09
i ı.34 :t 4.03

31.03 :t ı4.00e

4.05 :t I.S5
1.89 :t 0.61
4.11 :t 2.33

10.97 :t 6.26
2.14:t 2.63
4.60:t 3.R3
20.5 .• :t 9.60
7.58 v 5.53
54.26:t 19.52

4.4~ :t 2.57

1.6l):t 0.80

(ı,:lS :t 375

~.53:t 1.8~d
IO.17:t 452d
175 \ 1.12e

~O.2X :t 15.14
7.X4 :t 3.l)O

1l).l)O:t i025c

aL DNA hasar \erme etkısi a~ağıdaki formül ile hesaplanmıştır:
(Kı-Ke)

X iO(){)
Yo~unluk (mM)

Bu torıııülde "(Kt-Kc)" koııtrolUzerinde filtreden geçme oraıııdır. De~erler 3 de~işık yo~unluk seviyesındc te't edılen D\lA-I"~\Sar
\crme kııvvetlerinin averajıdır.
h) UDS,olu~LLırıııa etkisi a~ağıdaki formülü kullanarak hesaplanmışLLr:

(NGt-NGc)

Yoğunluk (mM)
Rıı Inrmülde (:"IGt-NGc) her çekirdekteki net parçaeıkIarın koııtro i üzerindeki artı~ıdır. Bu değerler de~işık yoğunlıık sevıyelerınde

ılerleyen hır neı niikil'er parçacık artışına neden olan UDS meydana getirme kuvvetlerinin avcraJıdır. Bu "Doz-Cevap" eğri,ıniıı yUk-
'elen höllimiidür.
e) p<O.O() I-t-testi (Student t testi)
d) p<().O!-l-testi (SıudenttıeSll)
e) p<O.OS-t-ıestİ (Student t testi)
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(11.22). Harris (10) tarafından son zamanlarda in-

celendiğı gibi. laboratuvar hayvanlarından ve insan do-

nörlerden alınan hücrelerdeki sitotoksisite ve kimyasal

metaboliıma üzerinde yapılan araştırmalar in vitro olarak

da karşılaştırma yapmak için eşsiz fırsatlar sunar (13,26-

n) Özellikle, izole edilmiş insan karaciğer hüc-

relerindeki, kimyasal kanserojenlerin metabolik ha-

n:ketleri ve hareketsizliklerindeki tür içi ve türler arası

değışikliklerin değerlendirilmesi büyük değere sahiptir.

NOe, birçok çeşit hayvan türünde tümör yapan kuvvetli

bır kanserojen grubumı temsil ettiği için, insanlardaki

kanser ri:;kinin tayininde ek bilgi elde etmek adına, insan

ve rat karaciğer hücrelerinin primer kültürlerindeki uya-

rıcı DNA hasar ve tamir sentezlerinin LO adet NOCsinin

kapasitesini karşılaştırmanın faydalı olacağı düşünüldü.

Bu sitotoksisitenin uç noktalarının seçimi metabolik ola-

rak yeter miktardaki primer karaciğer hücre kül-

türlerimieki UDS' nin ve ON i\ böliinmesinin birçok smıf

kanserojen madde için potansiyel olan kanserojen gös-

tergelerinİn doğruluğunu gösteren birçok deneysel kanıtla

gö/lcndi (3136-38). Elde edilen sonuçlar, incelenen Lo
NOCnin. (NDMA, NDEA. NDPA, MMOR, NPIP,

NPYR. NMLJ. NEU. NBU. NDBA) karaciğer hüc-

relcrinde DNA tamir sentezleri oluşturduğunu gös-

ternıiştir. DNA'da, az çözülebilirliği nedeniyle test edi-

lebilen maksimum konsantrasyondaki (I mM) NDBA,

her iki türün hepatosit primer kültüründe zaman zaman az

aktivite g:istermiş. bazen de hiç aktivite göstermemiştir.

010Cnİn incelenen test sonuçlarının bir kısmı aşağıda be-

lirtilen teq sonuçlarıyla uyunıludur. İnsan karaciğer hüc-

relerinin primer kültürleri NDMA'ya (5-7,33) ve NDEA

(3334)'y,1 maruz bırakıldıktan sonra UDS'nin in-

düksiyom; fark ethldi ve aynı NOCnin ikinci kez kültürü

yapılmış insan fibroblastlarımn nHIlasyonuna sebep olan

ürünlere tepki vermesi için insan karaciğer hüereleriyle

harekete geçirildiği ortaya çıkmıştır (13,34). İnsan ka-

raciğerind.~n elde edilen örneklerin. ND MA, NDPA,

NPIP. NPYR ve N-nitrosomethylethylamine (27,28) için

yapılan Ames testinde etkin bir mutagenik aktivator ol-

duğu görülmüştür. Nükleik asit metilasyon ve in
vim/ daki insan karaciğer dilimleriyle NDMi\' nın me-

taholizma~:ı i97()'te Montesana ve Magee (23) tarafından

tarif edildi ve yeni metiııenmiş pürinlerin NDMA ze-

hirlenmesinden sonra insan karaciğer DNA'sında mevcut

olduğu farkedilmiştir (12). İnsan ve rat karaciğer hi.ic-

rclerinde UDS'nin meydana çıknıası ve DNA'nın hasar

görnıesimk roloynayan 9 aktif NOCnin ortalama etkisi.

T:.ıblo 2' de gösteriınıiştir. Iki tür :.ırasınd:.ı istatik olarak

önemlı bi.r fark olduğu NDMA, NMOR, NPIP, NPYR ve

NBU İle onaya konulmuştur. DNA'nın hasar verici oranı

NPIP ve NBU insan karaciğer hücreleri karşısında daha

aktif olmasına karşın. NDMA ve NPYR'nin rat karaciğer

hücreleri karşısında daha aktif olduğu görülmüştür. UDS.

NMOR. NPYR ve NBU'yu uyarma oram insanda daha

çok iken. NPIP ratlarda daha kuvvetlidir. NPIP' nin. ins:.ın

karaciğer hücresinin DNA'sına daha büyük iilçüde hasar

vermesi ve bunun aksine ratlarda DNA onarımını teşvik

etmede daha aktif olması ve tam tersinin de NPYR'de

oluştuğu dikkate değerdir. UDS nıiktarı sadece DNA ıcı.

yonlarımn sıklığma değil aynı zanıanda iki tür için farklı

olabilecek olan DNA onarım sentezlerini içeren enzinı

sistemlerinin aktivitelerine de bağlı olduğu için yukarı

daki farklılıklar şaşırtıcı değildir. Her bi.r N-nitroso hi-

leşiğinin genotoksik aktivitesini değerlendirnıck için kul

lanılan iki türün az sayıdaki donıirleri IH:deniyle. göı

lemlcnen türler arasındaki DNA' nın hasar verici \e

UDS'nin uyarıcı gücündeki farklılıklar. istatistik açıdan

önemli olsa bile, tedbirli bir şekilde yorumlanmaııdır.

Bazı NOCler için insan ve rat karaciğer hücreleri ara-

sında miktarsal farklılıkların bunların hareketlerini ve dc-

toksikasyonlarını içeren mctabolik süreçlerinin randıına-

nıyla oluşabilme olasılığı bir iirnektir. Bu yönüyle bul-

gularımızın. NOCnin duyarlılığı açısından tür içi fark-

lılıkların gcrçekte iki tür arası farklılıkt~1l1 daha büyük ola.

bilmesi olasılığını göstermesi açısından önemlidir. /'aıen.

iki türün birçok donikü üzerinde (20 insan-20 rat) yapılan

tck NOe testi olan NDMA' dan clde edilen sonuçlar. bu

bileşiğin ortalama DNA hasar gücü. insanda rattan sadece

i,5 kat daha büyük olduğunu göstermiştir. Buna karşııı.

aynı parametre. sözü edilcn ilk türün farklı donıirleri ~ıra-

sında 2,5 kat, ikinci türün farklı donörleri arasında ıse 6

kat gibi bir değişkenlik giistcrdi. Farklı insan do

nörlerinden elde edikn hepatasit primer küllüründeki

NOe ile uyarılan UDS ve DNA böliinıne miktarlarında

ölçülebilir variyasyonlar tespit edildi. Bu varyasyonlar,

DNA onarım sentezlerinin etkinliğindeki farklılıklardan

olduğu kadar patolojik şartlardan. ilaçlardan. gıda mild

delerinden, cinsiyetten. yaştan da etkilendıği bilincn. ka-

raciğer detoksifikasyon enzinıkrinin hareketlerindeki

farklılıkları da yansıtabilir.

Fakat. bu çalışmadaki veriler. donörlerin yaş ve cin-

siyetkrinin kalıtsal bir ctkisi olduğumı giisterıııedi. Ay-

rıca, karaciğer fonksiyonlarını değerlendirmek için öl

çülen biyokimyasal parametrelerdeki değişiklikler ile

UDS ve DNA hasar miktarları arasında d:.ı herh~l11gi hir

ilişki saptanamadı. Sadece. hirçok deney sayesinde elde

toplanan verilcr. bu variyasyonların nedenleri konusunda

ayrıntılı analizlcr yapılmasını sağladı.

Sonuç olarak. rat karaciğer hücrelerinin 010Cnin

gemıtoksik etkisini anlamak için çalışmaııın uygun hir

modelolduğunu gösterdi.
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